DARTANHA JOSE

SOARES

ESPORULACAO E GERMINACAO IN VITRO DE CONIDIOS DE Cercospora

coffeicola

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de Poés-Graduacdo em
Fitopatologia, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL

2003



Ficha catalografica preparada pela Secdo de Catalogacao e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T
Soares, Dartanha José, 1976-
S676¢ Esporulagdo e germinagao in vitro de conidios de
2003 Cercospora coffeicola / Dartanha José Soares. — Vigosa :
UFV, 2003
31p. il

Orientador: Luiz Antonio Maffia
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de
Vicosa

1. Cercospora coffeicola - Esporulagdo. 2. Cercospora
coffeicola - Germinagdo. 3. Cercospora coffeicola -
Cultivo in vitro. 4. Esporulagdo - Inducdo. 5. Esporula-
¢do - Efeito da luz. I. Universidade Federal de Vigosa.

II. Titulo.

CDD 19.ed. 589.24
CDD 20.ed. 589.24




DARTANHA JOSE SOARES

ESPORULACAO E GERMINACAOQ IN VITRO DE CONIDIOS DE CERCOSPORA
COFFEICOLA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do programa de Pos-Graduagdo em
Fitopatologia, para obten¢do do titulo de

Magister Scientiae.
APROVADA: 07 de margo de 2003
p P * 7 g
Prof Aduardo S.A. it Prof. Acelino Couto Alfenas
(Consclheiro) (Conselheiro)

Prof. Edson Ampélio Pozza Prof. Onkar Dhingra
(Examinador) (Examinador)

LA/

Prof. Luiz Aﬂ!}ﬁjﬁfﬁa
(Orientador)




A Arcélia Orlandi Soares (In Memoriam)

DEDICO

i



AGRADECIMENTOS

Ao professor Luiz Antonio Maffia, pelos ensinamentos, pela orientacdo, pelas
criticas e sugestdes e pela compreensdo durante o curso.

Ao professor Eduardo Seite Gomide Mizubuti, pela orientacdo e pelas valiosas
sugestoes.

Ao professor Acelino Couto Alfenas, pela orientagdo, pelas sugestdes e pelo apoio.

Aos meus irmaos Vagner e Renato, pelo afeto.

A minha namorada, Aline, pelo amor, pelo exemplo de dedicacdo, pelas criticas e
sugestoes e pelo constante estimulo para a realizacao deste trabalho.

A Maria Luisa, Maria da Gloria e Ludmila, pelo carinho e afeto.

A Margarida Goréte e Aldir, pela grandiosa amizade, pelo estimulo e pelo exemplo
de empenho a ser seguido.

Aos colegas da pods-graduacdo e de laboratério, pela amizade e convivio, em
especial a Sérgio Nobre, grande amigo e companheiro.

Aos demais professores do Departamento de Fitopatologia que de uma forma ou
outra contribuiram para o sucesso desta empreitada.

Aos funcionarios do Departamento de Fitopatologia, em especial a Délio Duarte,
Jésus, Camilo, Marcao e Renildo, pela amizade e prestatividade.

A todos que, embora ndo mencionados, contribuiram direta ou indiretamente para a

realizacgdo deste trabalho.

11l



BIOGRAFIA

DARTANHA JOSE SOARES, filho de Arcélia Orlandi Soares e José Eloi Soares,
nasceu em Progresso — RS, em 16 de maio de 1976.

Em marco de 1996, formou-se Técnico em Agropecudria pela Escola Agrotécnica
Federal “Pres. Juscelino Kubistchek” de Bento Gongalves — RS.

Em marc¢o de 2001, concluiu o curso de Engenharia Agrondmica pela Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

Em abril de 2001, iniciou o Curso de Mestrado em Fitopatologia pela Universidade

Federal de Vicosa — MG.

v



RESUMO
ABSTRACT

1.
2.

S.

INDICE

INTRODUGAOQ........coerereerereresseresnssesesessesesessesssessessssssesessssasessssasssssssessssssessssssesesssseses
REVISAO DE TERATURAL......coouerereererereareressssesesessesessssessssssessssssessssssassssssassssssaseses

. MATERIAL E METODOS......ccoovcesuneuessansrsssssssssssssassssssssssssssssesssssssssassasssessssssassss

3.1. Esporulacao de Cercospora coffeicola em diferentes meios de cultura e

TEZIMES A€ TUZ ..uueerenriiinriiniisniinsnninsnnisssnisssnisssnisssssssssnssssssssssssssnsssssesssssssssssssssssassses

3.2. Variabilidade de isolados de Cercospora coffeicola quanto a capacidade de

ESPOTUIACAD....cuuuriirsnricnssnricsssnsiessossiessonsressonssisssssssssssssiosssssssssssssessonssessonsssssnsssssonssess

3.3. Esporulacio de Cercospora coffeicola em diferentes valores de pH do meio
e CUIUT Quunncenneieniniienninnneenneecnneecsaneissecssanssssessssessssnssssassssnsssssssssasssssssssasssssassns

3.4. Esporulacao de Cercospora coffeicola com a adiciio de biotina, tiamina e

PANVIE®..eeeeeeeeveeeeesessasnsasessssssssssssassssssssssssssssssnsassssssssssssssssssssssssessssssasssnsessasssssssnsases

3.5. Porcentagem de germinacio de esporos de Cercospora

COJJCUCOLAnnnnnnnnennneicnnennnnrcnencsnnncsnrissnissnsissssissssisssssesssssssnssssssssssssssssssssssssssssssnssens

« RESULTADOS....oooeeeereninnnnenensessesnsssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssassssssssss

4.1. Esporulacio de Cercospora coffeicola em diferentes meios de cultura e
FEZIMES (€ TUZuuuoiiernriirinriininniinisniinssnnissssnnissssnsissssssssssssssssssssssosssnssssssnsssssonsssssonss

4.2. Variabilidade de isolados de Cercospora coffeicola quanto a capacidade de
ESPOTUIACAQ..c..cuueeiirinrrinicnricssnniisssstiesssnsiesssnsnessssssessssssisssssasssonssessonsasssnsssossnsssessnns

4.3. Esporulacao de Cercospora coffeicola em diferentes valores de pH do meio
e CUIUT Auunaeenneeeiiiniiienaennaennntenneessanssssnessnesssnsssssssssssessassssssssssnssssnssssssssssessssssssase

4.4. Esporulacdo de Cercospora coffeicola com a adicao de biotina, tiamina e

PANVIE® e.eeeeeeeeeeeeeeresessesssnsnsesssssssssssasassssssssssssssssssnssssssssssssssssasasssssssssessssssasasssssnsses

4.5. Porcentagem de germinacio de esporos de Cercospora coffeicola ..................

DISCUSSAQ ..eeeereeeeneeeesessesesesssssssssssssssssesssssssssesssssssssssessssesssssnsssssssssssssssssnsssenssssns

6.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooveuevereueesesesesesessssssssssssnsssssnsasssssssssssssssen

Pag.
vi

viii

11

12

12

13

14

14

17

19



RESUMO

SOARES, Dartanhd José¢, M.S., Universidade Federal de Vicosa, Margco 2003.
Esporulacio e germinacao in vitro de conidios de Cercospora coffeicola. Orientador:
Luiz Antonio Maffia. Conselheiros: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Acelino Couto
Alfenas.

