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1. INTRODUCAO

Um dos fatores que tém limitado as pesquisas do mal-das-folhas da seringuei-
ra tem sido a dificuldade de obtencéio, em laboratoério, de inéculo do seu agente
etiolégico (Microcyclus ulei (P. Henn.) v. Arx). A manutencao do inéculo «in vivo»,
mesmo em condigoes controladas, torna-se dificil pela rapida perda de’ via-
bilidade dos conidios e pelo aparecimento de microrganismos contaminantes,
hiperparasitas e i.nsetos'micéfagos, bem como pela grande possibilidade de mistu-
ra de inéculos, quando se manuseia elevado nimero de isolados.

Varios meios de cultura tém sido sugeridos para o crescimento desse fungo (1,
2,3,4,6,7, 8, 9), porém nenhum deles produz quantidade de conidios suficientes
para estudos de resisténcia em condicées controladas, variabilidade fisiolégica e
biologia do patdégeno, em geral.
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O objetivo deste trabalho foi estudar o crescimento e a esporulacao da forma
imperfeita de M. ulei (Fusicladium macrosporum) em varios meios de cultura e o
efeito da idade da cultura sobre a esporulacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Técnica de Isolamento

Foliolos de seringueira que exibem lesoes recém-esporuladas com a fase
conidial de M. ulei foram coletados e examinados com binocular estereoscépica.
Depois de verificar que a lesdo em estudo estava aparentemente livre de fungos
contaminantes, tocava-se levemente a massa de esporos sobre a lesio com estile-
te, de ponta fina (200-300 um de diametro), flambado, de modo que alguns conidios
e/ou conidioforos ficassemn aderidos 4 sua ponta. Os conidios e/ou conidioforos
aderidos a ponta do estilete eram transferidos para tubos de ensaio que conti-
nham 5 ml do meio de cultura M.1, M.3 ou M.4 (descritos no item 2.4), acrescidos
de 150 mg de cloranfenicol (1 ml de quemicetina, p.a. — 15%, uso veterinario) por
litro de meio de cultura.

Entre 10 e 25 dias ap0s o isolamento, surgiram pequenas coldnias, inicialmen-
te claras, mais tarde escuras, que eram repicadas no maximo 10-20 dias apos seu
aparecimento, antes da formagao dos estromas, que poderiam retardar o desen-

volvimento da cultura repicada.
2.2. Técnicas de Repicagem

Fragmentos de cultura de M.ulei, com 12 dias de idade, mantidos no meio de
cultura M.4, foram macerados em tubos de ensaio, utilizando-se bastao de vidro
flambado, na proporc¢édo de 1 grama de cultura com micélio, conidios e/ou coni-
di6foros para 10 ml de dgua destilada esterilizada, acrescida de cloranfenicol
(50 mg do p.a./1 ou 50 ppm). Uma aliquota de 1 ml dessa suspensao foi retirada,
depositada em frascos (Erlenmeyers) de 500 ml, que continham 100 ml de meio de
cultura solido (item 2.4), e espalhada por toda a superficie do meio. Quando se
utilizaram tubos de ensaio, os fragmentos de cultura foram pressionados contra a
parede do tubo, até a maceracido completa, e espalhados sobre a superficie do
meio de cultura contido no mesmo tubo. Os frascos ou tubos de ensaio foram in-
cubados a 24°C, em luz alternada (ciclos de uma hora-luz a 2000 lux lampadas
fluorescentes 40W, luz do dia), a intervalos de trés horas,repetido trés vezes,nas
primeiras 9 horas, seguidos de 15 horas de escuro, até a avaliacio.

2.3. Avaliacdo

A avaliacao foi feita aos 9, 12, 15, 18 e 21 dias apds a repicagem, determinan-
do-se o peso do micélio seco, o namero de conidios por frasco ou tubo de ensaio e
0 numero de conidios por miligrama de micélio seco. Para determinar o numero
de conidios, adicionou-se aos frascos ou tubos de ensaio um volume conhecido de
agua destilada, com tween-80, a 0,05%. A seguir, os conidios foram removidos com
pincel n.¢ 14, filtrados em gaze fina e quantificados, com o uso da cimara de
Neubauer.

