Método de Isolamento e Cultivo do Género Claviceps, Agente
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INTRODUCAO

O sorgo é o quinto cereal mais importante no mundo, como alimento humano e animal.
No Brasil, a cultura mostra grande potencial de producdo em razéo de sua ampla
adaptabilidade a estresses abioticos, praticas agricolas e maquinarias comuns a outras
culturas. Nos ultimos anos, area plantada com sorgo tem apresentando acentuado
crescimento, atingindo uma producéo de 2,0 milhdes t na safra 2003/2004, e contribuindo
para a sustentabilidade da oferta de gréos na cadeia do agronegécio, como ingrediente de
racdo animal.

Entretanto, sob condi¢des de clima favoraveis, a producdo de sorgo pode ser afetada pela
chamada doenca-agucarada ou ergot, dentre outras. Essa doenca foi constatada pela
primeira vez no Pais, em 1995 (Ferreira & Casela, 1995). A forma anamorfica de seu
agente etioldgico foi classificado como Sphacelia sorghi e a forma teleomérfica como
Claviceps. Em 1996, a forma telemérfica foi reclassificada como Claviceps africana
(Reis et al.,1996). O género Claviceps pertence a familia Clavicipitaceae, tribo
Clavicipeae. Pazoutova ( 2001) comenta a distribuicdo de 45 espécies de Claviceps a
redor do mundo, as quais apresentam crescimento epifitico e endofitico. Esse autor
sugere ainda que, com base em estudos filogenéticos e coevolutivos, esse género teve
origem na América do Sul. Os membros desse género sdo parasitas especializados de
gramineas, que infectam especificamente as flores individuais da panicula, causando baixo
desenvolvimento ou impedindo o desenvolvimento de grdos. Em varios casos, pode
ocorrer a perda completa da cultura. Portanto, quando se utilizam linhagens com macho-
esterilidade citoplasmatica susceptiveis como fémeas parentais, a doenca torna-se crucial
na producédo de sementes hibridas. Os resultados disponiveis indicam certo grau de
especificidade fungo-hospedeiro (Pazoutova et al., 2002; Pazoutova et al., 2004).



Pesquisas visando o seu controle com a aplicacdo de produtos quimicos apresentaram
resultados satisfatérios para o manejo da doenca (Pinto et al., 2003). Nao obstante esse
sucesso, as tentativas de obtencéo de cultura pura do agente causal conforme preconizado
na literatura, apresentava elevado grau de insucesso, principalmente, devido a ocorréncia
sistematica de um fungo contaminante no exsudado, que possui uma fase leveduriforme,
com uma colénia marrom-puarpura, além de outros fungos que geralmente colonizam a
gota. Estes fatos impediram a formacdo de um banco de isolados desse fungo pela equipe
de fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo e outras Instituicbes de Ensino e de Pesquisa.
A existéncia de uma colegéo ex-situ torna-se importante para o conhecimento dos
aspectos ecolégicos, epidemioldgicos, bem como dos aspectos genéticos de fungos do
género Claviceps no Brasil.

OBJETIVOS

Neste trabalho, procurou-se desenvolver uma metodologia que facilitasse o isolamento e
cultivo de fungos do género Claviceps, visando o estabelecimento de uma colecédo ex-
situ fungos deste patogeno.

MATERIAL E METODOS

Fontes de macroconidios:

Utilizaram-se gotas, em diferentes estagios de exsudacédo, coletadas em paniculas de
sorgo e de capim colonido, crescidas em areas experimentais da Embrapa milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG. Na maioria dos casos, uma gota foi suspendida em 200 pul de solucéo
salina, 0,85% e diluida. Uma aliquota de 0,1 ml dessa suspensao foi transferida e
espalhada nas placas contendo os respectivos meios de cultura em teste.

Método cléssico de isolamento:

Apos o transferéncia do material da gota para placa, através de estrias sobre 0 meio
solido, efetuava-se 0 monitoramento diario da placa sob microscopia ou lupa, para
visualizacdo e transferéncia de pedagos de dgar com conidios viaveis, e livres de levedura,
para novo meio. Essas operagdes de subculturas eram repetidas quantas vezes
necessarias, até se obter o crescimento micelial e a colénia do fungo, o que pode ocorre
em torno de duas semanas.

Diversidade metabolica da levedura

Na tentativa de limitar o crescimento do contaminante leveduriforme presente no
exsudado da gota, avaliou-se sua capacidade metabdlica, através do sistema Biolog, para
identificar fontes de carbono ndo metabolizada por esse fungo. Aliquotas de 120 u de
uma suspensdo de leveduras, contendo aproximadamente 106 UFC /ml, foram distribuidas
em EcoMicroplate e incubadas durante 48 horas. Apds esse periodo, foram identificadas
as fontes néo utilizadas por esse fungo.

Germinacao de macroconidios de sorgo em meios de cultura

Seis meios de cultura (MC1, MC2 MC3 MC4 MC5 MCS6), incluindo dois elaborados com
as fontes de carbono selecionadas a partir da diversidade metabdlica, tween 80 e D-
malico, foram utilizados para avaliar a influéncia do meio de cultura sobre a germinagéo e
crescimento de Claviceps de sorgo, em detrimento do fungo leveduriforme.

