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RESUMO: A planta da melancia pode ser infectada por diversos patégenos que podem provocar perdas na
produtividade e qualidade dos frutos. Entre estes, o fungo Ascochyta cucumis, que é o agente causal do crestamento
gomoso do caule em plantas de melancia pode ser considerado um grande problema. Para estudos de laboratério e de
campo € importante ter um crescimento e esporulacio abundante do patégeno em estudo. No entanto, estudos sobre a
esporulacao de A. cucumis em diferentes meios de cultura sido escassos na literatura nacional e internacional. O objetivo
deste trabalho foi estudar a influéncia de diferentes meios de cultura e do regime de luz no crescimento micelial e
producdo de conidios de A. cucumis. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 7 x 3,
com cinco repeticdes. Os meios testados foram: BDA; BDA modificado; V8 modificado; aveia; cenoura; folha de
melancia e folha de melancia+CaCO;. Todos os meios foram submetidos a luz continua, fotoperiodo 12 hr e escuro
continuo. Os meios que mais favoreceram o crescimento micelial foram folha de melancia + CaCOs3, folha de melancia e
BDA modificado, respectivamente, sob regime de luz continua. Maior producdo média de conidios foi obtida nos meios
folha de melancia e folha de melancia+CaCQOj;. O meio folha de melancia+CaCOj; foi o que mais favoreceu a producio de

conidios mesmo em diferentes regimes de luz.

PALAVRAS — CHAVE: Didymelia bryoniae. Fotoperiodo. Substrato. Multiplicacao.

INTRODUCAO

A planta de melancia (Citrullus lanatus
(Thunb) Mansf) pode ser infectada por diversos
patégenos que podem provocar perdas na
produtividade e na qualidade dos frutos. Dentre os
patogenos que infectam a planta, o fungo Ascochyta
cucumis Fautr & Roum (teleomérfo Didymella
bryoniae (Auersw.) Rehm), agente causal do
crestamento gomoso do caule da melancia € um dos
mais importantes nas condi¢des brasileiras
(SANTOS et al., 2005).

A doenca pode ocorrer durante todo o ciclo,
desde a fase de plantula até o periodo de formacao
de frutos, podendo causar tombamento, lesdes
circulares nos cotilédones e folhas e formacdo de
cancros no caule e nas hastes (SANTOS et al.,
2005). Em estigios mais avancados da doenca é
possivel observar pequenas pontuagdes escuras e
circulares que correspondem aos picnidios do
patégeno, juntamente com exsudado gomoso
associado as lesdes (KUROZAWA et al., 2005).
Temperaturas de 20 a 30 °C, com um 6timo em
torno de 25 °C e umidade relativa do ar em torno de
95% sao favoraveis ao desenvolvimento do fungo
no hospedeiro. Porém, a doenca pode ocorrer em
locais onde a umidade ¢ inferior a 40% durante o dia

e ha molhamento foliar a noite (SANTOS et al.,
2005). Para o controle recomenda-se a adocdo de
técnicas de manejo integrado, incluindo praticas
culturais, controle quimico e controle genético com
a utilizacdo de gendtipos tolerantes e/ou resistentes
dentre outras medidas (SANTOS et al., 2011).

Um passo importante nos estudos sob
condi¢gdes controladas e em campo, nas dreas de
Fitopatologia, Microbiologia, Melhoramento
Vegetal, Biotecnologia, é o cultivo in vitro do
organismo em estudo para producdo massal de
conidios vivos que serdo utilizados durante as
diferentes etapas de execugdo da pesquisa. Segundo
Salles (2002), A. cucumis é de dificil crescimento e
esporulagdo em meio de cultura, pois apresenta
crescimento  micelial lento em relagdo aos
contaminantes. Entretanto, o wuso de Nalgene
autoclavable pan mostrou-se mais favordvel a
esporulagdo do que o crescimento tradicional em
placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar
(BDA) (GUSMINI et al., 2003). Alguns autores
obtiveram esporulacdo de A. cucumis com diversos
meios como: meio BDA modificado, com 50g
batata/L. de 4gua (SOMAI et al., 2002), feijao Azuki
(PASCHOLATTI et al., 1986), cubos de batata
autoclavados (NGA et al., 2010), meio V8 Juice-
Agar cultivado sob luz ultravioleta curta continua
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(TSUTSUMI, 2004) e meio BDA sob luz
ultravioleta continua (TSAY et al., 1990).

