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RESUMO

Em Minas Gerais sdo encontradas as trés espécies de Cercospora do
milho: Cercospora zeina, Cercospora zeae-maydis e Cercospora sorghi f.sp.
maydis, e esta Ultima é de facil separacdo das demais, por apresentar um indice
de velocidade de crescimento micelial maior e pode produzir toxina em meio
Suco de Tomate Temperado (STT). As outras duas espécies sdo patogénicas,
morfologicamente semelhantes, diferindo-se, principalmente, pelo tamanho do
conididforo, formato do conidio, crescimento micelial e producéo de toxina. A
dificuldade de diferencia-las morfologicamente conduz a uma analise molecular,
a qual é mais confidvel. Desta forma, foi possivel identificar as espécies
patogénicas de cercospora do milho utilizando-se de primers especificos. Para
obtencdo de esporos deste género de fungos é necessario usar métodos que
induzem algum tipo de estresse, como o de secagem de massa micelial ou de
transferéncia de conidios. Ambos foram eficientes, principalmente, em meio
STT ou V8. Com os conidios produzidos por estes métodos foi possivel observar
em microscopio eletrénico de varredura a colonizacdo das sementes de sorgo
com diferentes culturas fungicas, as quais servem de veiculo para inocular
plantas de milho. As sementes de sorgo inoculadas apenas com esporos, seja por
suspensdo ou por meio de cultura, apresentaram maior numero de
conidios/sementes do que aquelas inoculadas com conidios e micélio. Por
espectofometria foi detectada a Cercosporina em C. sorghi f.sp maydis em todos
0s meios de cultura estudados, exceto em M1D, em condicdes de luz continua a
27 °C, enquanto a inducdo da toxina em C. zeina ndo foi possivel, o que reforca
a hipotese de que esta espécie apenas produz a toxina em planta. Geralmente, C.
zeae-maydis € caracterizada pela producdo de toxina, no entanto, para 0s
isolados utilizados nas condicGes estudadas, ndo foi possivel observar tal fato,
provavelmente, em razdo de algum fator que alterou e/ou bloqueou os produtos
dos genes envolvidos no processo da biossintese da mesma. O meio com agua
de coco e extrato de leveduras foi 0 melhor para induzir a toxina em C.sorghi
f.sp maydis. Diante dos resultados, é possivel afirmar que ha as 3 espécies de
Cercospora do milho em Minas Gerais, 0s isolados podem ter alta producéo de
esporos in vitro pela transferéncia de conidios, possibilitando desenvolvimentos
de outros trabalhos cientificos. Além disso, ha maior probabilidade de sucesso
na inoculagdo quando se utilizam conidios. Contudo, ha necessidade de mais
estudos, principalmente com a C. zeina, a qual é mais agressiva e mais dificil de
manter em condi¢6es laboratoriais.

Palavras-chave: Cercosporiose do milho. Cercosporina. Cercospora zeina.
Cercospora zeae-maydis. Cercospora sorghi f.sp. maydis. Microscopia
eletronica de varredura.



ABSTRACT

In the Minas Gerais State, Brazil, there are three species of
Cercospora from maize: Cercospora zeina, Cercospora zeae-maydis and
Cercospora sorghi f.sp. maydis. This last one has morphologic characteristics
totally different from the others: the Mycelial Index Growth Speed (MIGS) is
higher, and it produces toxin in tomato juice medium (TJM). On the other
hand, the pathogenic species are morphologically similar, but they differ
mainly by size and shape of conidia, mycelia growth and production of toxin.
The difficulty of distinguishing them morphologically leads us to develope a
molecular analysis that is more reliable and easier. Specific primers were
developed from ITS regions and regions of ribossomal DNA that identified
the pathogenic species of Cercospora from maize. To obtain spores from
Cercospora genus, it is necessary to use methods to induce stress, such as
drying mycelium or by the transfer of spores, used in this study. Both
methods were efficient, mainly in TIM or V8 (V8). The conidia were
observed in scanning electron microscope, and it was possible to observe the
colonization on sorghum seeds with different Cercospora fungal cultures that
were used like transporters for these fungi for inoculating maize plants. The
sorghum seeds inoculated with only spores had a higher number of
conidia/seeds than those inoculated with conidia and mycelium. Besides,
there is more probability to have success in the inoculation when using
conidia to inoculate the corn plants. By Spectrometry, it was possible to
detect the cercosporin in C. sorghi f.sp maydis in every culture media studed,
except in M1D medium, under light condition, at 27 °C. The induction of
toxin in C. zeina was not possible, which reinforces the hypothesis that this
species just produces toxin in plants. Generally, the C. zeae-maydis produce
toxin, however, under the condition mentioned, it was not possible to observe
the toxin production. Most likely, there is a factor that blocked the genes
products involved in the byossintese process. With the results, it is possible
to affirm that the three species of Cercospora from maize in Minas Gerais
state, Brazil that can have high production of spores in vitro by using the
Patted system, which enables the development of new scientific studies. The
coconut water medium with yeast induced the most toxin production in C.
sorghi f.sp maydis.. However, more studies are required, especially with C.
zeina, which is more aggressive and more difficult to grow in laboratorial
condition.

Keywords: Gray Leaf Spot. Cercosporin. Cercospora zeina. Cercospora
zeae-maydis. Cercospora sorghi f.sp.maydis. Scanning electron microscopy.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor de milho, totalizando 56 milhdes de
toneladas na safra 2010 (IBGE, 2011), superado apenas pelos Estados Unidos e
China (USDA, 2011). A Safra de milho 2010/2011 aumentou 2% em relacéo a
2009/2010. A expectativa para o préximo ano € de uma producdo de 57,8
milhGes de toneladas, com a soma de 35,4 milhdes de toneladas da primeira
safra e 21,7 milhGes da segunda. A cultura do milho esta presente em todas as
regides do pais e Minas Gerais é o terceiro maior produtor brasileiro de milho,
contribuindo com 11,9% da producdo nacional, atrds do Parana e Mato Grosso
(CONAB, 2011). O Sul de Minas Gerais produziu 1,3 milhGes de toneladas, o
que equivale a 21,5% da safra estadual e Alto Paranaiba com 1,2 milhdes de
toneladas, que representa 21,1% do total colhido em Minas Gerais (IBGE,
2011).

No entanto, as doencas podem prejudicar a producdo, dentre elas, a mais
preocupante é a Cercosporiose do milho, que é uma doenca mundialmente
importante na cultura por causar grande reducdo em sua produtividade (FANTIN
et al., 2008). Esta doenca foi relatada pela primeira vez no Brasil, em 1934 por
Viégas e Krug no estado de S&o Paulo em Campinas (VIEGAS, 1945).
Entretanto, somente a partir de 1998 severas epidemias comegaram a ocorrer nas
principais regides produtoras do pais, preocupando fitopatologistas, melhoristas
e agricultores. A doenca causou perdas significativas nas principais regides
produtoras na safra de 2000 e 2001, deixando de ser considerada secundéaria e
passando a fazer parte das enfermidades mais importantes da cultura (CASELA
e FERREIRA, 2003; PEREIRA et al., 2005). Nos ultimos anos, sua incidéncia

aumentou em varias partes do mundo, incluindo os maiores produtores mundiais
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como os Estados Unidos da América, o Brasil e o México. Isto se deve ao
incremento de areas irrigadas, bem como pela utilizacdo da sucesséo de cultura
com o plantio de milho em safrinha e o plantio direto sem rotacdo de culturas,
procedimentos que favorecem a sobrevivéncia de patdégenos na area agricola.

No Brasil, existem poucas informacdes sobre esta doenca, contudo,
pressupde-se que os danos causados sejam semelhantes aqueles ja relatados em
outros paises. Em Minas Gerais a cercosporiose proporciona perdas de até 27%
no periodo da safra (BRITO et al.,, 2007). Tais estudos demonstraram a
importancia econémica do patgeno para a cultura do milho neste estado.

Os primeiros sintomas sdo observados geralmente na fase de floracéo e
nas folhas baixeiras (WARD et al., 1998), onde o patégeno coloniza o limbo
foliar, podendo provocar extensas areas necroticas. Os sintomas da doenca
caracterizam-se pelo aspecto linear-retangular das les6es que sdo geralmente
delimitadas pelas nervuras (LATTERELL e ROSSI, 1983).

Nas lesGes de cercosporiose € possivel encontrar 3 espécies de
Cercospora: Cercospora zeina, Cercospora zeae-maydis e Cercospora sorghi
f.sp. maydis, as quais se diferenciam quanto a producao de toxinas, morfologia,
velocidade de crescimento in vitro, agressividade sob condi¢es controladas e
patogenecidade.

Para se desenvolver novas estratégias de controle, é importante conhecer
a estrutura genética de populacfes dos patdgenos e sua interagdo com a planta.
Tais conhecimentos s&o relevantes para a selecdo de genes de resisténcia mais
estaveis e duraveis em programas de melhoramento, para o diagndstico rapido e
preciso, que pode levar a uma tomada de decisdo mais efetiva amenizando
perdas, bem como para estudos de monitoramento de epidemias e dindmica de
populagbes. Para isto, técnicas moleculares, como o uso de marcadores

moleculares podem ser usados.
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Até o presente momento, a maioria dos trabalhos com cercosporiose do
milho é realizada em condi¢des de campo, com infeccdo natural, envolvendo
estudos epidemioldgicos e testes de fungicidas. As pesquisas com o fungo séo
escassas em decorréncia da dificuldade de isolar, esporular e manter o fungo
viavel em condicGes artificiais. Das 3 espécies de Cercospora do milho, C. zeina
é a mais dificil de trabalhar, em funcdo de sua natureza, ou seja, apresenta
crescimento mais lento e esporula mais tardiamente do que as outras. Além
dessas raz@es, € um fungo que foi recém re-classificado (antigo C. zeae-maydis —
Grupo 1) em 2006 por Crous e colaboradores, e é encontrado apenas em certas
regides. Desta forma, estudos in vitro com esses patdgenos Sa0 necessarios e
importantes, principalmente, com C. zeina, o qual apresenta comportamento in
vitro, distinto do observado in planta.

Para tanto, este trabalho visa identificar as espécies de Cercospora
existentes em Minas Gerais por meio de primers especificos, caracteriza-las
quanto a morfologia, induzir e detectar a producdo de toxina, averiguar a
patogenecidade do C. sorghi f.sp. maydis e identificar o melhor tipo de cultura

fangica para utilizar na inoculacéo de plantas de milho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agente etioldgico, sintomatologia e controle da cercosporiose

Nas lesbes de cercosporiose € possivel encontrar 3 espécies de
Cercospora: Cercospora zeina, Cercospora zeae-maydis e Cercospora sorghi
f.sp. maydis e esta Ultima ¢é filogeneticamente distinto da C. sorghi e C. zeae-
maydis (GOODWIN et al., 2001) e é considerada saprofitica (CARSON e
GOODMAN, 2006). Estudos recentes constataram que as caracteristicas das
lesdes e agressividade variam de acordo com o patégeno (CROUS et al., 2006;
MATHIONI et al., 2006), no entanto, essas caracteristicas apenas podem ser
notadas sob condic¢des controladas. Em relacdo a agressividade ha diferengas
entre as espécies de Cercospora e entre isolados (DUNKLE e CARSON, 1998;
CARSON et al., 2002).

Segundo Crous et al. (2006) as lesdes causadas por C. zeae-maydis sdo
oblongas, formando extensas faixas irregulares, de coloragéo cinza amarronzada,
com bordos marrons e o formato e o tamanho podem ser variados. As lesdes de
C. zeina sdo mais uniformes, confinadas entre as nervuras com 2-3 mm de
largura, e 0 comprimento pode variar de 5-40 mm, a coloracéo varia de cinza
claro a marrom palha com bordos indistintos e cloréticos em lesdes jovens. Mas
essas caracteristicas apenas podem ser notadas sob condi¢des controladas. No
campo os primeiros sintomas sdo observados geralmente na fase de floracéo e
nas folhas baixeiras (WARD et al., 1998), onde o patégeno coloniza o limbo
foliar, podendo provocar extensas areas necroticas. A doenca caracteriza-se pelo
aspecto linear-retangular das lesBes que sdo geralmente delimitadas pelas
nervuras (LATTERELL e ROSSI, 1983).

Sob condicbes ambientais favordveis de alta umidade relativa e presenca

de orvalho, as lesdes resultantes da infeccdo inicial ficam acinzentadas, em
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virtude da alta producgéo de esporos, 0s quais sdo transportados pelo vento ou
por respingos de chuva para as folhas superiores. Os esporos germinam em 24
horas, em plantas inoculadas mantidas a temperatura ambiente (entre 22 e 30
°C). O microclima que se forma a 1-2 mm acima da lamina foliar pode
permanecer saturado de umidade por um longo periodo, ainda que a umidade
relativa esteja abaixo de 95%. Essa condicdo é favoravel a infeccdo e ao
desenvolvimento da lesdo, ndo tendo necessidade de periodos continuos de alta
umidade relativa para a ocorréncia de infeccdo, uma vez que o patdégeno pode
permanecer latente até o retorno de condi¢Ges ambientais favoraveis (WARD et
al., 1998).

As espécies de Cercospora do milho estdo distribuidas geograficamente
de forma diferente. No Brasil é possivel encontrar as 3 espécies, exceto em
Goiés, onde apenas ha a C. zeina (BRUNELLI et al., 2006), enquanto em outros
paises a distribuicdo desses patdgenos pode alterar.Wang et al. (1998)
constataram que ha C. zeae-maydis em todo territério americano, enquanto o C.
zeina fica confinado na regido leste do pais e na Africa apenas ha ocorréncia
apenas da C.zeina (DUNKLE e LEVY, 2000).

Cercospora spp € um fungo mitospdrico da classe dos Hyphomycetes,
da familia Dematiaceae (AGRIOS, 2005; BARNETT e HUNTER, 1998).

Dentre as espécies de Cercospora do milho, C. sorghi f. sp. maydis é
bem distinta das demais, segundo Crous et al. (2006), elas apresentam as
seguintes caracteristicas: C. zeae-maydis tem conidiéforo pequeno e fasciculado
(3-14), divergente, ereto, subcilindrico a flexuoso, distintamente geniculado-
sinuoso, ndo ramificado, dimensdes de 40-180 x 4-8 um, com (0-) 1-8 septos,
de coloragdo marrom clara, com paredes finas e lisas. A célula conidiogénica é
integrada, terminal, com 10-40 um de comprimento e 2-3 pm de largura. Os

conidios sdo solitéario, obclavado-subcilindrico, 30-100 X 4-9 um, 1-10 septos,
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com paredes finas, lisas, hialino, com uma ponta obtusa, base truncada, com hilo
grosso e escuro, apresentando 2-3 um de largura.

C. zeina tem conidioforos agregados (3-20), semidenso, fasciculados,
divergente, ereto, subcilindrico a flexuoso, distintamente geniculado-sinuoso,
ndo ramificado, dimensdes de 40-100 X 5-7 um, com 1-5 septos, de colora¢do
marrom clara, com paredes finas e lisas. Células conidiogénica integrada
terminal 40-60 x 5-6 um, com 2-3 um de largura. Conidios solitarios,
fusiformes (40-)60—75(-100) x (6—)7-8(-9) um, (1-)3-5(-10) septos, hialinos,
lisos, com uma ponta subobtusa, base truncada, hilo escuro, grosso e refrativo,
2-3 pm de largura.

C. sorghi f. sp. maydis é bem distinto das demais, apresenta conidios de
300 x 2-5,5 um, hialino, acicular a abclavado, quase cilindrico, reto a
moderadamente curvado, base truncada e conidiéforos com coloragdo marrom
escuro a olivaceo-palha, estreito na ponta, irregular na largura, nao ramificado
20-150 x 3-5,5 pm, ambos multiseptados (CHUPP, 1953).

Além dessas caracteristicas, C. zeae-maydis forma apressorios, que é
uma estrutura de penetracdo e exerce funcdo de turgor e auxilia na penetracdo
das hifas no hospedeiro (DEAN, 1997). No caso especifico de C. zeae-maydis a
formacdo de apressorios é inibida na presenca de agua livre (THORSON e
MARTINSON, 1993)

A produgdo de toxina é outra caracteristica marcante deste género, que
promove o desenvolvimento de manchas necréticas e de queima tipicas de
cercosporioses. A principal toxina é conhecida como Cercosporina
(BATCHVAROVA et al, 1992), toxina do grupo quimico das
perylenequinonas, cuja principal caracteristica do grupo € a capacidade de
absorver energia luminosa. Na presenca de luz, a Cercosporina torna-se excitada
e capaz de reagir com outras moléculas. O principal alvo de reagdo é o oxigénio.

Esse, ao reagir com a Cercosporina, € convertido em espécies reativas de
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oxigénio, que sdo altamente toxicas e podem interagir e danificar
macromoléculas como DNA (DAUB e BRIGGS, 1983).

Vérias medidas sdo recomendadas para 0 manejo de doencas na cultura
do milho, as quais levam em considera¢do a época de plantio, qualidade de
semente, manejo cultural como a adocdo da préatica da rotacdo de culturas,
nutricdo de planta e associado a estas o0 uso da resisténcia genética. A aplicacdo
dos principios de manejo integrado de doencas requer que esse seja considerado
como parte do manejo da cultura de uma forma mais ampla, o que, por sua vez,
¢ parte de um componente integral de todo o ecossistema de uma regido
produtora (CASA et al., 2003).

