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INTRODUCAO

O fungo Dicyma pulvinata (Berk. &
Curt.) Arx (=Hansfordia pulvinata [Berk. &
Curt.] Hughes) tem sido relatado como
micoparasita de algumas espécies de
fungos (Mitchell et al, 1987) e por isso
vem sendo estudado como uma
alternativa no controle de fitopatégenos.
No Brasil, foi encontrado colonizando
estromas (fase ascogena) de Microcyclus
ulei (P. Henn.) Arx, agente causal do mal-
das-folhas da seringueira (Hevea spp.) e
estromas de Phyllachora huberi P. Henn,
e Rosenscheldiella heveae Jung. & Benz,
causadores do complexo “crosta—negra’,
desta mesma cultura (Junqueira &
Gasparotto, 1991).

Diversos experimentos conduzidos
em casa de vegetacdo destacaram a
importancia de D. pulvinata como agente
de biocontrole para o M. ulei, por destruir
as estruturas e, consequentemente,
impedir reinfestagcbes pelo patdgeno
(Santos et al, 2001). Considerando que o
mal-das-folhas se constitui no principal
fator limitante da producdo de latex e
expansdo da cultura de seringueira no
Brasil e na América Latina, a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia vem
desenvolvendo trabalhos no intuito de
melhorar o processo de cultivo de D.
pulvinata (Mello et al, 1999). Entretanto,
ha ainda necessidade de se encontrar
nutrientes que promovam o crescimento e
a esporulacdo do fungo e aumentem a
eficiéncia em sua producdo. Deve-se
ressaltar a dificuldade de D. pulvinata
produzir esporos em meio liquido,
principalmente sob agitacéo.

Neste sentido, procurou-se avaliar
componentes e concentragbes ideais de
nutrientes para otimizacdo da producao

massal de micélio em meio liquido e de
esporos em substratos soélidos.

MATERIAL E METODOS

Producdo de indéculo de D. pulvinata
em meios liquidos

O estudo foi desenvolvido com o
isolado CG772, pertencente a Colecao de
Culturas de Agentes de Controle Bioldgico
de Fitopatégenos da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. O indculo
semente foi preparado pela ativacdo de
colénias em meio BDA (Batata-Dextrose-
Agar).

Na producdo de micélio, foram
utilizados meios  contendo, como
ingrediente basico, o caldo de batata, que
€ o resultado da &gua fervida contendo
concentracdo de batata a 20%; este cha
ou suco nutritivo de batata é misturado a
determinadas concentracdes de dextrose
(BD) ou sacarose (BS). Nesses meios
acrescentaram-se diferentes
concentracbes de peptona e extrato de
levedura, componentes basicos do meio
SDY que é tradicionalmente utilizado na
producdo de inéculo do fungo. Ao todo
foram testadas 29 variagbes de meios
liquidos basicos. Foram adicionados 50
mL de cada meio em erlenmeyers de 125
mL e depois autoclavados. Em cada um
dos frascos inocularam-se 2,5 mL de uma
suspensdo com concentracdo de 10’
esporos/mL. A incubacao se deu a 28°C e
fotoperiodo de 12 horas, sob agitacéo
(150 rpm) durante sete dias. A
determinacdo da massa micelial das
amostras de cada frasco foi realizada
apos filtragem e secagem do material
(estufa a 70°C).



Producdo de conidios de D. pulvinata
em diferentes substratos

Para a producéao de esporos, foram
avaliados: arroz parboilizado, quirela de
arroz, palha de arroz, grédos de milho e
quirela de milho. Na palha de arroz, 15
gramas da mesma foi umedecida com 15
mL de caldo resultante do cozimento de
batata. Em relagéo aos outros substratos,
100 gramas foram umedecidos com 60
mL de agua destilada. Apds, o0s
substratos foram colocados em
erlenmeyers de 500 mL e autoclavados.
Para cada substrato foram montados dois
ensaios: no primeiro utilizaram-se, como
indculo, 10 mL de micélio de D. pulvinata
cultivado em meio SDY, e no segundo, 10
mL de suspensdo de esporos (10°
esporos/mL) produzidos em meio BDA.
Foram realizadas avaliacbes quanto a
esporulacdo aos 8, 16, 24 e 32 dias de
crescimento. O numero de esporos/g de
substrato foi determinado com o auxilio
de camara de Neubauer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os meios liquidos SDY (1% peptona,;
4% dextrose e 1% extrato de levedura) e
BSY (20% batata; 3% sacarose e 1%
extrato de levedura) foram o0s mais
eficientes na producéo de micélio (Fig. 1).
Dos nutrientes testados, somente o
extrato de levedura ndo pode ser
substituido nos  diferentes meios
empregados. A dextrose pode ser
substituida pela sacarose e a peptona,
uma fonte protéica, pelo caldo de batata.
Neste sentido, para a obtencdo de micélio
de D. pulvinata e utilizad-lo como in6culo
em substratos sélidos na producdo de
esporos, pode-se empregar o meio BSY
gue € menos dispendioso do que o SDY e
de facil manuseio.

