Universidadede Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
Departamentode Fitopatologiae Nematologia

INOCULACAO




Producao e Quantificacao

de Inoculo




Producéo de inoculo

Finalidade:

v Testes de patogenicidade;

v Programas de melhoramento - fonte de resisténcia / selecao de material resistente;
v Ensaios de avaliacaode eficiéncia de fungicidas.

Caracteristicas do Indculo:

. Patogenicidade
. Viabilidade

. Longevidade

Tipos de Inoculo:

. Esporos e micélios fungicos

. Células bacterianas




"Idade: colonias com 24 - 48 horas;

»(fase log da curva de crescimento)

» Patogenicidade: uso de células novas;

" Meio de cultura:

. Sdlido - observacao da pureza da colonia

. Liquido - alta producao de células




Fatores que afetam a producao de indculo:
v Nutricao;

v Temperatura;

v Luz;

v’ Aeracao;

v Estresse;

v Forma de repicagem;

v Consisténcia do meio.




Producao de Indculo de Fungo

Idade: colonias com 7-10 dias;

» Patogenicidade e viruléncia: repicagens sucessivas;
passagem pela planta hospedeira

= Meio de Cultura:

. Rico - favorece producao de micélio

. Pobre - favorece producao de esporos (C/N 1: 10 - 1: 50)

**[meios pouco favoraveis ao desenvolvimento de micélio favorecem a esporulac¢ao]

. Liquido: mais indicado para producao de inoculo micelial (sob aeracao).

. Solido: mais indicado para producao de esporos (aera¢ao e pureza).




** Componentes do meio favoraveis a esporulacao
. Partes de plantas: milho, tomate, feijdo, aveia ...

. Fontes carbono: celulose, sacarose, amido, maltose

. Fontes nitrogénio: N forma organica (aminoé&cidos / peptona)
% Temperatura :

® Producao de micélio favorecida por faixa de temperatura mais ampla
* Producao de esporos favorecida por faixa de temperatura mais restrita

* Choque térmico pode induzir producao ou liberag¢iao estruturas reprodutivas.

>Luz:

Luminosidade tem pouca influéncia no crescimento micelial
* Regime de luz pode ser essencial para produc¢io de esporos ( auséncia / alternancia / presenca)

Tipo de luz: N.U.V. (300-400 nm) tem efeito positivo sobre a esporulag¢io

[passagem da radiacdo : placas Pirex /vidro comum / placa de plastico ]




% Aeracao:

- Escassez de oxigénio reduz produc¢ao de esporos (meio sélido p/ esporulacio)

- Importante para obten¢dao de micélio ou metabolitos (agitagiodo meio liquido)

s Estresse:

- Lavagem da placa e ferimentodo micélio pode favorecer esporulacao

-Forma de repicagem:
- um ponto com disco
- multipontos com disco
- semeadura de esporos
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- Preparo de suspensao de esporos;

- Adicéo de espalhante adesivo (Tween 20-80): uma gota para dispersar esporos

- Adicéo de agar 0,1 - 0,2%:
previne dessecacdo e melhora aderéncia de esporos na superficie foliar;

- Pulverizacao cobrindo toda a superficie da folha;
(atingir o ponto de escorrimento ou quantidade determinada)

- Para mudas pequenas: imersao de plantulas em suspensao de esporos.



INOCULACAO DE FOLHAS

Plantas doentes

Inoculacao por
Asperséao

Alternaria porri — mancha de alternaria €m Cebola




Sclerotinia sclerotiorum - Tomateiro

Inoculacao
com discos
de micélio




-Suspensao de esporos de ferrugem em oleos nao fitotoxicos/melhor que agua;
fazer camara umida

- Polvilhamento de esporos secos, uso de talco como veiculo (ap0os, fazer camara
umida para fungos ferrugem/oidio nao?) ;

- Agitar ou atritar as plantas infectadas sobre/em plantas sadias (para ferrugens
deve-se pulverizar com agua apos inoculacéo/oidio ndo);

- Pulverizacdo prévia com 6leo melhora a inoculacdo de ferrugens devido a
aderéncia.



desenvolvimenio de clelaiotécion

wcorréncia de sintoman
nad folhas e panicalss

Figura 47.1 - Ciclo da doenga oidio do trigo, causada por Erysiphe graminis [ sp. ¢ritici,




pulverizacdo de suspensao de esporos (caules herbaceos);

- Corte vertical, insercéo de in6culo (micélio/gota suspensdo), vedacao ¢/ vaselina ou
algodédo umedecido e isolamento com filme plastico;

- Ferimento com palitos cobertos com in6culo, fechamento do corte;

- Injecdo de suspensao de esporos com seringa;

- Ferimentos com saca rolha/broca, insercéo do inéculo e vedacéao;

- Bengala contendo suspensao de esporos (avaliacao?)