Para determinar o peso do micélio seco, adicionou-se aos frascos ou tubos de
ensaio que continham as culturas certo volume de agua, e essa mistura foi subme-
tida a 90-100°C, durante 10 minutos, até a fusdo do agar. O micélio foi recolhido
ap6s a filtragem do meio em gaze fina e mantido a 70°C durante 24 horas, antes da

pesagem.
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2.4. Meios de Cultura Utilizados

Os ingredientes dos meios de culturas, apresentados no Quadro 1, foram pre-
parados para um litro de agua destilada ou para um litro de dgua de batata cozi-
da.

A racéo Bonzo foi misturada aos fragmentos de batata, cozidos durante 35 mi-
nutos. O extrato foi filtrado em gaze fina e o volume foi completado para um litro.

Os produtos (Procavit ou Panvit), na forma de drageas, foram adicionados em
agua destilada, esterilizada a 70-80°C, com 24 horas de antecedéncia, para disso-
lucdo das drageas. A suspensio ou solugio-estoque desses produtos ou dos ami-
noacidos pode ser armazenada em congelador.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Isolamento

Os conidios retirados de lesdes recém-esporuladas apresentam maior viabili-
dade e menos contaminantes, aumentando a vantagem dos isolamentos.
Quando foliolos com lesdes recém-esporuladas foram coletados e o irolamento foi
feito no mesmo dia, o indice de recupera¢io dos tubos de ensaios foi ce 70-80%; os
mesmos foliolos, herbarizados e mantidos em condigoes de ambiente durante 15
dias, apresentaram indice de recuperacao de 10-15%, apenas. Caso semelhante
ocorreu quando foliolos com lesdes espcruladas foram mantidos na planta em ca-
sa de vegetacao, o que possibilitou a recuperacao durante 22 dias. O aparecimen-
to de fungos contaminantes depois de 22 dias limitou o isolamento por esse pro-
cesso.

3.2. Meios de Cultura

No Quadro 2 véem-se os resultados referentes a producao de micélio seco, pro-
ducao de conidios por frasco e producio de conidios/mg de micélio seco do isola-
do de M. ulei proveniente de Governador Valadares, MG, em diferentes meios de
cultura e diferentes idades das culturas.

Verificou-se aumento do peso do micélio com o aumento da idade das cultu-
ras em todos os meios testados, aumento maior para as culturas com 18 ou 21 dias
de idade mantidas nos meios M.18, M.17 e M.10 e menor para as mantidas no meio
M.3.

A producéio de conidios por miligrama de micélio seco foi maior nas culturas
com 9 e 12 dias de idade, em todos os meios que apresentavam aminoAcidos (treo-
nina, cloridrato de lisina e triptéfano), Panvit ou Procavit, em comparacdo com os
meios M.15, M.16, M.17, M.18 e M.19. A produgio de conidios foi também influen-
ciada pela idade da cultura, obtendo-se maior produ¢ao em culturas com 12 ou 15
dias de idade na maioria dos meios. A menor producio de conidios ocorreu em
culturas com 21 dias de idade. Considerando a producao de conidios/mg de micé-
lio seco, verificou-se que a producao méaxima foi obtida de culturas com 12 dias de
idade mantidas nos meios M.3 e M.7, seguidos pelos meios M.4, M.5, M.9, M.8 e
M.1. Para as culturas mantidas nos meios M.11, M.14, M.15, M.16 e M.19, a produ-
¢ao maxima de conidios foi obtida de culturas com 15 dias de idade.

As culturas mantidas nos meios M.15 (BSA — 0,5%) e M.16 (BSA — 0,2%), pro-
postos por HOLLIDAY (4) e CHEE (3), produziram mais conidios aos 15 dias de
idade. O meio M.15 produziu mais conidios que os meios M.16, M.17 e M.18, porém
foi inferior aos demais. SCHRADER (9), utilizando o meio M.15, verificou maior
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crescimento micelial de M. ulei em culturas com 15 a 20 dias de idade e maxima
esporulacdo em culturas com 16 a 18 dias de idade, sob iluminacéo.