O uso de fungicidas no combate a esta doenga oferece controle em campos
de hibridos suscetiveis onde existem condi¢des 6timas ao desenvolvimento da
doenga (WARD et al., 1998). No Brasil, durante os surtos epidémicos de 2000 e
2001, muitos produtores da regido centro-oeste do pais optaram pelo uso de
fungicidas, os quais evitaram perdas na producéo e controle da severidade.

Munkvold et al., (2001) ressaltam a resisténcia genética como controle
para esta doenga no Brasil, pois, genes de resisténcia foram descritos em
germoplasmas tropical e temperado (BUBECK et al., 1993; COATES e WHITE,
1998; CLEMENTS et al., 2000) e incorporados a hibridos comerciais.
Entretanto, um problema enfrentado de maneira recorrente pelos melhoristas é a
mudanca de comportamento de resisténcia dos hibridos, tanto ao longo dos anos
guanto entre as areas de cultivo (BUBECK et al., 1993). Esse comportamento
pode estar relacionado, em parte, & diferenca em agressividade dos isolados
presentes nos diferentes ambientes e, também, a diferenca de resisténcia dos
hibridos como comprovado por Brito et al., (2007). Assim, Dunkle e Carson
(1998) sugerem a selecéo e utilizacdo de isolados mais agressivos do patdgeno
em programas de selegdo de gendtipos superiores para resisténcia, na tentativa

de minimizar a interacdo entre gendtipo e ambiente.
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2.2 Esporulacgéo do fungo

De uma forma geral, o género Cercospora apresenta alto potencial de
esporulacdo nas folhagens do hospedeiro (JENCO e NUTTER, 1992), mas em
condicdes in vitro apresenta crescimento lento e reduzida esporulacdo (NAGEL,
1934). Motivo que dificulta investigaces cientificas com este género de fungo.

N&o sdo raros estudos que tentam induzir a produgdo de conidios em
condigOes artificiais. Diversos autores ja constataram que diferentes fatores
podem alterar a produgdo de esporos, tais como: luz, meio de cultura,
temperatura, tempo de exposi¢do a esses fatores e o tipo de cultura flngica a ser
plagueado (MONTEIRO et al., 2004; NAGEL, 1934).

Brunelli et al. (2006) obtiveram melhores resultados de esporulagdo para
Cercospora zeae-maydis em meio Suco de Tomate Temperado e V8, sob
fotoperiodo de 12/12 h. Castro e Coélho (2000) verificaram que a producao dos
conidios da Cercospora cruenta comecou no 5° dia, ocorrendo o pico de
esporulacdo no 8° dia de incubacdo sob regime de luz continua em meio
Cenoura-Dextrose-Agar. Além desses fatores, o tipo de cultura fingica a ser
plagueado influencia diretamente na producéo de esporos, Vathakos e Walters
(1979), observaram que ao transferirem apenas conidios de Cercospora kikuchii
a quantidade de conidios produzidos era superior aquelas culturas que foram
transferidas apenas micélio. Resultado semelhante foi observado por Nagel
(1934).

Além dos fatores citados, ha técnicas que visam estressar o fungo para a
obtencdo de conidios, por meio de injdrias na colonia. Dentre estas, estdo as de
secagem micelial, maceracdo ou raspagem de micélio e uso de luz ultravioleta,
no entanto, existem poucos estudos envolvendo estas técnicas em Cercospora

zeae-maydis e Cercospora zeina.
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2.3 Conidiagdo microciclica em Cercospora do milho.

Conidiacao microciclica consiste na producdo de esporos sem a fase de
crescimento vegetativo. Neste processo, um conidio germina (tubo germinativo,
caracteriza-se por ser menor) gerando outro conidio, chamado de conidio
secundario, sem a intervencdo de crescimento micelial (SMITH et. al., 1981), ou
seja, € um meétodo de formacdo de esporos assexuais, em que o ciclo de vida do
fungo é reduzido. Ressalta-se que tal processo ndo é observavel em esporos
sexuais (HANLIN, 1994).

Trata-se de um mecanismo de sobrevivéncia, quando as condi¢Bes para
0 crescimento vegetativo sdo desfavoraveis (FERNANDEZ et al., 1991;
ROSSIER et al., 1977; ROTEM e BASHI, 1969; STAVELY e NIMMO, 1968),
e fatores como seca, reduzida nutrigdo, mudanca de pH, pouca umidade e
temperatura podem influenciar neste processo (HANLIN, 1994).

A conidiacdo microciclica tem sido descrita para mais de 100 espécies
de fungos (HANLIN, 1994), incluindo fungos fitopagénicos, dentre o género
Cercospora as seguintes espécies ja foram relatadas: C. beticola (RATHAIAH,
1977), C. kikuchii (FERNANDEZ, et al., 1991), C. zeae-maydis (LAPAIRE e
DUNKLE, 2002).

Os conidios secundarios de Cercospora apresentam as mesmas
caracteristicas dos conidios primarios, no que diz respeito a patogénese, ou seja,
conidios secundarios de C. beticola penetram tdo bem pelo estdmato, quanto os
conidios primarios, no entanto, em relacdo & morfologia, os conidios de C. zeae-
maydis apresentam as mesmas dimensfes (LAPAIRE e DUNKLE, 2002).
Embora Chupp (1953) tenha observado que o comprimento dos conidios difere
com as condi¢gbes ambientais, indica que muitos fatores podem influenciar o

tamanho dos conidios secundarios.
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Até o presente momento ndo ha relatos de esporulacdo com este
processo com isolados brasileiros de Cercospora do milho.

2.4 Producéo de Cercosporina

Muitos fungos fitopatogénicos produzem metabdlicos secundarios de
baixo peso molecular, que tem papel significante na interacdo planta hospedeiro
(WOLPERT et al.; 2002; YODER 1980), como muitas espécies de Cercospora
(ASSANTE et al.,1977; FAJOLA 1978) que produzem a toxina; Cercosporina.

No entanto, existem espécies patogénicas altamente destrutivas e
virulentas, que ndo produzem a toxina em meio de cultura, é o caso da
Cercospora sojina e Cercospora zeina. Carson et al. (2002) e Brunelli et al.
(2008) j& haviam observado que alguns isolados do antigo grupo Il do C. zeae-
maydis, atual C. zeina, ndo produziam a Cercosporina. A hipétese mais aceita
para explicar tal observacdo é que essas espécies sao produtoras de toxina
apenas in planta, uma vez que as condicdes apropriadas para induzir a toxina
ndo foram providenciadas em meios artificiais. Além disso, Cercospora sojina e
Cercospora zeina contém o gene que confere auto-protecdo contra a acdo da
toxina, o que reforca a hipétese que elas realmente sdo produtoras de toxina in
vivo (GOODWIN e DUNKLE, 2010).

A Cercosporina é uma fitoxina com atividade toxica contra um amplo
espectro de organismos, portanto, ndo seletiva ou ndo especifica, é produzida
pelas hifas em meio de cultura, resultando em acimulo de cristais de
Cercosporina ao redor da hifa (DAUB e CHUNG, 2009); apresenta coloracéo
avermelhada que se torna verde em condigdes alcalinas (presenca de KOH),
exibindo a méxima absorcdo no comprimento de onda de 480nm (JENNS et al.,

1989). Pertence ao grupo das perilenequinonas e sua producéo ocorre via rota
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dos policetidios, (condensacdo das moléculas de malonato e acetato) (DAUB e
EHRENSHAFT, 2000; DAUB et al., 2005; CHOQUER et al., 2005).

Uma importante caracteristica do grupo é a capacidade de absorver
energia luminosa. Na presenca de luz, a Cercosporina torna-se excitada e capaz
de reagir com outras moléculas. O principal alvo de reacéo é o oxigénio. Este, ao
reagir com a Cercosporina, é convertido em espécies reativas de oxigénio,
altamente tdxicas, por poderem interagir e danificar macromoléculas como DNA
(DAUB, 1982b; DAUB e BRIGGS, 1983). Daub (1982) observou correlagdo
positiva de intensidade luminosa e atividade da toxina nas células vegetais.
Portanto, o papel da toxina na patogénese é bem conhecido (BALIS e PAYNE,
1971; DAUB e CHUNG, 2007; DAUB e EHRENSHAFT, 2000; DAUB et al.,
2005).

A producdo de toxina in vitro via rota dos policetidios varia com
diversos fatores, como: meio de cultura, temperatura, luz, taxa de C:N, entre as
espécies, isolados de uma mesma espécie pelo meio de cultura, temperatura e luz
(JENNS et al., 1989). O fator mais importante tanto para a ativacdo de toxina
quanto para biossintese, € a luz, pois, em sua auséncia a producdo de
Cercosporina é anulada e a minima exposi¢do a ela induz producdo de toxina
(DAUB e CHUNG, 2009). Além desses, outros fatores estdo associados a
biossintese de Cercosporina como o calcio/calmudolina, proteina G e a MAP
quinase (CHUNG, 2003; SHIM e DUNKLE, 2003).

O processo de ativacdo da Cercosporina pela ativagdo de luz, em nivel
molecular é conhecido, no entanto, sobre a biossintese de Cercosporina pouco se
sabe a respeito, embora, recentemente, um grupo de genes que codificam
enzimas requeridas para a biossintese dessa toxina foram identificados e
caracterizados (CHEN et al., 2007).

O grupo de genes CTB (cercosporin toxin biosynthisis) é responsével

pela producéo de toxina e estdo correlacionados com as condi¢des ambientais, e
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0 gene ctbl produz a enzima envolvida no primeiro passo na biossintese da
Cercosporina, enquanto o gene cfp (cercosporin facilitator protein), ndo esta
diretamente ligado a producéo de toxina e codifica a proteina, CFP, cuja funcéo
é eliminar a toxina para o meio externo; sua delecdo em Cercospora kikuchii
promoveu mutantes deficientes na producdo de toxina e apresentou reduzida
viruléncia (CALLAHAN et al., 1999). O czk3 é outro gene que, também, esta
envolvido na producéo de toxina, desenvolvimento do fungo e a patogénese e
apenas esta presente em Cercospora zeae-maydis. Isolados que tiveram esse
gene inativado apresentaram auséncia de Cercosporina e de estruturas
reprodutivas na folha e em meio de cultura (SHIM e DUNKLE, 2003). O gene
pdx1l ou sorl ndo estd diretamente envolvido na biossintese da Cercosporina,
mas é responsavel por conferir resisténcia contra o oxigénio singleto (*O,)-
produzido quando Cercosporina reage com a luz; a proteina desse gene € um
componente essencial da biossintese da piridoxina (vitamina B6), que é capaz de
inativar a acdo do oxigénio singlete (DAUB e CHUNG, 2009).

Pode-se detectar a Cercosporina em extratos de cultivos in vitro ap6s 2
dias que a cultura foi transferida para o0 meio (JEENS et al., 1989) ou a partir de
tecidos lesionados de plantas infectadas (ROBESON et al., 1993). In vitro a
Cercosporina € sintetizada apenas em meios de cultura que propiciam o
crescimento vegetativo e é reprimida sob condi¢@es nutricionais que induzem o
processo de conidiagdo microciclica, como em meio V8 (DAUB e CHUNG,
2007). Isto sugere que o desenvolvimento do fungo e o metabolismo secundario

sejam antagonicos.
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2.5 Importancia da caracterizacdo molecular em fitopatdgenos

Durante os ultimos anos, o conhecimento da estrutura genética de
populagdes de fitopatdgenos tem se tornado necessario para a implementagéo de
estratégias de controle efetivas. Apesar do nimero de estudos com fungos ter
crescido significativamente, observa-se que os trabalhos tém enfocado um
namero restrito de fitopatdgenos.

Os marcadores moleculares tém sido utilizados para caracterizar
diversidade genética inter e intra-espécies de patdgenos sem interferéncia do
meio ambiente (BECERRA e PAREDES, 2000; BROWN, 1996; MOLLER et
al., 1992). Na maioria dos estudos de genética de populagdes, utilizam-se
marcadores genéticos que sdo seletivamente neutros, altamente informativos,
reproduziveis e relativamente faceis de serem estudados (MCDONALD, 1997).

Os primers especificos sdo pares de oligonucleotidios sintéticos de fita
simples, utilizados para iniciar a sintese de um segmento de DNA-alvo. Eles séo
usados em diagndsticos moleculares como ferramentas de identificacdo e
diferenciagdo de fungos na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), que é
uma técnica altamente sensivel. Esta utiliza a caracteristica de DNA polimerases
de sintetizar milhares de moléculas de DNA de fita simples a partir de uma
reacdo de dupla fita (BOREM e CAIXETA, 2009). As vantagens dessa técnica
como: facilidade, rapidez, versatibilidade e sensibilidade tornam-a uma
ferramenta de uso frequente. No entanto, estudos na area molecular ainda sdo
escassos no Brasil.

Estudos de filogenia molecular realizados por Crous et al. (2006) para
Cercospora do milho, utilizando sequéncia de DNA de regibes ITS (internal
transcribed spacer) 1 e ITS 2, gene 5.8S rRNA, fator de elongacdo 1a, histona
H3, actina e regides do gene calmodulina, foi possivel reclassificar o antigo

Grupo | e Il de C. zeae-maydis, em C. zeae maydis e, C. zeina respectivamente.
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A partir destes resultados, primers especificos foram desenvolvidos por estes
mesmos autores para estas espécies e para C. sorghi f. sp. maydis.

No entanto, Goodwin et al. (2001) observaram, por meio de estudos
filogenéticos com sequéncias de nucleotideos das regiGes ITS e 5.8S r DNA,
que os dois patégenos do milho, eram de fato, distintos, porém, ha poucas
explicagdes sobre 0 mecanismo que levaram esses patdgenos a divergirem.

Durante o sequenciamento do genoma do C. zeae-maydis, Shim e
Dunkle (2002) observaram que este fungo continha uma sequéncia com alta
similaridade ao Maggy, um retrotransposon (elemento genético movel) do
Magnaporte grisea, que eles denominaram Malazy, o qual apenas foi detectavel
em C. zeae-maydis quando utilizou o primer pPOLF2 (SHIM e DUNKLE,
2005). Neste trabalho, os autores sugerem que este elemento transponivel foi
adquirido pelo C. zeae-maydis, depois que as duas espécies patogénicas
divergiram.

A técnica de AFLP utilizada por Wang et al. (1998) com isolados
americanos foi eficiente para separar os isolados de cercopora em dois grupos
em que o Grupo | estd distribuido por todo territério americano, enquanto o
Grupo Il encontra-se confinado na regido leste dos EUA. Mais recentemente,
Brunelli et al. (2008) também, utilizaram AFLP, com isolados brasileiros, e foi
possivel observar a presenca dos grupos | e Il no territorio brasileiro, que séo C.
zeae-maydis e C. zeina, respectivamente. Neste trabalho, também, foi possivel
observar em Goias apenas uma espécie de Cercospora patogénica do milho, C.
zeina, além disso, foi constado alto nivel de similaridade genética entre os
isolados brasileiros, americanos e africanos.

A importéncia de ter o conhecimento do patégeno predominante em
cada regido reside, principalmente, no melhoramento genético, sendo possivel
manejar 0 uso de hibridos geneticamente resistentes em cada regido, auxiliando

desta forma, na quebra do ciclo epidémico da doenga.
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2.6 Mecanismos de defesa da planta

A resisténcia de um hospedeiro a um patégeno pode ser definida como a
capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e a subsequente atividade do
mesmo em seus tecidos (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

Isto ocorre em virtude dos mecanismos de defesa da planta que séo
divididos em duas amplas categorias: a estrutural, morfolégica ou anatdmica e a
bioquimica ou fisiolégica. Os fatores estruturais da planta atuam como barreiras
fisicas, impedindo a entrada do patégeno e a colonizagdo dos tecidos, enquanto
as reacBes quimicas que ocorrem nesses tecidos produzem substancias que se
mostram toxicas ao patdgeno ou criam condigdes adversas ao crescimento deste
no interior do hospedeiro (INGHAM, 1973; PASCHOLATI e LEITE, 1995).

Quando o patégeno supera 0s mecanismos de defesa da planta, inicia-se
0 processo de infec¢do, cujo primeiro evento é a deposicdo do esporo (adesao)
sobre o tecido suscetivel, seguida da germinacdo, formacdo e crescimento do
tubo germinativo e o surgimento de estruturas que participam da penetracdo
(WYNN, 1981).

Nesta interagdo planta-patégeno, a maioria dos eventos que levam ao
estabelecimento das relagdes parasiticas ou a resisténcia do hospedeiro, ocorrem
na célula, tanto do patégeno como da planta hospedeira. Detalhes de tais
modificagdes tém sido obtidos por meio de estudos bioguimicos, enzimoldgicos
e moleculares, mas, sua visualizagdo apenas é obtida por meio de estudos
morfoldgicos. Desta forma, a ultraestrutura da interagdo patégeno-hospedeiro
permite estudar o processo de infeccdo, esclarecendo os eventos de pré-
penetracdo, penetracdo e colonizagdo dos tecidos do hospedeiro, além de
evidenciar possiveis mecanismos estruturais de resisténcia.

Para se visualizar tais processos de infeccdo sdo necessarios estudos

morfoldgicos utilizando-se microscdpios de luz (ML), eletrénico de transmissao
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(MET) e eletrénico de varredura (MEV), 0s quais proporcionam importantes
contribuigdes. Esses microscopios sdo importantes ferramentas para o0
entendimento dos processos relacionados ao desenvolvimento das doengas em
plantas, ou seja, adesdo, germinacao, penetracao, colonizacdo e reproducdo dos
patégenos, bem como das reacdes das plantas a esses patdgenos.