A mancha de olho pardo do cafeeiro, cujo agente etiologico ¢ Cercospora
coffeicola, ¢ uma das mais antigas e importantes doengas da América Latina. Como a
disponibilidade de conidios do patéogeno ¢ requerimento basico para varios estudos, ¢
necessario que o fungo esporule abundantemente in vitro. As informagdes sobre a
capacidade de esporulagdao de Cercospora spp., especificamente C. coffeicola, em meio de
cultura, sdo escassas e contraditdorias. Neste trabalho estudaram-se os efeitos de regimes de
luz, meios de cultura, pH do meio de cultura e adi¢do de vitaminas na esporulagdo de C.
coffeicola, bem como compararam-se isolados do patégeno quanto a capacidade de
esporulacdo. Adicionalmente, estudou-se a germinagdo dos conidios do fungo produzidos
sob as condi¢des mais propicias a esporulagdo. Compararam-se cinco meios de cultura, sob
trés regimes de luz. Os meios V8 (3,55 x 10° conidios/cm?) e extrato de po de café
(EPC)+V8 (4,53 x 10* conidios/cm®) sob o regime de luz continua propiciaram melhor
esporulagio. Os isolados CC-01(4,20 x 10* conidios/cm®) e RAP-02 (2,45 x 10’
conidios/cm?), nos meios V8 e EPC+V8 sob luz continua, foram os que apresentaram maior
capacidade de esporulacdo. A faixa de pH entre 4,0 e 6,0 ndo afetou a esporulacao dos
isolados CC-01 (9,70 x 10* conidios/cm®) e RAP-02 (4,56 x 10* conidios/cm?), cultivados
nos meios V8 ¢ EPC+V8 sob luz continua. A adi¢ao de biotina (50 pg/L), tiamina (100
ng/L) ou Panvit® (uma dragea/L) aos meios V8 e EPC+V38, ndo influenciou na esporulagio

dos isolados CC-01 e RAP-02. A germinagdo dos conidios em agar-agua 2% foi alta (média
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geral 97%), independente do isolado (CC-01 ou RAP-02), meio de cultura (V8 ou

EPC+V8) ou da fonte de vitamina (tiamina ou Panvit") adicionada ao meio.
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ABSTRACT

SOARES, Dartanha Jos¢, M.S., Universidade Federal de Vigosa, March 2003. Sporulation
and germination of spores of Cercospora coffeicola in vitro. Adviser: Luiz Antonio
Maffia. Committee members: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and Acelino Couto
Alfenas.

Brown eye spot, caused by Cercospora coffeicola, it is one of the oldest and most
important diseases of coffee plants in Latin America. As the availability of pathogen spores
is a requirement to many basic studies, it is necessary to have abundant sporulation of the
pathogen in vitro. Information about the sporulation of Cercospora spp., specifically C.
coffeicola, in culture media is scarce and contradictory. Therefore this work aimed to study
the effect of light regimes, culture media, pH of culture media, and addition of vitamins on
sporulation of C. coffeicola. Additionally, sporulation of pathogen isolates was compared
and spore germination of the pathogen produced under the most favorable sporulation
conditions was studied. Five culture media and three light exposure regimes were
compared. V8 (3.55 x 10° spores/cm?) and extract of ground coffee (EPC)+V8 (4.53 x 10°
spores/cm’) media were the most efficient in inducing sporulation, under continuous light.
In the two best media, under continuous light, five pathogen isolates were compared. The
isolates CC-01 (4.20 x 10* spores/cm?) and RAP-02 (2.45 x 10° spores/cm’) produced
highest number of conidia. In the V8 and EPC+V8 media isolates CC-01 (9.70 x 10*
spores/cm”) and RAP-02 (4.56 x 10* spores/cm®) sporulated well, with no statistical
difference, on the medium pH ranging from 4.0 to 6.0. The addition of the vitamins biotin
(50 pg/L), thiamin (100 pg/L), or Panvit® (a capsule/L) to the V8 and EPC+V8 media had
no effect on sporulation of CC-01 (1.28 x 10° spores/cm’) and RAP-02 (8.41 x 10°
spores/cm”) isolates. Conidia germination rates high (average 97%), regardless isolate (CC-
01 or RAP-02), culture medium (V8 or EPC+V8), or vitamin source (thiamin or Panvit")

added to the medium.
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1. INTRODUCAO

A mancha de olho pardo, cujo agente etiologico ¢ Cercospora coffeicola Berk &
Cook., ¢ uma das mais antigas doengas do cafeeiro. Na maioria dos paises produtores de café
da América Central e do Sul, ¢ considerada a principal enfermidade por ser amplamente
distribuida e por ocasionar grandes perdas na produ¢ao. No Brasil, ¢ tida como de importancia
secundaria apesar das perdas que pode ocasionar (Carvalho & Chaulfoun, 2000; Gonzalez et
al. 2000).

A mancha de olho pardo provoca maiores danos no viveiro e transplante para o local
definitivo, onde causa intensa desfolha e reducdo no crescimento da plantas. Nas folhas, os
sintomas caracterizam-se por manchas circulares, de coloragdo castanho-clara a escura, com
centro branco-acinzentado, quase sempre envolvidas por um halo amarelado. Frutos doentes
apresentam um aspecto ressecado, a polpa adere-se ao pergaminho dificultando o
despolpamento, além de acelerar a maturagdo, provocando queda prematura ou tornando-os
chochos, conseqiiente reduzindo a qualidade final da bebida (Carvalho & Chaulfoun, 2000).

Apesar da importancia desta doenga, sdo poucos os estudos realizados visando
esclarecer aspectos da ecologia, epidemiologia e fisiologia desta doenca. Para o
desenvolvimento de tais trabalhos, bem como para estudos genéticos, citologicos, implantagdo
de programas de melhoramento e busca de novos métodos de controle do patdgeno ¢
fundamental obter abundante producao de conidios em meio de cultura.

As informagdes sobre a capacidade de esporulacdo das diversas espécies de
Cercospora, em meio de cultura, sdo confusas e contraditérias. Em estudos, com uma ou
diversas espécies de Cercospora, obteve-se desde abundante producao de conidios a completa
auséncia de esporulagdo. Especificamente para C. coffeicola as informagdes quanto a

esporulacao em meio de cultura, além de contraditorias, sao escassas (Quadro 1).



Quadro 1. Esporulacao de Cercospora spp. em diferentes condigdes de cultivo.

HEOZE:SEZO Condigdes propicias a esporulagdo (Referéncia)
Amendoim-aveia-agar, luz continua (duas lampadas fluorescentes de 15-
W, 31cm acima das culturas), 28° C, 14 dias (Smith, 1971).
C. Agua-agar + Extrato de folha de amendoim, luz e escuro continuo,
arachidicola/ | temperatura ambiente, 7 dias (Abdou & Cooper, 1974).
Arachis Farinha de aveia-agar, pH 6,0, luz continua (duas lampadas fluorescentes
hypogaea de 15-w, 25cm acima das culturas), 29 + 2° C, 14 dias (Moraes &

Salgado, 1978).

Extrato de casca de amendoim-agar, luz continua, 28° C (Starkey, 1980).

C. asparagi/
Asparagus
officinalis

Suco V-8-dgar e Decocto de cenoura-agar, fotoperiodo de 12h ou escuro
continuo, 24° C, 5 dias (Cooperman & Jenkins, 1986).

C. beticola/
Beta vulgaris

Extrato de folha de beterraba, fotoperiodo de 12h (lampadas
incandescentes de 40 W), 22 e 26 + 2° C, 7 dias (Calpouzos &
Stallknecht, 1964).

Cenoura-melago-agar, fotoperiodo de 12h (lampadas incandescente de 40
W), 15° C, 7 dias (Calpouzos & Stallknecht, 1965).

Extrato de folha de beterraba, luz constante ou fotoperiodo de 12h
(lampadas fluorescentes ou luz negra, de 15 W), 7 dias (Calpouzos &
Stallknecht, 1967).

G capswz/ Extrato de folha de mandioca-agar, fotoperiodo de 12h, 20° C, 7 dias
Capsicum
(Loch, 1974).
annuum
C.A;arl(;laeta/ Extrato de folha de mandioca-agar-biotina + extrato de malte composto,
anino pH 5,5, 22° C (Silva et al. 1988).
esculenta

C. coffeicola/
Coffea arabica

Batata-dextrose-dgar (BDA), 1% de 4gar, 24° C (Castaiio, 1956).

