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RESUMO - Visando ajustar metodologia de produc¢do de inéculo, um isolado doAfltieigaria
cassiaeselecionado como agente para biocontrole de fede§enod obtusifolig foi estudado quanto

ao crescimento micelial e esporulagdo em diferentes meios de cultura e condi¢cdes de cultivo. Meio
V-8 caseiro sem adi¢do de CaC@cubagdo em volume de 200-250 mL de meio (cerca de 50% do
volume do frasco), periodo de 48 horas de agitagédo a 250 rpm, seguida de exposi¢do da massa micelial
em escuro continuo foram as condi¢gfes que se mostraram mais adequadas para a producgédo de indculo
em larga escala. A esporulacédo foi favorecida por incubagdo da massa micéltalAa 28o¢do de

300 mL de massa fungica por bandeja (29,9 x 44,5 x 5,0 cm) possibilitou secagem rapida, assegurando
a integridade dos conidios, refletida na maior infectividade do in6culo produzido.

Termos para indexagéo: biocontr@enna obtusifolianicoerbicida.

PRODUCTION OFALTERNARIA CASSIABNOCULUM

ABSTRACT - In order to adjust the methodology of inoculum production, an isolate of the fungus
Alternaria cassiagselected as a biological control agent for sicklefmh(ia obtusifoliawas studied

under different culture media and mycelial growth conditions. Homemade V-8 juice medium without
CaCQaddition, incubation on 200-250 mL of medium (around 50% of the flask volume) with agitation
at 250 rpm during 48 hours, followed by mycelial mass growth in continuous dark were appropriate
conditions for a large scale production of inoculum. The sporulation was aided by incubation of the
mycelial mass at 26. The use of 300 mL of mycelial mass per pan (29.9 by 44.5 by 5.0 cm) to induce
the sporulation provided rapid dryness and ensured the conidium integrity, indicated by higher infectiv-
ity of the inoculum.

Index terms: biological contrdbenna obtusifoliamycoherbicide.

INTRODUCAO seletivos para a cultura, dada a proximidade genética
entre as duas espécies. Também no sul dos Estados
O fedegoso $enna obtusifolid.) tem assumi- Unidos esta planta daninha constitui problema na
do grande importancia como infestante em cultsoja e outras oleaginosas, como amendairadhis
vos de sojaGlycine max..), no Brasil. De acordo hypogaeal..) e algodao Gossypium hirsuturh.)
com Pitelli (1992), este fato deve-se a incorporé¥alker, 1983; Charudattan et al., 1986). A resistén-
¢ao, ao longo dos anos, de novas areas de plant@meedessa planta a herbicidas (Crowley et al., 1979)
ao aumento da diversidade de produtos herbicidzsm tornando-a um alvo ideal para o desenvolvi-
mento de programas de controle biologico, na busca
_— de alternativas de controle mais eficientes.
1 Aceito para publicacdo em 9 de junho de 1999. O fungo Alternaria cassiaelJurair & Khan
Trabalho conduzido com suporte financeiro de CNPq. (Simmons, 1982) vem sendo estudado para controle
2Eng. Agron., M.Sc. Bolsista do RHAE. desta planta daninha nos Estados Unidos, com os
*Eng. Agrdn., Dra., Embrapa-Centro Nacional de F’esql“@imeiros resultados positivos obtidos no estado do

de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), SAIN. . . . . ~ L .
Parque Rural, Caixa Postal 02372, CEP 70849-970 Brasit4iSSiSSIpi (Walker, 1983). A partir de ent&o, varios

