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RESUMO

A podridao da uva madura, conhecida como podridao de glomerela, é causada pelo
complexo fungico Colletotrichum gloeosporioides. Este estudo teve como objetivo
isolar C. gloeosporioides de cachos de uva com sintoma de podriddo e avaliar a
influéncia do meio de cultivo e da temperatura no crescimento e na producdo de
esporos. Quatro isolados foram cultivados nos meios aveia, batata-dextrose-agar
(BDA), milho e V8. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4x5, com cinco repeti¢cdes por tratamento. O meio
de aveia, que apresentou melhor desempenho na esporulagdo, foi utilizado no
ensaio de temperaturas, conduzido a 15, 20, 25 e 30 °C, sob fotoperiodo de 12
horas. Os dados do ensaio foram analisados por regressao quadratica. O isolado 1
teve maior esporulacdo a 30°C, enquanto o isolado 2 também atingiu seu pico
nessa temperatura, porém com baixa taxa. O isolado 3 ndo esporulou em nenhuma
condicéo, e o isolado 4 apresentou maior esporulagéo a 25 °C.

INTRODUCAO

Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc. € um fungo classificado como
parasita ndo obrigatério, capaz de sobreviver fora do hospedeiro, 0 que possibilita
seu cultivo em meio de cultura (MENEZES & HANLIN, 1996a). A obtengcédo de
isolados puros € essencial para estudos relacionados a patogenicidade, resisténcia
genética de plantas e sensibilidade a fungicidas (REGO et al., 2014). Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo obter isolados de C.
gloeosporioides e avaliar fatores culturais e ambientais que influenciam a producéo
de inéculo, testando os meios de cultura aveia, batata-dextrose-agar (BDA), milho e
V8 quanto ao crescimento micelial e a esporulagdo, além de determinar a
temperatura mais adequada para esses processos.

MATERIAIS E METODOS
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Os testes foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Estadual de Maringa. No estudo utilizaram-se quatro isolados de Colletotrichum
gloeosporioides, obtidos a partir de bagas de uva sintomaticas coletadas em
Marialva-PR. Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de
Batata-Dextrose-Agar (BDA) e mantidas por sete dias na incubadora Biochemical
Oxygen Demand (BOD), com temperatura e controlada nas condicdes de 25+2 °C.
Para o ensaio da influéncia do meio de cultura no crescimento micelial e
esporulacao, foram preparados os quatro meios de cultura, sendo eles: milho, aveia,
BDA e V8. Para a preparacao do meio BDA, foi utilizado 250 g batata, 20 g agar, 20
g dextrose e 1000 mL agua. Para o preparo do meio de milho, foi utilizado 500g de
farinha de milho, 10g de dextrose, 159 de agar e 1 litro de agua. Para o meio de
aveia, foi utilizado 30g de aveia, 159 de agar e 1 litro de agua. Ja para o V8, foi
utilizado 200ml de suco V8, 17g de agar, 6g de carbonato diluido em 200ml de agua
e completou-se com 800ml de agua.

Cada meio de cultura foi autoclavado a 121 °C por 20 minutos e, em seguida, vertido
em placas de Petri de 9 cm de didmetro, adicionando-se 20 mL por placa. Discos de
micélio de 5 mm, obtidos dos isolados de C. gloeosporioides, foram transferidos para
o centro das placas, que posteriormente foram incubadas em BOD. Cada tratamento
foi constituido por cinco repeticoes, sendo considerada uma repeticdo uma placa de
Petri.

A avaliagao do crescimento micelial foi realizada no 7° dia de incubacao, utilizando-
se um paquimetro para medir o didmetro das colénias em centimetros. A
esporulacao foi avaliada no 14° dia de incubacdo. Adicionaram-se 20 mL de agua
destilada estéril em cada placa, seguido da raspagem das estruturas fungicas. A
suspensao obtida foi filtrada em gaze para reter as hifas, originando uma suspenséao
de esporos, posteriormente quantificada com auxilio de um hemocitémetro.

O ensaio para avaliar a influéncia da temperatura na esporulagao foi realizado com
base nos resultados obtidos previamente no teste de influéncia dos meios de cultura,
sendo selecionado o meio de aveia. Em cada placa foi inoculado um disco de
micélio dos isolados, cada tratamento foi constituido por cinco repeticées. As placas
foram distribuidas inteiramente ao acaso e mantidas em BOD, ajustadas para as
temperaturas de 15, 20, 25 e 30 °C. A avaliacao da esporulacgao foi realizada 14 dias
apos a inoculacao, seguindo a mesma metodologia adotada no ensaio anterior.