Folhas de cenoura-agar, qualquer regime de luz, 24° C (Echandi, 1959).

Extrato de café-agar, Oh luz / 15h escuro (12 lampadas incandescentes e
14 fluorescentes 70 cm acima das culturas), 24° C, 15 dias (Buitrago-
Jaramillo & Fernandez-Borrero, 1982).

Suco de vegetais Yakult® + Panvit-M, luz continua ou alternada (6
lampadas fluorescentes de 15 W a 10 cm das placas), + 24° C, 7 dias (Del
Peloso et al. 1989).

C. cruenta/
Vigna
unguiculata

Farinha de soja-dextrose-agar, fotoperiodo de 12h, 25 + 2° C, 15 dias
(Oliveira et al. 1997).

Cenoura-dextrose-agar, pH 6,2, luz continua, temperatura ambiente, 8 dias
(Castro & Coélho, 2000).

C. gossypina/
Gossypium
hirsutum

Suco V-8-agar, escuro continuo, 21-29° C, boa aeragao (Miller, 1969).

continua ...




Quadro 1. continuagao...

Espécie/
Hospedeiro

Condigdes propicias a esporulacao (Referéncia)

C. henningsii/
Manihot
esculenta

Extrato de folha de mandioca-agar-tiamina, pH 5,5, fotoperiodo de 12h,
24 ¢ 28° C, 7 dias (Matos, 1976).

Extrato de folha de mandioca-agar + extrato de malte composto, pH 5,5,
22° C, 7 dias (Silva et al. 1988).

C. kikuchii/
Glycine max

Esporulagdo apenas em sementes de soja, entre 18 ¢ 27° C (Murakishi,
1951).

BDA, luz do dia, temperatura ambiente, 5-7 dias, técnica de repicagem
seletiva (Jones, 1958).

Suco V-8 agar, pH 6.34, 28° C, independente do regime de luz, 14 dias
(Chen et al. 1979).

Planta de soja senescente-agar, 28° C, lampadas Gro-Lux 8h por dia, 7
dias (Vathakos & Walters, 1979).

Suco V-8-agar, decocto de folha de cenoura-agar e tecido morto de soja-
agar, fotoperiodo de 12h (4 lampadas fluorescentes de 20 W, 30 cm acima
das placas), 25° C (Yeh & Sinclair, 1980).

C. nicotianae/
Nicotiana
tabacum

Decocto de folha de fumo-agar, 24° C, escuro continuo, 4-5 dias
(Diachun & Valleau, 1941).

Suco V-8-agar, pH 4,5-5,0, escuro continuo, 26° C, 5 dias (Stavely &
Nimmo, 1968).

CSM (C. nicotianae sporulation medium), luz constante (1 lampada
fluorescente de 15 W 24 cm acima das placas),18° C, 6-7 dias (Stavely &
Nimmo, 1969).

V-8-CaCOs-agar, fotoperiodo de 12h (2 lampadas fluorescentes de 20 W,
25 cm acima das placas), 27 + 1° C, 5 dias (Queiroz & Menezes, 1993).

C. vanderysti/

BDA, pH 5,8, fotoperiodo de 12h, temperatura ambiente, 7 a 14 dias

Trifolium spp.

Phaseolus |\ 11us & Dhingra, 1983).
vulgaris
C. zea-maydis/ | Suco V-8-agar, decocto de folha de milho verde ou senescente-agar,
Zea mays fotoperiodo de 12h, a 25° C, 14 dias (Beckman & Payne, 1983).
C. zebrina/ Suco V-8-dgar, 24 °C, luz fluorescente, 10 dias (Berger & Hanson,

1963).

No Laboratério de Epidemiologia do Departamento de Fitopatologia da UFV,

iniciaram-se estudos com vistas ao controle biologico do patégeno, entretanto, ao se empregar

a metodologia utilizada por Del Peloso ef al. (1989) obteve-se escassa esporulagdo de C.

coffeicola. Dessa forma objetivou-se, neste trabalho, estudar a esporulacdo do patdogeno em

cultivo artificial. Estudaram-se os efeitos de regimes de luz, meios de cultura, concentracao

hidrogenionica do meio e adicdo de vitaminas, referidas como capazes de induzir a produgao

de esporos em Cercospora spp., bem como a variabilidade de isolados quanto a capacidade de




esporulagdo, visto que alguns trabalhos mencionam ser esta caracteristica, intrinseca do

isolado do patogeno (Goode & Brown, 1970; EI-Gholl et al. , 1982).



2. REVISAO DE LITERATURA

Falhas na tentativa de obter abundante esporulagdo em meio de cultura, para muitas
espécies de Cercospora, tem sido o fator limitante em estudos de biologia, sistematica e
inoculacdo cruzada das espécies do género. Por isso, o entendimento dos requerimentos
nutricionais e ambientais que influenciam o crescimento e a esporulacao destas espécies ¢ de
importancia tanto tedrica quanto pratica (Griffin, 1994). Véarios sdo os trabalhos desenvolvidos
visando obter abundante esporulagdo de Cercospora spp. (Nagel, 1934; Kilpatrick & Johnson,
1956; El-Gholl et al. 1982; Suto, 1985). Na maioria dos casos, os trabalhos foram
desenvolvidos com um isolado de uma dada espécie, envolvendo, usualmente aspectos
relacionados a nutri¢ao, luz e temperatura.

Em 30 meios de cultura inicialmente testados nenhum deles foi satisfatorio na
inducao da esporulacdo de C. beticola, C. dubia, C. davisii e C. zebrina (Nagel & Dietz,
1932). Posteriormente, obteve-se abundante esporulacio de C. beticola no meio composto da
decoccao de 250g de folha de beterraba e 4gar (Nagel, 1934). O autor verificou, também, para
todas as espécies de Cercospora testadas, que a transferéncia de culturas esporulantes
produzia abundantes esporos, enquanto a transferéncia de micélio produzia somente hifas
estéreis. Ao se estudarem varias espécies de Cercospora, em meio de decoccdao de folha de
cenoura-agar, observaram que culturas expostas a luz do dia esporulavam mais
abundantemente que as mantidas no escuro (Kilpatrick & Johnson, 1956). Diferentes espécies
de Cercospora esporularam entre 4 a 7 dias, quando utilizada a técnica de semeadura em
miltiplos pontos, em meio V8-agar, no entanto, usando-se 0 meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA), raramente eram produzidos conidios (EI-Gholl et al., 1982). A maioria das
Cercospora spp. testadas, esporulou melhor sob irradiagdo de lampada fluorescente de luz

negra (Suto, 1985).



C. arachidicola esporulou sob regime de luz continua, em meio de extrato de folhas
de amendoim-aveia-agar a 28°C (Smith, 1971; Moraes & Salgado, 1978). Os ultimos autores
concluiram ser a luz fator essencial na esporulacdo de C. arachidicola, pois com escuro
continuo a producao de conidios foi praticamente nula. Porém, em outro ensaio a luz nao foi
essencial para esporulacdo de C. arachidicola, embora o tenha sido para Cercosporidium
personatum (Abdou & Cooper, 1974).

Abundante esporulagdo de C.asparagi foi obtida em meios V8 e de decocgdo de
cenoura-agar, quando se semeou uma suspensao de esporos ou fragmentos de micélio ao
meio fundente, sob incubagdo em regime de escuro continuo ou fotoperiodo de 12 h; com luz
continua, houve abundante produc¢do de conididforos, mas a de conidios foi esparsa
(Cooperman & Jenkins, 1986).