DF. E-mail: smello@cenargen.embrapa.br estudos foram feitos, demonstrando a eficacia de
4Bidloga, M.Sc., Embrapa-Cenargen. A. cassiaano controle do fedegoso em condi¢8es de
5Bi6loga, Ph.D., Embrapa-Cenargen. campo, em cinco estados do sul dos Estados Uni-
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dos, onde um isolado desse fungo alcangou a f&66 rpm e 2%C. A massa micelial obtida foi homogeneizada
de registro como micoerbicida (Charudattan et agm liquidificador por 30 segundos e vertida em bandejas
1986; Charudattan, 1996). de aluminio (29,9 x 44,5 x 5,0 cm), ao volume de
Um isolado de\. cassiadoi obtido de plantas de 800 mL/bandeja, para esporulagéo e secagem ao ar.
fedegoso exibindo manchas necréticas no limbo dos”S culturas foram incubadas no escuro, dispostas em
foliolos, coletadas no Distrito Federal, e depositaé’éatde'ras’ em uma sala especialmente construida para
B ' de G | de f ’ fit incubacao de fungos, com fotoperiodo controlado. A tem-
no N f_:lnco € Lermoplasma e. ungos 1 Op%’eratura foi mantida em torno de°Z5e a umidade,
togénicos da Emb,rallpa-Cen.tro Nacional de Pesqui@iando de 50 a 70% no periodo da realizagéo dos expe-
de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargefphentos.
sob o nimero de acesso CG593. Atualmente esteOs propagulos foram coletados das bandejas com o
isolado encontra-se em fase de avaliagdo em casauélio de um pincel de pélo de camelo e estocados em
vegetacdo e no campo (Mello & Ribeiro, 1998). VVaridsascos de vidro transparente hermeticamente fechados, a
experimentos conduzidos revelaram que o contrdiC. O nimero de esporos por grama de massa fungica
do fedegoso com este isolado do fungo pode $¥pduzida foi determinado tomando-se a média de trés

total, se aplicado durante o estadio de p|éntu|as_leituras em hemocitdmetro a partir de uma suspenséo pre-
E:sse patégeno esporulou profusamente rada (5 mg por 10 mL de agua destilada acrescida de

. x ween 20 - polioxietileno sorbitan monolaurate a 0,02%).
V-8-agar (Walker, 1982), mas a produg&o em larga Os testes de viabilidade de indculo foram realizados

escala e impraticavel em placas de Petri. ESporoseQﬁplacas de Petri contendo o meio agua-agar, depositan-

A'_ CaSS|qmao Sao prqdu2|dos em cultura~s SmeerS%'-se 20QuL de suspensdo de esporos a concentragdo de
Diante disso, um método para obtencao de granfl@ 1 esporos/mL, na superficie do meio. De cada trata-
quantidade de inoculo, associando produgao gfnto, em todos os experimentos conduzidos, foram prepa-
micelio sob fermentacédo liquida seguida dedas trés placas, as quais foram mantida% pbr cer-
esporulacdo e secagem em bandejas foi desenvotbaide 24 horas. De cada placa, determinou-se a porcenta-
do por Walker (1982). Este método baseia-se no caém de esporos germinados, por meio de contagens sob
tivo do fungo em meio V-8 industrial acrescido dgnicroscopio.

CaCQ; sob vigorosa rotagéo durante 24-72 horas e Para os testes de infectividade de indculo, sementes de
exposicdo da massa micelial & luz solar, paf%gegoscﬁoram escarlflcada_\s com acido sulftrico conc'en-
esporulacao. trado (95-97% p.a.), por oito minutos, lavadas com agua

O objetivo deste trabalho foi determinar as cona‘f—?”eme © pre-germlnaidas em placas de Pe.m‘ em condi-
Pes ambientes. As plantulas foram transferidas para va-

¢0es ideais para crescimento € esporulagdo do 'Séé‘s' de plastico de 0,5 litro de capacidade, contendo solo

do CG593 déh. cassiagpara o desenvolvimento deautoclavado, em casa de vegetagdo. O substrato utilizado