Em relacdo ao patossistema milho X cercospora ha poucos estudos
envolvendo a Microscopia eletrbnica, principalmente no Brasil. Lapaire e
Dunkle (2002) observaram o processo de conidiagdo microciclica na folha do
hospedeiro, Crous et al. (2006) registraram a morfologia das espécies
patogénicas de Cercospora. Mesmo, em estudos histolégicos, o nimero de
estudos sdo poucos, sendo um dos primeiros o de Beckman e Payne (1982).

N&o ha observagdes do processo infectivo com as outras duas espécies
de Cercospora do milho. Desta forma, a compreensdo dos mecanismos
estruturais e bioquimicos de resisténcia de milho a estes patdgenos sera de suma
importancia para fornecer subsidios para os programas de melhoramento que

objetivam novos cultivares resistentes.
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3 CONSIDERAGOES GERAIS

Pesquisas cientificas envolvendo o Género Cercospora em condi¢oes
laboratoriais sempre foram muito restritas, pois, existe grande dificuldade em
obter e esporular o fungo.

A producdo de esporos por métodos artificias € de suma importancia,
principalmente, para a area de Fitopatologia, pois, eles sdo essenciais para:
identificacdo e classificdo dos fungos, compreensdo dos processos de infecgéo,
estudos epidemioldgicos, resisténcia a fungicidas dentre outros.

Uma vez superadas as dificuldade de manipulagdo do fungo, o nimero
de pesquisas e de contribui¢bes cientificas podem aumentar, assim como a
rentabilidade dos produtores que, ao fazer o0 manejo adequado, obtém maior
produtividade. Para tanto, as metodologias empregadas neste trabalho poderédo
ser usadas ou adaptadas a outras espécies de Cercospora.

Além da identificacdo molecular, pela técnica de PCR, das espécies
patogénicas de Cercospora do milho, servem como ferramentas de diagndstico
confiavel e rapido, auxiliando nos programas de melhoramento genético e na
introducdo de hibridos mais adequados para cada regiao.

Estudos de inducdo e producdo de toxina com isolados brasileiros séo
€scassos, no entanto, Sdo importantes para estudos de expressdo génica,
agressividade dentre outros.

Sd0 necessarios mais estudos com os isolados brasileiros,
principalmente, com o Cercospora zeina, cujo patdégeno € encontrado em
territorio brasileiro, é mais agressivo e mais dificil de trabalhar condicGes in

vitro
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RESUMO

Nas lesdes de cercosporiose pode-se encontrar trés espécies de
Cercospora: Cercospora zeina, Cercospora zeae-maydis e Cercospora sorghi f.
sp. maydis. Desta forma, uma caracterizacdo morfologica e molecular pode
promover maior precisdo no diagndéstico, sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi fazer identificacdo molecular, caracterizar morfologicamente e calcular o
IVCM em diferentes meios de cultura das espécies de Cercospora do milho de
Minas Gerais. Para identificagdo molecular por PCR foram usados primers
especificos CZ e CZM. A caracterizacdo em meio de cultura foi feita em 4
meios, STT, AO, MA e BDA a 27 °C sob fotoperiodo de 12/12 h. Foi calculado
0 IVCM, determinada a producdo de conidios e medidos os conidioforos. A
capacidade de producéo de apressorio em folhas de milho por Cercospora zeae-
maydis foi, também, avaliada uitlizando microscopia eletrénica de varredura. De
folhas com sintomas tipicos de cercosporiose das safras de milho de 2007 e 2008
do estado de Minas Gerais foi possivel obter 106 isolados de cercospora. Destes
foram identificados molecularmente 15 isolados de C. zeae-maydis, 12 de C.
zeina e 79 Cercospora sorghi f. sp. maydis. Morfologicamente, C. zeina
apresenta conidioforos menores que 100 um e conidios mais fusiformes,
enquanto os conidios de C. zeae-maydis é mais obclavado a subcilindrico com
conidiéforos maiores, podendo chegar 180 um de comprimento, enquanto C.
sorghi f. sp. maydis é bem distinta das demais espécies. Em meio STT todas as
espécies de cercospora apresentaram menor IVCM. As colbnias apresentam
caracteristicas semelhantes, exceto no meio AO. Foi verificada a producdo de
apressorios por Cercospora zeae-maydis em folhas de milho. Desta forma,
conclui-se que ha 3 espécies de Cercospora em Minas Gerais, as quais se
diferenciam morfologicamente e apresentam diferentes IVCM.

Palavras-chave: Cercosporiose do milho, biologia molecular de fungos,
microscopia eletrénica de varredura.



36

ABSTRACT

In the lesion of maize gray leaf spot, is found three species of
Cercospora: Cercospora zeina, Cercospora zeae-maydis e Cercospora sorghi
f.sp.maydis. This way, the morphologic characterization and identification
molecular further high precision in the diagnoses. For that reason, the objective
of this work is to chacarcterize morphologically, identificate molecularlly and
calculate the MIGS of the species of Cercospora from Minas Gerais state, Brazil.
For molecular analysis, we used the PCR technique with specific primers, CZ
and CZM. The characterization in culture media was made in 4 media: STT,
OA, MA and PDA, at 27 °C, under a photoperiod of 12/12 h. It was evaluated
the MGVI and determined the conidia production, and the conidiophores were
measured. The capacity of formation of appressoria on the corn leaves by
Cercospora zeae-maydis was avaluate using scanning electron microscopy. Corn
leaves with symptoms of Gray Leaf Spot of crops 2007-2008 from Minas Gerais
were possible obtain 106 isolates of cercospora. It was identify 15 of C. zeae-
maydis and 12 of C. zeina and 79 Cercospora sorghi f. sp. maydis.
Morphollogically, C. zeina is distinguished by presenting shorter conidiophores
(up to 100 um) and fusiform conidia, while the conidia of de C. zeae-maydis is
obclavate to subcylindrical with longer conidiophores (180 um). C. sorghi f. sp.
maydis is different from others species. In the media STT all species of
cercospora grow slower. Generally, the colonies have similar characteristics,
except in AO medium. It was observed the production of apressoria by
Cercospora zeae-maydis on the corn leaves. It was possible conclude that there
are 3 species of cercospora, which are different morphologically and have
different MIGS.

Keywords: maize gray leaf spot, molecular biology of fungi, scanning electron
microscopy.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de milho, totalizando 56 milhdes de
toneladas na safra 2010/2011 (IBGE, 2011) e a cultura do milho esta presente
em todas as regides do pais, ressaltando que Minas Gerais é terceiro maior
produtor brasileiro de milho, responde por 11,9 % da producao nacional (Conab,
2011). O Sul de Minas Gerais produziu 1,3 milhdes de toneladas, o que equivale
a 21,5% da safra estadual e o Alto Paranaiba com 1,2 milhdes de toneladas,
representa 21,1% do total colhido em Minas Gerais (IBGE, 2011).

No entanto, as doencas podem prejudicar a producéo, dentre elas, a mais
preocupante é a cercosporiose do milho. Em Minas Gerais a cercosporiose
proporciona perdas de até 27% no periodo da safra (Brito et al., 2007).

Os primeiros sintomas sdo observados geralmente na fase de floracéo e
nas folhas baixeiras (Lipps, 1987; Ward et al., 1998), onde o patégeno coloniza
o limbo foliar, podendo provocar extensas areas necroticas. A doenca
caracteriza-se pelo aspecto linear-retangular das lesfes que sdo geralmente
delimitadas pelas nervuras (Latterell & Rossi, 1983).

Recentemente, Crous et. al. (2006) observaram que ha diferencas nas
lesbes provocadas por cada patdgeno. As lesdes causadas por C. zeae-maydis
sdo oblongas, formando extensas faixas irregulares, de coloracdo cinza
amarronzada, com bordos marrons e o formato e o tamanho podem ser variados.
As lesdes de C. zeina sdo mais uniformes, confinadas entre as nervuras com 2-3
mm de largura, e o comprimento pode variar de 5-40 mm, a coloracdo varia de
cinza claro a marrom palha com bordos indistintos e cloréticos em lesdes jovens.

No entanto, essas diferencas de sintomas apenas podem ser percebidas
em ambientes controlados e ndo em campo, o que dificulta a identificacdo do
patégeno que predomina em uma regido, surgindo dificuldade de se ter uma

tomada de decisdo assertiva. O uso de hibridos adequados, ou seja, aqueles que
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sdo resistentes e com alta produtividade podem ser usados para quebrar o ciclo
da doenca ou evita-la. Desta forma, € importante conhecer qual é o patégeno
prevalecente, assim como a biologia deste. Sendo assim, o objetivo deste estudo
foi caracterizar morfologicamente, fazer identificacdo molecular, assim como
calcular o IVCM em diferentes meios de cultura das espécies de Cercospora do

milho de Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

Obtencé&o das culturas fungicas

As coldnias monospéricas foram obtidas de folhas sintomaticas
provenientes das principais regides produtoras de milho, da safra 2008-2009 de
Minas Gerais e mantidas a 27 °C por 12 horas de fotoperiodo.

Caracterizagdo morfolégica

As colbnias das 3 espécies de cercospora do milho foram caracterizadas
em meio Malte, MA, (20 gramas de malte, 20 gramas de agar e 1 litro de agua
destilada), Suco de Tomate Temperado, STT (200 mL de suco de tomate
temperado "Super bom"; 20 g de agar; 3,2 g de CaCOs3), Aveia, AO (20 gramas
de farinha de aveia Otker, 20 gramas de agar e 1 litro de agua destilada), e
Batata-Dextrose- Agar, BDA (20 g de PDB, 20 gramas de agar e 1 litro de 4gua
destilada), com 20 dias sob temperatura de 27 °C e fotoperiodo de 12/12 horas.

Foram medidos 40 conidios e conidioforos e contados os nimeros de
septos de ambos em microscopio Olympus CX 31 em objetiva de 40X de

aumento.
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indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM)

O IVCM foi determinado com dois tipos de culturas fungicas: conidios e
micélio nos meios MA, STT, OA e BDA. As leituras foram feitas de 4 em 4 dias
e 0 tamanho da col6nia foi medido nos dois sentidos perpendiculares da placa
com um paquimetro eletrdnico digital CE®.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualisado,
com 8 tratamentos e 6 repeticdes. As avaliacGes foram realizadas por esquema
fatorial 4x2 (meios x tipos de culturas fangicas). As médias foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi calculado
utilizando a férmula de Maguire (1962) adaptada por Oliveira (1991): IVCM=}_
(D-Da)/N, em que IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial, D =
Didmetro médio atual, Da = Didmetro médio do dia anterior, e N =NUmero de

dias apo6s a inoculagéo.

Caracterizacdo molecular

Extracdo do DNA e utilizacdo de primer especificos

O DNA foi extraido com o Kit da Invitrogen, Invisorb® Spin Plant Mini
kit, de acordo com as instruc6es do fabricante e foi submetido a amplificacdo em
PCR (Polymerase Chain Reaction) com volume de 50 uL, contendo 1 pL (20 a
25 ng) de DNA molde. Os primers especificos CZ (5'-GCG ACC CTG CCG
TTT -3" ¢ 5-CTC AGC CGG AGA CTT CG -3) e CZM (Czm forward: 5'-
GCG ACC CTG CCG TTC -3’e 5-AGC TCA GCC GGA GAC TTT A -3)
foram desenvolvidos a partir dos resultados dos sequenciamentos das regides
ITS e 5.8S ribossomal DNA (rDNA). E confeccionados pela Invitrogen Brasil

Custom Technologies.



40

A PCR para 50 pL continha: 5,0 pL 10x PCR buffer 100 mM Tris/HCI
(pH 8,3), 36,90 pL de &gua deonizada,1,6 pL MgCl, (25Mm), 1,0 pL de dNTP
mix (10 mM ) 1,0 uL de DNA(20 a 25 ng), 2,0 pL de cada primer especifico.
Para cada reacdo foi adicionado 0,5 puL AmpliTag DNA polymerase. O DNA foi
incubado no Multigene I, da Labnet International Inc., modelo LA-TC6000-G-
230, programado para 2 min a 94 °C, 30 ciclos de 94 °C por 45 s, 64 °C por 45s,
e a 72 °C por 1 min, estendendo 10 min a 72 °C.

O produto da PCR foi separado a 2 % em gel agarose em tampéao TAE
(TRIS-acetato 0,04M e EDTA 0,001M) corado com gel red (Uniscience),
visualizados em luz ultravioleta (UV) e fotodocumentado. O marcador utilizado
para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados foi de 100 pb (Qiagen) O
marcador utilizado para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados foi de
100 pb (Qiagen) .

Preparacdo de amostras para Microscopia Eletronica de Varredura

As folhas foram inoculadas e colocadas em cémara Umida sob
fotoperiodo de 12 horas. Ap6s o periodo de inoculagdo os fragmentos do limbo
foliar ou do meio de cultura foram transferidos para um recipiente de 1,5 mL
contendo 500 ul de solu¢do fixadora de Karnovsky modificada (2,5% de
glutaraldeido e 2,5% de formaldeido em tampé&o cacodilato de sédio 0,05M - pH
7,2 e CaCl, 0,001M) por um periodo de no minimo 24 horas e armazenadas a
4°C. Apos este periodo de fixagdo, as amostras foram imersas em tampéo
cacodilato por 3 vezes de 10 minutos em cada imersdo. Em seguida foram
transferidas para uma solucdo de tetroxido de 6smio 1% em &gua por 1 hora,
lavadas em &gua destilada por 3 vezes e subsequentemente desidratados em uma
série de acetona (25%, 50%, 75%, 90%, uma vez e 100% por trés vezes).
Posteriormente foram levados para o aparelho de ponto critico Balzers CPD 030

para substituicdo da acetona por CO, e complementacdo da secagem. Os
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espécimes obtidos foram montados em suportes de aluminio, stubs, com fita de
carbono dupla face colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos
com ouro no evaporador Balzers SCD 050 para serem observados em MEV
LEO EVO 40 XVP. As imagens geradas foram registradas e gravadas
digitalmente, com posterior aprimoramento das mesmas no Software Photopaint
do Corel Draw 12.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo morfoldgica e Indice de velocidade de Crescimento
micelial (IVCM)

De folhas com sintomas tipicos de cercosporiose das safras 2007 e 2008
do estado de Minas Gerais foi possivel obter 106 isolados de cercospora de
municipios das principais regides produtoras de milho: Patos de Minas,
Paracatu, Sacramento, Unai, Ibia, Ipiacu, Lavras, Nazareno, Madre de Deus e
Bambui, sendo 15 de Cercospora zeae-maydis, 12 de Cercospora zeina (Tabela
1) e 79 Cercospora sorghi f.sp. maydis (Tabela 2).

As caracteristicas basicas das colénias de Cercospora do milho séo
erumpentes, densas, margens lisas, mas irregulares, de crescimento lento nos
meios MA, BDA e STT, mas quando cultivadas em meio AO, o micélio
caracteriza-se por ser esparso, cotonoso, com maior crescimento micelial.

Quando incubadas a 27 °C, sob fotoperiodo de 12 horas por 20 dias, as
colénias de C. zeina sdo brancas, brancas-acinzentadas ou brancas com
pontuagdes cinza, de diferentes tonalidades, de cinza escuro a claro, bordos
irregulares, lisos, podendo apresentar coloracéo cinza a preta quando cultivadas
em meio BDA, STT ou MA. Em AO o micélio caracteriza-se por ser esparso,
cotonoso, margens lisas, mas irregulares, branco-acinzentado (Figura 1). O

crescimento é muito mais lento do que as outras espécies de cercospora do
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milho. C. zeae-maydis apresenta as mesmas caracteristicas que a C. zeina, com o
diferencial que esse patdgeno produz pigmentacdo avermelhada que é a
Cercosporina (Wang et al.,1998), sendo possivel observar manchas rosadas nas
col6nias, principalmente em meio AQ.

As colbnias C. sorghi f.sp. maydis tém coloracdo branca acinzentada,
podendo ter coloracdo rosada nos quatro meios estudados quando o fungo
produz a toxina, mas essa producdo é mais frequentemente observada nos meio
BDA e MA. Alguns isolados dessa espécie podem produzir toxina em STT, sob
as condigdes estudadas, enquanto outros ndo (Figura 1). Seu crescimento € mais
rapido do que as duas espécies e das trés espécies, C. zeina cresce mais
lentamente.

Alguns isolados de C. sorghi f.sp. maydis produzem a toxina em meio
STT a 27 °C sob fotoperiodo de 12 horas. (Figura 2). De acordo Daub & Chung
(2007) os processos de esporulacdo e de producdo de toxina sdo antagdnicos, ou
seja, em meio de cultura que estimula um processo, inibe o outro,
consequentemente.