Crescimento de leveduras na presenca de diferentes antibioticos



Os antibidticos estreptomicina, ampicilina, clorafenicol, gentamicina e tetraciclina e
nistatina foram adicionados ao meio de cultura BDA e testados como inibidores do
crescimento da fase leveduriforme do contaminante presente no exsudado da gota. As
suspensdes dos antibioticos foram esterilizados por filtragdo e adicionadas ao meio
autoclavados. Aliquotas de 0,1 ml de diluicBes seriadas decimais de uma suspenséo de
levedura foram transferidas e espalhadas nas placas. Apds 48 horas, efetuou-se a
contagem de coldnias.

Crescimento micelial de Claviceps diferentes meios de cultura

Para otimizar o crescimento micelial de um isolado de Claviceps de sorgo, foram testados
10 meios de cultura (MIC1, MIC2, MIC3, MIC4, MIC5, MIC6, MIC7, MIC8, MIC e
MIC10). Discos de aproximadamente 4 mm foram transferidos para o centro das placas
contendo cada meio, com trés repeticdes. Apos seis dias de crescimento , a temperatura
ambiente, avaliou-se o diametro das coldnias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares, utilizando-se do método classico, visando
o isolamento de Claviceps a partir de exsudados de panicula, ergot, em sorgo, utilizando-
se 0s meios Kirkoff e BDA, mostraram crescimento microbiano nos dois meios testados.
Especialmente no meio Kirkoff, observou-se a presenca de um microrganismo, colonia
marrom-purpura, producao de expolimero, tipo exsudacao, porém diferente do que se
observa a partir do crescimento de algumas bactérias. E 0s exames, sob microscopia
dptica e de contraste de fase, mostraram que se tratava de um fungo com fase
leveduriforme, provavelmente do género Aureobasidium (Figura 1). Na etapa inicial do
trabalho, a presenca frequente desse contaminante gerou confusao, sendo confundido
com o agente causal da doenca. Na verdade, este fungo difere totalmente de fungos do
género Claviceps que apresentam colbnias brancas (Figura 2).
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Na tentativa de limitar o crescimento dessa fase leveduriforme, foi avaliada a sua
capacidade metabdlica, através de EcoMicroplate Biolog, para identificar fontes de
carbono ndo metabolizada por esse fungo. Os resultados mostraram baixa utilizagdo de 12
das 32 fontes testadas, inclusive Tween 80 e D- malico. Numa etapa seguinte, foram
obtidos resultados da influéncia de seis meios sobre a germinacdo de macroconidios de
sorgo e crescimento micelial, incluindo as duas fontes selecionadas, visando meios de
culturas que favorecesse o crescimento de Claviceps em detrimento da levedura. Os
resultados mostraram valores para germinacao variando de 0 a 81%, e auséncia de
leveduras nos meios testados. Entretanto, as colnias de Claviceps também apresentaram
desenvolvimento micelial limitado em alguns dos meios testados, como no tween 80 e D-
malico. Por outro lado, no meio BDA houve elevada germinacdo, 81%, mas também
ocorreu desenvolvimento de leveduras que impediram a obtengéo de colbnias puras de
Claviceps.



A partir dessas observacdes, efetuaram-se testes com diferentes antibiéticos e diferentes
concentragdes, visando inibir o crescimento desses microrganismos contaminantes. Em
contraste aos demais antibi6ticos que apresentaram efeitos negligenciaveis, com a
incluséo de gentamicina e tetraciclina, separadamente, observou-se uma redugéo
acentuada do namero de coldnias de leveduras nas placas. E quando se utilizou a mistura
dos dois antibidticos, notou-se eficiéncia ainda maior no controle do crescimento desse
contaminante. Outro aspecto interessante que resultou do uso desses antibiéticos foi a
eliminacdo da necessidade da série de subculturas, que além de laboriosas, ndo raramente,
propiciam a contaminacao das placas. Nesse caso, necessita-se de apenas uma
transferéncia de coldnias para novo meio, apés 4 a 8 dias, dependendo da espécie do
patdgeno. Os isolados de colonido apresentam maior taxa de crescimento, em relagdo ao
de sorgo. Vale salientar que a inclusdo desses antibiéticos e a determinacdo de suas
respectivas concentracOes a serem adicionadas ao meio de cultura constituiu na etapa
chave para o sucesso dos isolamentos efetuados, a posteriori. Ao contrario da estratégia
inicial, a viabilidade dessa nova metodologia tem sido validada em um estudo, em
andamento, visando conhecer a distribui¢do ecoldgica, caracteristicas moleculares e
afiliacdo taxondmicas de isolados de diferentes espécies de gramineas.

Em relacdo ao crescimento micelial de Claviceps de sorgo, os resultados da comparagéo
de 10 meios, visando otimizar sua taxa de crescimento, estdo apresentados na Figura 3.

Observaram-se diferencas significativas para crescimento micelial entre os diferentes
meios avaliados, com maior expansao das colnias apds seis dias de crescimento, nos
meios MIC 7 e MIC 10 (BDA enriquecido, com antibiéticos) e menor taxa de
crescimento nos meios MIC 1, 2, 3, e 4. Resultados similares foram observados quando
foram comparados quatro meios para 0 acimulo de massa micelial em meio liquido, com
a incluséo de fonte nitrogénio, 1g/l de NH4CI. O meio MIC 10 apresentou maior massa
micelial.

CONCLUSAO

O plaqueamento de uma suspensdo diluida do exsudado de ergot meio de cultura
proposto (MIC), BDA enriquecido, contendo os antibioticos gentamicina e tetraciclina,
possibilita o isolamento de Claviceps, independente da etapa de subculturas, com alta
probabilidade de sucesso, bem como a obtencédo de culturas puras em menor periodo de
tempo, em comparacdo com a estratégia anteriormente utilizada.
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