um processo de producédo massal desse fungo, a Rgk-experimentos consistiu da seguinte mistura: terra, es-
tir da metodologia proposta por Walker (1982).  terco de gado curtido e areia lavada de rio, na proporcso de
2:1:1, fertilizada com 33 g/L de calcério dolomitico e 17 g/L
MATERIAL E METODOS de superfosfato simples. Os experimentos foram conduzi-
dos em blocos ao acaso, com quatro repeticdes, consistin-
O isolado CG593 dalternaria Cassiagpreservado a do, a unidade experimental, de um vaso com cinco plantas.
10°C, foi cultivado em BDA durante sete dias, sendo o AsinoculacBes foram feitas aspergindo-se as plantulas,
micélio produzido triturado em agua estéril e utilizadoos estadios cotiledonares até duas folhas definitivas, com
como inéculo semente (5% v/v), em todos os experimesdspensdes fangicas (5 xSl@sporos/mL). Apoés a
tos. inoculacéo, as plantas foram incubadas sob sacos de plas-
A nao ser nos casos especificados, os procedimentios transparentes, previamente umedecidos, e mantidas
experimentais foram os seguintes: o meio utilizado foidebaixo das bancadas para evitar insolagéo direta nas pri-
base de suco V-8 caseiro, produzido conforme descritwiras 48 horas, sendo entdo retiradas dos sacos de plasti-
por Borges Neto (1997) (200 mL/L), e sacarose (15 g/Lgo e recolocadas sobre as bancadas da casa de vegetacdo
com pH ajustado em 5,5 antes da esterilizacdo. A incul§a3-40®C).
¢ao ocorreu imediatamente apos a repicagem do in6culoA severidade foi determinada até 10 dias apds
para o meio, em agitador (Lab-line incubator-shaker)i@oculagéo, utilizando-se uma escala de notas variando de
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1 a9, onde 1 significa auséncia de sintomas e 9, signif@@500 mL de capacidade. A incubacéo das col6nias ocor-
morte da planta. A incidéncia da doenca foi também availgéu durante 48 e 72 horas, com agitagdo. A massa micelial
ada, em termos de porcentagem de plantas mortas.  foi induzida a esporular, tendo sido avaliados o rendimen-
Todos os experimentos foram repetidos pelo mengsde massa flngica seca (g/L) e a concentracéo de esporos.
duas vezes.
Efeito de diferentes concentragfes de CaG@a pro-
Efeito de meios de cultura na producao de inéculo de ducdo de in6culo

A. cassiae . ) L
Foram avaliados o rendimento de massa micelial, a

_ A produgéo_massal (_:ie inoculo Aecassi_ae‘oi ava-  agporulacéo e a infectividade do inéculo mediante o acrés-
liada nos seguintes meios: suco V-8 caseiro (V-8C), S4mo de carbonato de calcio (Cagnas proporcdes de
cos de tomate das marcas Cgmpbel (TIC) e Super BT,T?, e 3 g/L do meio V-8 caseiro. As inoculagdes foram
(TSB) e de confeccdo caseira (TC), batata-cenou_rl%élizadas com 10 mL de suspensdo micelial por frasco

dextrose (BCD) e batata-dextrose (BD). Para os me'@ﬁenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo 200 mL

;ICC,1 Tan ie TrC, fo:agw emprretig:f::jdaszgogrgl_e c?@ﬁ@uccl)l-de gée meio de cultura e a incubagéo ocorreu conforme esta-
0 d€ melo preparado a pal €23 €s e[lecido no experimento anterior, durante 48 horas. Fo-
mate concentrado. Para a confeccdo do suco de tomate A - o
i o . - ram adotadas trés repetigdes por tratamento, consistindo,
caseiro, foram utilizados os procedimentos descritos po{midade experimental. de um Erlenmever
Borges Neto (1997) para o suco V-8 caseiro, mantendb P ' yer.

se 0 tomate e suprimindo os demais ingredientes. O m%lp ito da t wra d i ici0 d
BCD foi preparado a partir do cozimento de 100 g de ba.c'© 9 lemperatura duranté a exposicao da massa

tatas e 100 g de cenoura em 1.000 mL de agua destildBige!ial para esporulacéo e secagem, no rendimento e

