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1NFLUENCIA DE MEIOS DE CULTURA, pti E DO REGIME LUMINOSO 
NO CRESCIMENTO E ESPORULAÇÃO DE Colletotrichum corchorum 

IKATA 8 TANA 

RESUMO : Ensaios foram conduzidos em condições de laboratório vi- 
sando selecionar meios de cultura e estudar a influência do pH do 
meio de cultura e do regime luminoso no crescimento e esporulação 
de Colletotrichum corchorurn Ikata & Tana. Entre os meios de cultu- 
ra testados. cis que mais favoreceram o crescimento radial foram raiz 
de cenoura-dgar e batata-sucrose-ágar (BSA), mas, a esporulação foi 
mais abundante em BSA. O patúgeno cresceu e esporulou bem quan- 
do as colbnias do fungo foram culilvadas em BSA com índice de pH 
5,s e 6,O. As col6nias submetidas a um regime continuo de luz cres- 
ceram e esporularam bem. quando comparadas com os regimes con- 
tínuo de escuro e alternado de doze horas de luz e doze horas de 
escura. 

A cultura da juta [Corchorus capsularis L.), na Amazônia, tem 
grande importância econômica e social, haja vista ser uma cultura 
de baixa renda que envolve mão-de-obra familiar [Libonati 19581 . 

Originaria da Asia e introduzida na Amazônia por volta de 1920, 
encontrou condições adequadas ao seu desenvolvimento na região 
do Trópico Úmido Brasileiro, onde é explorada para produção de fi- 
bras e de sementes destinadas a novos plantios. 

Nos cultivos de terra firme, destinados a produção de sementes, 
a juta e afetada por várias doenças, entre as quais, a antracnose 
causada por Colletotrichum eorchorum Ikata & Tana. O primeiro re- 
lato da doenca foi feito na [ndia, em 1940 [Ikata & Yoshida 1940, Ghosh 
19571. Na Amazônia, a primeira referência à doença foi feita em 
1948 (Dantas 1948), em plantios de terra firme, em áreas experimen- 
tais do extinto Instituto Agronômico do Norte, em Belterra, Municí- 
pio de Santarém, Estado do Para. Estudando a etiologia da doença, 



o autor identificou o agente patogênico como pertencente ao gênero 
Vermicularia sp.. contudo, não confirmou definitivamente esta iden- 
tificação. A constatação oficial de C. corchorum na Amazônia, só 
foi feita em 1978 [Freire & Albuquerque 19781, quando os autores 
descreveram os sintomas e as características rnorfológicas do pató- 
geno. Acredita-se que este patógeno tenha sido introduzido em 1920 
nas sementes provenientes da Asia, ja que este pode transmitir-se 
pelas sementes. 

Os dados da literatura fazem referência a trabalhos relacionados 
com raças fisiológicas (Choudhury & Ahrned 19691, f itoalexinas [Pur- 
kayastha & Ray 79751, efeito de hormônios e elementos minerais so- 
bre o desenvolvimento de lesões (Purkayastha & Ray 19771. O efei- 
to de alguns dos principais fatores ambientais e nutricionais sobre 
a germinação dos esporos de C. corchorum foi estudado por Ray & 
Purkayastha 119771. Nenhum trabalho foi desenvolvido visando estu- 
dar o efeito de fatores arnbientais no desenvolvimento e esporulação 
do fungo. 

Considerando-se a necessidade de produzir inóculo para prover 
os testes de verificação da reação de cultivares de juta frente ao pa- 
tógeno. foram conduzidos ensaios. no laboratório de Fitopatologia do 
CPATU. cujos objetivos foram selecionar meios de cultura mais ade- 
quados, estudar a influência do pH do meio de cultura e o efeito do 
regime luminoso no crescimento e esporulaçáo de C. corchorum. NO 
presente trabalho, são apresentados e discutidos os resultados obti- 
dos nestes ensaios. 

MATERIAL E METODOS 

Em todos os ensaios foram usadas culturas rnonospóricas de 
C .  corchorum, obtidas de coE6nias desenvolvidas por cinco dias, em 
ambiente de laboratório* 

Influência de diferentes meios de cultura 

Ap6s a obtenção das culturas monospóricas do fungo. foram fei- 
tas repicagens para placas de Petrl. contendo 20 ml do meio de cul- 
tura BDA (batata, 200 g; dextrose, 20 g; ágar, 20 g). Estas placas fo- 
ram mantidas i temperatura de 28°C e em regime continuo de luz 