Os didmetros das col6nias variam de acordo com as espécies e com 0
meio de cultura, em 20 dias sob as condices citadas foi possivel observar que o
didmetro médio das colbnias de C. zeina em STT, MA, BDA e AO foi de 11-16,
16-19, 21-26 e 17-34 mm, respectivamente, o C. zeae-maydis apresentou na
mesma sequéncia 20-28, 23-29, 20-33 e 40-48 mm, enquanto no C. sorghi f.sp.
maydis foi observado didametros maiores: 30-38, 42-49, 40-50 e 40-48 mm para
0s meios STT, MA, BDA e AO.
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Tabela 1 Isolados de Cercospora zeina e Cercospora zeae-maydis obtidos no
estado de Minas Gerais

Cadigo de acesso Origem geogréfica Espécies
IN-3 Indianapolis CzM
IN-4 Indianapolis Ccz
IN-5 Indianapolis Ccz
IN-6 Indianapolis Ccz

LV-23 Lavras Ccz
LV-24 Lavras CzZM
PT-27 Patos Ccz
IP-30 Ibiacu CzZM
IP-31 Ibiagu CzZM
LV-33 Lavras CZM
PA-69 Paracatu CZM
PA-70 Paracatu CZM
PA-77 Paracatu CZM
PA-80 Paracatu CZM
PA-87 Paracatu CZM
PA-92 Paracatu CZM
PA-122 Paracatu CZM
PA-131 Paracatu CZM
PA-149 Paracatu CZM
BA-150 Bambui Ccz
LV-156 Lavras Ccz
LV-162 Lavras Ccz
BA-164 Bambui CzZM
BA-165 Bambui Ccz
PA-166 Paracatu Ccz
MC-168 Machado cz
MC-171 Machado Ccz

Espécies de Cercospora patogenica do milho: Cercospora zeae-maydis (CZM) e

Cercospora zeina (CZ)
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Tabela 2 Isolados de Cercospora sorghi f.sp.maydis obtidos no estado de Minas

Gerais
Cdédigo de acesso  Origem geografica  Cddigo de acesso O”g,e'.“
geografica

LV-1 Lavras PT-100 Patos
LV-2 Lavras PT-101 Patos
LV-8 Lavras PT-102 Patos
LV-10 Lavras PA-103 Paracatu
LV-12 Lavras LV-104 Lavras
LV-13 Lavras PT-105 Patos
LV-14 Lavras LV-107 Lavras
LV-15 Lavras BA-108 Bambui
LV-16 Lavras PA-109 Paracatu
LV-25 Lavras PT-110 Patos
LV-36 Lavras PA-111 Paracatu
LV-37 Lavras LV-112 Lavras
LV-38 Lavras LV-113 Lavras
LV-39 Lavras LV-114 Lavras
LV-42 Lavras LV-115 Lavras
LV-45 Lavras LV-116 Lavras
LV-50 Lavras 1B-117 Ibia
LV-52 Lavras 1B-118 Ibia
LV-55 Lavras MD-119 Madre de Deus
LV-56 Lavras LV-120 Lavras
LV-60 Lavras LV-121 Lavras
PA-61 Paracatu LV-125 Lavras
PT-67 Patos UN-127 Unai
PT-68 Patos SJ-128 Séo Jodo del Rei
PA-70 Paracatu UN-129 Unai
PA-72 Paracatu LV-130 Lavras
PT-76 Patos PA-132 Paracatu
PA-78 Paracatu LV-133 Lavras
NA-79 Nazareno MD-134 Madre de Deus
PA-81 Paracatu SJ-135 S.J. del Rei
PT-82 Patos LV-136 Lavras
PA-83 Paracatu SJ-137 S&o Jodo del Rei
PA-84 Paracatu LV-138 Lavras
PT-85 Patos UB-139 Uberlandia
PA-91 Paracatu LV-140 Lavras
PA-94 Paracatu LV-141 Lavras
PA-95 Paracatu LV-142 Lavras
PA-96 Paracatu SA-143 Sacramento
PA-97 Paracatu SJ-144 S&o Jodo del Rei
PA-99 Paracatu
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Figura 1 Fotografias de colonias em meio Suco de Tomate Temperado — STT
(1), Malte (2), Batata Dextrose Agar (3), Aveia (4). Espécies de
Cercospora : Cercospora sorghi f.sp.maydis, (A), Cercospora zeae-
maydis (B) e Cercospora zeina (C)

Figura 2 Fotografias de Cercospora sorghi f. sp. maydis em meio de cultura
Suco de Tomate Temperado, a 27 °C e fotoperiodo de 12horas
mostrando auséncia de toxina no isolado L173 (A) e presenca de
toxina no isolado L2 (B), sob as mesmas condi¢des

As caracteristicas das coldnias observadas neste trabalho assemelham-se
observadas por Crous et al. (2006), embora as condi¢des em que os fungos
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foram mantidos fossem diferentes, ou seja, luz UV continua e temperatura de 25
°C.

O inicio da esporulagdo de Cercospora ocorre geralmente nos bordos das
coldnias. A coloragdo cinza a preta que se inicia nas extremidades das col6nias,
é a formacdo dos conidioforos e dos conidios (Figura 3), que ocorre com mais
frequéncia em meio STT sob fotoperiodo de 12horas a 27 °C (Figura 4).

Ao se transferir apenas conidios foi possivel obter colénias contendo

grande nimero de conidios por transferéncia de esporos (Figura 5).

Figura 3 Fotografia de col6nias de Cercospora zeina em inicio de esporulagdo
(A) Cercospora zeae-maydis (B) e Cercospora sorghi f. sp. maydis (C)
a 27 °C e fotoperiodo de 12 horas

Nagel (1933) ja havia observado em diversas espécies de Cercospora
que, ao transferir conidios para outro meio proporcionava culturas, que ele
denominou de esporulantes, enquanto ao se transferir meio com micélio
geravam-se colbnias ricas em hifas. Brunelli et al. (2006) estudaram a
esporulacdo de C. zeae-maydis em diferentes condi¢bes e meios, onde 0 nimero

de esporos inicial foi de 8,0 x 10* esporos/mL.
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Ao fazer a transferéncia de esporos dois fendmenos podem acontecer:
conidia¢do microciclica e germinag&o interativa.

Conidiacao microciclica consiste na producdo de esporos sem a fase de
crescimento vegetativo. Neste processo, um conidio germina, (tubo germinativo,
caracteriza-se por ser menor) gerando outro conidio, chamado de conidio
secundario, sem a intervencdo de crescimento micelial (Smith et al., 1981).
Trata-se de um mecanismo de sobrevivéncia quando as condigdes para 0
crescimento vegetativo sdo desfavoraveis (Fernandez et al., 1991; Rossier et al.,
1977; Rotem & Bashi, 1969; Stavely & Nimmo, 1968), como: seca, reduzida
nutricdo, mudanca de pH, pouca umidade e temperatura podem influenciar neste
processo (Hanlin, 1994). A germinagdo interativa € quando ha a formacdo de
conidioforos e conidios diretamente de um esporo (Mangenot & Reisinger,
1976). Ambos foram registrados em C. zeina (Figura 6)

Cercospora zeae-maydis tem conidiéforo pequeno e fasciculado (3-14),
divergente, ereto, subcilindrico a flexuoso, distintamente geniculado-sinuoso,
ndo ramificado, dimensbes de 40-180 x 4-8 pm, com (0-) 1-8 septos, de
coloragdo marrom clara, com paredes finas e lisas (Figura 7). A célula
conidiogénica é integrada, terminal, com 10-40 um de comprimento e 2-3 pum de
largura. Os conidios séo solitéario, obclavado-subcilindrico, 30-100 x 4-9 um, 1-
10 septos, com paredes finas, lisas, hialino, com uma ponta obtusa, base
truncada, com hilo grosso e escuro, apresentando 2-3 um de largura (Figura 8).

Cercospora zeina tem conidiéforos agregados (3-20), semidenso,
fasciculados, divergente, ereto, subcilindrico a flexuoso, distintamente
geniculado-sinuoso, ndo ramificado, dimens@es de 40-100 x 5-7 um, com 1-5
septos, de coloracdo marrom clara, com paredes finas e lisas. Células
conidiogénica integrada (Figura 7) terminal 40-60 x 5-6 pum, com 2-3 pum de
largura. Conidios solitéarios, fusiformes (40-)60-75(-100) x (6—)7-8(-9) um,
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(1-)3-5(-10) septos, hialinos, lisos, com uma ponta subobtusa, base truncada,
hilo escuro, grosso e refrativo, 2-3 um de largura (Figura 8).

A maior ocorréncia de C. sorghi f. sp maydis nas folhas sintomaticas de
milho é em virtude de : i) maior quantidade do mesmo na superficie foliar, ii)
apresentar conidios maiores que os da C. zeina e C. zeae-maydis, caracteristica
que facilita sua coleta, iii) estar presente em varias regiées do limbo foliar
independente se a area apresenta sintomas tipicos de cercosporiose, de outra
doenca ou ainda se o tecido esta sadio, iv) esporula primeiro que as outras
espécies de cercospora presentes no milho, e v) cresce mais rapidamente em

meio de cultura.
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Figura 4 Conidios em meio Suco de Tomate Temperado incubados a 27 °C, sob
fotoperiodo de 12/12 horas de Cercospora zeae-maydis (A)
Cercospora-zeina (C), Conidios observados em microscépio
estereoscopico de C. zeae maydis (B) e C. zeina (D), e
eletromicrografia de varredura dos conidios (E) C. zeae-maydis e (F) C.
zeina
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Carson & Goodman (2006), Wang et al. (1998) relataram a presenca de
C. sorghi f. sp. maydis com C. zeae-maydis nas lesdes de cercosporiose, assim

como as caracteristicas do C. sorghi f.sp maydis mencionadas anteriormente.

Figura 5 Conidios de Cercospora sorghi f. sp. maydis em meio de cultura Suco
de Tomate Temperado (STT) observados em microscopio
esterioscopio (A) e eletromicrografia de varredura da colénia e de
conidios (B)

Figura 6 Fotomicrografia do processo de conidiagdo microciclica (setas maiores)
e germinacao interativa (seta menor) em Cercospora zeina

Cercospora sorghi f. sp. maydis é bem distinto das demais, apresenta
conidios de 300 x 2-5,5 um, hialino, acicular a obclavado, quase cilindrico, reto
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a moderadamente curvado, base truncada e conidiéforos com coloragdo marrom
escuro a olivaceo-palha, estreito na ponta, irregular na largura, ndo ramificado
20-150 x 3-5,5 um, ambos multiseptados (Figura 7) (Chupp, 1953). As células
conidiogénicas sdo integradas, terminais e com cicatriz (Figura 7)

Tanto a C. zeina quanto a C. zeae-maydis tem dimens@es de conidios
muito semelhantes, no entanto, C. zeina pode ser diferenciada por apresentar
conidiéforo menor que 100 um e conidio mais fusiforme, enquanto os conidios
de C. zeae-maydis é mais obclavado a subcilindrico com conidiéforos maiores,
podendo chegar 180 pm de comprimento.

Geralmente os conidios secundarios, ou aqueles provenientes de
conidiagdo microciclica sdo menores (Lapaire & Dunkle, 2002). Desta forma,
foram medidos 40 conidios de dois isolados de C. zeina (BA150 e MC-171), e C.
zeae-maydis (PA-92 e IP-30) e 0os mesmos ndo apresentaram faixa de variagao
de dimensdes diferentes das dimencfes descritas por Crous et al.(2006) (dados
ndo mostrados).

Outra caracteristica comum nas espécies de Cercospora do milho é a
formacdo de apressorios (Figura 9), cuja estrutura exerce fungdo de turgor e
auxilia na penetracgdo das hifas do hospedeiro (Dean, 1997). Para forma-las nao é
necessaria umidade continua e na presenca de agua livre tem sua formacdo
inibida (Thorson & Martinson, 1993)
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Figura 7 Fotomicrografias de esporodoquios das espécies de cercospora do
milho com as respectivas dimensfes dos conidios e conidiéforos (A)

Cercospora zeae-maydis, (B) Cercospora zeina e (C, D) Cercospora
sorghi fsp maydis

Figura 8 Fotomicrografia de células conidiogénicas das espécies de cercospora
do milho (A) Cercospora zeae-maydis, (B) Cercospora zeina e (C e D)

Cercospora sorghi f. sp. maydis.



53

Portanto, as espécies de Cercospora do milho apresentam caracteristicas
morfoldgicas distintas, produzem apressorios e suas colénias apresentam
caracteristicas comuns nos meios MA, BDA e STT, exceto em AO. Além de
que, o crescimento de C. zeina caracteriza-se por ser bem mais lento que as
demais espécies, fato que fica evidente no estudo de IVCM, onde C. sorghi f. sp.
maydis cresce em média 3 vezes mais que a C. zeina, engquanto o C. zeae-maydis
cresce duas vezes mais que o C. zeina quando se transfere conidios ou quando se

utiliza micélio (Tabela.3).

A

Figura 9 Eletromicrografia de varredura da formacdo de apressorios em
Cercospora zeae-maydis sobre folhas de milho

Em relacdo ao estudo de IVCM houve interagdo significativa ao nivel de
5% de probabilidade entre meios de cultura e tipos de cultura fungicas (conidios

e micélio). Quando foram utilizados conidios para inoculacdo em diferentes
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meios foram observados maiores IVCM ou ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os tipos de culturas fungicas, exceto no MA para a espécie de
C. sorghi f. sp. maydis e BDA para C. zeina; os meios MA e BDA foram os
melhores quando se utilizou micélio de C. sorghi f.sp.maydis e C. zeina,
respectivamente.

O fato dos conidios produzirem colénias com maiores IVCM que em
micélio é, provavelmente, em raz8o da massa de conidios que comeca a
germinar, e, posteriormente, forma o micélio, enquanto na técnica micelial, ndo
ha conidios e 0 micélio tem que se adaptar as condi¢fes submetidas.

As caracteristicas das colbnias das espécies de cercospora do milho em
meio de cultura ndo diferem entre si, exceto em meio AO, onde o micélio
caracteriza-se por ser esparso com margens lisas, mas irregulares, branco-
acinzentado e pelo IVCM, o qual é menor na C. zeina, fato que pode ser
observado quando se compara o diametro das col6nias.

O meio STT proporciona, numericamente, menor crescimento em todas
as espécies, pois, se trata de um meio com maior riqueza nutricional (Brunelli et
al., 2006), contendo vitaminas, aminoacidos e outros nutrientes, que estimulam a
producdo de esporos, a qual se inicia pelas bordas das colbnias, e inibe o
crescimento micelial.

Enquanto meios que contém uma alta concentragdo de carboidratos
simples, como a glicose, que é uma molécula prontamente utilizavel, como
BDA, AO, e MA cuja fonte de carbono estimula o crescimento micelial (Moore-
Landecker, 1972; Carlile & Watkinson, 1994), porém, varios outros agucares
podem ser aproveitados, por exemplo, o0 amido, o qual foi a fonte de carbono
gue proporcionou crescimento mais rapido em A. brassicae e A. raphani (Taber
et al., 1968). Glicose, manitol e sacarose foram as melhores fontes de carbono
para crescimento e esporulacdo de Verticillium fungicola (Coetzee & Eicker,
1991).
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O meio MA promove grande crescimento micelial assim como BDA,
por apresentar composicao nutricional similar, mas com menores quantidades de
glicose. Faleiro et al. (2004) observaram que Crinipellis perniciosa produziu
maiores quantidades de micélio em ambos o0s meios.

Tais relatos explicam os maiores IVCM observados nesses meios de
cultura e o0 AO e o0 BDA apresentaram maiores IVCM.

No entanto, o meio AO é utilizado para induzir a esporulagdo em muitos
fungos fitopagénicos como, Magnaporte grisea, mas também pode proporcionar
maior crescimento micelial como foi observado em Verticillium lecanii, pois,
este meio é considerado rico em minerais como: P, Ca, Fe, Na e vitaminas do
complexo B, o que auxiliam em ambos 0s processos.

Orrego et al. (1996) verificaram que o meio de aveia adicionado com
2% de dextrose, induziu maior crescimento micelial do fungo Cylindrocladium
sp, mas o micélio foi considerado ralo quando comparado com os demais meios.
No caso das espécies de Cercospora do milho, as colénias em aveia também
apresentam caracteristicas diferenciadas. As coldnias que geralmente sdo densas
e erumpentes tornam-se esparsas, de aspecto cotonosos quando cultivadas em
meio AO.

Com as caracteristicas morfoldgicas das colonias e do fungo, juntamente
com o IVCM, é possivel diferenciar as 3 espécies de cercospora. No entanto, o
uso dos primers especificos CZ e CZM foi eficiente na identificacdo das
espécies. Portanto, o uso de primers especificos é uma ferramenta viavel e
precisa para identificagdo das espécies de Cercospora do milho.

Desta forma, para as espécies de Cercospora do milho ndo existe um
meio de cultura melhor a todas. Cada meio propicia um IVCM em funcdo do
tipo de cultura fangica usada, sendo assim, o melhor tipo de cultura para se obter

maior IVCM dependerd do meio de cultura a ser utilizado e da espécie de
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Cercospora do milho. No entanto, em STT o crescimento é bem mais lento

guando comparado com 0s demais.