O material foi filtrado em gaze, adicionado de 15 g ocg.lahdade do indculo

dextrose, completando-se o volume para um litro. O meio O efeito da temperatura durante a exposig&o da massa
BD foi preparado de maneira idéntica, utilizando-s@jcelial para esporulagéo e secagem no rendimento de
200 g de batata e 15 g de dextrose. Antes da autoclavaggipagulos, concentracdo de esporos e infectividade do
todos os meios tiveram o pH ajustado para 5,5 e forgcyio foi estudado em duas etapas. Na primeira etapa,
distribuidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL de capagiram conduzidos dois experimentos: o primeiro, testan-
dade (150 mL/frasco), cada um recebendo 7,5 mL da sy§:-¢e as temperaturas de 20 2% o segundo, além
penséao de indculo, preparada como descrito anteriorma@;stas, testando-se também a temperatura @@ B8&

te. Realizaram-se cinco repeﬁgﬁes por tr_atamento, ¢ unda etapa, foram testadas as temperaturas de 20, 25,
frasco representando uma unidade experimental. 8 e 30C. Para avaliagdo, considerou-se o rendimento de

A } rendi - . ) -
As avaliagbes fgrar_n realizadas em termps de re assa flngica, a concentracao de esporos e a infectividade
mento de massa fungica seca em gramasl/litro de medg’inéculo

concentracdo de esporos contida na massa fungica

(esporos/grama), viabilidade e infectividade do |noculoEfeito do volume de massa micelial em bandejas so-

Efeito do volume de meio x tempo de incubacao no bre a produgéo de inoculo

desenvolvimento deA. cassiae Para determinar o volume ideal de micélio a ser vertido
Inicialmente, foi avaliado o rendimentte massa €M bandejas para esporulacéo e secagem, foram testados

micelial utilizando-se os volumes de 50, 75 e 100 mL de0, 300, 450, 600 e 700 mL. O experimento foi conduzi-
meio V-8 caseiro, dispostos em frascos Erlenmeyer ga em delineamento de blocos ao acaso, com cinco trata-
250 mL de capacidade, inoculados com a suspendBgntos (volumes de massa micelial) e quatro repeti¢oes,
fingica a 5% v/v. As coldnias foram incubadas por perigonstituindo-se a unidade experimental de trés bandejas.
dos de 48, 60 e 72 horas. Ap6s o periodo de agitacad\ @assa flngica obtida, em cada volume testado, foi cole-
massa micelial foi coletada por filtragem a vacuo, submtda, e avaliada quanto ao rendimento e concentracéo de
tida a secagem durante 48 horas em estufa@ #man- esporos. O tempo de secagem foi anotado em cada trata-
do-se o peso seco de cada repeticédo dos diferentes trat@nto, e para verificar a influéncia destes tratamentos so-
mentos. Cada Erlenmeyer constituiu uma repeticéo e qbae a integridade dos esporos contidos na massa fangica
tro repeticbes foram adotadas por tratamento. produzida, foram feitas montagens destas estruturas em
Em uma etapa posterior, este experimento foi realizéminas com uma gota de lactofenol-azul de algodéo, con-
do com volumes de 150, 200 e 250 mL de meio em frasdosme Abbas et al. (1995). Cinqlienta conidios por trata-
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mento, tomados ao acaso, foram examinados ao microgeor Smith & Onions (1983). Segundo estes autores,
pio otico, usando aumento de 200X, para verificacdo dartas culturas flingicas crescem melhor em meios
porcentagem de conidios tingidos e determinagéo das figscos preparados em laboratério. Esta experiéncia
racteristicas morfométricas. A viabilidade em meio agage repetiu quando se utilizaram meios a base de to-
agua e infectividade a plantulas de fedegoso foi tamb%te exclusivamente, pois o meio de confeccéo ca-
determinada, de acordo com a metodologia descrita ante-

riormente.

Efeito da luminosidade na esporulacado e na qualidade
do in6culo

A influéncia da luminosidade na esporulacéo dgo
A. cassiadoi estudadaertendo-se a massa micelial enf*®
bandejas de aluminio no volume de 300 mL/bandeja (est®
belecido no experimento anterior), que foram submetidas 3
quatro regimes de luz diarios: claro continuo, escuro conti-
nuo, 12 horas-luz/escuro e 24 horas-luz/escurd@. 25
claro correspondeu a iluminac&o obtida através de lamp%2

