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RESUMO

O presente ensaio foi realizado com o objetivo de avaiar a
producao de biomassamicelia bem como aesporulagéo de Cercospora
piaropi, nos meios liquidos V8, ETD (Extrato de Tomate Diluido) e
BD (Batata- Dextrose), em periodos de cultivo de 96, 120, 144 e 168 h,
sob agitagdo congtante. Adicionamente foi avaiado o efeito de periodos
de desidratagdo da biomassa micelid (24, 48, 72, 96 e 120 h) sobre a
esporulaggo. Os indeulos obtidos foram avaliados quanto & severidade
da doenca em plantas de aguapé (Eichhornia crassipes). De acordo
com os resultados, 0 meio ETD proporcionou maior crescimento

micelia em relacdo aos meios BD e V8, destacando-se o periodo de
144 h de agitacdo. Entretanto, o meio V8 induziu esporulagio superior
do patégeno, quando cultivado por 120 h. Os indculos obtidos nos
meios V8 e ETD causaram maiores valores de severidade da doenca.
O periodo de desidratacdo da biomassa micelial a partir de 72 h
favoreceu maior producdo de conidios. Nao houve efeito do periodo
de desidratacdo sobre a severidade da doenca.

Palavras-chave adicionais: meios de cultura, periodo de
cultivo, crescimento micelia, planta invasora, Eichhornia crassipes.

ABSTRACT

Growth, sporulation and virulence of Cercospora piaropi
inoculum, biocontrol agent of water hyacinth

The current assay was carried out to evaluate the mycelial
biomass production and sporulation of Cercospora piaropi in V8,
ETD and BD liquid media at incubation periods of 96, 120, 144,
and 168 h, under constant agitation. Additionally, the effect of
dehydration periods on the sporulation of mycelial biomass at 24,
48, 72, 96 and 120 h was evaluated. The obtained inocula were
evaluated according to the severity of the disease on water hyacinth

(Eichhornia crassipes) plants. In accordance with the results, the
ETD media yielded more mycelial growth than the BD and V8
media, especially after 144 h of agitation. However, the V8 medium
induced a higher pathogen sporulation rate, when cultivated for
up to 120 h. The obtained inocula produced in V8 and ETD media
caused higher values of disease severity. The dehydration period
of the mycelial biomass from 72 h was favorable for a higher
conidial production. The dehydration period has no effect on
disease severity.

O aguapé [Eichhornia crassipes (Mart.) Solms-
Laubach] é considerado umadas macréfitasmais probleméticas
em corpos d’ agua nos trépicos e subtrdpicos, apresentando
elevado potencial de crescimento. Altas densidades desta
planta prejudicam o ecossistema aquético, causando grande
variedade de problemas, tais como: reducao do fluxo de agua
em canais, represaserios, dificuldade para navegacao e pesca,
interferénciano funcionamento de bombas deirrigacéo, abrigo
para organismos vetores de doencas para 0 homem e animais
e reducdo da concentracdo média de oxigénio dissolvido na
coluna d’ &gua (Pitelli 2000; Shabana et al., 2001). Ocorre
também reducdo nageracdo de energiaelétrica, poisinterfere
no funcionamento dasturbinas das usinas hidrel étricas (Orach-
Meza, 1996). Estes problemas contribuem para que varios
esforgos sgjam conduzidos no sentido de minimizar os efeitos
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drésticos desta planta por meio de controle com utilizacdo
dos produtos quimicos, colheitamecani cae agentesde controle
bioldgico (Gelmini, 1995; Charudattan, 2001).