Tabela 3 indice de crescimento micelial (IVCM) em milimetros (mm) das
espécies de cercospora do milho: Cercospora zeae-maydis,
Cercospora sorghi f. sp. maydis e Cercospora-zeina em meios BDA
(Batata-Dextrose Agar), STT (Suco de Tomate Temperado), MA
(Malte) e AO (Aveia), com dois tipos de culturas fungicas (conidios e

micélio)

Espécies de Cercospora

Diametro das col6nia (mm)

Cercospora

. Meios de cultura Conidios Micélio
zeae-maydis
BDA 11,35 aA 2,62 bB
SST 2,26 dA 3,06 bA
MA 3,89 cA 3,48 bA
CV =16,93% AO 6,17 bA 5,47 aA
Cercospora
sorghi f. sp. Meios de cultura Conidios Micélio
maydis
BDA 4,84 bA 4,40 bA
SST 4,43 bA 3,62 bB
MA 4,46 bB 5,74 aA
CV =14,01% AO 5,49 aA 5,07 aA
Cercospora- Meios de cultura Conidios Micélio
zeina
BDA 1,25bB 2,03 bA
SST 1,18 bA 1,27 cA
MA 2,91 aA 1,32 cB
CV =27,34% AO 3,19 aA 2,85 aA

Meios de cultura: BDA (Batata Dextrose Agar), STT (Suco de tomate tempedado), MA
(Malte) e Aveia (AO). Médias seguidas de letras iguais, minGsculas na linha e
mindsculas na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott, a de 5% de

probabilidade

Identificacdo molecular das espécies de Cercospora do milho

Dos 27 isolados de Cercospora patogénicas ao milho, 12 (IN-4, IN-5,
IN-6, LV-23, PT-27, BA-150, LA-156, LV-162, BA-165, PA-166, MC-168,
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MC-171) tiveram os fragmentos amplificados em 310 pb quando se utilizou o
primer especifico CZ, mostrando que estes isolados pertencem a espécie
Cercospora zeina (Figura 10). Enquanto os outros 15 isolados (IN-3, LV-24, IP-
30, IP-31, LV-33, PA-69, PA-70, PA77, PA-80, PA-87, PA-92, PA-122, PA-
131, PA-149 e BA-164) apresentaram amplificacdo com 310 pb quando utilizou
o0 primer CZM confirmando ser a espécie C. maydis (Figura 11). O isolado que
ndo houve amplificacdo de nenhum fragmento quando se utilizaram os primers
especificos CZ e CZM, foi considerado como sendo da terceira espécie de
Cercospora, C. sorghi f. sp. maydis.

Os resultados de identificacdo morfoldgica foram concordantes com a
identificacdo das espécies utilizando os primers especificos. Portanto, 0 uso de
primers especificos € uma ferramenta viavel e precisa para identificacdo das

espécies de Cercospora do milho.
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Figura 10 Produto da amplificacdode PCR usando primers CZ (5'-GCG ACC CTG CCG TTT -3" e 5-CTC AGC CGG
AGA CTT CG -3") e CZM (Czm forward: 5-GCG ACC CTG CCG TTC -3’e 5'-AGC TCA GCC GGA GAC
TTT A -3°) em isolados de Cercospora zeina-maydis (1-12) , Cercospora zeae-maydis (13-24) e Cercospora

sorghi f.sp. maydis (25). (M) Marcador com 100 pb

M12 3 456 7 8 91011121314151617 1819 202122 23242526 2728 29 3031

310 pb

Figura 11 Produto da amplificacao de PCR usando primers CZ (5'-GCG ACC CTG CCG TTT -3 e 5-CTC AGC CGG
AGA CTT CG -3") e CZM (Czm forward: 5-GCG ACC CTG CCG TTC -3’e 5'-AGC TCA GCC GGA GAC
TTT A -3°) em isolados de Cercospora zeae-maydis (1-15), Cercospora zeina (16-30) e Cercospora sorghi

f.sp. maydis (31). (M) Marcador com 100 pb

89
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Sendo assim, é possivel concluir que, em Minas Gerais, ha 3 espécies de
Cercospora que se diferenciam morfologicamente, sendo possivel identifica-las
utilizando os primers especificos CZ e CZM, os quais foram validados e podem
ser utilizados para a correta identificacdo de espécies de Cercospora do milho e
gue a escolha do melhor tipo de cultura flngica para se obter o melhor IVCM
dependera do meio de cultura e da espécie de Cercospora do milho a ser

utilizada.
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RESUMO

O género Cercospora apresenta alto potencial de esporulacdo nas
folhagens do hospedeiro, mas in vitro apresenta crescimento lento e reduzida
esporulacdo. O trabalho objetiva averiguar se 0 método de transferéncia de
esporos e de secagem micelial sdo eficientes para a esporulacdo das espécies de
Cercospora patogénicas do milho e quais sdo as condi¢des Gtimas para obter a
méaxima esporulacgdo, assim como conhecer qual é a melhor cultura fungica para
se obter o maior nimero de esporos/semente de sorgo. Para tanto, na secagem
micelial foram utilizados os meios: BDA (Batata-Dextrose Agar), STT (Suco de
Tomate Temperado), MA (Malte) e Folha de Milho cozida (FM), em DIC com 5
repeticbes. Os dados foram analisados utilizando o teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Foram estudados intervalos de 24 a 168 horas, com 6 repetices,
em DIC com analise de Regressdo. Na transferéncia de esporos usou-se 0s meios
de Malte (MA), Batata-Dextrose- Agar (BDA), Suco de Vegetais, V8® Campbell
Soup Company (V8), Aveia (AO) e (STT); a 27 °C, sob 3 fotoperiodos, 6
repeti¢Oes, fatorial 3x5. Os dados foram analizados com Scott-knott a 5% de
probabilidade. Oito frascos com sementes de sorgo foram inoculados com
diferentes culturas flngicas e mantidos a 27 °C com fotoperiodo de 12 horas. Foi
utilizado DIC e teste de tukey a 5% de probabilidade. Na secagem micelial o
melhor meio foi STT com 168 horas de agitacdo para Cercospora zeina e
Cercospora zeae-maydis, enguanto para o outro método cada espécie exige uma
condicdo Gtima para esporular. As sementes de sorgo inoculadas com conidios
foram as que apresentaram maiores nimero de conidios. Conclui-se que ambos
0s metodos de esporulagdo foram vidveis e que sementes de sorgo inoculadas
com apenas conidios proporciona maior numero de conidios/semente,
aumentando a probabilidade de sucesso de inoculacdo das plantas.

Palavras-chave: inducdo de esporulacdo em fungos, doencas do milho,
cercosporiose
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ABSTRACT

The Cercospora genus has high sporulation on the leaves; however in
artificial conditions it presents slow growth and produces few spores. The
objective of this work is to investigate if the methods of transferring spores and
the drying mycelium are efficient for Cercospora species of producing the
maximal sporulation and what optical conditions to obtain the maximal
sporulation, and to know which fungal culture is better to obtain high number of
conidia/seed.We used the media: PDA (Potato-Dextrose Agar), STT (Tomato
Juice), MA (Malt) e Leaf of corn (FM), in the drying mycelia in CDR with 5
repetitions. The dates were analyzed using Tukey test with 5 % of probability.To
analyzes what the best period is, the liquid media with mycelium were tested in
different time intervals: from 24 to 168 hours. We used 6 repetitions, in CRD
with Regression analyses.In the other method, 6 repetitions were used in 5
media: Malt (MA), Potato-Dextrose- Agar (PDA), Vegetable juice, V8®
Campbell Soup Company (V8), Oat (AO) e Tomato Juice (STT). They were
submitted at 27 °C in 3 photoperiods, 6 repetitions, fatorial 3x5. The dates were
analyzed using Scott-knott test with 5% of probability. Eight flasks with
sorghum seeds were inoculated with different fungi culture and keep at 27 °C
under fotoperiod of 12 h. It was analized in CDR, Tukey test with 5 % of
probability. In the drying mycelia, the best medium was STT at 168 hours under
shaking. In the other method, C. zeae-maydis needed 12h darkness in the media
STT and V8. C. zeina had high sporulation under the photoperiod of 12h in STT
or darkness in STT and V8. Under constant light, the fungus produced a lot of
conidiophores and few spores. We concluded that both of the methods are viable
to produce spores in the Cercospora species of maize. The best media were STT
and V8, and the best conditions were: the maximum time under shaking and
photoperiod of 12 h and darkness. The sorghum seeds inoculated with conidia
had high quantity of conidia. This way, we conclude that both the methods of
sporulation were viable and that seeds sorghum with only conidia produce high
number of conidia/seed, what increase the probability of success of inoculation
in the plants.

Keywords: fungi sporulation, maize disease, Gray Leaf Spot of Mayze.
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INTRODUCAO

A cercosporiose ¢ uma das doencas mais importantes do milho por
causar grande reducdo na produtividade (Fantin et al.,, 2001). Os sintomas
aparecem em toda area foliar, ocorrendo geralmente nas folhas baixeiras,
caracterizando-se pelo aspecto linear-retangular das lesdes que sdo geralmente
delimitadas pelas nervuras, de coloragdo acinzentada em virtude da alta
producéo de esporos (White, 2000).

A dificuldade de identificar essa doenga no campo se deve ao fato da
maioria das doencas do milho ocorrer apds o pendoamento, sendo assim, 0s
sintomas de diversas doencas coalescem dificultando ndo apenas o diagndstico
como também o isolamento do fungo para obtencdo de cultura monosporica.

Os agentes causais dessa doenca sdo o Cercospora zeae-maydis e
Cercospora zeina (Crous et al., 2006) e das lesdes é frequentemente encontrado
C. sorghi f. sp. maydis. No Brasil existem as 3 espécies de Cercospora, que se
diferenciam basicamente quanto a morfologia, producdo de Cercosporina,
agressividade e taxa crescimento micelial in vitro.

De uma forma geral, o género Cercospora apresenta alto potencial de
esporulacdo nas folhagens do hospedeiro (Jenco & Nutter, 1992), mas em
condicBes in vitro apresenta crescimento lento e reduzida esporulacdo (Nagel,
1934). Motivo que dificulta investigagdes cientificas com este género de fungo.

Diversos autores ja constataram que diferentes fatores podem alterar a
producdo de esporos, tais como: luz, meio de cultura, temperatura, tempo de
exposicao a esses fatores e o tipo de cultura fangica a ser plaqueado.

Brunelli et al.(2006) obtiveram melhores resultados de esporulagéo para
Cercospora zeae-maydis em meio Suco de Tomate Temperado e V8, sob
fotoperiodo de 12 h. Castro & Coélho (2000) verificaram que a producgdo dos

conidios do Cercospora cruenta comegou no 5° dia, ocorrendo o pico de
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esporulacdo no 8° dia de incubacdo sob regime de luz continua em meio
Cenoura-Dextrose-Agar. Além desses fatores, o tipo de cultura flngica a ser
plagueado influencia diretamente na producdo de esporos. Vathakos & Walters
(1979) observaram que ao transferirem apenas conidios de Cercospora kikuchii
a quantidade de conidios produzidos era superior aquelas culturas que foram
transferidas apenas micélio. Resultado semelhante foi observado por Nagel
(1934) e Calpouzos (1955).

Além dos fatores citados, ha técnicas que visam estressar o fungo para a
obtencg&o de conidios, por meio de injdrias na colénia, como é o caso da secagem
de massa micelial, maceracdo ou raspagem de micélio e uso de luz ultravioleta.
No entanto, existem poucos estudos envolvendo estas técnicas em Cercospora
zeae-maydis e Cercospora zeina.

Os conidios séo essenciais para conducdo de diversos experimentos em
fitopatologia, principalmente na inoculagdo de plantas. A eficiéncia da
inoculacdo depende de varios fatores, tais como: patogenicidade, agressividade e
viruléncia; idade das coldnias; viabilidade do indculo; presenca de nutrientes na
suspensdo de indculo; meios de cultura; estadio fenoldgico da planta;
condicionamento das plantas antes e apds a inoculacdo; condi¢fes hidricas e
nutricionais da planta; portas de entrada e concentracdo de in6culo (Alfenas e
Maffia; 2007).

A producgdo de in6culo, conidios, por espécies de cercospora, pode ser
obtida mantendo a cultura em meio de cultura V8 ou STT sob fotoperiodo de 12
horas a 27 °C (Brunelli et al., 2006), pelo processo de transferéncia de esporos
(Sistema Patted) e por meio de secagem de massa micelial. No entanto, os
tempos de incubacdo de cada método para se obter a maxima esporulacéo e o
tipo de cultura fangica diferenciam em cada metodologia. Na primeira, 0 micélio
é incubado sob as condicOes citadas até a producdo de conidios, periodo que

varia de 15 a 25 dias. Enquanto na segunda, a producéo de conidios ocorre de 4
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a 6 dias. Este processo consiste na producdo de esporos sem a fase de
crescimento vegetativo, ou seja, um conidio germina gerando outro, sem a
presenca de micélio (Hanlin; 1994). Este € um mecanismo de sobrevivéncia
guando as condicOes para o crescimento vegetativo sdo desfavoraveis (Lapaire
& Dunkle, 2002). Na terceira, fragmentos miceliais em meio liquido V8 ou STT
sd0 expostos ao ar a 25 °C sob fotoperiodo, até a secagem micelial.

Para inocular Cercospora em milho sdo frequentemente utilizadas
sementes de sorgo, no entanto, neste método menciona-se o nimero de sementes
de sorgo e ndo o de conidios, 0s quais em baixa ou em excessiva concentragao
podem acarretar insucesso da inoculagéo.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo averiguar se os métodos de
transferéncia de esporos e de estresse micelial sdo eficientes para a esporulacdo
das espécies de Cercospora zeina e Cercospora zeae-maydis e analisar o melhor
tipo de cultura fungica, ou seja, aquela capaz de produzir e/ou manter 0 maior

numero de esporos de C. zeae-maydis por sementes de sorgo.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo das culturas fungicas e isolados utilizados

Folhas sintométicas foram colocadas em cdmara imida por 24 horas sem
lavagem prévia. Posteriormente, conidios foram coletados das lesdes e dispersos
em meio BDA (Batata Dextrose Agar - 200g de batata, 20 g de dextrose e 20 g
de Agar), ap6s a formacao de coldnias tipicas do género cercospora, as mesmas
foram transferidas para meio STT (Suco de Tomate Temperado) e mantidas a 27
°C e fotoperiodo de 12 horas.

Foram utilizados os isolados PA-92 (Cercospora zeae-maydis) e BA-
150 (Cercospora zeina), provenientes de Paracatu e Bambui, respectivamente,

obtidos em trabalho realizado previamente.
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Producéo de esporos
Para obtencdo dos conidios foram utilizados dois métodos de
esporulacdo; por meio de secagem de massa micelial e por conidiacdo

microciclica.

Meétodo de transferéncia de esporos

Esta técnica consiste em produzir esporos sem a fase de crescimento
vegetativo. Para tanto, as coldnias foram transferidas periodicamente para outro
meio STT, de 4 em 4 dias para C. zeae-maydis e de 6 em 6 dias para C. zeina.

Foram utilizados 5 meios de cultura: Malte (MA), BDA, STT; Suco de
Vegetais, V8® Campbell Soup Company (V8), Aveia (AO), sob 3 regimes de
luz: 0, 12 e 24 horas de luz.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com 6
repeticOes, fatorial 3x5. Foi utilizado o teste de média Scott-knott com
transformacdo x"? para a Cercospora zeae-maydis. Para anélise dos dados foi
utilizado o programa Sisvar (FERREIRA, 2000).

Método de secagem de massa micelial

A técnica de secagem de massa micelial desenvolvida por Walker
(1980) modificada por Nechet et al. (2006) e Souza et al. (2005): para isto
transferiram-se trés discos de micélio (0,5cm de didmetro), retirados das bordas
das coldnias em placas de Petri, para 10 mL de meio liquido, em Erlenmeyers de
25 mL, que permaneceram sob agitacdo continua a 120 rpm, a 25 °C
aproximadamente. Apds 4 dias, verteu-se o contelido de cada Erlenmeyer em
agar-agua, em trés placas de Petri, as quais permaneceram abertas até a secagem

do meio de cultura, a 40 cm de distancia de I[dmpadas fluorescentes brancas de
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40W, Sylvania®, intercaladas com lampadas grow lux de 40W, Sylvania®,
intensidade luminosa de 165,3 pmol s™* m, com fotoperiodo de 12h, a 25 °C .

Com a finalidade de saber qual é o melhor meio para se obter a
esporulacdo neste método foram testados 4 meios de cultura em estado liquido:
BDA, STT, MA e Folha de Milho cozida (FM). Neste Gltimo foram utilizados
200 gramas de folhas de milho saudaveis que foram cozidos em 800 gramas de
agua. Para cada tratamento tiveram 5 repeti¢Oes e a quantificagcdo de esporos foi
feita em Camara de Neubauer. O teste de médias utilizado foi Tukey a 5 % de
probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000).

Posteriormente, para analisar qual é o melhor tempo de exposi¢do ao
fungo sob agitacdo de 120 rpm, foram analisados diferentes tempos de exposic¢ao
no agitador 24, 48, 72, 96, 120 e 168 horas, no meio STT.

A parcela experimental compreendeu uma placa de Petri, na qual foram
colocados 10 mL Tween 0,01% e foi utilizada uma alga de Drigalsky para
liberagdo dos conidios.

O delineamento foi inteiramente casualisado (DIC) e os dados foram
analisados estatisticamente pela anélise de variancia e anélise de regresséo a 5%

de probabilidade com 6 repeti¢es no programa Sisvar (FERREIRA, 2000).

Inoculagdes das sementes de sorgo

Foi utilizado o isolado monospérico PA-92 proveniente de
Paracatu/Minas Gerais. A producdo de conidios foi por transferéncia de
conidios, onde as coldnias foram cultivadas em meio Suco de Tomate
Temperado (200 mL de suco de tomate temperado “Super bom”; 16 g de agar;
3,2 g de CaCO; e 800 mL de &gua destilada) e as col6nias foram transferidas
periodicamente, de 4 em 4 dias.