Rendimento

(glL)
das fluorescentes de 22 W instaladas a 30 cm de altura das
bandejas e a 68 cm de distancia entre si, em cadaumadasTSB mic . Concentracéo
VBC  gep (x10° esplg)

prateleiras, fornecendo uma luminosidade média de
1.063 lux. O ambiente escuro foi atingido por luminosidade Meio de cultura

méaxima de 10 lux. A distribui¢cdo dos tratamentos na sala . ) 5

de incubago foi inteiramente casualizada, com seis repEtiC- 1. Eféito de meios de cultura na producao de
¢Oes, cada bandeja representando uma unidade experimen- inéculo deAlternaria cassiae (Meios de cul-
tal. As avaliag6es foram realizadas como nos experimentos tura: TSB — Suco de tomate .Superbom;
anteriores. Determinou-se, ainda, o nimero médio de tubos TIC - suco de Forr.1ate Campbel; TC — Su_co_
germinativos por conidio germinado e tomaram-se as medi- gecg)TaBt:tgiiigﬁbngjt;(tsrggg \ég Eaé’:t';c_)’
das morfométricas dos esporos, em cada tratamento. A por- ta-dextrose) ’

centagem de conidios tingidos em lactofenol-azul de algo-
dao foi avaliada, conforme descrito anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO 100

Efeito de meios de cultura na produgéo de inéculo
deA. cassiae

orcentagem

O meio V-8C proporcionou maior rendimento
(g9/L) de in6culo, seguido pelo meio TC. Entretanto, 20
verificou-se maior concentracdo de esporos por gra- o
ma de indculo com o meio de suco de tomate da
marca Super Bom (Fig. 1). Quanto a viabilidade dos
esporos, o meio BD diferiu dos demais, apresentan-
do os mais baixos valores de porcentagem de ger-
minacdo em meio 4gar-agua. Nao foi detectada §IG

ferenca significativa (p=0,05) em relacéo a (Meios de cultura: TSB — Suco de tomate
infectividade de in6culo produzido nos diferentes Superbom; TIC — suco de tomate Campbel:

meios a plantas de fedegoso (Fig. 2). TC — Suco de tomate caseiro; V-8C — Suco
A experiéncia bem sucedida com a utiliza¢éo de V-8 caseiro; BCD — Batata-cenoura-dextrose;
meio a base V-8C esta de acordo com relatos feitos BD — Batata-dextrose)

Viabilidade

Plantas mortas

TC  vac

Meio de cultura

. 2. Efeito de meios de cultura na viabilidade e
infectividade de esporos ddlternaria cassiae.
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seira (TC) superou os meios das duas marcas indusA obten¢c&o de maior rendimento de micélio em
triais testadas, em termos de rendimento de massanor tempo € interessante, pois diminui as chances
fungica seca. de contaminacao durante a fase de crescimento das
colénias, que pode ser um fator limitante para a
Efeito do volume de meio x tempo de incubagéo obtencdo de inéculo de boa qualidade. De acordo
no crescimento micelial com os resultados obtidos, maior rendimento de

A andlise de variancia revelou diferenca signiffassa micelial foi verificado com periodo de incuba-
cativa para volumes de meio, no tocante ao ren@f0 de 48 horas, para qualquer um dos volumes de
mento de massa micelial, com o periodo de incuf@€i0 utilizados. Embora menor volume de meio por
cdo de 48 horas, tendo sido mais produtiva a ind{i2SC0 Possa favorecer a aeragao, possibilitando
bac&o em 75 mL de meio por frasco de 250 mL, g&elhor‘ cre§C|mento micelial das culturas de
seja, ocupando volume inferior a 1/3 do frascd- Cassiagnao se observou, neste trabalho, um cor-
(Fig. 3). Interacéo entre volumes e tempo de inc{f_spondente mcremeNnto no rendlmento_ Qe |rloculo
bacao foi detectada, embora os tratamentos com/ 8@l €/0u esporulagdo. Portanto, a utilizagao de
e 100 mL de meio n&o tenham diferido entre si. Tarf90-250 ML de meio por frasco de 500 mL (cerca da
bém n3o houve diferenca quanto aos periodos 'gtade da capacidade do frasco) apresentou-se van-
incubac&o de 60 e 72 horas, com os volumes ted@i0sa, rendendo maior quantidade de in6culo por
dos. O periodo de agitaco de 48 horas foi tamb&g{ume inicial de meio.

