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Procurando dados locais, com relagio a casos de intoxicaggeg
por enterotoxina estafilocécica tendo como alimento veiculador o lej.
te, ndo conseguimos informacgdes registradas. Talvez, os casos passem
desapercebidos ou recebam outro diagnéstico.

Achamos da mais alta importancia, realizarem-se estudos sobre
esta problematica de grande significado em Sa.udga I?ubhca, a fim de
conhecer sua magnitude e propor-se medidas cabiveis.
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UENCIA DE MEIOS DE CULTURA E REGIME LUMINOSO NA
ESPORULACAO DE CERCOSPORA SOJINA HARA. *

Effect of light and substrate on the sporulation of Cercospora
sojina Hara.

Peri Veiga **
Hiroshi Kimati ***

RESUMO

Dois isolados de Cercospora sojina Hara foram cultivados em
diferentes condicdes de meio de cultura e regime luminoso. Observan-
do-se que a esporulacdo foi melhor em V-8 agar (V-8 A) e farinha
de aveia agar (FAA) do que em batata dextrose agar (BDA) e folhas
de cenoura agar (FCA).

A esporulacdo em luz (Fluorescente G.E. 40 Watts) e escuro
alternados foi melhor do que em luz e escuro continuos.

O isolado 1 esporulou, em geral, melhor do que o isolado 2.

SUMMARY

Two isolates of Cercospora sojina Hara were cultivated under
different conditions of substrate and light. It was concluded that
sporulation (conidia) was better in V-8 agar and oatmeal agar than
in potato dextrose agar and carrot agar (extract of leaves). Sporu-
lation in light (Fluorescent G.E. 40 watts) and dark alternating was
better than continuous light or continuous darkness. Isolate 1, in
general, sporulated better than isolate 2.

INTRODUCAO

O fungo da mancha “olho de ra”, Cercospora sojina Hara, foi
originalmente descrito em 1915 por Hara, no Japao, e posteriormente,
por Miura, em 1921, que o denominou  Cercospora daizu Miura
(ATHOW & PROBST (1); SHERWIN & KREITLOW (6). Nos Estados
Unidos, embora os sintomas ja tivessem sido observados por alguns
autores, sua presenca s6 foi comprovada em 1928 por LEHMAN (4).
Nesse trabalho o autor fez uma descricdo completa da doenca e do
agente patogénico, relatando que o fungno esporula facilmente nos
meios de cultura que suportam crescimento normal.

No Brasil a C. sojina foi constatada pela primeira vez em 1971,
no Parani, por YORINORI (10), sendo sua incidéncia comprovada
no Rio Grande do Sul, em 1973, por REIS & KIMATI (5).

Exceto a referéncia de LEHMAN (4) sobre a esporulacido de
C. sojina, nada mais foi encontrado na bibliografia sobre as condicdes
que favorecem a esporulacio deste fungo.

* Parte do trabalho apresentado para obtencido do titulo de Mestre.
na ESAILQ, Piracicaba, SP.
** Prof. Assistente do Depto. de Fitotecnia, CCR — UFSM.
*** Prof. Assistente do Depto. de Fitopatologia da ESALQ.
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Em vista da importincia da padronizagdo do inéculo em tra.
balhos de avaliagdo da resisténcia e no estudo da variabilidade qg
patégeno, fica demonstrada a necessidade de trabalhos que fornecam
dados quantitativos da esporulacgido deste fungo.

O presente trabalho tem por objetivo o conhecimento de algung
fai:gres que afetam a produgdo de esporos de C. sojina em meios de
cultura.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos laboratoéorios do Departamentg
de Fitopatologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
d—- USP — Piracicaba, no periodo compreendido entre maio e julhg

e 1973.

Foram usados 2 isolados de C. sojina: 1 — Obtido da variedagde
Bragg, pelo Eng° Agr®° J. T. Yorinori, no Parana; 2 — Obtido dg
variedade Halle — 7, pelo Eng.° Agr.° E. M. Reis, no Rio Grande do Sul.

Os isolados foram mantidos por repicagens sucessivas em BDA,
inclinado em tubo de ensaio, de onde foram retirados para instalacgio
dos ensaios.

Foram instalados 3 ensaios: I — Influéncia do regime luminoso
na esporulacido do isolado 1 de C. sojina, em meio BDA; II — Infly-
éncia de meios de cultura na esporulacdo dos isolados 1 e 2 de C.
sojina e III — Influéncia do regime luminoso na esporulacdo dos
isolados 1 e 2 de C. sojina, em meio V-8 A.