Fatores importantes como a composi¢do e
concentracdo de nutrientes no meio, requerimento
nutricional e a variabilidade fisiolégica do isolado,
além das condi¢des ambientais, podem influenciar a
multiplicacdo de conidios de fungos fitopatogénicos
(CRUZ et al., 2009). Desta forma, é importante
determinar os melhores meios de cultivo e
condic¢des de luminosidade para que se obtenha uma
alta producio de conidios em um curto periodo de
tempo. Este trabalho teve por objetivo estudar a
influéncia de diferentes meios de cultura e do
regime de luz no crescimento micelial e produgdo de
conidios de A. cucumis.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal do Tocantins (UFT), Campus Universitario
de Gurupi — TO, e repetido para confirmagdo dos
resultados.

Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 7 x 3, com cinco
repeti¢des, sendo os fatores representados por meios
de cultura e regimes de luz. Os meios testados
foram: BDA (250g batata, 20g dextrose, 15g Agar);
BDAM - BDA modificado (50g batata, 20g
dextrose, 15g Agar) (SOMALI et al., 2002); V8M -
V8 modificado (230g de suco de tomate
concentrado, 20g dextrose, 15g Agar e 3g CaCOs)
(DIAS NETO et al., 2010); MA - meio aveia (50g
Aveia em Flocos Quaker®, 20g dextrose, 15g Agar);
MC - meio cenoura (300g de cenoura, 20g dextrose,
15g Agar); FM - folha de melancia (80g folha de
melancia picada, 16g de Agar) e FM+CaCO; - folha
de melancia + CaCO; (80g folha de melancia
picada, 16g de Agar, 3g de CaCOs) adaptados de
Brunelli et al., (2006). Para o preparo dos meios, 0s
reagentes utilizados foram: Agar-Agar granulado
(puro, purificado e livte de inibidores
microbiolégicos com pH inferior a 6,0); Dextrose
(D[+] glucose anidra CgH;,0g); adicionado de

250g de Ampicilina.

Ap6s a autoclavagem durante 20 minutos a
120 °C, os meios foram vertidos, aproximadamente
20 mL, em placas de Petri sob condi¢cdes assépticas.
O isolado de A. cucumis (Melancia UFT - 39),
obtido de cultivo de melancia em Gurupi-TO, foi
repicado por disco micelial e posicionado no centro
de cada placa. As placas foram submetidas aos
seguintes regimes de luz: LC - Luz continua e FP-12
Fotoperiodo (12 horas de luz) e EC - Escuro
Continuo, e incubadas por 10 dias em cdmara de
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crescimento a temperatura de +27 °C. No tratamento
de regime de LC e FP-12 as placas ficaram
posicionadas 20 cm abaixo de ldmpadas de luz
fluorescente, luz do dia, 40W (Universal Duramax)
e em EC as placas foram envoltas em papel
aluminio.

O didmetro da colonia (mm) foi
quantificado aos sete dias com o auxilio de um
paquimetro digita}, e a avaliagdio do ndmero de

conidios (n° x 10 conidios.mL™) foi realizada aos
10 dias apds a repicagem. Para contagem dos
conidios, cada placa foi lavada com 20 mL de dgua
destilada estéril e foi feita a raspagem com auxilio
de um pincel de cerdas macias para a liberagdo dos
conidios dos picnidios. Apds a lavagem, a solugdo
foi filtrada em gaze e os conidios foram
quantificados em camara de Neubauer.

Para a analise estatistica, os dados foram
tabulados e submetidos a andlise de variancia. As
médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora haja relatos que o crescimento
micelial de A. cucumis é relativamente lento se
comparado a outros fungos (SALLES, 2000), no
presente trabalho isso ndo se verificou. Com sete a
oito dias apds a repicagem toda a superficie do meio
de cultura foi ocupada pelo fungo, na maioria dos
meios de cultura. Observou-se ainda crescimento
em todos os meios utilizados, independente do
regime de luz, diferindo apenas na velocidade de
crescimento e na aparéncia do micélio (Figura 1).

De acordo com os resultados obtidos
verificou-se que o maior crescimento micelial
(Tabela 1) de A. cucumis foi proporcionado pelos
meios de cultura de FM, BDAM e FM + CaCQOs,
respectivamente, sob regime de LC. E o meio VEM
foi o que proporcionou menor crescimento. Os
meios MA, MC e BDA nao diferiram dos demais.
No regime de FP-12 nio houve diferenca estatistica
entre os tratamentos. E no regime de EC o meio
contendo  FM+CaCo;  proporcionou  maior
crescimento micelial, diferindo apenas do meio
BDA.