As colbnias provenientes da transferéncia de esporos foram incubadas

por 4 dias e as contendo micélio e conidios por 20 dias a 27 °C sob fotoperiodo.
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Foram inoculados 8 frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 g de
sementes de sorgo cv. CMSF 004 da Embrapa, previamente autoclavadas com
16 mL de agua destilada com trés diferentes tipos de in6culo. O primeiro com 1
mL de suspensdo de esporos (10> esporos mL™), o segundo com micélio e
conidios com 30 dias ap6s a inoculacdo e terceiro com apenas conidios
provenientes de transferéncia de esporos pelo Sistema Patted em STT. Para estes
Gltimos foram colocados 5 discos de 0,5 cm de didmetro em cada frasco. Ap6s
15 dias sob condig6es controladas de 27 °C e fotoperiodo, 10 sementes de todos
os frascos foram escolhidas aleatoriamente e cada uma foi colocada em agitagao
com 0,5 mL de &gua destilada e esterilizadas.

A concentracdo dos conidios (conidios/mL) foi determinada por meio de
leituras em cAmara de Neubauer.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado
(DIC) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

por meio do programa Sisvar (Ferreira, 2000).

Preparacdo de amostras para microscopia Eletronica de Varredura

As sementes de sorgo com 15 dias apds a inoculagdo (d.a.i.) foram
transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo 500 pL de solucdo fixadora de
Karnovsky modificada (2,5% de glutaraldeido e 2,5% de formaldeido em
tampdo cacodilato de sédio 0,05M - pH 7,2 e CaCl, 0,001M) por um periodo de
no minimo 24 horas e armazenadas a 4 °C. Apds este periodo de fixagdo, as
amostras foram imersas em tampdo cacodilato por 3 vezes de 10 minutos em
cada imers&o e apos este processo foi transferido para uma solugéo de tetroxido
de 6smio 1% em &gua por 1 hora, lavadas em agua destilada por 3 vezes e
subsequientemente desidratadas em uma série de acetona (25%, 50%, 75%, 90%,
uma vez e 100% por trés vezes). Posteriormente foram levadas para o aparelho

de ponto critico Balzers CPD 030 para substituicdo da acetona por CO, e
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complementacdo da secagem. Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de aluminio, stubs, com fita de carbono dupla face colocada sobre uma
pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 050
para serem observados em MEV LEO EVO 40 XVP. As imagens geradas foram
registradas e gravadas digitalmente, com posterior aprimoramento das mesmas

no Software Photopaint do Corel Draw 12.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Técnica de secagem de massa micelial

Foi observado que o STT proporciona maior esporulacdo que os demais
meios, com média de 1,40 x 10° conidios/mL, seguido do MA, FM e BDA, com
média de 1,79 x10* conidios/mL, 1,17 x 10° conidios/mL e 3,95 x 10°
conidios/mL (Tabela 1). A medida que o meio liquido e a agua s&o reduzidos é
iniciado o processo de esporulacdo (Figura 1)

O melhor tempo de exposi¢do dos micélios dos patdgenos das espécies
de Cercospora do milho a agitacdo foi a 168 horas e a equacdo que melhor
ajustou foi a linear para C. zeina: y = 241,38 x — 525,57, com R2 = 0,9135,
enquanto para C. zeae-maydis foi a quadratica y = 0,6407x? - 105,06x + 5519,1
com R2 = (,7353, ou seja, para C. zeina, quanto maior o tempo de fragmentacao
do micélio, maior é a esporulacdo, enquanto para o C. zeae-maydis a

esporulacéo apresentou incremento a partir de 96 horas (Figura2).
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Tabela 1 Esporulacdo de Cercospora zeae-maydis em diferentes meios de
cultura com a técnica de secagem micelial

Meios de cultura * Esporulacéo (conidios /mL)
STT 1,40 x10°a

MA 1,79x 10* b

FM 1,17 x10° b

BDA 3,95x10° b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05).*STT (Suco
de Tomate Tempedado), MA (Malte), FM (Meio Folha de milho e BDA (Batata
Dextrose Agar)

Figura 1 Esteriomicrografia da esporulacdo de Cercospora zeae-maydis. Seta
vermelha: Inicio de esporulacdo, area Umida. Seta azul: Alta
esporulacdo, area seca

Avila e Pitelli (2004) utilizando-se de técnica semelhante observaram
que o melhor tempo de esporulagdo para Cercospora piaropi foi 120 horas a 150

rpm com o meio V8.
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Producio de esporos de Cercospora-;einapelo método de Secagem
Micelal
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Figura 2 Efeito da fragmentacdo micelial por agitacdo na esporulacdo de
Cercospora zeina e Cercospora zeae-maydis
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Com esta técnica também foi possivel observar esporulagdo em C.
sorghi f. sp maydis, apesar do nimero de esporos ndo ter sido quantificado
(Figura 3).

Figura 3 Esteriomicrografias dos esporos de Cercospora sorghi f. sp. maydis
(A), Cercospora zeae-maydis (B), e Cercospora zeina sobre o meio
agar- 4gua

Pelo método de secagem de massa micelial o meio STT foi 0 que mais
produziu esporos em C. zeae-maydis. No caso das espécies estudadas, colbnias
sob condigBes de meio ambiente pode ter a esporulacéo iniciada normalmente
entre: 10-30 dias dependendo do isolado. No entanto, ha isolados que ndo
esporulam naturalmente, sendo assim, esta técnica constitui uma estratégia
eficaz para induzir a esporulacdo, pois, a exaustdo de nutrientes do meio de
cultura conduz muitos fungos a producao de esporos.

Portanto, é uma técnica considerada drastica, pois, a formacdo de
esporos ocorre em razdo de uma sequéncia de estresses que o patdégeno sofre,
sem a morte do mesmo. Primeiramente o micélio permanece em agitacdo por 4
dias, o que proporciona fragmentacdo micelial, posteriormente, esses fragmentos
miceliais no meio STT liquido séo colocados sob uma fina lamina de agar-agua,

desta forma, o meio de cultura liquido que é fonte de nutrientes diminui
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lentamente, uma vez o nutriente exaurido, a ldmina de dgua-agar, fornece dgua e
alguns poucos minerais presentes no agar como: P, Fe, K, Cl, | e Ca, 0 que causa
estresse por diminuicdo de agua e nutrientes lentamente sem matar o fungo,
proporcionando consequentemente a esporulacdo. Desta forma, este método
torna-se uma alternativa viavel que pode ser utilizada em fungos dificeis de
esporular.

Para ambas as espécies o melhor tempo de fragmentacdo micelial para
se obter a maxima esporulagdo foi 168 h, no entanto, 0 comportamento das
espécies foi diferente. Um fator que deve ter contribuido para a diferenga de
comportamento, ou seja, numero de esporos e inicio da esporulagdo deve-se ao
fato do isolado de C. zeina ter sido mais jovem, o que pode ter promovido
melhor respostas aos estresses submetidos, apresentando esporulagdes em todos
0s tempos testados, enquanto C. zeae-maydis apenas iniciou a esporulacdo as 48
horas, ocorrendo aumento de esporulacdo ap6s 96 horas de fragmentagdo
micelial.

Outro importante ponto a ressaltar nesta técnica € que o nimero de
esporos varia de acordo com a quantidade de micélio colocado em cada placa de
Petri, desta forma, o nimero de esporos por parcela pode apresentar alta
variacao.

De acordo com os dados apresentados, é possivel concluir que pela
técnica de secagem de massa micelial é melhor utilizar o meio STT com o tempo
de fragmentacdo de 168 horas em agitacdo a 120 rpm a 25 °C para se obter

maior numero de esporos.

Técnica de Transferéncia de Esporos
Quando se transfere apenas esporos de C. zeae-maydis produz mais
conidios nos meio V8 e STT sob condicbes de fotoperiodo de 12 horas e em

auséncia de luz em 4 dias. Sob fotoperiodo de 12 horas o fungo produziu em
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meio V8 e STT, 3,47 x 10° e 1,33 x 10° conidios/mL, respectivamente, em uma
area de 12 cm” de meio de cultura, enquanto na auséncia de luz, a esporulagdo
foi de 2,61 x 10° e 2,17x 10° conidios/ mL, nos respectivos meios. Ressaltando
gue houve interacdo significativa entre meios de cultura e regimes de luz ao
nivel de 5% de probabilidade (Tabela 1).

As melhores condicBes de esporulacdo em 6 dias para C. zeina foi o
meio STT em fotoperiodo de 12 horas e meio V8 (5,25 x 10° conidios/mL) e sob
auséncia de luz no meio STT (5,18 x 10° conidios/mL). Enquanto para ambos 0s
patégenos o regime de luz continua foi 0 que menos produziu conidios para
todos os meios, exceto para 0 meio MA, o qual ndo apresentou diferencas
estatisticas entre os fotoperiodos para induzir a esporulagdo em ambos 0s
patdgenos, embora numericamente sejam menores.

Sob luz continua foi possivel observar grande producédo de conidi6foro,
mas pouco conidio, isto também foi observado por Beckman & Payne (1983), 0s
quais também notaram os mesmos efeitos da luz constante sob a producdo de
conidios. Esta é drasticamente reduzida nestas condi¢cdes, assim como a
germinagdo e o crescimento micelial, apesar desses autores terem usado
suspensdo de conidios e ndo conidios transferidos.

Em relacdo ao método de transferéncia de esporos, foi obtido
esporulacdo maxima das espécies de cercospora do milho no meio STT e V8,
sob fotoperiodo de 12 horas e/ou auséncia de luz. Kilpatrick e Johnson (1956)
observaram que o melhor regime de luz para esporular diversas espécies de
cercospora foi 12 horas, no entanto, em Cercospora arachidicola a méaxima
esporulacdo ocorreu em luz continua (Moraes & Salgado, 1978), ou seja,
ocorreu 0 oposto das espécies de cercospora do milho, o que evidencia a
importancia de se conhecer cada espécie, ndo sendo possivel generalizar as

condi¢des para um mesmo género de fungo.
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Crous et al. 2006 utilizaram luz continua para esporular C. zeina e C.
zeae-maydis, enquanto Brunelli et al. 2006 concluiram que os melhores meios
para obter a maxima esporulacdo em 9 dias foram STT e V8, sob fotoperiodo de
12 horas, utilizando inicialmente suspensdo de conidios para fazer estudos de
esporulacdo em C. zeae-maydis. Beckman & Payne (1983) estudaram 0 mesmo
patégeno com suspensdo de esporos, mas com tempo de incubacdo de 14 dias, e,
concluiram gue o melhor meio para esporular o C. zeae-maydis foi 0 V8 e meios
provenientes de folhagens de milho, enquanto o BDA foi o que apresentou a
menor esporulagéo.

Como mencionado anteriormente, alguns meios induzem o crescimento
micelial, enquanto outros a esporulagdo e a esporulacdo depende de um conjunto
de fatotes, tais como condic¢Bes submetidas ao fungo, os nutrientes contidos no
meio, e ndo apenas das espécies propriamente dita, como também do isolado.
Yeh & Sinclair (1980) observaram que isolados de Cercospora Kkikuchii
apresentam variagc6es na producgéo de esporos de acordo com o meio utilizado.

O método de secagem de massa micelial exige o uso maior de utensilios
e equipamentos, como: placas de Petri, erlenmeyer, mesa agitadora e cAmara de
crescimento. Enquanto, quando se transfere esporos apenas é necessario placa de
Petri e incubadora. H4, também, maior probabilidade de contaminacdo no
primeiro método, inclusive propiciando crescimento de bactérias, uma vez que
as placas ficam abertas e 0 meio Umido com temperatura de 25-27 °C torna-se
ambiente favoravel a outros micro-organismos.

O uso do primeiro método torna-se mais adequado quando ndo ha
necessidade de trabalhar com volume grande de suspenséo de esporos.

No entanto, ambos s&o eficientes para induzir a esporulagdo nas espécies
de Cercospora do milho, a escolha do melhor método dependera do objetivo do

estudo.



79

Tabela 1 NUmeros médios de conidios/mL de Cercospora zeae-maydis e
Cercospora-zeina em uma area de 12 cm’ em diferentes meios de

cultura e regimes de luz quando se transefem esporos.

Fotoperiodos

Ezggglsfoc:g Luz continua 12/12 h Auséncia de luz
Cercospora Meios
zeae—mg dis de Numeros médios de conidios/mL
y cultura
BDA 520x10%°aB 4,76 x 10* bA 4,78 x 10*bA
STT 4,20 x 10° aB 1,33 x 10°aA 2,17x 10° aA
MA 2,80x10° aA 1,56 x 10* bA 4,94 x 10* bA
AO 3,20x10° aB 5,16 x 10* bA 5,08x 10* bA
CV= 47,09 % V8 2,78 x 10* aB 3,47 x 10°aA 2,61 x10°aA
Cercospora- Meios
zeinpa de NUmeros médios de conidios/mL
cultura
BDA 6,60 x 10° aB 4,16 x 10* cA 4,23 x 10* bA
STT 3,80 x 10°aC 5,25 x 10° aA 4,21 x 10° aB
MA 486 x10*aA 3,58 x10* cA 4,36 x 10* bA
AO 3,60 x 10° aB 3,92 x 10* cA 4,93 x 10* bA
CV =4147% V8 5,20 x 10°aC 1,86x10°bB 5,18 x 10° aA

Meios de cultura: BDA (Batata Dextrose Agar), STT (Suco de tomate tempedado), MA
(Malte), Aveia (AO) e V8 (V8). Médias seguidas de letras iguais, minusculas na coluna
e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott, a de 5% de

probabilidade

Inoculagdes das sementes de sorgo

Quando foram empregados conidios, seja em suspensao ou em meio, 0

numero de esporos por semente foi de 2,62 x 10*e 3,20 x 10* respectivamente,

significativamente maior do que quando se utilizou micélio com conidios em

meio de cultura, 4,66 x 10° (Tabela 1), aumentando a probabilidade de se obter

sucesso na inoculagdo em plantas de milho.
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Tabela 2 Producdo média de conidios por semente de sorgo, inoculadas por
diferentes tipos de culturas de Cercospora zeae-maydis: conidios em
meio, suspensdo de conidios e micélio e conidios

Tipos de culturas flngicas Médias
Conidios em meio 3,20 x 10%a
Supensio de conidios 2,62 x 10%a
Micelio e conidios 466x10° b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade

Apesar dos tratamentos com conidios ndo apresentarem diferencas
estatisticas significantes, os conidios em meio de cultura proveniente de
transferéncia de esporos apresentou em média 5488 conidios/mL a mais do que a
suspensdo. Isto provavelmente ocorreu em decorréncia da germinagdo dos
mesmos na presenca de agua, o que auxiliou na colonizacdo das sementes pelo
micélio e ndo a producdo e/ou mantenca dos mesmos, uma vez que a
concentragdo inicial de conidios foi de 1.0 x 10° conidios/mL. Além disso, a
suspensdo de esporos auxiliou na distribuicdo uniforme dos mesmos sobre as
sementes, uma vez que, em todas as sementes analisadas observaram-se
conidios, cujos ndmeros variaram de 1.0 x 10° a 1.58 x 10° conidios/semente
(Tabela 2). Fato que ndo ocorreu em outros tratamentos que estavam em meio de
cultura sem a presenca de &gua livre.

Mathioni et al. (2006) obtiveram sucesso na inoculacéo de C. zeina e C.
zeae-maydis, utilizando a inoculagdo por sementes de sorgo, com cultura flngica
contendo micélio e esporos com 20 dias. No entanto, quando se utiliza este tipo
de cultura hd uma grande variabilidade de conidios nas sementes, podendo-se
encontrar de 0 a 1,8x10° conidios/semente e a frequéncia de 0 conidios/semente
foi alta (Tabela 2). Desta forma, existe maior probabilidade de ocorrer insucesso

no processo de inoculacdo. Para sanar esse tipo de deficiéncia na conducéo de
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um experimento, pode-se utilizar maior nimero de plantas, aumentando desta

forma, a probabilidade de se obter os sintomas desejados.

