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A mancha por phaeosphaeria ¢ uma doenca de ocorréncia generalizada e de importancia
para a cultura do milho. Apesar de ter sido relatada pela primeira vez no Brasil em 1966, como
sendo causada pelo fungo Phyllosticta sp (f.p. Phaeosphaeria maydis) (Fantim, 1994), muito
pouco é conhecido sobre a biologia deste agente. Esse trabalho teve como objetivo adequar as
condigbes de cultivo para a producdo de picnidios, exsudacdo de conidios e produgdo de
ascosporos “in vitro”, bem como monitorar, através de microscopia Optica, a formagéo do picnidio
nesse fungo. Duas metodologias de inoculacdo foram utilizadas para a obtencéo de picnidios: 1)
discos de micélio (tratamentos com e sem a raspagem da col6nia no quarto dia de crescimento) e
2) suspensdo de conidios (10*ml™). A producdo de picnidios e a exsudacio de conidios foram
avaliadas através de notas de 0 a 4, em trés meios de cultura, BDA, Meio Completo de
Pontecorvo (MC)( Pontecorvo et al., 1953) e Meio de Extrato de Folhas de Milho (MF), em trés
temperaturas (22° +/- 2°, 25° e 27°C ), 12h claro / 12h escuro, presenca e auséncia completa de
luz. Embora as duas metodologias de inoculagdo para producdo de picnidios tenham mostrado
resultados positivos, a utilizacdo de suspensdo de conidios foi mais eficiente, produzindo grande
quantidade de picnidios nos diferentes meios de cultura e temperaturas apds sete dias de incubagdo
(Tabelas 1 e 2). A metodologia de inoculacdo por discos de micélio produziu picnidios somente
apos 32 dias de incubacdo. Independentemente da temperatura, a exsudacdo de conidios foi maior
em meio de BDA, na auséncia de luz, quando se usou como indculo suspensdo de conidios, com
crescimento em presenca de luz a 27 °C. A produgéo de ascosporos foi avaliada através de notas
de 0 a 3, inoculando-se disco micélio de Phaeosphaeria maydis em (MF) e MC, e suspensédo de
ascosporos em MF e BDA e cultivo na temperatura de 22° +/- 2°C. A producdo de ascosporos foi
maior em MF, nas duas metodologias avaliadas enquanto que em BDA a produgdo s6 ocorreu
quando se utilizou suspensédo de esporos como indculo (Tabela 3) (Figura 1). Nao foi observada a
producdo de ascosporos em MC. Para 0 monitoramento da formacdo do picnidio, inoculou-se
suspensdo de esporos (10°mI™) sobre membrana de dialise em meio BDA; as amostras foram
levadas a camara de crescimento a 22°C, e retiradas com 18h, 24h, 30h, 42h e 54h de germinag&o.
As mesmas foram coradas com lactofenol azul para melhor visualizagdo e observadas em
microscopio optico. O inicio do enovelamento hifal para formagdo do picnidio ocorreu por volta
de 18h apos o inicio da germinacao e se completou com 54h.



Tabela 1: Avaliacdo da producgdo de picnidios (notas de 0 a 4) a partir da inoculagdo de discos de
micélio de Phyllosticta sp., em seis diferentes meios de cultura, temperaturas 22° (+/-

29), 25° e 27°C, em presenca e auséncia de luz, apds sete dias de incubagdo. Sete
Lagoas, MG. 1998.
Meio de cultura Presenca de luz Auséncia de luz
220+/-2  25° 27° 22042 25° 27°
Meio Completo @ 0,0 1,5 2,0 0,0 1,0 0,0
Meio Completo(R) @ 1,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0
Meio de extrato folha de milho 0,0 03 0,0 0,0 0,0 0,0
Meio de extrato de folha de milho (R) © 0,0 15 0,0 0,0 1,0 0,0
Meio de BDA 0,3 2,0 0,0 0,3 0,0 0,0
Meio de BDA (R) ® 2,0 1,5 0,0 2,0 2,0 0,0
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- Meio Completo de Pontecorvo

- Meio Completo de Pontecorvo, colénia raspada apds quatro dias de incubagéo.

- Col6nia raspada apds quatro dias de incubagéo
- Colbnia raspada apds quatro dias de incubagéo.



Tabela 2: Avaliagdo da producéo de picnidios, exsudacdo de conidios, distribuicdo de picnidios
no meio de cultura (Individual- | ou em Grumos- G), quantidade de micélio produzido
e tamanho dos picnidios, utilizando-se uma suspensdo de esporos (10°ml™), seis meios
de cultura, trés temperaturas, na presenca e auséncia de luz, apds sete dias de
incubacdo. Sete Lagoas, MG. 1998.

Meio de Temperatura Producdo de Exsudacdo  Distribuicho  Quantidade Tamanho do

cultura (°C) picnidios dos conidios dos picnidios  de micélio picnidio
(0a4) (0a4) (le@G) (1a3) (1a3)
MC (P)°' 22 4,0 2,6 I 2,8 1,0
MC (A)°® 22 4,0 3,0 I 2,0 1,0
MC (P) 25 4,0 2,0 I 2,5 1,0
MC (A) 25 4,0 3,0 I 1,0 1,0
MC (P) 27 4,0 2,3 I 2,6 1,0
MC (A) 27 4,0 3,0 I 1,3 1,0
BDA (P)° 22 4,0 2,0 G 2,0 3,0
BDA (A)* 22 4,0 4,0 I 1,0 3,0
BDA (P) 25 4,0 2,6 G 2,3 3,0
BDA (A) 25 4,0 4,0 I 1,0 3,0
BDA (P) 27 4,0 4,0 G 2,0 3,0
BDA (A) 27 4,0 4,0 G 1,0 3,0
MF  (P)° 22 4,0 3,0 G 2,0 2,0
MF  (A)° 22 4,0 3,0 I 1,0 2,0
MF  (P) 25 4,0 3,0 I 1,6 2,0
MF  (A) 25 4,0 3,0 I 1,0 2,0
MF  (P) 27 4,0 3,0 G 15 2,0
MF  (A) 27 4,0 3,0 I 1,0 2,0

'MC (P) = Meio Completo de Pontecorvo; presenca de luz.
MC  (A) = Meio Completo de Pontecorvo; auséncia de luz.
’BDA (P) = Batata Dextrose Agar, presenca de luz.

‘BDA (A) = Batata Dextrose Agar; auséncia de luz.

*MF  (P) = Meio de extrato de folhas de milho; presenca de luz.
®°MF  (A) = Meio de extrato de folhas de milho; auséncia de luz.



Tabela 3: Producdo de ascosporos (notas de 0 a 3 ) a partir da inoculagdo com discos de micélio
de Phaeosphaeria maydis, e suspensdo de ascosporos, em trés meios de cultura, apés
20 dias de incubacéo. Sete Lagoas, MG. 1998.

Meio de cultura Suspensao de ascosporos  Disco de micélio
Batata dextrose agar 2,0
Extrato de folha de milho 3,0 3,0
2

Meio completo * 0,0

'- Meio completo de Pontecorvo
>~ inoculacdo ndo realizada

Figura 1: A: Pseudotécios de Phaeosphaeria maydis (f.imp. Phyllosticta sp), produzidos em
meio de extrato de folhas de milho; B: Pseudotécios de Phaeosphaeira maydis
(f.imp. Phyllosticta sp) mostrando massa de ascos em seu interior.
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