De um modo geral, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre a maioria dos regimes
de luz utilizados para o crescimento micelial de A.
cucumis. Entretanto, o meio V8M proporcionou
maior diametro médio da col6énia quando submetido
ao regime de EC (76,8 mm), e menor didmetro
médio quando submetido ao regime de LC (61,9
mm).
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Figura 1. Aspecto da coldnia de Ascochyta cucumis, ap6s sete dias da repicagem nos meios de cultura BDA (A), BDA
modificado (B), V8 modificado (C), Meio Aveia (D), Meio Cenoura (E), Meio folha de melancia (F) e Meio
folha de melancia + CaCO; (G).

Tabela 1. Didmetro médio da col6nia (mm) de Ascochyta cucumis obtidos em diferentes meios de cultura e regimes de
luz, ap6s sete dias de incubagdo. Gurupi. UFT, 2010.

Diametro médio da col6nia fingica (mm)’

Meio de Cultura

LC? FP-12 EC

BDA 69,1 abA 74,0 aA 61,1Ba
BDAM 80,2 aA 70,5 aA 74,7 abA
V8M 61,9 bB 72,2 aAB 76,8 abA
MA 73,2 abA 69,5 aA 77,2 abA
MC 71,4 abA 65,6 aA 65,2 abA
FM 81,5 aA 71,1 aA 77,0 abA
FM+CaCO; 80,1 aA 71,2 aA 80,9 aA
Médias 73,9 A 70,6 A 73,3 A
CV (%) 12,88

1Meios de cultura: BDA; BDAM — BDA modificado; V8M — V8 modificado; MA — meio aveia; MC — meio cenoura; FM — folha de melancia e FM+
CaCO3 - folha de melancia + CaCO3; 2Regimes de Luz: Luz continua (LC); Fotoperiodo 12 h (FP-12) e Escuro continuo (EC); 3Médias seguidas de
mesma letra mindscula na coluna, e maitscula na linha, nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Com relagdo a produgdo de conidios, de
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foram estatisticamente superiores aos demais

acordo com os resultados obtidos (Tabela 2),
verificou-se que quando submetidos ao regime de
LC, os meios de cultura FM+CaCO; seguido de
FM, proporcionaram maiores concentracdes, €

(Figura 2), produzindo respectivamente 17,84 e
4

14,41 x 10 conidios.mL'. Porém, estes ndo
mostraram diferengas significativas entre si.

Tabela 2. Concentracio de conidios de Ascochyta cucumis obtidos em diferentes meios de cultura e regimes de
luz, apds dez dias de incubagdo. Gurupi. UFT, 2010.

7
~ 1 o o1 13
Meio de Cultura’ Concentragdo de conidios (n° x 10 conidios.mL ")

LC? FP-12 EC

BDA 0,19dA 0,25 bcA 0,09 bA
BDAM 2,26 cA 0,22 beB 0,05 bB
V&M 0,23dB 2,48 aA 0,56 bB
MA 0,03 dA 0,08 cA 0,03 bA
MC 0,17 dA 0,69 bcA 0,27 bA
FM 14,41 bA 1,67 abB 0,54 bB
FM+CaCO; 17,84 aA 2,56 aB 3,70 aB
Medias 5,02 A 1,14 B 0,75 B
CV(%) 34,26

"Meios de cultura: BDA; BDAM - BDA modificado; V8M — V8 modificado; MA — meio aveia; MC — meio cenoura; FM — folha de
melancia e FM+ CaCO; — folha de melancia + CaCOs ; 2Regimes de Luz: Luz continua (LC); Fotoperiodo 12 h (FP-12) e Escuro
continuo (EC); SMédias seguidas de mesma letra mintscula na coluna, e maidscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey,

ao nivel de 5 % de probabilidade.

Sob o regime de FP-12 o fungo apresentou
baixa concentracdo de conidios, sendo 0s meios
FM+CaCO; e V8M os que proporcionaram maiores
médias de conidios por mililitro, obtendo uma
concentracdo de 2,56 e 2,48 x 10* conidios.mL™"
respectivamente, sendo estes diferentes
estatisticamente dos demais meios utilizados. Dias
Neto et al. (2010) obtiveram resultados satisfatorios
utilizando o meio V8M na producdo de conidios de
Magnaporthe grisea. Brunelli et al. (2006),
trabalhando  Cercospora  zea-maydi  também
obtiveram producdo de conidios utilizando o meio
V8.

Em regime de EC, o meio FM+CaCO;
proporcionou diferenca estatistica significativa na
concentracdo de conidios (3,7 x 10* conidios.mL™)
diferindo dos demais. Sendo FM+CaCO; o meio de
cultura que mais favoreceu a producdo de conidios
do fungo, mesmo em diferentes regimes de luz.