A esporulagdo de C. beticola foi aumentada quando coldnias foram expostas a luz,
com comprimentos de onda inferiores a 355 nm, por 72 h e mantidas a 15° C em meio de
extrato de folha de beterraba-agar (Calpouzos & Stallknecht, 1967). Anteriormente, estes
autores (Calpouzos & Stallknecht, 1965) ja haviam verificado interagdo significativa entre
temperatura e luz, e, sob luz continua, a 15 e 30° C, a esporulagao do fungo estimulada e
inibida, respectivamente.

Maior esporulacao de C. capsici ocorreu no meio extrato de folha de pimentao-agar,
fotoperiodo de 12 h, a 20°C (Loch, 1974). O autor concluiu ainda que, aparentemente, a
adi¢do de tiamina e biotina inibia a esporulagdo do fungo, nas concentragdes testadas.

De 150 isolados de C. citrullina, cultivados em BDA e testados quanto a
esporulagdo, dois foram considerados estaveis, relativamente faceis de manipular e sem
qualquer das dificuldades usualmente encontradas quanto a esporulacdo em meios de cultura
de Cercospora spp. (Goode & Brown, 1970). Estes autores concluiram que o fator para
determinar a esporulacdao poderia ser explicado pelo modelo genético da heterocariose, e que
se tal hipotese estivesse correta, a falha em formar conidios em meio de cultura poderia ser
explicada assumindo-se que tais isolados eram homocarioticos para nicleos contendo genes
vegetativos, € nos casos em que os isolados esporulavam por poucas geragdes havia indicagao
de que estes possuiam o0s componentes genéticos para esporulagdo, mas no entanto eram

perdidos apds algumas repicagens.



Cercospora cruenta esporulou em BDA e CDA (cenoura-dextrose-agar), apos 8 dias
de incubagdo em regime de luz continua, embora tenha esporulado pouco em V8 (Castro &
Coélho, 2000).

C. gossypina esporulou com temperatura variando de 21 a 29° C, com boa aeragao e
sob escuro continuo, (Miller, 1969).

Maior esporulagdo de C. henningsii ocorreu no fotoperiodo de 12 h, com pH inicial
de 5,5 e meio extrato de folha de mandioca-agar quando acrescido de tiamina (30 UI/L)
(Matos, 1976). Os meios extrato de folha de mandioca-agar (EFMA) + extrato de malte
composto (EMC) e EFMA + biotina + EMC foram os mais promissores para esporulagdo de
C. henningsii e C.caribaea, respectivamente (Silva et al. , 1988).

Obteve-se esporulacdo de C. kikuchii em meio de decoccao de folha de cenoura-agar
(Kilpatrick & Johnson, 1956; Lyda et al., 1979), embora este resultado ndo foi corroborado
em outro estudo que utilizou a mesma espécie e meio (Vathakos & Walters, 1979). Estes
autores obtiveram abundante esporulagdo em meio contendo tecido de soja morto ou
senescente, no regime de alternancia de 8 horas de luz com 16 horas de escuro, mas nao
obtiveram esporulagdo sob escuro continuo. Esporulagdo deste fungo também foi obtida sob
fotoperiodo de 12 h, nos meios de decoccao de folha de cenoura-adgar e V8-agar (Yeh &
Sinclair, 1980). Resultados similares foram obtidos com estes mesmos meios, tanto em
regime de luz continua como com alternancia de luz e escuro (Chen ef al., 1979), embora
outros autores obtiveram boa esporulacdo deste fungo, quando em meio V8-agar, no regime
de luz ou escuro continuo (Lyda et al., 1979). Inicialmente a esporulacdo somente havia sido
obtida em sementes de soja (Murakishi, 1951) e em outros estudos, utilizando-se os meios
BDA, Czapek e Bacto — agar apenas crescimento micelial havia sido obtido (Crane &
Crittenden, 1967).

Cercospora nicotianae esporulou bem em meio de decoccao de folha de fumo-agar
(Diachun & Valleau, 1941; Stavely & Nimmo, 1968) e em meio V8-agar (Stavely & Nimmo,
1968; Queiroz & Menezes, 1993). A temperatura Otima para esporulagdo foi de 18°C
(Stavely & Nimmo, 1968), discordando do obtido por Diachun & Valleau (1941) que
determinaram maior esporulacio a 27°C. Relativo a luz, melhor esporulacio de C.
nicotianae ocorria com fotoperiodo de 12 h que no escuro continuo (Queiroz & Menezes,

1993).



Cercospora vanderysti esporulou em BDA e decocto de folha de cenoura (Asmus &
Dhingra, 1983). Enquanto C. zebrina , esporulou melhor em V8-agar que em vérios outros
meios, inclusive BDA (Berger & Hanson, 1963).

Escuro continuo favoreceu a esporulagdo de C. zeae-maydis, quando cultivada em
meio de decocgdo de folhas verdes ou senescentes de milho e em meio V8 a 25 °C, em BDA,
a esporulacao foi baixa (Beckman & Payne, 1983).

Pelos trabalhos consultados, ¢ dificil concluir quanto as melhores condi¢gdes para
esporulacdo de vérias espécies de Cercospora., mas, em geral, Cercospora spp. esporulam
melhor em meios contendo partes de seus hospedeiros ou em V8-agar, sob temperaturas entre
20 a 28 °C, no regime de luz alternada ou continua.

Duvidas quanto as condigdes ideais para esporulagdo também ocorrem com C.
coffeicola. Inicialmente relatou-se que a esporulacdo do fungo nao foi influenciada pelo
regime de luz (escuro continuo, luz continua, ou alternancia luz-escuro) (Echandi, 1959),
contudo, posteriormente, maior esporulagdo ocorreu sob 9 h de luz alternadas com 15 h de
escuro (Buitrago Jaramillo & Fernandez Borrero, 1982) ou sob luz continua (Del Peloso et al.,
1989). Quanto aos meios de cultura, boa esporulacao do fungo foi obtida em BDA com 1% de
agar (Castafo, 1956), folhas de cenoura-adgar (Echandi, 1959) ou extrato de folhas de café-
agar e extrato de p6 de café-agar (Buitrago Jaramillo & Fernandez Borrero,1982). Del Peloso
et al. (1989) ndo conseguiram reproduzir os resultados destes Ultimos autores e obtiveram
maior esporulagdo em meio suco de vegetais Yakult® + Panvit-M. Por outro lado, todos estes
autores sdao consensuais que a melhor faixa para induzir a esporulagdo deste fungo estd entre

24 ¢ 26 °C.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Esporulacido de Cercospora coffeicola em diferentes meios de cultura e

regimes de luz

Preliminarmente, haviam sido avaliados dois isolados (CC-01 e CC-02) sobre os
meios BDA, ST (Suco de Tomate Campbell® - 200 mL/L), V8 (Suco de Vegetais V8" - 200
mL/L), DFC (Decoc¢ao de Folha de Café - 200g/L) e CVA (Caldo de Vegetais - 200mL/L),
em trés ambientes (i- 22 + 2° C com 12h de luz; ii- 25 + 2° C com luz continua; iii-
temperatura ambiente (24 + 4° C) com luz continua) e trés épocas de avaliagdo (7, 10 e 14
dias). Os meios ST, V8 e CVA foram preparados com os sucos autoclavados ou nao os quais
foram adicionados assepticamente apos autoclavagem (Del Peloso ef al., 1989)).
Seqiiencialmente compararam-se os seguintes meios de cultura, quanto a esporulagado
de C. coffeicola:
1- Suco de vegetais V8®-4gar (V8) — onde 200 mL do suco V8® adicionados a 800 mL de
agua, completavam o volume de 1 L.
2- Decoccao de folha de café-agar (DFC) — 200 g de folha de cafeeiro, colhidas no tergo
médio das plantas, foram picadas manualmente, adicionadas em 1 L de agua destilada e
fervidas por 30 minutos. Recolheu-se o decocto, por filtragem em algodao hidrofilo, em
Becker e completou-se o volume de 1L, com agua destilada.
3- Extrato de p6 de café-agar (EPC) — 50 g de po de café Camara” colocadas em filtro de
papel Melita®, adaptado sobre uma proveta, vertendo-se agua destilada fervente até atingir o
volume de 1 L.
4- Decocgao de folha de café-agar + V8 (DFC+VS8) — preparado como em DFC. Porém,
utilizaram-se 100 g de folhas de cafeeiro, 100 mL de suco V8®, completando o volume de 1L

com agua destilada.