O controle biologico de plantas daninhas com a
utilizacdo de patdgenos de plantas tem sido uma alternativa
pesquisada em varias partes do mundo (Mello et al., 2000;
Charudattan, 2001). Especificamente no caso do aguapé, pode
ser citado o fungo Cercospora piaropi Tharp. Este patégeno
foi avaliado por vérios anos nos Estados Unidos, apresentando
resultados altamente promissores (Conway et al, 1976). A sua
altaespecificidade de hospedeirostem sido o maisimportante
fator para consideré-lo como candidato a bio-herbicida
(Freeman & Charudattan, 1984; Martinez & Gutierrez, 2001).
Um isolado de C. piaropi foi selecionado, entre vérios
fitopatégenos, em coleta realizada pela equipe do NEPEAM/
UNESP e da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
parautilizacdo como possivel agente potencial parao controle
do aguapé. Umadas caracteristicas do género Cercospora éo
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crescimento lento e aescassez de esporul agio em meios artifi-
ciais (Del Peloso et al., 1989). Na literatura sdo encontrados
varios relatos sobre a determinacdo de condicdes de cultivo
para o crescimento e esporulacdo de Cercospora spp. onde
sd0 avaliadas variaveis como composi ¢ao do meio de cultura,
fotoperiodo, temperatura, periodo de incubacdo, pH e outros,
obtendo-se resultados variaveis, pois as interacdes sdo
multiplas e pouco conhecidas (Silvaet al, 1988).

Considerando que no desenvolvimento de um bio-
herbicida, grande atencdo é dada para o estabelecimento de
condi¢des 6timas para o desenvol vimento dadoenca, afim de
se aprimorar o uso e aqualidade do agente causal (Jackson et
al., 1996; Avilaet al., 2000), o objetivo deste trabalho foi 0
de contribuir para elaboragdo de um protocolo preliminar
visando aproducdo massal deinéculo virulento deC. piaropi.
Paratal, testaram-se mei os de cultura, periodos de crescimento,
e periodos de desidratacdo do micélio. Verificou-setambém a
virulénciado inécul o obtido nas diferentes condi¢gdes testadas
por meio de inocul agBes em plantas de aguapé.

Efeito de composicies de meios de cultura e periodos de
cultivo sobre o crescimento, esporulacéo e viruléncia de
C. piaropi em plantas de aguapé

Foram avaliados trés meiosde cultura: BD (extrato de
200 g de batata+ 20 g de dextrose/l), ETD (Extrato de Tomate
Diluido, marca Sopuré Arisco, 200 ml/l) e suco V8, marca
“Campbell Soup Co.” (200 mi/l). O pH dosmeiosfoi gjustado
para5.5. Parafrascos com capacidade de 250 ml foram trans-
feridos 75 ml de cadamei o, sendo posteriormente esterilizados
a120°C por 20 min. Doisdiscosde 5 mm de didmetro, foram
retirados de col6nias de C. piaropi cultivado por dez diasem
meio BDA, e adicionados aos meios de cultura. Estes frascos
foram mantidos em agitador mecanico com rotacdo de 150
rpm, a temperatura de 25 °C, na auséncia de luz. Foram
avaliados quatro periodos de agitacdo continua: 96, 120, 144
e 168 h. Apds estes periodos, a biomassa micelial obtida foi
filtrada em peneira com didmetro de malha de 0,212 mm e,
com auxilio de uma espétul a, fez-se pressdo sobre a mesma
pararetirada de todo o excesso de liquido. Posteriormente, a
biomassa micelia foi colocada em papéis de filtro dispostos
em bandejas, em sala paraincubacdo de fungos, mantendo-se
atemperaturaa 25 °C e umidade relativa entre 50 - 70%, na
ausénciadeluz. Apés 72 h de secagem, avaliou-se aproducdo
micelial através da pesagem da biomassa. A concentracdo de
conidiosfoi determinadacom auxilio de cAmarade Neubauer.
A suspensdo, paraacontagem de conidios, foi preparadacom
20 ml de agua destilada contendo Tween-20 a 0,02%
adicionada sobre a biomassa micelial em Becker, sendo este
agitado manualmente para a separacdo dos conidios da
biomassa. Foi utilizado o delineamento experimental inteira-
mente casualizado em esgquemafatorial com cinco repeticoes,
sendo cada repeticdo representada por um frasco.