O ensaio I foi delineado em experimento inteiramente casuali-

zado e com 3 repeticoes. Foi conduzido em tubos de ensaio Pyrobras
de 15 mm x 150 mm, contendo 5 ml de BDA inclinado. O pH do meio
foi ajustado para 5,5 a 6,0 antes da autoclavagem. A transferéncia do
fungo foi feita colocando-se uma gota de uma suspensdo de esporos
e micélio no meio de cultura, inclinando-se o tubo para que a sus-
pensdo tivesse uma distribuicdo uniforme em toda a superficie do
meio. Esta suspensdo foi obtida pela adicdo de 3 ml de agua esterili-
zada em tubo de ensaio contendo o fungo crescendo em BDA inclina-
do e friccionando-~se a superficie da cultura com uma alga de platina,
flambada.

Logo ap6s a transferéncia do fungo, os tubos de ensaio foram
colocados em uma. Biotronette Mark III, & 25 cm de distincia de dois
tubos fluorescentes General Eletric de 40 Watts, e a uma tempera-
tura de 25° a 27°C. Deste modo os tubos foram submetidos aos se-
guintes tratamentos: luz continua; 12h de luz x 12h de escuro; Sh
de luz x 15h de escuro; 6h de luz x 18h de escuro e escuro continuo,
durante 10 dias. Os tratamentos no escuro foram obtidos enrolando-
se os tubos de ensaio em folhas de aluminio.

O ensaio II teve o delineamento em experimento inteiramente
casualizado e com 5 repeticoes. Cada repeticao constou de 25 ml de
meio agarizado esterilizado em erlenmeyer Pyrex de 250 ml.

Os meios de cultura usados foram: batata dextrose agar (BDA),
farinha de aveia agar (FAA), folhas de cenoura agar (FCA) e suco
V-8 agar (V-8 A), preparados conforme TUITE (9), com excessio
do FCA que foi modificado pela adicido de 5 g de dextrose por litro e
foi autoclavado durante 20 minutos sob 1,5 atm de pressiao, como 0s
demais. Todos os meios de cultura tiveram seu pH ajustado para 5,5
a 6,0 antes da autoclavagem.
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A transferéncia do fungo foi feita colocando-se 1 ml da sus-
wensdo de €sporos e micélio, por erlenmeyer, com auxilio de uma
permga dosadora, Os erlenmeyers foram colocados em Biotronette
e mesmo modo que no ensaio I. O regime luminoso usado foi de 9h
4o uz X 15h de escuro, durante 10 dias, sendo o tratamento no escuro

g:do cobrindo-se a frente da Biotronette e desligando-se as fontes

luz.
de O ensaio IIT foi delineado em experimento inteiramente casua-
jizado com 4 reparticoes e conduzido do mesmo modo que o ensaio II.

O meio de cultura usado foi o V-8 A e foram dados os seguintes

/ﬁ.atamentos: luz continua, 9h de luz x 15h de escuro g escuro con-
‘finuo, sendo os tratamentos no escuro, obtidos enrolando-se os er-
flenmeyers com folhas de aluminio.

A avaliacdo dos ensaios foi feita contando-se os esporos de
soes obtidas pela adicdo de solucio de Twenn 80 a 1% nos
‘4ubos ou erlenmeyers, que foram agitados vigorosamente para de-

‘salojar oS €sSporos dos esporoforos. As contagens de €sSporos nas sus-
_pensdes foram feitas com seis amostragens com hemocitdometro.

'RESULTADOS E DISCUSSAO

i A analise estatistica dos resultados apresentados nos quadros
1e 3 evidencia uma acentuada inibicio da esporulacdo de C. sojina
nela 1uz e escuros continuos, tanto em BDA como em V-8A. Essa

bicio ndo tinha sido citada na bibliografia consultada. No entanto,
yesultados semelhantes foram obtidos para C. beticola quando sub-
metida a esses tratamentos por CALPOUZOS & STALLKNECHT (2).
‘fmbora usando limpadas incandescentes de 40 watts, esses autores
‘observaram uma inibi¢cdo da esporulacdo quando o fungo era subme-
‘#do a luz continua, inibicdo parcial sob escuro continuo e o maximo
‘de esporulacido sob condicdes alternadas de luz e escuro.

A inibicdo parcial da esporulacio sob condicdes de escuro con-
tinuo, foi observada para onze espécies de Cercospora por KILPATRIK
& JOHNSON (3) e também para C. nicotiana e C. arachidicola por
STAVELY & NIMMO (8) e SMITH (7), respectivamente, entretanto,
a0 contrario de C. sojina e C. beticola, a 1uz continua estimulou a es-

acdo, tanto de C. nicotiana como de C. arachidicola, sendo, in-
clusive, recomendada para obtencdo de inéculo destes dois fungos.

Quadro 1 — Influéncia do regime luminoso na esporulagdo do isolado
1 de Cercospora sojina, em meio BDA.