0 que promoveu maior rendimento de massa fungica . ) .

avaliada na segunda etapa, nédo tendo sido detect%tfﬁito d~e dlfe'r e[“es concentraces de CaGOa

diferenca significativa para os volumes de 250 pgodugao de inoculo

200 mL de meio por frasco de 500 mL, que entre- O rendimento de massa micelial foi maior quan-

tanto foram superiores aos do tratamento coto o meio foi acrescido de 2 e 3 g/L de CagQd@o

150 mL. Os tratamentos ndo diferiram entre si, miferindo significativamente do tratamento sem car-

tocante a concentracao de esporos por grama da mhagrato de célcio (Fig. 5). A concentracdo de

sa fungica obtida (Fig. 4). propagulos foi de 2xB@sporos/g, em todos os tra-
tamentos. Quanto a infectividade, os valores médios
de éarea abaixo da curva de progresso de doenca

Massa micelial seca (g/L)

Concentragdo
(x 10 esg/g)

Periodo () 72 SO0mL

250 mL/48 h
200 mL/48 h
150 mL/48 h
250 mL/72 h
200 mL/72 h
150 mL/72 h

FIG. 3. Efeito do periodo de agitacdo e do volume de FIG. 4. Efeito do periodo de agitacéo e do volume de
meio de cultura por frasco, no crescimento meio de cultura no frasco de incubagéo sobre
micelial de Alternaria cassiae a producao de inéculo déAlternaria cassiae
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(AACPD) em plantulas de fedegoso, referentespgimeira etapa de experimentacdo. Nessa etapa, tem-
quatro leituras (Fig. 6), mostraram que o indculo preeratura de 3@ proporcionou rendimento signifi-
duzido sem acréscimo de Cagfoi mais eficiente, cativamente maior (p=0,05) de propagulos (2,4 g/L
sem diferir, no entanto, dos tratamentos com 1 e $/§ Mei0), porém menor concentracdo de esporos

da substancia. Uma vez que os tratamentos nao d{f]efb(l@ esporos/g). Entretant.O, na seggnda etapa,
. ~ . . . guando o volume de massa micelial vertido nas ban-
riram, a adoc¢éo do meio sem Ca3@ria mais eco-

N dejas foi reduzido & metade (300 mL/bandeja), foram
nomica. verificados também os maiores rendimentos, em ter-
mos de massa fungica seca, a temperatura em torno

Efeito da. temperatura durante a exposi¢cédo da de 25C (p=0,05) (Fig. 8). De acordo com Walker
massa micelial para esporulacdo e secagem, so; '

bre o rendimento e qualidade do in6culo (1983), 1,5 g de propagul'os S€cos con_tendo
9x10 esporos/g foram produzidos, por bandeja com
A concentrac&o de esporos/g de propagulos &po a 800 mL de homogeneizado de micélio, pelo mé-
todos os tratamentos variou entre 1,#4a®x16, todo por ele descrito. Portanto, os valores obtidos
tendo sido maior na temperatura deg~ig. 7), na  nestes experimentos, tanto em rendimento de massa
fungica seca, quanto de concentracdo de esporos,
121 estdo adequados. Diante destes resultados, a tem-
a a peratura de Z& passou a ser adotada como padréo
b para incubacdo do micélio durante os trabalhos roti-
neiros de producédo de in6culo Alecassiae
Quanto a infectividade, os resultados foram in-
ol consistentes, tendo, o indculo incubado &C2%0
primeiro teste, sido mais infectivo. No entanto, os
danos causados ao fedegoso por propagulos pro-
0 - | - | ; | ; ' duzidqs a20e3q, no segundp teste, ndo diferiram .
Concentracdo de CaGQ/L) entre si e foram mais expressivos do que os produzi-
dos a 25C. Portanto, ha necessidade de se avaliar
melhor os efeitos da temperatura de incubacgéo du-

e
I

ab

e

Massa micelial (g/L)
(2]