Inoculacao de colmos de cana com Thielaviopsis paradoxa — Podridao abacaxi

Preparo in6culo




Inoculacao

&

|

Reisolamento




- Imersao em suspensao de esporos

- Promover ou néo corte ou ferimentos na raiz principal de plantulas;
- Tempo variavel de imersao na suspensao de esporos (minutos a 24 horas);

- Plantio em substrato esterilizado

- Manutencao de umidade normal ou excessiva em casos especiais.



- Plantio em solo experimentalmente infestado

-Usar de preferéncia substratos mais leves (areia+solo+vermiculita);

(solos pesados podem interferir devido propriedade fisicas e quimicas)
Aplicacao do inoculo:
- Incorporado ao solo (raiz) ou distribuido na superficie do solo (colo);

- na forma de:
. micélio seco (produzido em meio liquido, filtrado e seco em estufa)
- aderido a superficie de sementes (produzido em meio de sementes)
- molhamento do solo com suspensao de esporos ou
micelio+esporos






- Desinfestacao superficial,
- Imersao em suspensao de inoculo (1-24h);

-Plantio em substrato (germinacao/incidéncia);

- Plagueamento em meio de cultura (germinacao/incidéncia);
1




- Pulverizacdo da suspensao de esporos sobre paniculas e espigas
(carvoes e fungos atacam graos);

- Injecdo de suspensao de esporos na bainha antes da emergéncia
(cartucho) .



INOCULACAO DE FLORES

Citros - Podridao floral —"Estrelinha®=Colletotrichum acutatum

Flor doente

Flor sadia

N

Flores doentés

Estrelinha




Cultura pura

Suspenséo conidios

Inoculacéo por aspersao

Incubagédo: camara umida

Reproducao sintomas

Patogeno re-isolado




- aplicada em pulverizagéo na superficie foliar (inferior)
-aplicada com algodao ou dedos

- aplicada sob alta pressao
- uso de abrasivos e posterior aplicagdo da suspensao

- uso de abrasivos na suspensao e aplicacao com pincel, dedos ou algodao;

- corte de tecido com tesoura previamente imersa em suspensao de células;

-provocar ferimentos com agulhas e aplicacdo da suspensao (dedos, pincel, algodo)

- causar ferimentos ¢/ agulha e simultanea/e aplicar suspensao contida em esponja;

- uso de pequenos pedacos de folha de lixa fina umedecidas no inoculo e
pressionadas sobre folhas ;

-injecao de suspenséo em hastes e folhas usando seringa

- ferimento de hastes com agulha e deposic¢ao de gota de suspensao



BACTERIAS

Figura 1 - Esquema de inoculacao de Ralstonia solanacearum em

berinjela (Morgado et al., 1994).



Figura 2 - Esquema de inoculacdao de Ralstonia solanacearum em

batata (Lopes, 1981).



INOCULACAO BACTERIA EM FOLHAS

Camara Umida 24 horas antes da inoculagao

Preparo do indculo a partir cultura pura




Inoculacao por aspersao

Camara
Umida 24 h




Preparo de indculo e inoculacao de hastes

Pseudomonas corrugata agente cat da medula do tomateiro

v  Preparo de in6culo:

Dbtencdo da suspensao de bactérias




Injecéo da suspenséo




Reproducéo de sintomas

Sireres ahm Sintomas 10 dias apo6s a inoculacdo

N

Reisolamento Reisolamento Cultur@ P-corfugata




Manchas
Foliares

Ipmatrucho: Carel Gulie Brdemde

colonizacio do tecido folinr

partes vegetais infectadas
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material sadio

A - Ciclo da doenga cancro ditnco, ausada por Xonthomones compestru pv. ciln.




aplicacdo de extrato de planta doente contendo particulas do virus ;

- Vetores (insetos): alimentacdo em planta fonte de virus e posterior alimentacdo em
plantas sadia a serem inoculadas;

- Enxertia: partes de plantas doentes sdo enxertadas sobre plantas sadias, ocorrendo
a passagem de particulas através dos vasos do floema;

- Cuscuta: planta parasita atua como ponte biolégica entre planta fornecedora e
receptora de virus.