Para a andlise estatistica dos dados, utilizou-se o teste de LSD (Least Significant
Difference) na comparagdo do crescimento micelial entre os diferentes meios de
cultura. A esporulagao foi analisada por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, em funcao da heterogeneidade dos dados. Ja para avaliar a resposta da
temperatura sobre o desenvolvimento do fungo, foi aplicada a analise de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise do teste de influéncia dos meios de cultura sobre o crescimento micelial
de isolados de C. gloeosporioides, a analise de varidncia indicou diferenca
estatistica significativa tanto entre os isolados quanto entre os meios de cultura (p <
0,01). A diferenca encontrada pelo teste LSD destaca que os meios BDA e V8 foram
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mais favoraveis ao desenvolvimento do crescimento micelial (Tabela 1), o que pode
estar relacionado a disponibilidade de nutrientes nesses meios.

Tabela 1 — Teste de média do crescimento micelial (cm) de isolados de
Colletotrichum gloeosporioides.

Meio de Isolado1 Isolado 2 Isolado3 Isolado 4 Média
cultura
BDA 5,64 6,58 7,02 6,66 6.47a
V8 5,8 6,14 6,58 6,24 6.19a
Milho 5,4 6,46 6,56 5,78 6.05ab
Aveia 3,98 6,3 6,36 5,74 5.59b
Média 5.205¢ 6.37ab 6.63a 6.105b
Médias seguidas das mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de diferengca minima significativa - LSD

(p<0,001).

A avaliagdo da esporulagdo dos isolados avaliada com teste estatistico nao
paramétrico revelou diferenca estatistica significativa (p = 0,1), sendo que os meios
de aveia e de milho proporcionaram as maiores taxas de esporulacado (Tabela 2)
reforcando a importancia da escolha do meio de cultura, ja que determinados meios
podem estimular preferencialmente o crescimento vegetativo, enquanto outros
induzem a esporulagao.

Tabela 2 — Média de esporos x10* por ml da suspensio de isolados de
Colletotrichum gloeosporioides.

Meio de Isolado 1 Isolado 2 Isolado3 |Isolado 4 Rank?!
cultura

BDA 18,25 3,75 7 109,75 23,21b
V8 8,5 37,25 13 88,5 31,56ab
Milho 561,25 107 1,25 225,25 37,91a
Aveia 4808,25 13 2 256,5 37,31a

Rank 37,22b 29,12b 15,03c 48,62a
1 Valores de médias seguidos pelo resultado do teste de Kruskal-Wallis (x? = 6.44; p = 0,0918).

A escolha do meio de aveia para a segunda etapa do projeto foi estratégica, uma
vez que esse meio se destacou na inducéo de esporulacao, fornecendo quantidade
suficiente de estruturas reprodutivas para analises subsequentes. A utilizacdo de
modelos de regressdo quadratica para descrever a relacdo entre esporulacédo e
temperatura é adequada, ja que o comportamento biolégico de fungos em funcao de
fatores ambientais geralmente apresenta respostas nao lineares, com um ponto
6timo em determinada faixa de temperatura.
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Isolado 1 Isolado 2

Isolado 3 Isolado 4

Figura 1 - Gréafico da média de esporos x10* por mL dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides
em resposta a diferentes temperaturas (°C).

A analise de regressao revelou que a temperatura de 30°C favoreceu a maior
esporulacao do isolado 1. Embora o isolado 2 também tenha apresentado seu pico
de esporulacdo nessa mesma temperatura, sua taxa foi considerada baixa. O
isolado 3 nao apresentou esporulagdo em nenhuma das condigdes testadas,
enquanto o isolado 4 atingiu seu desempenho maximo a 25 °C.

CONCLUSOES

Os meios de cultura influenciam significativamente o crescimento micelial e a
esporulacao de isolados de C. gloeosporioides. Os meios BDA e V8 favoreceram o
crescimento micelial, enquanto os meios a base de aveia e milho promoveram maior
esporulacdo. Em relagdo a temperatura, os isolados apresentaram variacbes nas
taxas de esporulacdo, porém todos demonstraram baixa capacidade esporulatéria
em temperaturas inferiores a 25 °C.
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