Tabela 3 Numero de conidios por sementes de sorgo colonizadas por diferentes
tipos de cultura de Cercospora zeae-maydis

Tratamento 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
SC 51000 32000 19000 10000 54000 27000 28000 15000 13000 12000 261000
SC 16000 11000 67000 69000 47000 47000 26000 24000 36000 39000 382000
SC 98000 82000 29000 41000 23000 33000 31000 16000 16000 23000 392000
SC 4500 6000 4000 42000 5000 8000 28000 2000 19500 21500 140500
SC 19500 13000 26000 6500 4500 15000 27500 12500 79000 23000 226500
SC 14500 11500 3500 2500 63500 4000 20500 12000 6500 1500 140000
SC 33000 9000 1000 10000 13000 3000 6000 1000 6000 25000 107000
SC 39000 26000 52000 13000 9000 30000 55000 25000 158000 46000 453000
Tratamento 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
M+C 2000 0 0 1000 4000 0 0 2000 1000 0 10000
M+C 4000 0 1000 20000 13000 0 0 11000 3000 5000 57000
M+C 3000 3000 0 2000 17000 11000 0 16000 8000 2000 62000
M+C 13000 12000 2000 12000 0 1000 5000 4000 4000 9000 62000
M+C 5000 4000 3000 3000 12000 2000 1000 2000 0 18000 50000
M+C 11000 4000 5000 13000 5000 0 13000 3000 2000 1000 57000
M+C 5000 2000 6000 9000 7000 12000 11000 3000 0 10000 65000
M+C 2000 0 0 1000 4000 0 0 2000 1000 0 10000
Tratamento 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
CM 54000 34000 44000 69000 41000 30000 46000 9000 12000 14000 353000
CM 22000 36000 25000 31000 33000 31000 31000 19000 31000 24000 283000
CM 49000 25000 37000 59000 33000 49000 18000 19000 31000 39000 359000
CM 46000 24000 49000 40000 43000 13000 18000 18000 50000 31000 332000
CM 2000 16000 125000 0 7000 111000 3000 0 0 3000 267000
CM 39000 24000 21000 49000 42000 18000 40000 65000 26000 31000 355000
CM 29000 23000 7000 5000 127000 8000 72000 24000 31000 1000 327000

Tratamentol = Suspensdo de conidios (SC), Tratamento 2 = Micélio e conidios (M+C),
Tratamento 3 = Conidios em meio (CM)

Resultado semelhante foi observado quandose utilizou meio de cultura
contendo apenas conidios para inoculagdo das sementes, em relacdo ao nimero
de conidios/sementes, cuja variacdo foi de 0 a 1.11 x10° (Tabela 2) embora, a
frequéncia de 0 foi bem menor (3 zeros) quando comparada com o tratamento
miceélio e conidios (18 zeros), ou seja, 6 vezes maior, 0 que possibilita maior
probablidade de se ter sucesso na inoculagéo, assim como a maior quantidade de

conidios por sementes.
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A quantidade de conidios/semente em cada tratamento pode ser
observada por imagens de microscopia eletronica de varredura das sementes
onde fica evidente que os tratamentos utilizando apenas conidios apresentam
maior nimero de conidios nas sementes, enguanto no tratamento micélio e

conidios, ha poucos conidios e muito micélio (Figura 4).

Figura 4 Eletromicrografia de varredura das sementes de sorgo inoculadas com
diferentes tipos de cultura de Cercospora zeae-maydis (A) suspensao
de conidios, (B) conidios em meio de cultura, e (C) micélio e conidios

Freppon et al. (1994), também, obtiveram bons resultados quando
utilizaram método semelhante de inoculagdo, onde foram usados grdos de aveia
(Avena sativa L.) colonizados com culturas de C. zeae-maydis incubadas por 5
dias a 28 °C sob fotoperiodo, embora ndo mencionassem o numero de conidios.

Os resultados indicam que as diferencas na quantidade de
conidios/semente sdo influenciadas de acordo com o tipo de cultura flngica
utilizado para inocular artificialmente as sementes de sorgo, as quais servem
como veiculo para o patégeno infectar a planta. No entanto, para conhecer a
concentracdo ideal, ou seja, aquela capaz de produzir sintomas, é necessario
conduzir ensaios em casa-de-vegetacdo sob condigBes controladas com os 3
tipos de tratamentos estudados.

Em relacdo ao tipo de cultura fungica mais adequado para inocular as

sementes de sorgo, os conidios, seja em suspensdo ou em meio de cultura,
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propiciam maior nimero de conidios/semente, provavelmente, porque o sorgo é
um meio que mantém os conidios no meio, e ndo induz produgdo dos mesmos,
pois, quando é colocado micélio nas sementes de sorgo, o numero de
conidios/semente € baixo, evidenciando que o processo de crescimento micelial
é favorecido em vez da esporulacdo. Desta forma, para aumentar a probabilidade
de sucesso nha inoculagdo das plantas é melhor trabalhar apenas com conidios.

Segundo Alfenas & Maffia (2007) é fundamental empregar a
concentragdo minima de indculo capaz de produzir nivel desejado de doenga. No
entanto, neste patossistema ha poucos estudos envolvendo inoculagéo artificial,
especialmente no Brasil, portanto, até o presente momento ndo é conhecida a
concentragdo ideal de conidios capaz de causar sintomas nas condigdes
climaticas do Brasil. Bluhm et al. (2008) citaram uma concentracdo de 10°
conidios/ml do C. zeae-maydis, de um isolado americano proveniente de Ohio.
Desta forma, pode-se inferir que uma concentragdo em torno de 10° conidios/mL
seja favoravel a infeccéo.

Conlui-se que ambos os métodos de esporulacdo sdo eficientes para
produzir conidios, principalmente sob condi¢es 6timas de esporulacdo em meio
STT e V8. Pelo método da secagem micelial o0 melhor tempo de fragmentacédo
foi 168 h, enquanto para 0 outro método, cada espécie exige uma condicdo
Otima. Para C. zeae-maydis esta condicdo é fotoperiodo de 12 horas ou em
auséncia de luz nos meios STT e V8, enquanto para C. zeina fotoperiodo de

12horas em STT ou na auséncia de luz em meio STT e V8.
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RESUMO

As espécies de Cercospora do milho se diferem quanto a producdo de
Cercosporina. Para tanto, o objetivo desse estudo foi induzir a produgdo da
toxina em Cercospora zeina e Cercospora sorghi f. sp. maydis em 16 meios de
cultura, e averiguar qual é o meio mais adequado para se detectar a toxina. Das
margens das col6nias foram retirados discos miceliais, os quais foram imersos
em KOH por 16 horas. A concentragdo de toxina foi calculada utilizando o
coeficiente de 23.300 L.mol . Nas condicbes em que foram submetidos os
fungos, ndo foi possivel a producdo de toxina em C. zeina, fato que reforga a
hip6tese de que a toxina s6 é produzida em planta. Em C. sorghi f. sp. maydis, a
producdo de toxina foi intensa nos meios com agua de coco, principalmente,
guando foi adicionado extrato de leveduras, apresentado 177,34 nmol/disco.
Apenas 0 meio M1D ndo foi capaz de produzir a toxina, embora a pigmentacao
avermelhada, tipica da mesma, esteve presente, tais caracteristicas podem
proporcionar erros em analises qualitativas da mesma. Houve diferencas na
producdo de toxina, quando se utilizaram marcas e concentracdo de BDAC(S)
diferentes, o que evidencia a importancia de mencionar ambos em trabalhos
dessa linha de pesquisa. Conclui-se que o C. sorghi f. sp. maydis produz toxina
em todos 0s meios, principalmente em CW+Y, exceto no M1D, enquanto com
C. zeina ndo foi possivel induzir e detectar a Cercosporina.

Palavras-chave: Cercosporiose do milho, Zea-mays, cercosporina.
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ABSTRACT

Cercospora species differ from capacity to produce toxin. The objective
of this study was to induce the production of toxin in Cercospora zeina and
Cercospora sorghi f. sp. maydis in 16 culture media, and to know which
medium that more induce the production of toxin. Agar plugs cut from margins
of the colonies were extracted in KOH for 16 hours. The cercosporin
concentration was determined by using a molar extinction coefficient of 23.300
L.mol . In the conditions that the fungi were cultured, it was not possible to
induce toxin production in C. zeina. This fact reforces the hypotheses that the
toxin is only produced in planta. C. sorghi f. sp. maydis produced high
concentration of toxin in medium with coconut water, especially when yeast
extract was added, 177.34 nmol/plug. Only the medium M1D did not produce
the toxin, but produced the red pigmentation similar to that. There was
difference in the production of toxin when use BDA from different vendors that
show the importance to cite the mark. We conclude that C. sorghi f. sp. maydis
produce toxin in almost all media, mainly in CW+Y, except in M1D, while to C.
zeina was not possible to detect cercosporin.

Keywords: Maize Gray Leaf Spot, Zea-mays, cercosporin.
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INTRODUCAO

Muitos fungos fitopatogénicos produzem metabodlicos secundéarios de
baixo peso molecular, que tem papel significante na interacdo planta-patdgeno
(Wolpert et al., 2002; Yoder 1980), como muitas espécies de Cercospora
(Assante et al.;1977; Fajola 1978; Lynch & Geoghegan 1979) que produzem a
toxina; Cercosporina.

A Cercosporina é uma fitoxina com atividade toxica contra um amplo
espectro de organismos, portanto, ndo seletiva ou nao especifica, é produzida
pelas hifas em meio de cultura, resultando em acumulo de cristais de
Cercosporina ao redor das hifas e na superficie do meio de cultura (Daub &
Chung, 2009); apresenta coloracdo avermelhada que se torna verde em
condi¢cdes alcalinas (presenca de KOH), exibindo a méxima absor¢cdo no
comprimento de onda a 480 nm (Jenns et al., 1989). Pertence ao grupo das
perilenequinonas e sua producgdo ocorre via rota dos policetidios, (condensagédo
das moléculas de malonato e acetato) (Okubo et al. 1975; Daub & Ehrenshaft
2000; Daub et. al. 2005; Choquer et al., 2005).

No entanto, existem espécies patogénicas altamente destrutivas e
virulentas, que ndo produz a toxina em meio de cultura, é o caso da Cercospora
sojina e Cercospora zeina. Carson et al. (2002) e Brunelli et al. (2008) ja haviam
observado que alguns isolados do antigo grupo I, atual C. zeina, ndo produziam
a Cercosporina.

A hipdtese mais aceita para explicar tal observagdo é que essas espécies
séo produtoras de toxina apenas in planta, uma vez que as condi¢des apropriadas
para induzir a toxina ndo foram propiciadas Além disso, ambas contém o gene
que confere auto-protecdo contra a agdo da toxina, o que reforca a hipétese que

elas realmente s@o produtoras de toxina in vivo (Goodwin & Dunkle, 2010).
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A substancia do grupo das perilenequinonas contém moléculas
fotossensibilizadoras que sdo capazes de absorver luz e gerar espécies ativas de
oxigénio, que danificam a membrana celular, apresentam cor e absorvem
comprimento de luz visivel (Daub & Chung, 2009)

A producdo de toxina in vitro via rota dos policetidios varia com
diversos fatores, como: meio de cultura, temperatura, luz, taxa de C:N, entre as
espécies, isolados de uma mesma espécie pelo meio de cultura, temperatura e
luz. (Jenns et al., 1989). O fator mais importante tanto para a ativagdo de toxina
quanto para biossintese é a luz, pois, em sua auséncia a produgdo de
Cercosporina é anulada e a minima exposi¢do a ela induz produgdo de toxina
(Daub & Chung, 2009). Além desses, outros fatores estdo associados a
biossintese de Cercosporina como o calcio/calmudolina, proteina G e a MAP
quinase (Chung, 2003; Shim & Dunkle, 2003).

O processo de ativacdo da Cercosporina pela ativagao de luz, em nivel
molecular é conhecido, no entanto, sobre a biossintese de Cercosporina pouco se
sabe a respeito, embora, recentemente, um grupo de genes que codificam
enzimas requeridas para a biossintese dessa toxina foram identificados e
caracterizados (Chen et al., 2007).

O grupo de genes ctb (cercosporin toxin biosynthisis) é responsavel pela
producdo de toxina e estdo correlacionados com as condi¢des ambientais. O
gene ctbl produz a enzima envolvida no primeiro passo na biossintese da
Cercosporina, enquanto o gene cfp (cercosporin facilitator protein) ndo esta
diretamente ligado a producdo de toxina e codifica a proteina, CFP, cuja fungdo
é eliminar a toxina para 0 meio externo; sua delecdo em Cercospora kikuchii
promoveu mutantes deficientes na produgdo de toxina e apresentou reduzida
viruléncia (Callahan et al., 1999). O czk3 é um gene que regula a producdo de
toxina, desenvolvimento do fungo e a patogénese. Isolados que tiveram esse

gene inativado apresentaram auséncia de Cercosporina e de estruturas
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reprodutivas na folha e em meio de cultura (Shim & Dunkle, 2003). O gene
pdx1 ou sorl ndo esta diretamente envolvido na biossintese da Cercosporina,
mas é responsavel por conferir resisténcia contra o oxigénio singleto (‘O,)-
produzido quando Cercosporina reage com a luz, a proteina desse gene, é um
essencial componente da biossintese da piridoxina (vitamina B6), que é capaz de
inativar a acdo do oxigénio singlete (Daub & Chung, 2009).

Pode-se detectar a Cercosporina em extratos de cultivos in vitro apds 2
dias que a cultura foi transferida para o meio (Jeens et al., 1989) ou a partir de
tecidos lesionados de plantas infectadas (Robeson et al., 1993). In vitro a
Cercosporina é sintetizada apenas em meios de cultura que propiciam o
crescimento vegetativo e esta é reprimida sob condigBes nutricionais que
induzem o processo de conidiagdo microciclica, como em meio V8 (Daub &
Chung, 2007). Isto sugere que o desenvolvimento do fungo e o metabolismo
secundario sejam antagonicos.

Desta forma, o objetivo deste trabalho consistiu em induzir a producéo
de toxina em C. zeina e C. sorghi f. sp maydis em 16 meios de culturas e

averiguar qual é o meio mais adequado para se detectar a toxina.

MATERIAL E METODOS

Isolados
Foram utilizados os isolados de Cercospora zeina: LV-23, IN-5 e BA-
150, provenientes de Lavras, Indiandpolis e Bambui, respectivamente e a

Cercospora sorghi f. sp. maydis, LV- 2, de Lavras.

Meios de cultura
Foram utilizados 16 meios de cultura: Agua-Agar (A), Agua+ levedura
(A+Y); Batata Dextrose Agar da marca Himédia (PDA-H), Batata Dextrose
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Agar da marca Himédia com levedura (PDA-H + Y); 0.2 de Batata Dextrose
Agar da Himédia (0.2 PDA-H), 0.2 de Batata Dextrose Agar da Himédia com
levedura (0.2 PDA-H +Y), Batata Dextrose Agar da marca Merck (PDA-M);
Batata Dextrose Agar da marca Merck com levedura (PDA-M + Y); 0.2 de
Batata Dextrose Agar da Merck (0.2 PDA-M), 0.2 de Batata Dextrose Agar da
Merck com levedura (0.2 PDA-M +Y), M-1-D (M-1-D), Agua de coco (CW),
Agua de coco com levedura (CW+Y); Agua de coco com cloreto de magnésio,
cloreto de manganés e cloreto de céalcio (CW+S); Agua de coco com cloreto de
magnésio, cloreto de manganés, cloreto de célcio e levedura (CW+S+ Y) e Suco
de Tomate Temperado (STT) (Tabela 1).

Todos os meios foram esterilizados por autoclavagem e medidos 0s
pH(s), os quais foram ajustados com NaOH ou KOH quando necessério.

Discos de micélio de cada espécie de Cercospora com 4 mm de diametro
foram colocados no meio de cultura e incubados por 10 dias sob luz continua a
27 °C.

Extracéo e quantificacdo de Cercosporina

Para extracdo e quantificagdo da toxina foi utilizada a metodologia
descrita por Chung (2003) com algumas modificacdes. Trés discos miceliais
com 4 mm de didmetro foram colocados em 8 mL de KOH (5 mol.L™) por 16
horas a temperatura de 25 °C no escuro. As leituras da absorbancia foram feitas
no espectofotdbmetro Beckman DU-600. A concentracdo de Cercosporina foi
calculada usando o coeficiente de extincdo molar de 23.300 L.mol 'nas leituras
de Ay nm (Jenns et al., 1989). Para determinar a concentracdo de Cercosporina

por disco, dividiu-se o resultado por 3.
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Analise Estatistica

O delineamento foi inteiramente casualisado (DIC) com 16 tratamentos
e 3 repeticGes e para cada placa de Petri foram feitas 3 leituras de absorbancia
da toxina. As médias foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. Para analise dos dados foi utilizado o programa Sisvar (Ferreira,
2000).
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Tabela 1 Componentes dos meios de cultura utilizados para induzir a produgao
de cercosporina por espécies de cercospora do milho

Componentes dos meios de

Mel?s de cultura Siglas cultura (1 litro) pH
Agua-agar AA 20 g de agar 6,42
A 20 g de agar e 1,5 g de extrato
Agua-agar com levedura AA+Y de levedura 9,14
Batata Dextrose Broth da marca PDA-H 20 gde PDB e 20 g de 4gar 9,15
Batata Dextrose Broth da marca _ 24 g de PDB, 20 g de agar,
Himédia com levedura PDA-H +Y 1,5 g de extrato de levedura 9.00
0.2 de Batata Dextrose Brothda  (5ppA-H  4.8gdePDBe20gdeagar 897
0.2 de Batata Dextrose Agar da 0.2 PDA-H 5 g de PDB, 20 g de &gar, 1,5 8.99
Himédia com levedura +Y g de extrato de levedura !
Batata Dext,(/cl)zfcgkar da marca PDA-M 39 g de BDA 532
Batata Dextrose Agar da marca PDA-M + Y 39 gde BDA e 1,5gde 5.25
Merck com levedura extrato de levedura
0.2 de BatataME;?z:(lt(rose Agar da 0.2 PDA-M 7.8g de BDA 9.00
0.2 de Batata Dextrose Agar da 0.2 PDA-M 7,8 gde BDA, 12 g de agar e 8.98
Merck com levedura +Y 1,5 g de extrato de levedura ’
Agua de coco CcCW 1(')'00 mL C,',e agua de coco 5,14
Sococo" e 20 de agar
100 mL de agua de coco
~ "Sococo" com 1,5 g de
Agua de coco com levedura CW+Y extrato de levedura e 20 g de 8.98
; agar
Agua de coco com cloreto de Agua de coco com solugdo
- A estoque a 1 % de MgCl, 20.3
magnésio, cloreto de manganés e CW+S ) 3 7.2
cloreto de calcio g; CaCl; 10.2 g; MnCl, 1.0 g
para 100mL de agua de coco
Agua de coco com solucéo
< 0,
Agua de coco com cloreto de es_toque ale d_e MgCI2 20.3
g N g; CaCl, 10.2g; MnCl, 1.0 g
magnésio, cloreto de manganeés, CW+S+Y ara 100mL. de agua de coco 8.52
cloreto de célcio e levedura P e15 g
de extrato de levedura
Ca (NO3) 5, 1.2 mM; KNOg,
0.79 mM; KCI, 0.87 mM;
MgSO,, 3.0 mM; NaH;PO,,
0.4 mM; sucrose, 87.6 mM;
e tartarato de amonio, 27.1 mM;
M1D modificado M1D FeCla, 7.4,uM: MNnSOA4, 55
30,uM; ZnSOy,, 8.7,uM;
H3;BO3, 22,uM; KI, 4.5 1mM,
Inositol (5g/1); Tiamina (0.5
g/l); e 4gua de coco (12 ml/l).
200 mL de suco de tomate
Suco de tomate temperado STT temperado "Super bom™; 20 g 6.59

de agar; 3,2 g de CaCO3

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de Cercosporina foi calculada usando o coeficiente de
extincdo molar de 23.300 L.mol 1 para leituras de A4 nm (Jenns et al., 1989)

(Tabela 1). Foi possivel induzir e detectar a Cercosporina apenas em C. sorghi f.
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sp. maydis, mas ndo em Cercospora zeina. No caso dos dois isolados de C. zeina
ndo foi possivel induzir e detectar a Cercosporina, provavelmente, porque
faltaram substancias essenciais que estdo presentes no milho para iniciar a
producdo da mesma, tal resultado suporta a hipdtese de que a producdo apenas
ocorre in planta, pois, o patdgeno contém o gene que confere autoprotecdo
contra a toxina (Goodwin & Dunkle, 2010) indicando que esta espécie seja uma
potencial produtora de Cercosporina.