Planta infectada
com virus

inocular folhas com:

O

Folhas jovens
doentes

@ Pincel

Figura 3.4 - Inocula¢do mecanica de virus de planta.

Solugho
tampao

Folhas doentes e Macerar folhas
solugéo tampéo na solugéo tampéo

Lavar fothas
inoculadas com agua

7

Polvilhar abrasive nas
fothas da planta-teste

Transferir planta-teste
para casa-de-vegetagao




-LUZ/€esCuro,

- Nutricao-nitrogénio;

- Tecido jovem /adulto

- Estadio da planta (plantula /antes, durante , apés florescimento);
- Temperatura,;

- Estresse hidrico .



germinativo e estruturas de penetracao;

- Condicbes: atmosfera saturada de agua e presenca de filme de agua sobre a
superficie da planta (oidio = incubagcdo em ambiente seco).

- Estabelecimento de camara umida por 24-48h a 20-25°C para maioria dos
patdgenos.

- Manutencdo de umidade apoés inoculacéo: uso de camaras de orvalho, sacos
plasticos, umedecimento de substratos sob bancada, uso de bicos nebulizadores;

-Luz: presenca pode inibir/estimular a germinacao de esporos sobre planta
escuro favorece fungos que penetram via estdmato (ferrugens).



- Estabelecimento de camara umida por 24-48h a 20-25°C para maioria dos
patdgenos.

- Manutencdo de umidade apoés inoculagdo: uso de camaras de orvalho, sacos
plasticos, umedecimento de substratos sob bancada, uso de bicos nebulizadores;



-Manutencao de material:

. folhas inteiras sobre papel de filtro tmido

(com ou sem imersédo de peciolos em algoddo umedecido em agua, solugdo nutritiva)

. discos flutuando sobre agua ou solucdes (acido giberélico, sacarose, benzimidazol)




- palito colocado no meio junta/e com cultura do fungo

- palito mergulhado em suspensao bacteriana

- -ferimento na superficie do fruto com palito infestado
pelo in6culo

- pc’)s-inoculagéo em ambiente umido (sacos plasticos ou cubas)



INOCULACAO DE FRUTOS

Antracnose ou Mancha Chocolate —~Colletotrichum gloeesporioides




Reisolamento

Fruto doente e lesao







Producao de conidios de Helminthosporium

Influéncia do meio de cultura, pe

a0, regime de luz e temp




L el

‘Producdo de conidios de Helminthosporium oryzae: influéncia do meio de cultura, periodo de
Incubacao, regime de luz e temperatura.

Objetivo: avaliar alguns fatores que possam contribuir para aumentar a esporulacao,
visando obter a producéo massal de conidios.

Material e Métodos:

-BDA

- BDA+ papel de filtro sobreposto
- BDA+ 1% de peptona

- Agar-agua

- Czapeck

- Misato (10 g amido, 1 g extrato de levedura, 15 g agar)

- Takahashi (10 g sacarose, 10 g peptona, 5 g NaCl, 5 g extr. levedura, 15 g agar)
- Farelo de arroz (60 g farelo arroz, 15 g agar)

- Extrato de folha/colmo de arroz (60 g folha/colmo, 15¢g agar)

Incubacéo: 27°C
Regime de luz: 14 horas de escuro/10 horas de luz (lampada fluorescente)
Repicagem: disco de micélio de 5 mm de didmetro no centro da placa
Obtencao do ino6culo: colonias de 7 -10 dias de idade
Avaliacao: feita aos 5, 7, 10 dias através crescimento micelial e producéo de esporos




Quadro 1. Esporulagio (E) e crescimento de micélio (C) de Helminthosporium oryzae em dez meios de cultura avaliados em
trés perfodos de incubagio.

