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RESUMO - Estudos foram realizados com guatro amostras néio-esporuladas de Colletotri-

. chum gloeosporivides Penz, preservadas em 6leo mineral durante 34 e 36 anos, pertencentes
ao acervoe da Micoteca URM, .do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, com o fim de obter culturas esporuladas, Na indugfio para obtengio de estrutu-
ras reprodutivas, foram utilizadas, como substrato, folhas de mamoeiro (Carica papaya L.)
hidratadas com uma suspensdo micelial de C. glocogorivides ¢ extrato de folha de mamoeiro,
Ap6s indugo, culturas esporuladas foram obtidas nos meios de batata-dextrose-dgar (BDA)
¢ de aveia-sais minerais-dgar (ASMA-~A), Verificou-se que no meio de ASMA-A, houve um
anmento considerdvel de esporos, guando comparado com -0 meio de BDA.

Termos para indexagfo: Micologia, folhas de mamoeiro, meios de cultura,

INDUCTION OF THE SPORULATION IN COLLETOTRICHUM GLOEOSPORIOIDES PBNZ,

PRESERVED UNDER MINERAL OIL

ABSTRACT - Studies were made with four unsporulated cultures of Colletotrichum
gloeosporioides preserved under mineral oil during thirty-four to thirty-six years, Those
cultures belonged to the collection of the “Mycotheca” of the Mycology Department of the
Federal University of Pernambuco, To induce sporulation , leaves of papaya (Carica papaya
L.) hydrated with mycelial suspension of the C. gloeosporicides and extract of leaves of
papaya were used. After induction, sporulated cultures were obtained in the media
potato-dextrose-agar (BDA) and oatmeal-mineral-salts-agar (ASMA-A), Most sporulation .
wasg observed in ASMA-A.

Index terms: Mycology, papaya leaves, culiure media.

INTRODUCAO

Uma das preocupagies dos micologistas ¢
fitopatologistas tem sido a manutenciio de cul-
turas de fungos sem que haja modificacio dos
seus caracteres primordiais. A escolha de mé-
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todos de préservagio, bem como os cuidados a

_ serem tomados durante o seu processamento,

pode ter um decisivo efeito sobre a sobre-
vivéncia ¢ manutengiio das caracteristicas mor-
foldgicas e fisiolégicas dos fungos cultivados. -

Estudos t&m demonstrado que o percentual
de viabilidade de culturas de fungos depende,
entre cutros fatores, do mimero de esporos
apresentados durante a estocagem (Windels et
al, 1988). Assim, atengfio especial deve ser
dada nesse sentido, notadamente quando gran-
de quantidade de esporos € requerida para se
dar infcio a trabalhos de pesquisa. Recente-
mente, através de testes realizados sobre a
manutengiio da viabilidade de fungos fitopat6-
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genos preservados em 6leo mineral na Micote-
ca do Departamento do Micologia da UFPE,
observou-se que algumas culturas de Colleto-
trichum gloeosporioides Penz. foram preser-
vadas com auséncia de estruturas reprodutivas.

O presente trabalho teve por objetivo de-
senvolver um método eficiente para indugio
da esporulagio dessas culturas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas culturas de C. gloeosporioides,
depositadas na Micoteca URM, do Departamento de
Micologia da UFPE, preservadas em 6Gleo mineral
durante 34 e 36 anos, registradas sob os niimeros
051, 094, 097, sem referéncia com relagdo aos hos-
pedeiros, e 652 isolados de Persia gratissima. Inécu-
los dessas culturas foram transferidos para caldo gli-
cosado, e, apGs crescimento, repicados para os meios
de batata-dextrose-4gar-BDA — e aveia com sais
minerais dgar A — ASMA-A — (Weitzman & Sil-
va-Hutner 1967), contidos em tubos de ensaio,

Na indugdo de esporulagio, utilizaram-se folhas
de mamoeiro (Carica papaya L.) desinfectadas su-
perficialmente com hipoclorito de sédio a 10%, as
quais foram cortadas em pequenos fragmentos e
transferidas para placas-de-petri com papel de filtro.
Para maior seguranga quanto 2 assepsia, as placas
contendo os fragmentos das folhas foram autoclava-
das a 1 atmosfera de pressio, durante 20 minutos.

As inoculagbes dessas folhas foram feitas utili-
zando-se massa micelial de cada uma das amostras
de C. gloesporioides suspensa em extrato de folha de
mamoeiro, obtido pela fervura de 100 g de fo-
lha/560 ml de 4gua destilada ¢ autoclavado a 120°C
gurante 20 minutos. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente (+£28°C), e, quando necess4rio
fazia-se a hidratagdo com extrato de folhas de ma-
moeiro. Ap6s oito dias de incubagio, as frutificagoes
produzidas foram transferidas com um estilete de
ponta fina e sob binocular estereoscépica, para os
meios de BDA e ASMA-A, e incubadas 3 tempera-
tura ambiente. Para cada meio foram feitas trés re-
petigoes.