FIG. 5. Efeito de concentracdo de CaC{Ono cresci-
mento micelial deAlternaria cassiae

501 a
451
b ab b

40 3,0

35+ 25
0O 301 !
o
% 254 2,0

20+ 15

154

104 1,0

51 05

0 . . . ; Esporos

0 L 2 3 0 (10g)
Concentragdo de CaGQ/L)
Propéagulos
. 2 G

FIG. 6. Infectividade do in6culo deAlternaria cassiae TemperaturaC)

produzido em meio V-8 caseiro com diferen-
tes concentragdes de CaCO(AACPD: area  FIG. 7. Esporulacdo deAlternaria cassiaesob diferen-
abaixo da curva de progresso de doencga) tes temperaturas.
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rante o processo de producédo de conifli@mssiag
na infectividade a plantas de fedegoso. 16

Efeito do volume de massa micelial em bandejas
sobre a producéo de in6culo 10

tectada diferenca significativa entre os tratamens
tos, em termos de rendimento de inéculo (g/L)?

Concentracédo
(x10” esp/g)

(p=0,05). Nao obstante, observou-se maior concen- ' ,Rendimemo @)
tracdo de esporos por grama de inéculo com o volu- -

me de 150 mL (Fig. 9). Quanto a viabilidade dos Volume (mL)

CFJ!’lidi'OS em égar-éigua, foi detectada diferenca SHG. 9. Efeito do volume de massa micelial exposta
nificativa em relagdo ao volume de 600 mL, que por bandeja, para esporulac&o, sobre a pro-
proporcionou porcentual germinativo inferior aos de- ducao de indculo deAlternaria cassiae

mais (Fig. 10). Os testes de infectividade em plantas
de fedegoso revelaram maior severidade de sinto-
mas com in6culo produzido com menores volumes
de massa micelial por bandeja, sendo que o volumeo

de 300 mL foi superior aos demais (Fig. 11). S i o = =
Os conidios obtidos com volume de 300 mL/ba@- 60 b
deja apresentaram comprimento e largura tl'picos-?é‘lg
espécie (115,66 a 147,01um de comprimento e 14§ %o
a 15,20 um de largura, respectivamente), confor- jg
me Simmons (1982). 0+
150 300 450 600 750

Maior porcentagem de conidios tingidos pelo
azul de algodéo foi verificada com a utiliza¢do dos
volumes de 150 e 300 mL (Tabela 1). A capacidade
dos esporos de absorverem esse pigmento reJel@ 19
sua maior integridade (Abbas et al., 1995), caracte-
ristica certamente fundamental para a manutencéo

da viabilidade e infectividade. Entretanto, a utiliza- -

Volume de massa micelial (mL)

Efeito do volume de massa micelial, em ban-
dejas para esporulacdo, na viabilidade dos
esporos déAlternaria cassiae

- 10t a ab
2,0 g ab
s N - R
3 14] ab 261
= 7 »
% 1,21 4t
£ 10 b
-8 0,81 b 2+
& 06 o
041 150 300 450 600 750
0,21
0 , , , Volume de massa micelial (mL)
25 28 20 30
Temperatura®C) . L
FIG. 11. Efeito do volume de massa micelial, em ban-
FIG. 8. Efeito da temperatura durante a exposicao dejas para esporulacéo, na infectividade dos
da massa micelial para esporulacdo e seca- esporos deAlternaria cassiaeem fedegoso.
gem no rendimento de massa flingica seca de Severidade da infec¢éo obtida através de es-
Alternaria cassiae cala de notas de 1 a 9.
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TABELA 1. Coloracao, pelo azul de algoddo, de 207
conidios deAlternaria cassiaeobtidos a 187 a
partir de diferentes volumes de massa g T
micelial por bandeja. ¥4 b
512 be
Volume (mL) Conidios tingidos (%) % Lot c
@ 0,871
150 100,00a T o6t
300 94,03ab 047
0,21
450 85,41bc o , , X
600 77 65C EC 12 h 24 h cC
’ Fotoperiodo
750 63,92d _ o B
1 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo testchlig" 12.Efeito da luminosidade na producdo de

Duncan a 5% de probabilidade. indculo deAlternaria cassiag EC- escuro con-
tinuo; 12 h e 24 h - tempo de alternancia de
fotoperiodo; CC - claro continuo).