A fim deavaliar o efeito das composi ¢cdes de meios de
cultura e dos periodos de cultivo sobre a viruléncia do
patégeno, plantas de aguapé foram inocul adas com suspensao
micelial, preparadaapartir datrituracéio do micélio em solugéo
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de dgua destilada e Tween-20 (0,02%), imediatamente ap6s a
filtragem da biomassa anteriormente descrita, nesta fase ndo
se constatou a presenca de conidios. Utilizaram-se 2 g de
micélio fresco por litro de suspensdo. Estasuspensdofoi pulve-
rizada sobre plantas de aguapé com trésfol has, até o ponto de
escorrimento da calda, sendo posteriormente mantidas sob
camaraUmidapor 18 h em casade vegetacdo. Apdso periodo
de 60 dias efetuou-se a avaliacdo da doenca utilizando-se
escalade notas de severidade do sintoma, descritapor Freeman
& Charudattan (1984), variando de 0 (sem sintomas) a9 (folha
morta), considerando o desenvolvimento delesBes necréticas
observadas nas folhas que receberam a aplicacdo do fungo,
denominadaseveridade nasfolhasinoculadas (SFI) e naplanta
toda, incluindo as folhas emitidas apds a inoculacéo,
representando a severidade na planta toda (SPT). A reducéo
do crescimento daplantafoi avaliada pelacontagem do nimero
total defolhas emitidas e o calculo daférmula: RC = [(Test -
Trat)/ Test] x 100, onde RC = Reduco do crescimento; Test =
Médiado nimero de folhas datestemunhae Trat = nimero de
folhas do tratamento por repeticdo. Foi utilizado o
delineamento experimenta inteiramente casuaizado, com sete
repeticdes, sendo a repeticdo representada por um vaso com
umaplanta.

Efeito de periodos de desidratacdo da biomassa micelial
sobre a producéo e viruléncia de conidios de C. piaropi

Neste ensaio, 0 patdgeno foi cultivado em meio V8
sob agitacédo continua por 120 h. Os procedimentos para o
preparo einoculagdo do meio de cultura, filtragem dabiomassa
micelial, condi¢bes de incubacdo e determinacdo da
concentracdo de conidios, foram os mesmos adotados no
ensaio anterior. Apds o crescimento dabiomassamicelial, esta
foi mantida em sala paraincubacdo de fungos a temperatura
de 25 °C e UR entre 50 a 70% para a desidratag@o natural
durante os seguintes periodos: 24, 48, 72,96 e 120 h. O ensaio
foi disposto no delineamento experimental inteiramente
casualizado com seis repeticGes por tratamento, sendo a
repeticdo constituida por um frasco.

Para avaliar a viruléncia dos conidios obtidos, foi
utilizada a concentracédo de 1,6 x 10° conidios/ml, em &gua
destilada acrescidade Tween 20 (0,02%) e como testemunhas,
plantas inocul adas somente com micélio fresco (2 g/l) e sem
inoculacéo, adotando-se procedimento de inoculacdo e
avaliacdo semel hantes ao do ensaio anterior. Foram utilizadas
guatro repeticdes em delineamento inteiramente casualizado,
sendo a repeticao constituida de um vaso com uma planta.

Os dados dos tratamentos foram submetidos aandlise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Os resultados indicaram que o cultivo do fungo em
meio ETD sob 144 h de agitacdo proporcionou maior producdo
micelia (FiguralA). Entretanto, paraesporulacdo do fungo,
0 meio V8 foi o mais €ficiente especialmente no periodo de
cultivo de 120 h (Figura 1B). E importante observar que apds
este periodo, houve reducdo do nimero de conidios produ-
zidos. Este comportamento também foi relatado para outras
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FIG. 1 - Efeito da composi¢do de meios de cultura e periodos de
agitacdo sobre o crescimento de Cercospora piaropi. A) producdo
de biomassa micdlia; B) produgdo de conidios. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5%. Letras minGsculas comparam as médias no sentido horizontal
e mailsculas no sentido vertical.