As testemunhas receberam o mesmo tratamento,
ndo sendo utilizada, entretanto, a suspensdo micelial,

Os resultados foram aferidos aos oito dias de in-
cubagdo, acrescentando-se a cada placa 10ml de
dgua destilada esterilizada, ¢ com uma alca de platina
fez-se a raspagem da superficie das coldnias desen-
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volvidas tanto nos meios BDA ¢ ASMA-A como
sobre folhas de mamoeiro. O nimero total de conf-
dios produzidos por placas foi detectado em cAmara
de Neubauer, utilizando-se uma alfquota de 0,05 ml
de cada suspensio,

RESULTADOS E DISCUSSAO

As culturas de C. gloeosporioides (051,
094, 097, 652), inicialmente desenvolvidas em
placas-de-petri com meios de BDA e AS-
MA-A, nédo apresentaram estruturas reproduti-
vas (Fig. 1); no entanto, essas mesmas amos-
tras, quando inoculadas em folhas destacadas
mais extrato de folha de mamoeiro, apresenta-
ram esporulagdo no oitavo dia de incubagio
(Fig. 2).

A partir das estruturas reprodutivas obser-
vadas no material induzido e incubadas em
BDA e ASMA-A, obtiveram-se culturas espo-
ruladas de C. gloeosporioides (Fig. 3).

O mimero total de confdios produzidos, tan-
to no substrato natural, como nos meios de
BDA e ASMA-A antes e apds indugio no
substrato natural, estd evidenciado na Tabe-
la 1, constatando-se que no meio de ASMA-A
houve um aumento considerdvel de esporos,
em comparagio com o meio de BDA,

FIG. 1. Colénia de C. gloeosporioides em meio
de ASMA-A, observando-se apenas a
fase vegetativa.
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FIG. 2. Produciio de confdios de C. gloeosporioi-
des sobre folhas destacadas mais extrato
de folhas de mamoeiro sobrepostas em
papel de filtro, contidas em placas-de-

tri.
= FIG. 3. Coldnia de C. gloeosporioides em meio
de ASMA-A, mostrando grande niime-
O grande nimero de esporos produzidos ro de confdios em acérvulos, produzidos
pelas amostras de C. gloeosporioides nos a partir das frutificacdes desenvolvidas
meios de BDA e ASMA-A apés indugdo em em folhas destacadas.

folhas de mamoeiro leva a crer que o processo

reprodutivo se encontrava bloqueado pelo fato  estruturas reprodutivas, e que, apSs terem sido
de essas culturas terem sido preservadas em  inoculadas em seu substrato natural (folhas de
6leo mineral, possivelmente sem apresentarem  mamoeiro), houve desativagio do bloqueio da

TABELA 1. Esporulagio de 4 amostras de C. gloeosporioides, preservadas em 6leo mineral durante
34 e 36 anos, nos meios de BDA e ASMA-A, antes e ap6s indug@o em folhas destacadas
+ extrato de folhas de mamoeiro.

N? de esporos/ml por placa (x 105)*

NE das Perfodo de Antes da indugdo Apbs indugdo
estocagem em substrato Induzidos em substrato
amostras
(anos) natural natural
BDA ASMA-A Substrato natural BDA ASMA-A
(folhas + extrato
folhas mamoeiro)
051 36 0 0 7,9 7,5 13,8
094 36 0 0 7,9 5,9 16,7
097 36 0 0 10,0 7,1 16,8
652 34 0 0 7,2 6,3 19,7

* Média de trés repetigoes.
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esporulacgiio, a qual passou a ser ativa em
meios de cultura artificiais.

Virios trabalhos vém sendo desenvolvidos
utilizando-se diferentes substincias nutritivas
e fatores flsicos para indugfo de esporulagio
de espécies de Colletotrichum (Singh & Gar-
raway 1975, Roy 1977, Rajak 1983, Ahmed
1985, Singh et al. 1987). Shukla (1972), tra-
balhando com C. gloeosporioides, verificou a
aglio estimulante de vitaminas, principalmente
biotina, tiamina e riboflavina, sobre a pro-
dugéo de esporos. Rajak (1983) obteve mAxi-
ma esporulagio de C. gloeosporioides quando
utilizou meios de cultura contendo ramnose e
arabinose como fontes de carbono, enquanto
Singh et al, (1987) provaram ser a maltose a
melhor fonte de carbono.

Dentre os trabalhos desenvolvidos para in-
ducio de esporulagio em fungos que produ-
zem limitado ndmero de esporos em meios de
cultura artificiais, destacam-se aqueles cujos
resultados foram promissores através da utili-
zagio de substratos namrais, Malleswara Rao
& Narayana Rao (1981) recomendam o uso de
folhas destacadas ou extrato de folhas de
Commelina benghalensis, para estimulagio de
esporos de Pyricularia spp.. Steiner (1974)
conseguiu esporulagéio de Colletotrichum cof-
Jearum Noack sobre frutos de Coffea arabica,
quatro a seis dias apds crescimento do fungo.
Desse modo, o uso de substratos naturais,
além de bastante eficiente para propiciar ele-
vada produgdo de esporos e reativar este pro-
cesso, € de ficil preparo e de usc mais simples
em trabalhos laboratoriais rotineiros (Soave et
al. 1975).
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