por oito dias. Após este periodo, discos de 3 mrn de diâmetro foram 
retirados da zona de crescimento at tvo das colônias e transferidos 
para o centro de placas de Petri, contendo os seguintes meios de 
cultura r BDA, cenoura-agar (raizes de cenoura, 250 g; agar, 20 gl, 
BSA [batata, 200 g; sucrose, 20 g; agar, 20 g], Czapek-Dox (NaN03, 2 g;  
KHzP04, 1 g; S04Mg. 7 H20; CIK, 0,5 g; sucrose, 15 g; ágar, 20 gl, 
Aveia-ágar [farinha de aveia, 80 g; ágar, 12 gim Decocção de folhas de 
juta-ágar [Folhas jovens de juta, i00 g; agar, 20 g) e ágar-água (ágar, 
20 g; água, 1000 ml). Após a repicagem, as placas foram rnantidas 
a temperatura constante de 28°C e em regime contínuo de luz, em 
câmara de crescimento do tipo FORMA SCIENTIFIC. O delineamen- 
to experimental usado foi inteiramente çasuaEizado com sete trata- 
mentos e seis repetições, perfazendo um total de 42 parcelas. Ca- 
da parcela foi representada por uma placa de Petri. A avaliação do 
crescimento radial foi feita através da determinação do diâmetro das 
colônias expresso em rni limetros, usando-se um compasso tira-li- 
nhas. enquanto que a esporulação foi medida, usando-se a câmara 
de contagem de Neubauer. Para cálculo da concentração de espo- 
ros par mililitro, usou-se a formula proposta por Tuite (19691, para 
esporos pequenos. A análise da variância foi feita de acordo com o 
delineamento experimental proposto e as médias comparadas pelo 
teste de Tukey, ao nível de 5% de prababilldade. 

Efeito de diferentes níveis de pH do meio de cultura 

Culturas monospóricas de C. earchorurn foram cultivadas em 
placa de Petri contendo 20 ml  de meio de cultura BDA durante oito 
dias, à temperatura de 2B°C, em regime contínuo de luz. Após este 
periodo, discos de colônias de 3 m de diâmetro, retirados das zonas 
de crescimento ativo das colonias foram repicados para o centro de 
placa de Petri, contendo 20 rnl do meio de cultura BSA, com diferentes 
niveis de pH. Foram testados os seguintes niveis de pH : 4,5; 5,Q; 
5,5; 6,O; 6,5 e 7,0, Estes niveis foram ajustados com solução de hi- 
dróxido de sódio ou ácido clorídrico a 1%. Após a repiçagem. as 
placas de Petri foram rnantidas Ci temperatura constante de 28°C e 
em regime contínuo de luz, até o momento da avaliação. 

O de1 inearnento experimental usado foi inteiramente casualizado 
com seis tratamentos e sete repetições, perfazendo um total de 42 
parcelas. Cada parcela foi representada por uma placa de Petri, 



O crescimento radial e a esporulação foram medidas como no 
experimento anterior. Foi feita de análise da variância e as medias 
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nível de ã % de probabili- 
dade. 

Influência de diferentes regimes de luz 

Discos de 3 mm, retirados da zona de crescimento de colônias 
de C. corchorum desenvolvidas por oito dias em placas de Petri, con- 
tendo o meio de cultura BDA, foram transferidos para o centro de 
placas de Petri contendo o meio de cultura BSA- Ap6s a repicagem, 
as placas foram rnantidas em regime continuo de luz, regime conti- 
nuo de escuro e regime alternado de doze horas de luz e doze horas 
de escuro, e à temperatura de 28*C, por oito dias. Estes regimes 
luminosos constituíram os tratamentos. 

O delineamento experimental usado foi inteiramente casualizado 
com três tratamentos e dez repetições, perfazendo um total de 30 
parcelas. Cada placa de Petri constituiu uma repetição. A avalia- 
ção do crescimento radial e esporulação foi feita como nos experi- 
mentos anteriores. Foi feita a análise da variáncia e as médias dos 
tratamentos comparados pelo teste de Tukey. ao nível de 5% de pro- 
babilidade. 

RESULTADOS 

Influência de diferentes meios de cultura 

Entre os meios de cultura testados os que mais favoreceram o 
crescimento radial, em ordem decrescente, foram cenoura-agar, BSA, 
BDA e decocção de folhas de juta-ágar. Os meios cie cultura ágar- 
água, aveia-ágar e Ctapek-Dsx, situaram-se entre as que menos favo- 
receram o crescimento radial [Fig. 1 ). Houve diferença altamente 
significativa entre os meios testados, ao nível de 1 % de probabilida- 
de, quando compararam-se as médias do crescimento radial das co- 
lônias, pelo teste de Tukey. Cenoura-ágar foi o meio de cultura que 
mais favoreceu o crescimento radial, entretanto este meio de cultu- 
ra não diferiu significativamente do BSA, mas, ambos diferiram dos 
demais. Çzapek-Dox foi o meio de cultura que menos favoreceu o 



crescimento radial, pois, enquanto que no meio de cultura cenoura- 
ágar, o diâmetro das colônias atingiu 64,& mm. em Czapek-Dox, as co- 
lônias cresceram apenas 19,5 mm, em igual período [Fig. 11. 

M E I O S  O E  C U L T U R A  

FIG. 1 - Efeito de diferentes maios de cultura no crescimento radial de colõnias 
de C .  corchorum CMBdla de seis repetições). 