espécies (Silva et al., 1988). A reducdo da esporulagdo no
decorrer do tempo pode ser explicada devido a exaustéo do
meio exercendo efeito sobre o crescimento e fertilidade das
hifas produzidas (Carlile & Watkinson, 1996). Apesar do meio
ETD ter proporcionado maior producéo micelial, ndo resultou
em maior producdo de conidios. Para alguns fungos, as
condi¢Bes paraesporulacdo e crescimento vegetativo freqlien-
temente diferem (Carlile & Watkinson, 1996; Sanderson &
Jeffers 2001). Os periodos de cultivo ndo afetaram aviruléncia
do patégeno, entretanto 0 mesmo néo foi observado para as
composi¢des de meios de cultura. Os in6culos obtidos nos
meios V8 e ETD proporcionaram maiores valores de severi-
dade da doenca observada nas folhas inoculadas (SFI) e na
plantatoda (SPT), independente do periodo de agitacdo (Figura
2A). Para a porcentagem de folhas infetadas néo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos. Houve reducado do
crescimento da planta ocasionada pel os in6cul os produzidos
nostrés meiosavaliados, entretanto o fungo cultivado no meio
V8 proporcionou maior reducdo de crescimento (Figura 2B).
A influénciado meio de culturasobreavirulénciade diversos
fitopatégenos também foi constatada por Masangkay et al.
2000. Provavelmente a produgdo ou auséncia de certos
metabdlitos nos diferentes meios pode ter ocasionado a
diferenca encontrada no presente experimento. Os resultados
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FIG. 2 - Efeito da composi¢do de meios de cultura e periodos de
agitacdo sobre a viruléncia de Cercospora piaropi. A)SPT=
severidade planta toda (0-9); SFI = severidade em folhas inoculadas
(0-9); B)%FI= Porcentagem de folhas infetadas e RC%= Reducdo
do crescimento. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre s pelo teste de Tukey a 5%.

obtidos neste estudo indicam que o crescimento micelia, ea
esporulagéo de C. piaropi s8o consideravel menteinfluenciados
pela composicéo do meio de cultura e periodo de cultivo.
Considerando a viruléncia como o atributo mais importante
para a producdo do inéculo, 0 meio V8 mostrou-se como a
composi¢cao mais adequada para obtencdo de propagulo
altamenteinfetivo.

A partir de 24 h de desidratac&o da biomassamicelia
ocorreu esporulacdo em nivel consideravel (2,73 x 10°
conidios/g de micélio), havendo um acréscimo na produgdo
de conidios a medida que foi prolongado o nimero de horas
de desidrataco, estabilizando-se a partir do periodo de 72 h
(Figura3A).

Demodo geral, o periodo de desidratacéo da biomassa
micelial, ndo afetou a viruléncia dos conidios (Figura 3B).
Observou-se reducdo do crescimento da planta em todos
tratamentos, porém nao diferiram estatisticamenteentresi. O
mesmo foi observado em relagdo a porcentagem de folhas
infetadas (Figura 3B).

Neste ensaio, todas composi ¢des dos meios de cultivo
favoreceram o desempenho do fungo apesar de diferirem entre
si, possibilitando assim, alternativas de producédo de inéculo.
Osmeios V8 eETD utilizados neste estudo foram obtidos em
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FIG. 3 - Efeito do periodo de desidratacio da biomassa micelial sobre
a esporulagdo e viruléncia de conidios de Cercospora piaropi. A)
Esporulagéo; B)%FI = Porcentagem de folhas infetadas; RC%=
reducdo do crescimento. Médias seguidas de mesma letrando diferem
estatisticamente entre s pelo teste de Tukey a 5%.

comeércio, entretanto € possivel produzi-los em laboratério, o
que contribuira parareducéo do custo de suaproduczo (Avila
et al., 2000).

Segundo Jackson et al. (1996), os métodos para
produco de agentes bio-herbicidas devem ser de baixo custo,
permitindo a obtencdo de altas concentracGes de indculo
altamente viavel e efetivo. Os resultados apresentados neste
trabalho indicam que o cultivo de C. piaropi em meio V8
durante 120 h de agitac&o e desidratacdo da biomassamicelial
para esporulacéo por um periodo minimo 72 h, favorecem a
producdo satisfatoria de indculo efetivo.
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