5- Extrato de po de café-agar + V8 (EPC+V8) — 25 g de p6 de café Camara® colocadas em
filtro de papel Melita®, adaptado sobre uma proveta, vertendo-se agua destilada fervente até o
volume de 900 mL, completando 1L com 100 mL de suco V8®.

Para cada meio, adicionaram-se 18 g de agar, ajustou-se o pH para 5,0, em um
potencidmetro, com acido latico a 4% ou NaOH 2 N e se autoclavou a 121° C por 20 min.

Colocaram-se, aproximadamente, 15 mL de cada meio em placas de Petri de 9 cm de
diametro. Transferiu-se para a superficie do meio, um disco (4 mm de didmetro) de
crescimento micelial, retirado da periferia de colonias do isolado CC-01, aos 15 dias de
incubagdo em meio V8-agar. As placas foram mantidas a 25 + 2° C, sob regime de luz
continua, escuro continuo e fotoperiodo de 12 h. Na camara de crescimento, havia um
conjunto de dez lampadas (cinco lampadas Gro-Lux F20W T12 (Sylvénia®), alternadas com
cinco lampadas F40 T12 / LDP - Luz do Dia Plus (Sylvania®™)), 70 cm acima das placas,
propiciando, na superficie das mesmas, 38 pmol de fotons.m™.s™', medido com um fotémetro.
No regime de escuro continuo, envolveram-se as placas em papel aluminio. Para o regime de
luz/escuro, bandejas envoltas em papel aluminio eram diariamente colocadas sobre as placas ¢
decorridas 12h eram removidas. Apds 10 dias, removeu-se, com o auxilio de estilete, toda a
area das colOnias, as quais foram transferidas para tubos de ensaio contendo 2 mL de agua
destilada e uma gota de Tween 20. Os tubos foram agitados vigorosamente, por 30-35
segundos (El-Gholl ef al., 1982) em um agitador de tubos tipo vortex. Posteriormente, com o
auxilio de camara de Neubauer, determinou-se, por meio de duas leituras, o nimero de
conidios em cada repetigao.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, por duas vezes. No primeiro, empregaram-se dez repetigdes por tratamento (uma
placa = uma repeticao) e, no segundo, cinco repeti¢des.

Para este, ¢ todos os demais ensaios, os dados do niimero médio de conidios por cm®
foram transformados para log [(conidios/cm®) + 1]. Nas andlises estatisticas, utilizou-se o

programa SAS® Versio 8.0.
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3.2. Variabilidade de isolados de Cercospora coffeicola quanto a capacidade de

esporulacio

Compararam-se cinco isolados do fungo: CC-01 (obtido de folhas de mudas de
cafeeiro var. Catuai Amarelo IAC 62, com sintomas tipicos de mancha de olho pardo,
provenientes de Paula Candido-MG.), RAP-01 (obtido de folhas de cafeeiro var. Catuai
provenientes do Viveiro de Café da UFV, Vicosa-MG), RAP-02 (origem similar ao isolado
RAP-01, porém a partir de folhas com lesdes morfologicamente distintas), RAP-15 (obtido de
folhas de cafeeiro var. Topazio H505-9-2-2-1, provenientes de Sacramento-MG) ¢ RAP-22
(obtido de folhas de cafeeiro var. Conilon provenientes do Viveiro de Café da UFV, Vicosa-
MG). Todos os isolados foram obtidos utilizando o método de isolamento direto onde,
conidios produzidos na superficie das lesdes foram coletados com estilete de ponta fina sob
microscopio estereoscopio e transferidos para placas de Petri contendo meio V8-agar e estas,
mantidas em camara de crescimento com 25 +2° C.

De cada um dos isolados, um disco de micélio (4 mm de diametro), retirado da
periferia de colonias com 15 dias de idade, crescidas em meio V8-agar, foi transferido para o
centro das placas de Petri com os meios de cultura. As placas foram mantidas no regime de
luz continua (38 pmol de fotons.m™.s™), a 25 + 2° C. Apos 10 dias, procedeu-se como em
3.1, removendo-se, com o auxilio de estilete, toda a area da colonia, a qual foi transferida para
tubo de ensaio contendo 2 mL de 4gua destilada e uma gota de Tween 20. Os tubos foram
agitados vigorosamente, por 30-35 segundos e com o auxilio de camara de Neubauer,
determinou-se, por meio de duas leituras, o nimero de conidios em cada repeticao.

Montaram-se dois ensaios no delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial. No primeiro ensaio, utilizaram-se os meios V8, DFC+V8 e EPC+V8 (preparados
como em 3.1). No segundo, utilizaram-se apenas os meios V8 ¢ EPC+V8. Empregaram-se dez
e cinco repeticdes por tratamento (uma placa = uma repeticdo) em cada ensaio,

respectivamente.

11



3.3. Esporulagdo de Cercospora coffeicola em diferentes valores de pH do meio

de cultura

Utilizaram-se os isolados CC-01 e RAP-02, selecionados no ensaio anterior,
crescendo em placas de Petri de 9,0 cm de didmetro contendo, aproximadamente, 15 mL dos
meios V8 ou EPC+V8. O regime de luz e a temperatura foram os mesmos do ensaio anterior.

Compararam-se os niveis de pH compreendidos entre 4,0 ¢ 6,0, com intervalos de
0,5 unidade, os quais foram ajustados imediatamente antes da autoclavagem, em um
potencidmetro, mediante a adi¢do de acido latico a 4 % ou NaOH 2N. Um disco de 4 mm de
diametro, retirado da periferia de colonias de cada um dos isolados, crescidas em meio V8-
agar por 15 dias a 25 + 1° C, foi assepticamente transferido para o centro das placas de Petri.
A incubagdo e avaliagdo foram similares ao descrito em 3.1, exceto que a afericdo ocorreu aos
sete dias de incubagao.

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, em

esquema fatorial, com cinco repeti¢des (uma placa = uma repeticao).

3.4. Esporulacio de Cercospora coffeicola com a adicao de biotina, tiamina e

Panvit®

Estudaram-se os efeitos de biotina, tiamina e Panvit® (complexo vitaminico),
adicionadas aos meios V8 e EPC+V8, sobre a esporulagdo dos isolados CC-01 e RAP-02. No
preparo dos meios, seguiram-se os procedimentos ja descritos (3.1), e ajustou-se o pH para
5,0.

Para biotina e tiamina, empregaram-se as concentracoes de 50 ug e 100 ug / L de
meio, respectivamente (Loch, 1974). Para o Panvit”, dissolveu-se assepticamente, uma dragea
em 50 mL de 4gua destilada e esterilizada, os quais foram adicionados ao meio de cultura
(Del Peloso et al., 1989). Como testemunhas utilizaram-se os meios V8 e EPC+V8 sem
adicao de vitaminas. No centro de cada placa de Petri, colocou-se um disco de micélio de 4
mm de diametro (idem a 3.1) e as placas foram mantidas sob regime de luz continua, a 25 +
2° C. Decorridos 7 dias da semeadura do fungo no meio de cultura, avaliaram-se os

resultados, como descrito no item 3.1.
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O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial, com

cinco repeti¢des (uma placa = uma repeticao).