A luminosidade e o meio de cultura foram
fatores fundamentais na producdo de conidios de A.
cucumis, uma vez que o regime de LC favoreceu a
maior produ¢do média de conidios na maioria dos
meios, sendo as menores médias observadas no
regime de EC que, no entanto, ndo diferiu
estatisticamente do regime de FP-12.

Em média, os meios FM+CaCO; ¢ FM
proporcionaram maiores numeros de conidios
(Figura 2), confirmando a observacao feita por Tuite
(1969), Satyanarayana e Sadasiva Reddy (1986).
Estes autores afirmaram que os meios preparados a

partir de partes de plantas suscetiveis podem
aumentar a possibilidade de esporulacdo. Entretanto,
Chagas et al., (2009) relataram que os meios a base
de folhas de mamona nio se mostraram eficientes
para a producdo de conidios de Botryotinia ricini,
quando comparados com os meios V8- 20% e BDA.
Somai et al. (2002), conseguiram esporulacdo de D.
bryoniae ao utilizarem meio onde se usou 50g
batata/L. de &4gua. Segundo estes, houve maior
esporulagdo devido a simplicidade do meio citado.
Resultado semelhante foi obtido neste trabalho,
onde o meio BDAM proporcionou producdo de
conidios que, no entanto, foi considerada baixa
(226 x 10 conidios/mL). Os meios que
proporcionaram menor produ¢do média de conidios
foram o MA, BDA e MC, produzindo
respectivamente 0,05, 0,18 e 0,38 x 10* conidios.
mL" (Figura 2).

O maior estimulo a produ¢do de conidios de
A. cucumis sob luz continua pode estar relacionada
ao estresse propiciado pela intensa luminosidade
constante, uma vez que nesta condi¢do, poderia
provocar um maior ressecamento do meio de
cultivo, induzindo o fungo a gerar um nimero maior
de descendentes (CRUZ et al., 2009), ou pode estar
relacionado a provével influéncia da luz na sintese
de compostos essenciais a esporulacdo, ausentes no
meio de cultura (DEL PELOSO et al., 1989).
Hanada et al. (2002), relataram que a luminosidade
foi fator fundamental na esporulacio de
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Mycosphaerella fijiensis, uma vez que sob o regime de escuro continuo o fungo ndo esporulou.

9_

5,54b

Concentracao de conidios.mL_1 (x 104)

FM FM+CaCO3

BDA BDAM V&M MA MC

Meios de cultura
Figura 2. Médias da concentracdo de conidios de A. cucumis aos dez dias apds a repicagem, sob diferentes
meios de cultura. BDA; BDAM - BDA modificado; V8M- V8 modificado; MA - meio aveia; MC -
meio cenoura; FM - meio folha de melancia e FM+ CaCO; - meio folha de melancia + CaCOs.

CONCLUSOES

Os meios de cultura folha de melancia e folha
de melancia+CaCO; proporcionaram a maior
producdo média de conidios e crescimento micelial
de A. cucumis.
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O regime de Iuz ndo influenciou no
crescimento micelial de A. cucumis, porém a luz
continua estimulou a maior produgdo de conidios.

ABSTRACT: Watermelon plants can be infected by different pathogens that can cause losses in yield and
fruit quality. Among these, the fungus Ascochyta cucumis, which is the causal agent of gummy stem blight in watermelon
plants can be considered the major problem. To laboratory and field studies it is important to have an abundant growth and
sporulation of the studied pathogen. However, studies on the sporulation of A. cucumis at different culture media are
scarce in the national and international literature. Thus, the objective of this work was to study the effect of different
culture media and the light regimens on the mycelial growth and conidial production of A. cucumis. The experiments were
performed in a completely randomized design in a factorial 3 x 7, with five replicates. The media tested were the
following: BDA, modified BDA, modified V8, oatmeal, carrot, watermelon leaf and watermelon leaf + CaCOj3. All media
were submitted to continuous light, 12 hr photoperiod and continuous darkness. The media that most favored the mycelial
growth were the watermelon leaf + CaCOj;, watermelon leaf and modified BDA under continuous light regimen. Increased
average production of conidia was afforded by watermelon leaf media and watermelon leaf + CaCO; media. The
watermelon leaf + CaCO; media was the one that most favored the production of conidia, even at different levels of light
regimens.

KEYWORDS: Didymella bryoniae. Photoperiod. Substrate. Multiplication.
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