Para os meios de cultura (M.17 e M.18) propostos por LANGDON (6), a maxi-
ma producio de conidios ocorreu em culturas com 21 dias de idade; essa produ-
cao foi inferior a4 dos demais meios testados. Por outro lado, a producao de micé-
lio seco em culturas com 18 e 21 dias de idade, mantidas nesses meios, foi supe-
rior a dos demais meios testados. Segundo LANGDON (6), o BDA e a peptona es-
timulam a producao de estromas, e a fitona e o nitrato de amoénio estimulam o
crescimento radial. Quando a fitona foi adicionada aos meios M.3 (que possibili-
tou a producdo maxima de conidios) e M.4, verificou-se um decréscimo na produ-
cao de conidios/mg de micélio seco (M.12 e M.13) em culturas com 9 e 12 dias de
idade mantidas nesses meios. Para os demais meios, a fitona induziu ligeiro au-
mento do crescimento micelial.

Os componentes de Panvit (sais minerais, vitaminas e aminoéacidos), testados
isoladamente, mostraram que a treonina, o cloridrato de lisina e o triptéfano au-
mentam a producao de conidios de M. ulei. Varias combinacoes de dosagens des-
ses aminodacidos foram testadas. As combinacoes compostas de 10 mg de cloridra-
to de lisina/l, 0,250 mg de triptofano/l e dosagens crescentes de treonina de
0,125 mg/l até 2 mg/l induziram a formacao de conidios, dai terem sido incluidas
nos meios M6, M.8, M.9 (com tiamina) e M.14. Desses meios, o M.8, o M.9 e 0 M.14 pro-
duziram mais conidios/mg de micélio seco em culturas com 9 e 12 dias de idade. A
adicao de tiamina ocasionou ligeiro acréscimo na producao de conidios.

A maxima producao de conidios foi obtida de culturas com 9 e 12 dias de ida-
de, mantidas nos meios M.3 e M.7, verificando-se baixa producao de micélio seco
nesses meios, quando comparada a obtida de culturas mantidas nos meios M. 10,
M.14, M.17 ou M.18, com producao de conidios inferior & dos meios M.3 e M.7. Ob-
servou-se que, em culturas com mais de 12 dias de idade, a producao de conidios
decresce com o aumento do peso do micélio seco. Entretanto, o aumento da pro-
ducgao de micélio seco com a idade das culturas parece nao estar biologicamente
correlacionado com a queda na producao de conidios nessas culturas, visto ter si-
do observado que os conidios sao liberados dos conidiéforos e germinam na proé-
pria cultura, as vezes dando origem a fragil crescimento micelial, com conidiéfo-
ros que produzem pouco e pequenos conidios elipséides, sem septos, comuns em
culturas com mais de 20 dias de idade. A germinac¢ao dos conidios na propria cul-
tura concorre para o decréscimo de producao destes em culturas com mais de 15
dias de idade, visto que, para a maioria dos meios de culturas testados, o maior
estimulo a producao de conidios parece ocorrer em culturas com 9 a 12 dias de
idade. Além disso, tem sido relatado que a viabilidade dos conidios decresce em
culturas com mais de 15 dias de idade (3, 5), certamente por auto-inibi¢do (4).

No Quadro 3 véem-se as médias dos resultados referentes a producao de coni-
dios/mg de micélio seco de seis ensaios realizados em frascos ou tubos de ensaios,
envolvendo isolados provenientes de Mazagao-AP, Rio Branco-AC, Humaita-AM,
Eirunepé-AM, Governador Valadares-MG e Jucuruaba-ES.

Os resultados seguiram a mesma tendéncia do ensaio anterior (Quadro 2),
com pouca variacao. Observou-se também que a producao maxima de conidios do
isolado proveniente de Mazagao-AP, em culturas com 12 dias de idade, manti-
das nos meios M.3, M.7 e M.8, foi de 46.000, 44.000 e 50.000 conidios/mg de micélio
seco, respectivamente, ao passo que a producao de conidios do isolado proveni
ente de Jucuruaba-ES, nesses mesmos meios, foi de 504.000, 515.000 e 370.000, res-
pectivamente, 10 vezes maior que no isolado de Mazagao. A producao dos
demais isolados testados nesses meios ficou na faixa de 100.000 a 250.000 coni-
dios/mg de micélio seco, nao variando muito em relacao ao isolado de Governa-