Periodos de incubagio e
7 dias 10 dias

C E c E E
BDA + Peplona 7.10ab" 206" 16,44 a
Czapeck NS 0,50 3.69b
BDA + papel filtro 54e 0,81 3,66b
BDA 123a 0,25 3.Mb
Farelo de arroz 6,63 be 0,27 2,58 be
Takahashi 6,00d 0,31 2,56 be
Misato 5,16 ¢ 0,06 2,19 bed
Extrato de folha/colmo 6,26 od 1,02 1,25 1,46 bed
Arroz polido 543¢ 0,04 0,08 0,54 cd
Agar-dgua 3,30 f 0,00 0,12 0,124

Média 0,53 (A) 2,40 (B) 3,66 (C)

* Dilmetro médio de coldnias (em).

= Mé&dia do ndmero de confdios (x10%) por ml.
Médias scguidas de mesma letra, na coluna, nio diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

Meios




- 8 horas (L) / 16 horas (E)

- 10 horas (L) / 14 horas (E)
- 12 horas (L) / 12 horas (E)

- 16 horas (L) / 8 horas (E)
- Luz continua

- Escuro continuo

ko Lampada fluorescente (40W) a 30 cm de distancia/placas de pirex

Meios de Cultura:
BDA
BDA + Peptona
Agar-agua

. Temperatura de incubagéo: 27°C
. Periodo de incubacdo: 7 dias

. Repicagem: disco de micélio de 5 mm de diametro no centro da placa
. Obtencéo de inoculo: col6nias de 7 — 10 dias de idade
. Avaliacdo: crescimento micelial e esporulacéo




Quadro 2. Produgdo de conidios (E) e crescimento micelial (C) de Helminthosporiwnm oryzae em trés meios de cultura e em di-
ferentes regimes de luz (horas), sob temperatura de 27°C e periodo de incubagio de sete dias.

Meios de cullura

Regimes de luz*** BDA Agar-igua BDA + Peplona
.

C E C E C E
9,00 a” 4,142" 553a 3.00a 15,00 a
I6E/8L 9,00 a 2,59b '5,53 ab 9,00 598 b

14E/10L 9,002 1,93b 490¢ 9,00 a 6,71b
12E/12L 9,002 2,34b 5,33 ab 9,002 6,34b
BE/I6L 9,00 a 0,65¢ 5508 9,00 a 1,29 ¢
4L 9,002 0,00 c 5,06 be 9,00 a 0,00 ¢

Didmetro médJio de colbnias (cm).

** Média do nuinero de conidios (x10%) por ml.

™ E = Escuro; L. = Luz.

Médias scguidas de mesma letra, na coluna, ndo difcrem enter si pelo teste Tukey (5%)




Meios de cultura:

= BDA
= BDA+ Peptona

= Regime de luz: escuro continuo

= Periodo de incubacéao: 7 dias

= Repicagem: disco de micélio de 5 mm de diametro no centro da placa
= Obtencéo de inoculo: coldnias de 7 — 10 dias de idade

»Avaliacao: crescimento micelial e esporulacao




Quadro 3. Produgiio de confdios (E) e crescimento micelial
(C) de Helminthosporium oryzae em dois meios
de cultura e em trés temperaturas, sob condigéo

de escuro e periodo de incubagiio de sete dias.

Meios de cultura
BDA BDA + Peptona
3 E C E
27 *C 9,00 a" 3,00 9,00 a 15,12 a
T.98 a 563b
5,70 ¢ 1,88 a 451l¢c 3,290
" Didmetro médio de coldnias (cm)

* Média do nimero de conidios (x 10%) por ml.
Médias scguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si

pelo teste Tukey (5%).

Tempe-
raturas




Avaliacao da esporulacao de isolados nas melhores condicoes

Quadro 6.Esporulagio de diversos isolados de Helminthos-
porium oryzae em BDA e BDA + Peptona, apds
incubagio de 10 dias, a temperatura de 27°C e
no escuro continuo.

Isolados Meio de cultura
BDA BDA + Peptona

H.O. 82-1 2,49b" 13,20a
H.O. 899/3 0,00 a 0,00 a
H.O. IAC 0,03 a 0,00a
IAC 1152 2,24 b 507a
1AC 4987 0,00 a 0,00a
1AC 2487 7.86a 947a
1AC 2351 1,20 a 0,00a
H-1 0,49 a 0,97a
H-21 0,00a 0,00a
H-22 1,03 a 099a
H-23 0,00 a 0,002
Média 1,38 (B) 2,70 (A)
" Média do nimero de conidios (x10%) por ml.

Médias seguidas de mesma letra, na linha, nio diferem entre si
pelo teste de Tukey (5%).