De modo geral, o fungo produziu
esporos nos substratos sélidos avaliados.
No experimento em que se realizou a
inoculagdo com micélio, o substrato a
base de milho proporcionou o maior
rendimento de esporos (Tab. 1).
Entretanto, quando se realizou a
inoculagdo com suspensdo de esporos, 0
substrato a base de arroz mostrou-se
mais eficiente (Tab. 2). Verificou-se,
ainda, maior producdo de esporos nos
tratamentos onde se utilizou micélio como
fonte de in6culo do que com suspensao
de esporos. Com oito dias de cultivo a
producdo de esporos ja alcancava a 10°
esporos/g de substrato, utilizando-se o
milho como substrato, enquanto ao utilizar
suspensao de esporos como indculo, a
producdo s6 alcancou o maximo de 10°
esporos/g de substrato aos 32 dias de
incubacao.

Houve aumento da esporulacao até
0 vigésimo quarto dia apds a inoculacao
excetuando-se no milho que ja no 16° dia
a esporulacao era igual ao do 24° dia de
incubacdo. Nas avaliacbes posteriores
constatou-se reducdo da quantidade de
esporos nos substratos avaliados. Pela
disponibilidade e pelo custo relativamente
barato, o emprego de meio liquido BSY e
de substratos sélidos como milho e arroz,
pode ser uma das alternativas na
producdo de micélio e de esporos do
fungo. A procura de fontes nutrientes que
proporcionem aumento e qualidade da
esporulacdo de D. pulvinata a baixo custo
€ importante para o estabelecimento de
padrées que possam otimizar a sua
producdo em maior escala.



Producao de inoculo de Dicyma pulvinata

OB + D 2% = 7,322 mg/ml

OBD 2% + Y 1% = 11,124 mg/ml

15 EBD 2% + Y 2% = 11,508 mg/ml
OBD 2% + Y 3% = 12,018 mg/ml
10 EBD 2% + Y 4% = 12,094 mg/ml

OB + S 2% = 6,47 mg/ml

(mg/ml)

HBS 2% + Y 1% = 12,236 mg/ml

Massa micelial

ol
\

EBS 2% + Y 2% = 12,404 mg/ml
OBS 2% + Y 4% = 12,572 mg/ml

OBS 2% + Y 3% = 12,832 mg/mll

OSDY = 13,818 mg/ml

Figura 1. Producédo de in6culo de Dicyma pulvinata em diferentes meios liquidos,
tendo como componente basico o caldo de batata.

Tabela 1. Nomero de esporos de D. pulvinata produzidos em diferentes substratos sélidos,
inoculados com suspenséo de micélio.

Substrato N° de esporos/g de substrato
8 dias
16 dias
24 dias
32 dias

Quirela de

milho

1,47 X 108

5,31 X 10°

1,11 X 10°

3,17 X 10®

Milho

3,82 X 10°

1,11 X 10°

1,07 X 10°

2,98 X 10°



Palha de
arroz

1,29 X 108
1,13 X 108
2,06 X 10°
2,37 X 108

Quirela de
arroz

1,77 X 10’
2,22 X 10°
1,98 X 10°
7,85 X 10’

Arroz
parbolizado

3,15 X 10’
3,31 X 10°

3,43 X 10°
1,72 X 108

Tabela 2. Niamero de esporos de D. pulvinata produzidos em diferentes substratos sélidos,
inoculados com suspenséo de esporos.
Substrato N° de esporos/g de substrato
8 dias
16 dias
24 dias
32 dias

Quirela de milho

-X-
-X-
-X-
_X_

Milho

1,25 X 10°

5,00 X 10°

4,17 X 10°

6,67 X 10°



Palha de arroz

5,00 X 10°
5,00 X 10°
1,42 X 10°
1,67 X 10°

Quirelade arroz

1,42 X 10°
1,33 X 10°
1,42 X 10°
2,50 X 10°

Arroz parbolizado

2,92 X 10°
6,08 X 10°
2,17 X 10°
2,50 X 10°
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