Tratamentos Numero de esporos‘ (x 10%4) por
i tubo de ensaio (*)
horas de horas de
b4 Repeticoes Médias
luz escuro I II 111
24 x 00 (*%)
12 X 12 16,80 12,00 13,50 14,10
09 X 15 16,50 19,80 18,90 18,39
06 b-4 18 9,90 9,60 11,40 10,30
00 X 24 4,50 2,40 3,00 3,30

(*) Média de seis amostragens por parcela.
(**) Neste tratamento o fungo nao produziu esporos.
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Quadro 2 — Influéncia de meios de cultura na esporulacio d
isolados 1 e 2 de Cercospora sojina. 08
Numero de esporos (x 10%) -
Isolados Meios por erlenmeyer (*)
— Médiag
(**) Repeticoes
I II 111 v v
—_—
V-8A 698,80 606,80 481,60 640,00 541,60 593,76
FAA 355,20 608,40 546,80 620,00 463,20 518,72
1
BDA 247,60 253,40 296,60 280,80 242,60 264,20
FCA 46,770 74,60 5830 47,50 66,80 58,76
V-8A 328,80 518,70 422,40 562,50 854,90 497,40
FAA 560,00 413,20 395,20 556,80 470,00 479,04
2
BDA 132,60 211,20 178,40 168,40 171,60 172,44
FCA 21,30 11,70 33,80 49,60 19,60 27,20

(*) Média de seis amostragens por parcela.

(**) 1 — Isolado do Parana.
2 — Isolado do Rio Grande do Sul.

Os resultados do quadro 3 evidenciam ainda, que embora os dols
isolados tenham tido sua gesporulacio inibida pela luz e escuro conti-
nuos, esta inibi¢cdo foi mais acentuada no isolado 1 do que no isolade
2, indicando, desse modo, a influéncia da variabilidade genética nes-
sas reacgoes.

A analise estatistica evidencia que os resultados apresentados

no quadro 2, onde os dois isolados de C. sojina produziam esporos nos
meios BDA, FAA, FCA e V-8 A, concordam com a afirmativa de

LEHMAN (4) de que diferentemente de outros fungos do género Cer- .

cospora, este fungo esporula fiacilmente em meios de cultura. Entre-
tanto, a quantidade de esporos produzida nos diferentes meios fol
altamente variavel, permitindo destacar meios como o V-8 A e FAA,
onde ficilmente se obtém grandes quantidades de esporos, possibi-
litando, desse modo, inoculacdes controladas em muitas plantas a0
mesmo tempo. Além disso, as diferencas nas quantidades de esporos
produzidas pelos isolados, indicam que a capacidade de esporulacio
deste fungo depende de sua variabilidade genética.
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adro 3 — Influéncia do regime luminoso na esporulacao dos
Qu isolados 1 € 2 de Cercospora sojina.
— Numero de esporos (x 10%)
- T -
Isola rata por erlenmeyer (*) )
dos mentos Médias
e Repeticoes
Gl &= 1 I o Iv
“  L.C. 000 000 000 0,00 0,00
1 L. A 83,00 127,00 124,00 49,00 97,75
E. C. 7,70 3,50 2,60 4,00 445
L. C. 1,00 0,00 0,00 0,10 0,27
2 L. A. 20,00 28,00 81,00 34,00 40,75
. E. C. 17,00 13,00 12,00 25,00 16,75

um——

(*) Média de seis amostragens por parcela.

.’(**) 1 — Isolado do Parana.
2 — Isolado do Rio Grande do Sul.

(*#**) L. C. — Luz continua.
L. A. — 9 horas de luz x 15 horas de escuro
E. C. — Escuro continuo.

Embora ainda nao tivesse sido comprovada para C. sejina, a
capacidade indutora da esporulacéio, do meio V-8 A, ja era conhecida
para muitas espécies de fungos (TUITE (9)). O meio FAA, ainda que
nio fossem encontradas referéncias sobre sua capacidade como indu-
tor da esporulacido no género Cercospora, foi tao eficiente neste par-
ticular quanto o meio V-8 A, podendo substitui-lo com vantagens,
pois V-8 é um produto importado, nem sempre sendo encontrado no
mercado nacional.

O meio FCA indicado por KILPATRICK & JOHNSON (3) para
esporulacdo de diversas espécies do género Cercospora, embora tenha
sido 0 que menor esporulacido induziu, ndo perdeu completamente sua
capacidadc indutora da esporulacdao pela autoclavagem sob 1,5 atm
de pressao, conforme citado pelos referidos autores. Essa discord:?mci.a
de resultados pode ser atribuida 4 modificacdo introduzida ao meio
(adicao de dextrose) ou pelo comportamento de C. sojina em relacao
as espécies estudadas por agqueles autores.

CONCLUSOES

Para obtencio de inéculo de Cercospora sojina Hara é preciso
considerar que a sua esporulacido, entre outros fatores, depende:

1 — Do meio de cultura empregado.

2 — Do fotoperiodismo.

3 — Da capacidade inerente de esporulacao do isolado.
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