3.5. Porcentagem de germinacio de esporos de Cercospora coffeicola

Neste ensaio, avaliou-se a porcentagem de germinacao dos esporos de C. coffeicola
produzidos sobre os meios V8 + Panvit® e EPC+V8 + tiamina. Os meios, preparados como
em 3.1 e 3.4, foram vertidos em placas de Petri com 9,0 cm de didametro. Apos solidificacao
semeou-se um disco de 4 mm dos isolados CC-01 e RAP-02, obtido como em 3.2. As placas
foram mantidas sob luz constante a 25 + 2° C. Apo6s sete dias de incubagdo recortaram-se,
com o auxilio de estilete, a area total de cinco colonias de cada um dos tratamentos
transferindo-as para tubo de ensaio (capacidade de 50 mL) contendo 10 mL de 4gua destilada
mais uma gota de Tween 20, estes foram submetidos a vigorosa agitagdo por 1 minuto em um
agitador de tubos tipo vortex. As suspensdes obtidas foram filtradas em gaze dupla para a
remog¢do de fragmentos do meio de cultura. Com o auxilio de uma cdmara de Neubauer
(média de 4 leituras) determinou-se a concentracao inicial destas suspensdes e posteriormente,
ajustou-se cada suspensdo, para a concentragio final de 5 x 10* conidios/mL.

Aliquotas de 0,5 mL da suspensdo final de cada um dos tratamentos foram
transferidas para placas de Petri de 4 cm de diametro contendo aproximadamente 5 mL de
agar-agua a 2%. As placas foram mantidas sobre balcdo em laboratorio e apds 6h aferiu-se o
nimero de esporos germinados, aleatoriamente numa amostra de 100 conidios por placa, com
o auxilio de microscopio 6tico, a 100X. Consideraram-se germinados conidios com tubo
germinativo igual ou maior a metade do comprimento do esporo (Beckman & Payne, 1983). O
delineamento foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial com trés repeticdes por
tratamento (uma placa = uma repeticao). Este ensaio foi repetido utilizando-se os meios V8 e

EPC+V8 com ou sem adigdo de Panvit® ou tiamina e os isolados CC-01 ¢ RAP-02.
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4. RESULTADOS

4.1. Esporulacdo de Cercospora coffeicola em diferentes meios de cultura sob

trés regimes de luz

Nao se detectou interagdo entre meios de cultura e regimes de luz na esporulagao,
mas os efeitos individuais do regime de luz (P=0,01) e dos meios de cultura (P=0,01) afetaram
a esporulacao do fungo.

Os maiores valores de esporulagdo foram obtidos com os meios V8 (1,78 x 10°
conidios/cm”) ¢ EPC+V8 (2,27 x 10” conidios/cm?). Entretanto, no primeiro ensaio, nio se
detectou diferenga significativa entre a esporulagio do fungo nos meios V8 (2,53 x 10’
conidios/cm?) e EPC+V8 (2,21 x 10* conidios/cm”) e DFC+V8 (9,70 x 10" conidios/cm?). O
meio EPC (2,0 conidios/cm®) foi inadequado a esporulagdo do fungo. Os meios DFC e
DFC+V8, apresentaram variabilidade, quanto aos resultados obtidos no primeiro e segundo
ensaios (Figura 1).

Em ambos os ensaios, o fungo esporulou melhor sob luz continua (3,75 x 10
conidios/cm?). No regime de escuro continuo, a esporulagio foi praticamente nula (1,54 x 10"
conidios/cm®) e sob 12h, os resultados variaram (Figura 2). Embora, no primeiro ensaio nio
foi constatada diferenca entre o regime de luz continua e fotoperiodo de 12h, no segundo

ensaio, observou-se diferenca entre estes.
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Figura 1. Esporulagdo de Cercospora coffeicola em diferentes meios de cultura a 25
+ 2° C (médias de trés regimes de luz). Médias seguidas de mesma letra
minuscula ou maitscula ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P=0,01),
no primeiro ou segundo ensaio, respectivamente. V8 - Suco de vegetais
V8®-4gar; DFC - Decocgio de folha de café-agar; EPC - Extrato de po de
café-agar; DFC+V8 - Decoccao de folha de café-agar + V8; EPC+V8 -
Extrato de p6 de café-adgar + V8.
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Figura 2. Esporulagdo de Cercospora coffeicola sob trés regimes de luz a 25 + 2° C
(médias de cinco meios de cultura). L = luz continua; LE = fotoperiodo de
12 h de luz; E = escuro continuo. Médias seguidas de mesma letra
minuscula ou maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,01)

no primeiro ou segundo ensaio, respectivamente.
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4.2. Variabilidade de isolados de Cercospora coffeicola quanto a capacidade de

esporulacio

Nao se detectou efeito significativo da interacdo isolados e meios de cultura na
esporulacdo do fungo. Entretanto, detectaram-se diferencas significativas entre os isolados
quanto a esporulacdo, apesar de sua resposta ter sido variavel (Figura 3). A esporula¢do do
isolado RAP-15 foi praticamente nula (4,90 conidios/cm’) em ambos os ensaios, nos dois
meios testados. Os isolados RAP-02 (1,23 x 10° conidios/cm®) ¢ o CC-01 (2,10 x 10*
conidios/cm®) esporularam melhor ¢ foram mais estaveis quanto a esporulagio. No primeiro
ensaio, ambos os isolados diferiram dos demais. Observou-se variabilidade do isolado RAP-
01 quanto a esporulacio no primeiro (3,52 conidios/cm?) e segundo ensaios (2,02 x 10°
conidios/cm®). Nesse Gltimo ensaio a esporulagdo do isolado RAP-01 ndo diferiu da dos
demais com excecdo do isolado RAP-15 que, aparentemente, ndo possui boa capacidade de
esporulagdo nos meios testados. O isolado RAP-22, assim como o isolado RAP-01, também
apresentou variabilidade na producdao de conidios sob as condigdes testadas, apesar dos
resultados serem menos discrepantes (Figura 3).

No primeiro ensaio, em que se utilizaram os meios V8, EPC+V8 e DFC+VS,
detectou-se efeito significativo dos meios de cultura (P=0,01), e a esporulacdo nos meios
EPC+VS8 e V8 foi superior a no meio DFC+V8. No segundo ensaio, em que se compararam
apenas os meios EPC+V8 e V8 ndo houve diferenga entre estes quanto a esporulacdo do

fungo.
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Figura 3. Esporulag¢do de cinco isolados de Cercospora coffeicola (médias de dois
meios de cultura), sob regimes de luz continua, a 25 + 2° C. Médias
seguidas de mesma letra mintscula ou maiuscula nao diferem entre si pelo

teste de Tukey (P=0,01) no primeiro ou segundo ensaio, respectivamente.
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4.3. Esporulagdo de Cercospora coffeicola em diferentes valores de pH do meio

de cultura

O efeito da interacdo, meio de cultura e pH, foi significativa (P=0,01). Em geral nao
foi observada diferenca entre o nimero de conidios produzidos nos meios V8 (9,77 x 10*
conidios/cm®) ¢ EPC+V8 (4,55 x 10* conidios/cm?), nos diferentes valores de pH. Porém a
esporulagdo no meio V8 foi superior a no meio EPC+V8 nos pH 4,0 e 5,0,. O patdégeno
esporulou bem em todos os valores de pH avaliados, exceto no meio EPC+V8 com pH inicial
igual a 4,0, onde a esporulacdo foi nula para ambos os isolados (Figura 4). Nao se detectou
diferenca significativa entre isolados, quanto a esporulagao.

Testou-se o ajuste de regressao linear da esporulagdo em funcao dos niveis de pH,
mas esta foi ndo significativa, indicando ndo haver diferenga entre o nimero de conidios

produzidos nos diferentes valores de pH, nos meios V8 e EPC+V8.

4.4. Esporulacdo de Cercospora coffeicola mediante adicio de vitaminas aos

meios V8 e EPC+VS8

Houve diferenca entre isolados, no entanto ndo houve diferenga entre meios de
cultura, fontes de vitamina, nem entre as possiveis interagdes destes fatores. O isolado CC-01
(1,28 x 10° conidios/cm?) foi estatisticamente superior (P=0,01) ao isolado RAP-02 (8,41 x

10° conidios/cm?) (Figura 5).