¢do de menores volumes de homogeneizado de
micélio apresenta-se vantajosa também pelo fato de
requerer menor tempo para secagem, que é de citcBELA 2
a seis dias, enquanto para volumes iguais ou supe-
riores a 450 mL, este processo requer um tempo minkoto-  N°de tubos Comprimento do Conc.

Influéncia da luminosidade sobre a
esporulacdo deAlternaria cassiaé.

mo de oito dias. periodd germinativos  conidio 1m) (x10° esp/g)
EC 0,205¢ 62,55b 4,01a
Efeito da luminosidade na esporulacdo e naqua- 12h 0,625hc 81,64a 2,34b
lidade do in6culo 24 h 1,060b 74,26ab 3,14ab
O regime de luz durante a exposicdo da massacC 1,737a 67,39ab 1,95b

micelial para esporulagéo € secagem exercéwuédias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si pelo teste de
. A . , . . % ili )

marcar_]te influéncia S_Obre as CaraCterIStlcaS avaU%g?(;irtluiosgogt?nzzbgglIglzlcrig continuo; 12 h: 12 horas de claro/escu-

das (Fig. 12)Os maiores rendimentos de masSaro alternados; 24 h: 24 horas de claro/escuro alternados.

fungica seca foram obtidos com incubac&o do

homogeneizado de micélio em regime de escuro

continuo. O menor namero médio de tubos ParaWalker (1983), o isoladoAecassiagregis-

germinativos evidentes, por conidio, foi tambéritado como bioerbicida sob o nome de CASST nos

verificado com este tratamento (Tabela 2), que elstados Unidos, esporula profusamente apenas quan-

tretanto nao diferiu significativamente do tratamerglo exposto a luz solar direta ou submetido a radiacao

to com 24 horas de luz alternada, quanto a conc&eb luz incandescente. No entanto, variabilidade

tracdo de esporos por grama de massa flungica protre isolados quanto a capacidade de esporulagéo

duzida. Ndo foram observadas variacGes quants@b diferentes regimes de luz € comum entre fungos

porcentagem de conidios tingidos pelo azul de ditopatogénicos. O fato de o isolado CG593 esporular

godao, que foi proxima de 100%, em todos os trateem sob regime de escuro continuo simplifica

mentos. Quanto aos aspectos morfométricos, veridi-metodologia de producéo de indculo em larga

cou-se uma tendéncia de acréscimo no comprimescala.

to do conidio, em presenca de luz, evidenciando a

influéncia da luminosidade na morfologia de conidios CONCLUSOES

deA. cassiaeque também foi anteriormente consta-

tada por Allen et al. (1982), com a espdcibelianthi 1. O meio V-8 caseiro, sem adi¢do de CaG&0

(Tabela 2). adequado para producéo de inéculdAddeassiag
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aincubagdo deve ocorrer em volume de 200-250 mL - C.G. van; WORSHAM, A.D Evaluation of
de meio (cerca de 50% do volume do frasco) sob Alternaria cassiaeas a mycoherbicide for
agitacao (250 rpm) durante 48 horas. sicklepod (Cassia obtusifolia in regional field
2. A esporulaggo é favorecida por incubagao da  [eSts-Auburn : University of Auburn, 1986. 19p.
massa micelial a 6 e escuro continuo. (Southern Cooperative Service Bulletin, 317).
3. Aadogéo de 300 mL de massa fungica por bBaDROWLEY, R.H.; TEEM, D.H.; BUCHANAN, G.A;
deja possibilita a secagem rapida, sem comprome- HOVELAND, C.S. Responses tfomoeaspp. and

ter a qualidade do in6culo. Cassiaspp. to preemergence applied herbicides.
Weed ScienceChampaign, v.27, p.531-535, 1979.
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