dor Valadares-MG (Quadro 2).
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QUADRO 3 - Produgdo de conidios de Microcyclus ulei em diferentes meios de
cultura. Vigosa, margo a dezembro de 1983
Meios Conidios produzidos/mg de micélio seco (x 1000)
de Idade da cultura (dias)

cultura 9 12 15 18 21
M.1 58 108 72 51 32
M.2 56 98 63 61 L2
M.3 153 308 193 108 79
M.4 155 220 - 128 % 61
M.5 122 179 101 95 58
M.6 86 126 o8 52 16
M.7 ; 150 . 188 172 111 83
M.8 72 136 104 93 58
M.9 70 134 a9 68 62
M.10 63 08 Q0 62 60
M.11 106 114 112 88 75
M.12 110 116 % 65 53
M.13 106 123 112 86 68
M.14 86 98 104 105 92
M.15 29 k2 43 39 22
M.16 9 11 21 20 16
M.17 6 7 7 11 16
M.18 4 6 8 13 15
M.19 38 46 46 51 L2

% Os nimeros representam a média dos ensaios com quatro repetigoes, envol-
vendo isolados de Mazagdo-AP, Rio Branco-AC, Humaitd-AM, Eirunepé-AM, G.
Valadares-MG e Jucuruaba-ES.

Um fator importante, no cultivo de qualquer fitopatégeno, é a viabilidade do
inodculo produzido. Segundo CHEE (3), os esporos mais velhos de M. ulei apresen-
taram menor capacidade de germinacao. Esse autor verificou que conidios com
sete dias de idade apresentavam 55-65% de germinacao, e apenas 15% em culturas
com trés semanas. JUNQUEIRA et alii (5) verificaram que conidios de M. ulei pro-
venientes de culturas com 10, 12, 14, 16 e 18 dias de idade, mantidas no meio M.4,
apresentaram 6%, 68,5%, 62,5%, 36,4% e 8,2% de germinacéo, respectivamente.
Dessa forma, os conidios utilizados em inoculacoes, ou outros trabalhos, em que
sua viabilidade seja importante devem ser retirados de culturas com até 12 dias
de idade.

Dentre os meios de cultura estudados, os que induziram maior esporulacao
em culturas com 9 e 12 dias de idade foram o M.3 e o M.7, seguidos de M.4, M.1,
M.9, M.5, M.8, M.10, M.11, M.12, M.13 e M.14. Destes, o M.3 foi o melhor, mas a adi-
¢ao de Panvit, ap6s a autoclavagem, dificultou o trabalho em tubos de ensaios ou
frascos; o mesmo aconteceu com os meios M.1 e M.13. Nesse caso, 0s meios M.7,
M.4, M.5, M.8, M.9 e M.14 foram mais acessiveis. No caso de indisponibilidade de
Panvit ou Procavit, os meios com aminoacidos (M.9, M.8 e M.14) poderao ser utili-
zados com sucesso. Quando Panvit, na forma de dragea, foi adicionado ao meio
(0,5 dragea/1), apés a autoclavagem, verificou-se um estimulo & produgao de coni-



VOL.XXXIN.°177,1984 329

dios. Entretanto, a autoclavagem desse produto na forma de dragea, juntamente
com o meio de cultura, é desaconselhavel, por causar fungitoxidez.

As culturas de alguns isolados nesses meios de cultura variaram no aspecto
morfolégico. Culturas do isolado proveniente de Rio Branco-AC apresentaram co-
loragao marrom-oliva (Figura 1A), tornando-se marrom-oliva com pontos miceliais
brancos depois de repicadas 15 vezes (Figura 1D). Os pontos miceliais brancos,
provavelmente, seriam um caso de aneuploidia. Uma das culturas de isolados pro-
venientes de Mazagao-AP apresentou coloracdo palha (Figura 1B), ao passo que
as demais apresentaram cor verde-oliva (Figura 1C), cinza ou amarelo-p4lida.