Dentre os 16 meios de cultura utilizados (Figura 1A e B) apenas no
M1D modificado nédo foi possivel detectar a Cercosporina, para C. sorghi f. sp.
maydis, embora apresentasse aparentemente todas as caracteristicas da toxina,
ou seja, 0 meio apresentou coloragdo avermelhada, assim como as hifas, que
apresentaram coloragdo rdsea, caracteristica observada em isolados que
produzem muita toxina (Figura 2). No entanto, quando fragmentos miceliais
crescidos em meio M1D foram colocados em meio alcalino, KOH 0.5 N, a
coloracdo do meio ficou alaranjada e néo verde (Figura 3), conforme ocorre com
a Cercosporina (Jenns et al., 1989), portanto, ndo se trata da Cercosporina e, sim,
de outra substancia com caracteristicas visiveis no meio de cultura semelhante a
toxina estudada. Este constitui um exemplo de que analises qualitativas baseadas
em escalas de notas na intensidade da cor em meios de cultura sem uma anélise
quimica podem ocasionar erros.

O M1D é um meio de cultura sintético frequentemente utilizado para
producdo da toxina Fijiensi, pelo patdgeno Mycosphaerella fijiensis, causador da
Sigatoka Negra. Para a modificacdo desse meio foram adicionados compostos
orgénicos como Tiamina (Vitamina B1), Inositol (CsH1,06), que atuam como
fator de crescimento de micro-organismos e agua de coco, a qual contém todos
0s ingredientes essenciais necessarios para 0 desenvolvimento dos micro-
organismos (Krishnamurthy et al., 1958). Os nutrientes deste meio propiciaram

producdo de pigmento avermelhado no meio de cultura e coloragdo rosea do
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micélio. Upadhyay et al. (1990) observaram a mesma coloragdo em
Mycosphaerella fijiensis.

A concentracdo de toxina entre os meios utilizados variou de 177,34 a
2,73 nmol/disco (Tabela 2). Os meios com agua de coco foram os que mais
produziram toxina, principalmente, quando enriquecidos por leveduras e/ou sais
(S), como: MgCl, CaCl, e MnCl, O CW+Y foi o que apresentou maior
concentragdo de Cercosporina, 177,34 nmol/disco, seguidos pelos CW+Y+S,
CWH+S; PDA+Y (H) e CW.
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Figura 1 Producdo de Cercosporina por Cercospora sorghi f. sp. maydis em
diferentes meios de cultura incubado sob luz continua a 27 °C (A):
frente e (B): verso da placa
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Figura 2 Cercospora sorghi f. sp. maydis em meio M1D modificado (A,B), em
meio PDA+Y(H) (C), em meio PDA(H) (D). Micélio de coloragédo
rosea (A.C), pigmento avermelhado no meio semelhante a
Cercosporina (B) e Cercosporina no meio de cultura (D)

Figura 3 Coloracdo do KOH apdés 16 horas em contato com o micélio em meios
agua de coco (CW), M1D e Suco de Tomate Temperado (STT) de
Cercospora sorghi f. sp. maydis Cercosporina extraida em KOH 5 N
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O meio STT, que é tdo utilizado para a esporulagcdo quanto o V8,
induziu a produgdo de toxina, 9,99 nmol/disco, quantidade bem inferior quando
comparada com a do CW+Y, que foi 177,34 nmol/disco.

A producdo de toxina em meios de culturas que favorecem a
esporulacéo € rara, pois, as condi¢des nutricionais requeridas para cada processo
sdo diferentes, caracterizando-se por serem antagbnicos (Daub & Chung, 2009).
Portanto, este € o primeiro relato de producgdo de toxina em meio de cultura que
induzem o processo de esporulacdo, apesar de ambos 0s processos ndo serem
observados concomitantemente.

O meio Agar-agua (AA) é o mais pobre em nutrientes, apenas contém
agua e agar, o qual tem pequenas quantidades de minerais, tais como: P, Fe, K,
Cl, I e Ca; além de celulose, anidrogalactose e proteinas, que foram suficientes
para induzir a producdo de toxina, 4,01 nmol/disco, quantidade muito proxima
do tratamento enriquecido com levedura, AA+Y, 4.08 nmol/disco. Portanto,
neste meio o extrato de levedura ndo auxiliou no aumento da concentracdo da
toxina.

A maioria dos meios PDA(s) apresentou concentragdo inferior aos
tratamentos constituidos de agua de coco, com exce¢do do PDA+Y(H) que
apresentou 87,96 nmol/ disco, cujo valor ndo diferenciou estatisticamente dos
valores dos tratamentos CW, CW+S e CW+S+Y, mas foi significante maior
guando comparado com 0s outros tratamentos contendo PDA, principalmente
quando comparado com o PDA+Y (M), cuja concentracdo foi de 3,70
nmol/disco. A diferenca dos resultados deve-se exclusivamente a composic¢éo do
meio de cada marca, sendo assim, € de suma importancia que ao conduzir
experimentos visando a produgdo de Cercosporina que a marca do produto seja
mencionada, caso contrario, o resultado pode ser ndo reproduzivel. Da mesma

forma, PDA feitos diretamente de tubérculos de batata devem ser evitados, pois,
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a composicdo nutricional é desconhecida e altamente variavel com diferentes

fatores, como por exemplo, o tipo de cultivar.

Tabela 2 Producdo de Cercosporina em diferentes meios de cultura pelo
Cercospora sorghi f.sp.maydis

Meios de cultura Concentrac6es (nmol/disco)
CW+Y 177,34a
CW+Y+S 106,84 b

CW+S 89,96 b

PDA+Y(H) 87,96 b

CW 8556 b

PDA (M) 66,01 ¢

PDA (H) 1546  d
STT 9,99 d
0.2 PDA (H) 6,52 d
0.2 PDA (M) 5,25 d
0.2PDA+Y (H) 4,31 d
AA+Y 4,08 d
AA 4,01 d
0,2 PDA+Y (M) 3,70 d
PDA+Y (M) 2,73 d

Agar-agua (AA), Agar-4gua + levedura (AA+Y); Batata Dextrose Agar da marca
Himédia (PDA-H), Batata Dextrose Agar da marca Himédia com levedura (PDA-H +
Y); 0.2 de Batata Dextrose Agar da Himédia (0.2 PDA-H), 0.2 de Batata Dextrose Agar
da Himédia com levedura (0.2 PDA-H +Y), Batata Dextrose Agar da marca Merck
(PDA-M); Batata Dextrose Agar da marca Merck com levedura (PDA-M + Y); 0.2 de
Batata Dextrose Agar da Merck (0.2 PDA-M), Agua de Coco (CW), Agua de Coco com
levedura (CW+Y); Agua de Coco com cloreto de magnésio, cloreto de manganés e
cloreto de céalcio (CW+S); Agua de Coco com cloreto de magnésio, cloreto de
manganés, cloreto de célcio e levedura (CW+S+ Y) e Suco de Tomate Temperado (STT)

O uso do extrato de levedura para potencializar a producdo de toxina
ocorre apenas em alguns meios de cultura, necessitando, portanto, de estudos

prévios em cada tipo de meio a ser utilizado.
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Assim como observado por You et.al.(2008), Daub & Chung, (2009), foi
possivel verificar que a producdo de toxina varia com diferentes fatores
nutricionais. Portanto, uma vez observado que a agua de coco é um eficiente
indutor de toxina, é importante averiguar se diferentes marcas influenciam
significantemente para esta producdo, pois, mesmo entre 0s PDA (s) sintéticos,
apresentam variages significativas da toxina.

Néo foi possivel induzir e detectar a Cercosporina em C. zeina,
provavelmente, faltou substancias essenciais que estdo presentes no milho para
iniciar a producdo da mesma, tal resultado suporta a hipotese de que a producéo
apenas ocorre in planta, pois, o patdgeno conttm o0 gene que confere
autoprotecdo contra a toxina (Goodwin & Dunkle, 2006). Desta forma, estudos
envolvendo a producdo de toxina in planta ou o teste de outros meios sdo
necessarios para obtencdo de resultados mais conclusivos. Daub & Ehrenshaft
(2000) obtiveram resultados com Cercospora kikuhii que ndo produziam toxina
in vitro, apenas in planta. Além disso, estudos com as enzimas degradadoras de
parede devem ser estudados na tentativa de elucidar os mecanismos que
permitem a esse patdgeno ser mais agressivo que as outras espécies de
Cercospora do milho sem a produgdo de toxina in vitro, a qual auxilia no
processo de patogénese

Estudos com diferentes espécies de Cercospora envolvendo o efeito da
Cercosporina, no processo de patogénese concluiram que essa toxina ndo é
necessaria para que o processo de infeccdo ocorra, mas para aumentar a
severidade da doenca. Shim & Dunkle (2003) observaram que as especies
mutantes de C. zeae-maydis, ou seja, aquelas ndo produtoras de toxina
colonizam as plantas, mas ndo foram capazes de causar sintomas.

A Cercosporina apresenta coloracdo avermelhada que se torna verde em
condicbes alcalinas, como na presenca de KOH (Jenns et al.,1989). Desta forma,

a formacdo, de pigmento avermelhado no meio de cultura, sem coloracdo verde
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na presenca de KOH nem sempre é a Cercosporina. Tal fato foi observado no
meio M1D, que induziu a producdo de uma substancia avermelhada, semelhante
a Cercosporina, mas que na presenca de KOH tornou-se amarelada, o que
evidencia a importancia de se fazer analises quimica, além da andlise qualitativa
para se ter precis&o.

Em relacdo aos meios gque induziram a producao da toxina, 0 meio agua
de coco é muito rico em nutrientes, como aglcares e outros glicidios,
aminoacidos e suas amidas, e outros metabdlitos (Hendo, 1991; Roca &
Mroginski, 1991). Esses nutrientes juntamente com o extrato de levedura, que
contém pequenas quantidades de célcio necessérias para inducdo de toxina
(Chung, 2003) propiciaram alta concentracdo de Cercosporina. You et al. (2008)
observaram que o extrato de levedura pode potencializar ou ndo a producao de
toxina, dependendo do meio de cultura utilizado sem alterar a expressdo dos
genes envolvidos na biossintese, o que indica a existéncia de outros mecanismos
que podem estar envolvidos. Neste meio, o extrato de leveduras e outros
componentes, como 0s sais, proporcionaram aumento na producdo de
Cercosporina, embora a diferenca entre a concentracdo de toxinas dos meios nao
sejam significativas, a variacdo entre 0 CW e 0 CW+Y+S, e, CW e 0 CW+S,
foram 21,28 e 4,40 nmol/disco, respectivamente.

Neste estudo, 0s sais apresentaram pouca contribuicdo no aumento da
concentragdo da toxina e o extrato de levedura foi o composto que mais
proporcionou aumento. No entanto, quando adicionado extrato de leveduras e
sais simultaneamente, a producdo de toxina diminuiu quando comparado com 0
meio CW+Y, isto ocorreu provavelmente em virtude do excesso de nutrientes,
principalmente do calcio, pois, este estd presente no extrato de leveduras e nos
sais.

Os sais usados no meio CW+Y+ S e CW+S so fontes de Ca**, Mg** e

Mn*" e os fons Ca®* e Mn®* tém efeito estimulador na producéo da toxina em C.
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nicotiane. O Ca’* esta envolvido em sinais de traduc&o iniciais que podem ativar
a expressao dos genes envolvidos na regulacdo e biossintese da Cercosporina
(Chung, 2003).

A Cercosporina é preferencialmente sintetizada em meios que estimulam
0 crescimento vegetativo, como o PDA e é reprimida quando crescem em meios
que favorecem a esporulacdo, como 0s meios V8 e STT, pois, as condi¢Bes
nutricionais requeridas para cada processo sao diferentes, caracterizando-se por
serem antagbnicos (Daub & Chung, 2009). Portanto, este é o primeiro relato de
producéo de toxina em meio de culturas que induzem o processo de esporulacéo,
apesar de ambos 0s processos ndo serem observados concomitantemente. Desta
forma, é possivel inferir que ha outros mecanismos de ativacdo de toxina neste
meio, que ainda é desconhecido.

Jenns et al. (1989) constataram que o melhor meio para producdo de
toxina era 0 PDA, posteriormente, Chung (2003) observou que as melhores
condicBes para o Cercospora nicotianae produzir a Cercosporina era sob luz e
com uma camada fina de 15 mL meio PDA (Difco® Detroit,MI, USA), em placa
de Petri de 9 cm, enquanto para C. zeae maydis frequentemente é utilizado 0.2
PDA da Difco® (Bluhm & Dunkle; 2008, Shim & Dunkle, 2003), pois, a
producdo é maxima em meios pobres em nutrientes, como o PDA diluido, e
minima ou total auséncia de toxina ocorre em meios ricos (Shim & Dunkle,
2003). No entanto, neste trabalho foi observado o oposto para C. sorghi f. sp.
maydis, os meios PDA (H) e (M) induziram mais a producéo de toxina, 66,01 e
15,46 nmol/disco, do que em meios diluidos com 0,2 PDA (H) e (M), que foram
6,52 e 5,25 nmol/disco, além disso, a adicdo de leveduras, nos meios diluidos de
PDA da marca da Merck e da Himedia ndo auxiliaram na producdo de toxina,
enguanto em meio CW, o extrato de levedura auxiliou na inducdo da mesma. O
motivo pelo qual o extrato de levedura pode aumentar ou diminuir a producéo de

Cercosporina é desconhecido (You et al., 2008).
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Em relagdo ao célcio, You et al. (2008) conseguiram induzir a toxina
quando utilizaram uma quantidade de 10-100 mmol. L™ em meio PDA (PDA
EM Science®), no entanto, os autores sugerem que manter o Ca®* endégeno em
homeostasia é o melhor para se obter a biossintese da toxina em C. nicotiane.
Portanto, quando se adicionam doses excessivas de célcio, ocorre retardamento
do processo. O Mg ndo apresenta contribuicBes significativas para a
biossintese da Cercosporina (You et al., 2008).

Um ponto importante de se ressaltar no que diz respeito & inducéo de
Cercosporina, é a importancia de se trabalhar com um meio que ndo apenas
induza a Cercosporina, mas que também ofereca, ao fungo, nutrientes suficientes
para promover desenvolvimento micelial abundante, pois, quanto mais micélio,
maior € a producdo de toxina, vide, por exemplo, os meios AA e CW, em ambos
a producdo da toxina ocorre, no entanto, o AA apresentou baixa concentracdo da
mesma.

Neste trabalho foi possivel observar que os meios feitos a partir de agua
de coco foram altamente indutores de Cercosporina. Sendo assim, este meio
constitui uma nova alternativa para obtencdo da toxina.

As marcas dos PDA(s) podem levar a resultados totalmente diferentes,
portanto, € de extrema importancia que em trabalhos com toxina, seja
mencionado ndo apenas a quantidade de PDA, mas também a marca, pois, a
concentragdo de toxina é alterada por diferentes componentes nutricionais, 0s
guais mudam de acordo com o fabricante. Além disso, a toxina pode ser
produzida pelo C. sorghi f. sp. maydis em meios que estimulam a esporulacdo.
Apesar desta espécie de Cercospora ndo ser patogénica, estes resultados
contribuem para futuras investigagdes em estudos bioquimicos e de expresséo
génica, pois, se trata de um caso inédito.

Além disso, pode-se concluir que o melhor meio para se obter producédo

de toxina em C. sorghi f. sp maydis foram aqueles com agua de coco,
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principalmente quando suplementados com leveduras ou com leveduras e
cloretos de magnésio, manganés e calcio, e a producao de Cercosporina em meio
Suco de Tomate Temperado é possivel, sendo visivel e detectavel por

Espectrometria.
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