4.5. Porcentagem de germinacio de esporos de Cercospora coffeicola.

Em ambos os ensaios observaram-se alta percentagem de conidios germinados em
todos os tratamentos. A média de conidios germinados, no primeiro ensaio foi de 97,91 %

(amplitude de 95 a 100 %), enquanto no segundo foi de 97,75 % (amplitude de 92 a 100%)
(Figura 6).
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Figura 4. Esporulacao de Cercospora coffeicola (isolados CC-01 ¢ RAP-02) em
cinco niveis iniciais de pH em dois meios de cultura, sob regime de luz
continua, a temperatura de 25 + 2° C. Médias seguidas de mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,01).
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Figura 5. Esporulacdo de Cercospora coffeicola (isolados CC-01 e RAP-02), sob
regime de luz continua, a temperatura de 25 + 2° C. As barras representam
o logaritmo do nimero médio de conidios/cm® produzidos sobre os meios
V8 e EPC+V8 com e sem adi¢do de biotina, tiamina e Panvit®. Médias

seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,01).
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Figura 6. Germinacdo em agar-dgua 2% de conidios de Cercospora coffeicola

produzidos sobre os meios, Suco de vegetais V8® (V8) e Extrato de p6 de

café + Suco de vegetais V8 (EPCV8) com ou sem adi¢do de Panvit

®

(Pan) ou tiamina (Tia). Barras representam a média de quatro repetigoes,

com respectivos desvios padroes.
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5. DISCUSSAO

A esporulagdo de Cercospora spp. em meio de cultura ¢ dificil e ndo sdo raros
trabalhos onde ndo foi possivel induzir a esporulacdo destes fungos in vitro (Nagel, 1934;
Johnson & Valleau, 1949; Murakishi, 1951; Calpouzos, 1954). Recentemente, ao se avaliar a
variabilidade morfologica, patogénica e molecular de isolados de C. coffeicola, utilizaram-se
suspensodes de fragmentos de micélio (Gonzalez et al. 2000). No entanto, o uso da suspensao
de micélio tem o inconveniente de dificultar a padroniza¢do da unidade infectiva, pois esta
pode ser variavel. Assim, ¢ importante dispor de meios de cultura que propiciem abundante
esporulacao destes patogenos.

Dentre os meios de cultura avaliados no presente trabalho, apenas o EPC nao induziu
a esporulagdo de C. coffeicola, confirmando resultados obtidos anteriormente (Del Peloso et
al., 1989), mas diferindo dos obtidos por Buitrago Jaramillo & Fernandez Borrero (1982),
que verificaram abundante esporulacdo do patdégeno neste meio. Essa discrepancia pode ser
atribuida a impossibilidade do preparo do meio EPC nas propor¢des indicadas pelos autores,
bem como pelas “condi¢des de laboratorio”, citadas pelos autores, ndo serem precisas e, ou,
reproduziveis. A adicdo de suco vg® (mistura de suco de tomate, cenoura, aipo, salsa,
beterraba, alface, espinafre e agrido), ao meio EPC, aumentou a esporulagdo de C. coffeicola
no mesmo, apesar de o nimero de conidios produzidos ter sido inferior ao do meio de cultura
contendo V8 isoladamente. No meio V8, ocorreu a maior esporulacdo de C. coffeicola,
similarmente ao obtido para C. capsici, C. zebrina e C. nicotianae (Loch, 1974; Berger &
Hanson, 1963; e Stavely & Nimmo, 1968, respectivamente). Cercospora coffeicola esporulou
nos meios DFC e DFC+V8 no primeiro ensaio, mas esta resposta ndo se repetiu no segundo
ensaio, o que pode ser atribuido a variagdes na composi¢do do meio, oriundas do condigdes

fisiologicas da planta e, ou, a variabilidade do patégeno. O meio V8 tem sido um bom
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substrato para induzir a esporulagdo in vitro de Cercospora spp. e de outro fungos, mas nao se
conhece(m) ao certo a(s) substancia(s) que favorece(m) a esporulagao (Miller, 1952).

Apesar de o patogeno ter esporulado nos meios EPC+V8 e V8 no regime de escuro
continuo, maior esporulacdo ocorreu no regime de luz continua, resultados semelhantes aos
obtidos por Del Peloso et al. (1989), mas diferentes dos obtidos por Echandi (1959), para
quem o regime de luz ndo afetou a esporulagdo, e dos resultados de Buitrago Jaramillo &
Fernandez Borrero (1982) cuja maior esporulagdo de C. coffeicola foi observada sob
exposi¢ao didria a 9h de luz e 15h de escuro, embora estes ultimos autores nao avaliaram a
esporulacdo sob luz continua. A esporulagdo de outras espécies de Cercospora foi também
estimulada pela luz, apesar de haver contradicdes em alguns casos, como em C. nicotianae
(Diachun & Valleau, 1941; e Stavely & Nimmo, 1968; Stavely & Nimmo, 1969; Queiroz &
Menezes, 1993).

A luz foi essencial para esporulagdo de C. coffeicola, apesar de o regime nao ter sido
tdo importante, pois a esporulagdo sob luz alternada foi similar aquela sob luz continua.
Entretanto, a intensidade luminosa parece ser determinante na esporulacao, o que foi notado
na repeticdo do ensaio que comparou a esporulagdo dos diferentes isolados. Quando o ensaio
foi realizado sob luz continua, a 38 pmol de fotons.m™.s" (ver item 3.1), quatro dos cinco
isolados esporularam bem. Porém, quando o ensaio foi conduzido em camara de crescimento,
com ilumindncia média de 20 pumol de fotons.m™.s™ fornecida por quatro lampadas (duas
Gro-Lux e duas fluorescentes brancas), nenhum dos isolados esporulou (dados nao
apresentados). Portanto, em trabalhos futuros com C. coffeicola, deve-se avaliar, também, a
intensidade de luz incidente sobre as culturas, pois ¢ possivel que maior iluminancia induza
maior esporulacdao do patdogeno, como constatado para C. beticola (Calpouzos & Stallknecht,
1967).

Nesse trabalho, ndo se avaliou a qualidade da luz, fator que pode afetar a esporulagado
de C. coffeicola. Comprimentos de onda préximos ao UV (320 a 400 nm) e azul (450 a 500
nm) induziram a esporulacdo de varias espécies de fungos (Trione & Leach, 1969; Leach,
1962). Induziu-se a esporulacdo de 19 entre 22 espécies de Cercospora, quando foram
expostas a comprimentos de onda na faixa de 310 a 410 nm (Suto, 1985). A esporulagdo de C.
beticola foi estimulada em comprimentos de onda entre 310 e 355 nm (Calpouzos &

Stallknecht, 1967), o que talvez ocorra com C. coffeicola. Em estudos futuros dever-se-ia
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avaliar a influéncia destes comprimentos de onda na esporulagdo de C. coffeicola, inclusive
conduzindo estes estudos em placas de Petri plasticas, para ndo haver restrigdes quanto aos
comprimentos de onda incidentes sobre as culturas. Pode-se questionar como a luz atua para
induzir a esporulacdo de C. coffeicola. Este efeito ndo estd bem determinado, mas, em uma
série de estudos, verificou-se que a substancia denominada P310, com pico de absorcao
maximo em 310 nm, ocorria em coldnias esporulantes de cinco espécies flingicas expostas a
comprimentos de onda préximo ao ultra-violeta; a substancia ndo ocorria ou existia em
concentragao muito baixas em colonias ndo esporulantes crescidas no escuro (Trione & Leach,
1969). Para os autores, nos fungos testados os fotorreceptores eram basicamente os mesmos e
que um mecanismo similar deva estar envolvido na fotoindugdo da esporulagdo. Carotenoides,
flavoproteinas e pteridinas t€ém sido sugeridos como possiveis fotorreceptores (Carlile, 1965).