O sucesso no cultivo e esporulacao de M. ulei depende da técnica de repica-
gem e da idade da cultura. Dessa forma, as repicagens devem ser feitas de cultu-
ras com menos de duas semanas de idade, porque as repicagens de culturas ve-
lhas ou de estromas sem micélio podem retardar o desenvolvimento da cultura
subsequente ou reprimir a producao de micélio ou esporulacio (5). JUNQUEIRA
et alii (5) verificaram que repicagens de culturas de M. ulei com 10 e 12 dias de ida-
de induziram rapido crescimento micelial e maior esporulagio na cultura
subseqiiente que as resultantes de culturas com mais de 20 dias de idade.

FIGURA 1 - Culturas de Microcyclus ulei, com 15 dias de idade, mantidas no
meio de cultura M.3. A. Isolado proveniente de Rio Branco-AC,
apos cinco repicagens; B, Isolado proveniente de Mazagio-AP; C.
Isolado proveniente de Humaitd-AM; D, Isolado proveniente de Rio
Branco-AC, apos 15 repicagens.
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4. RESUMO

Estudou-se o desenvolvimento e producao de conidios de Mycrocyclus ulei em
diferentes meios de cultura. A repicagem foi feita com o emprego de um mercado
que consistia em fragmentos de micélio e conidios provenientes de culturas com
12 dias de idade. A temperatura de incubacao foi de 24°C, em regime de luz alter-
nada (ciclos de uma hora de luz a 2000 lux - lampadas fluorescentes - 40W - luz do
dia), a intervalos de trés horas, repetido trés vezes, nas primeiras 9 horas, seguidos
de 15 horas de escuro. A avaliacao foi feita aos 9, 12, 15, 18 e 21 dias apos a repica-
gem, determinando-se o peso do micélio seco e a producao de conidios/mg de mi-
célio seco. A producao maxima de conidios foi obtida de culturas com 12 dias de
idade, mantidas no meio de cultura que continha 6 g de neopeptona, 10 g de saca-
rose, 2 g de KH2PO4, 1 g de MgS04.TH20, 20 g de agar e 2 ml de Panvit (complexo
de sais mineirais, vitaminas e aminodcidos). O Panvit foi adicionado depois da
autoclavagem do meio. O pH foi ajustado para 5 = 0,2. Os meios que continham 10
g de sacarose, 20 g de agar, 2 g de KH2PO4 e 250 g de batata/1000 ml de agua des-
tilada, acrescidos de 13 g de Bonzo (Dog food) e 1,5 ml de Panvit, adicionado antes
ou depois da autoclavagem do meio, pH = 5 *+ 0,2, também induziram boa forma-
cao de conidios.

5. SUMMARY

(ISOLATION, CULTURE AND SPORULATION OF Microcyclus ulei, CAU-
SATIVE AGENT OF SOUTH AMERICAN LEAF BLIGHT OF HEVEA
RUBBER TREES)

This study was undertaken to evaluate several culture media to enhance

spore production of Microcyclus ulei.
Media were incubated in Erlenmeyer flasks at 24°C under an alternate regime

of light periods (1 hr under a 40 W, fluorescent light, at 2000 lux, daylight, followed
by 3 hr in the dark, repeated three times in the first 9 hours), followed by 15 hours
in complete darkness. Each medium was inoculated with a mixture of mycelia and
conidia harvested from a twelve-day old M. ulei culture. For each culture medium,
dry weight of mycelia and number of conidia per mg of dry weight of mycelia were
taken at nine, twelve, fifteen, eighteen and twenty-one days after inoculation.
Maximum yield of conidia was obtained from a twelve-day old culture medium
containing 6 g neopeptone, 10 g sucrose, 2 g KH9PO4, 1 g MgS04.TH20, 20 g agar,
and 2 ml of ‘Panvit’, a complex of mineral salts, vitamins and aminoacids. ‘Panvit’
was added to the medium after autoclaving, and the pH of the medium was
adjusted to 5= 0.2. Another culture medium with a per liter composition of 10 g
sucrose, 2 g KgHPO4, 0.25% w/v potato, 13 g of ‘Bonzo’ dog food and 1.5 ml of
‘Panvit’ (the latter added either before of after sterilization) also gave a good yield
of conidia.
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