Observou-se variabilidade quanto a esporulagdo nos diferentes isolados de C.
coffeicola. O isolado RAP-02 foi o mais estavel e que produziu maior numero de conidios em
ambos os ensaios, apesar de nao diferir significativamente do CC-01. O isolado RAP-15 nao
esporulou em nenhum dos meios testados; o isolado RAP-01 esporulou bem no segundo
ensaio, mas nao no primeiro. Apesar de ndo se utilizarem isolados monospoéricos, pelo menos
para o isolado RAP-02 obteve-se baixa variabilidade nos resultados. Pode-se atribuir ao
aparecimento de variantes ndo conidiais, a variabilidade (elevados coeficientes de variagdo)
observada nos demais isolados e ensaios, como sugerido por Ryker (1942). As discrepancias
verificadas na literatura, quanto a capacidade de esporulagdo in vitro de uma mesma espécie
de Cercospora, poderiam ser explicadas pela variabilidade entre isolados. A utilizacdo de
isolados monoconidiais provavelmente ndo reduziria a variabilidade, pois os conidios sdo
multicelulares e, como verificado, na sua germinagao ocorre a degradacao dos septos. Assim,
a formagao de coldnias heterocarioticas ndo seria um fendmeno raro e, conseqiientemente,
contribuiria para a variabilidade de um isolado quanto a capacidade de esporulagdo in vitro,
bem como quanto as caracteristicas morfoldgicas e de patogenicidade.

Setores morfologicamente distintos desenvolveram-se nas colonias de C. coffeicola;
alguns deles nao esporulavam e mantinham esta caracteristica, depois de repicados (dados nao
mostrados). Ryker (1942), que também observou esses setores em culturas de C. oryzae, C.
beticola, C. apii e C. nicotianae, sugeriu que essas variantes se originariam por mutacdes. Esta

hipétese de variabilidade genética do fungo encontra suporte nos trabalhos de Calpouzos
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(1954), Calpouzos & Stallknecht (1965), Goode & Brown (1970) e Jones (1958), referentes a
C. musae, C. beticola, C. citrullina e C. kikuchii, respectivamente. Para contornar o problema,
Calpouzos (1954) utilizou a técnica que denominou de repicagem seletiva, na qual selecionava
setores esporulantes das colonias e os repicava sucessivamente, até obter col6nias que
esporulavam de maneira uniforme e abundante. O sucesso da técnica foi posteriormente
confirmado (Jones, 1958). Possivelmente, tal técnica venha a ser eficaz também para C.
coffeicola, mas seria necessario conduzirem-se ensaios concomitantes, para avaliar a
patogenicidade do fungo apoOs repicagens sucessivas, pois muitos patogenos perdem a
capacidade de infeccdo apos algumas repicagens (Dhingra & Sinclair, 1995).

Cercospora coffeicola esporulou em todos os niveis de pH testados, exceto no meio
EPC+V8 com pH 4,0, onde a esporulacdo foi nula. O fato de ndo se detectar diferenca
significativa quanto a esporulacdo entre os valores de pH testados neste trabalho ndo significa
que este fator ndo influencie a esporulagdo de C. coffeicola, e sim que a faixa testada (4,0 a
6,0, com intervalos de 0,5 unidades) nao foi limitante. Nos trabalhos em que se avaliou o
efeito deste fator em outras espécies de Cercospora, utilizaram-se niveis de pH variando de
2,0 a 8,0 e, em geral, concluiu-se que na faixa de 4,0 a 6,0 foi a mais favoravel para abundante
esporulacdo dos fungos (Berger & Hanson, 1963; Landers, 1964; Stavely & Nimmo, 1968;
Matos, 1976). No presente estudo, utilizou-se o pH inicial de 5,0 em vista dos trabalhos acima
citados. Ademais, os autores que estudaram C. coffeicola nao mencionaram o pH utilizado
(Castafo, 1956; Echandi, 1959; Buitrago Jaramillo & Fernandez Borrero, 1982) ou, quando
mencionado, ele ndo foi padronizado em todos os meios de cultura (Del Peloso et al., 1989).

Avaliou-se o efeito de vitaminas na esporulagdao de C. coffeicola pois os fungos sao
naturalmente deficientes em vitaminas (Griffin, 1994). Dentre estas, normalmente tiamina e
biotina sdo as mais requeridas, em concentragdes de 10 a 10° M e de 107 a 10" M,
respectivamente. Tiamina tem fungdo de co-carboxilase ¢ sua forma ativa ¢ pirofosfato de
tiamina, enquanto a biotina possui fun¢do de coenzima de carboxilacdo e ¢ ativa em ligagdes
covalentes da enzima com carboxilas (Griffin, 1994). Em Rhizobium etli, a biotina funciona
como co-fator nas ligagdes CO, e enzimas, como na piruvato carboxilase (Streit & Phillips,
1997). Na constituicio do Panvit® encontra-se tiamina (5 mg/dragea) e outras vitaminas, como
riboflavina (2,5 mg/dragea) e nicotinamida (10 mg/dragea), ambas, coenzimas da

desidrogenase e também, normalmente requeridas pelos fungos: de 107 a 10° M e de 10°* a
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107 M, respectivamente (Griffin, 1994). A adi¢do de biotina, tiamina, ou Panvit® aos meios
V8 e EPC+VS8 nao afetou a esporulagdo de C. coffeicola. Este fato ¢ de dificil explicacao,
pois nos trabalhos em que se estudou o efeito de tais vitaminas na esporulagao de C. coffeicola
e em outras espécies de Cercospora, obteve-se efeito significativo, estimulante ou inibidor
(Del Peloso et al., 1989; Jandaik & Kapoor, 1972; Loch, 1974; Matos, 1976; Silva et al.,
1988; Landers, 1964). No presente estudo, ndo se constatou efeito significativo das vitaminas
adicionadas aos meios de cultura na esporulacdo de C. coffeicola. Entretanto, a adigdo de
tiamina ao meio EPC+V8 favoreceu, ao menos parcialmente, a esporulagdo dos isolados CC-
01 e RAP-02. Em vista deste aparente efeito estimulante da tiamina adicionada ao meio
EPC+VS, sugere-se que C. coffeicola seja incapaz de sintetizd-la, como constatado para C.
cruenta (Jandaik & Kapoor, 1972). Por outro lado, com a adi¢do desta vitamina ao meio V8, ¢
possivel que a mesma tenha atingido concentragdes inibitdrias, como sugerido para C. capsici
(Loch, 1974).

Nenhum dos meios ou vitaminas testadas inibiu a germinacdo de conidios de C.
coffeicola. Entretanto, no meio V8 contendo Panvit®, observou-se tendéncia de os tubos
germinativos serem mais alongados que nas demais combinagdes meios de cultura -
vitaminas, apesar de ndo se efetuarem medicdes. A alta porcentagem de germinacdo de C.
coffeicola, independente do isolado e do meio de cultura, foi também obtida para o mesmo
fungo (Echandi, 1959) e para C. zeae-maydis (Beckman & Payne, 1983). Nos esporos de C.
coffeicola germinados, a partir de certo ponto, ocorria a degradacdo dos septos, enquanto nos
nao germinados ou com tubo germinativo pouco alongado, os septos permaneciam integros.
Em vista deste fato, pode-se explicar, em parte, a variabilidade de C. coffeicola em meio de
cultura, considerando-se a ocorréncia de heterocariose, sendo possivel que mesmo isolados
monoconidiais apresentem alta variabilidade. Caso ocorra em C. coffeicola, o efeito da
heterocariose precisa ser elucidado, para que se reduzam os problemas relacionados a

esporulacao in vitro do fungo.
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