Quando se analisou a produção de esporos* observou-se que o 
maior Çndice de esporutação foi obtido, quando colônias do patóge- 
no foram cultivadas em meio de cultura BSA [Fig. 2). Seguem em 



ordem decrescente, BDA. aveia-ágar e cenoura-agar. Os menores ín- 
dices de esporulaçáo foram observados quando o fungo foi cultivado 
nos meios de cultura decocçáo de folhas de juta-agar, Czapek-Dox e 
ágar-água. 

Y C I O S  D E  C U L T U W I  

F1G. 2 - Efeito de diferentes meios de cultura na esponilação de C .  wrchonim 
(Media de sels repetições). 



Foram obsewadas diferenças altamente significativas ao nivel de 
1 O/O de probabilidade, quando as medias foram comparadas pelo tes- 
te de Tukey. BSA, foi o meio de cultura que proporcionou inelhores 
condições nutricionais para pronaover a esporulação do fungo, dife- 
rindo estatisticamente dos demais (Fig. 21. 

Efeito de diferentes níveis de pH do meio de cultura 

O nível de pH do meio de cultura não teve muita influ6ncisi no 
crescimento radial de colônias de C. corchorum. Os resultados obti- 
dos indicaram que os niveis que mais favoreceram o crescimento ra- 
dial, em ordem decrescente foram pH 5,5, 6,O e 6,5, seguidos de 5,0, 
7,0 e 4,5 [Fig. 2). O nivel de pH 5,O foi apenas ligeiramente superior 
aos demais. A análise da variância revelou diferenças significativas, 
quando compararam-se as médias dos tratamentos, pelo teste de Tu- 
key* ao nivel de 5% de probabilidade. Os tratamentos pH 53, 6,O e 
6,5 não apresentaram diferenqas significativas entre si, mas diferi- 
ram dos demais tratamentos. O nível de pH 4,s foi o que menos fa- 
voreceu o crescimento radial (Fig. 31. 

Quando se analisa os dados de produção de esporos, observa-se 
que os níveis de pH que mais favoreceram a esporulaçáo foram p'H 5.5 
e 6,0, seguidos de 5,0, 6,5, 7,O e 4,5. Os níveis que menos favorece- 
ram a esporulação foram pH 7,O e 4,5 [Fig. 4). Observou-se diferen- 
ças altamente significativas ao nivel de 1 */O de probabilidade, quando 
empregou-se o teste de Tukey para comparar as médias dos diferen- 
tes tratamentos. Não houve diferença significativa entre os níveis 
de pH 5,s e 6,0, entretanto, estes diferiram dos demais; os niveis de 
pH 5-0 e 6,5 não diferiram entre si, do mesmo modo que os níveis de 
pH 4,5 e 7,O. O menor índice de esporulação foi observado quando 
as colônias desenvolveram-se no meio de cultura com nível de pH 4,s 
[Fig. 41. 

Influência de diferentes regimes de luz 

Na Fig. 5, observa-se que os três regimes luminosos testados 
tiveram efeito semelhante sobre o crescimento radial. O regime con- 
tínuo de luz foi ligeiramente superior ao de luz alternada e este, por 
outro lado, foi ligeiramente superior ao regime contínuo de escuro. 
Diferenças significativas ao nível de 5% de probabilidade, foram 



Regimes de luz 

FIG. 3 - Crescimento radial de colõnias de C. eotchorum c u l t ~ d a s  por oito 
dlas em batatbsucros&gar com diferentes níveis de pH (Média de sete repetições). 



Regimes de luz  

FIG. 4 - Esporulação, de C..  oorchoium, quando cultivada em .bebt&8uems&gar 
com diferentes nlveis de pH (Media de sete repetições). 



FIG. 5 - Crescimento radial de colbnias de C .  corchonim desenvolvidas por oito 
dias em meio de cultura batat;t-sucrose-ágar, sob três regimes ~urninosos (Média 

de dez repetiçees). 



FIG. 6 - Esporulaçáo observada em, col0nias de C. corchorum cultivadas por olto 
dias em batata-sucrose-ágar sob três regimes luminosos (Média de dez repetições). 



observadas quando as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. 
Os regimes contínuos de luz e alternado de doze horas de luz e doze 
de escuro não diferiram entre si, mas, ambos diferiram do regime 
continuo de escuro. Se os regimes luminosos tiveram efeito seme- 
lhante sobre o crescimento radial, o mesmo não ocorreu quando ana- 
lisa-se os dados de produção de esporas. O regime contínuo de luz 
foi o que mais favoreceu a esporulação, vindo em se~uida, o regime 
contínuo de escura. O regime luminoso que mcnos favoreceu a es- 
porulaçáo foi o alternado de doze horas de luz e doze horas de escu- 
ro [Fig. 61. Houve diferença altamente significativa ao nível de 1 % 

de probabilidade. O regime contínuo de luz diferiu do regime conti- 
nuo de escuro. 

Q estudo das características fisiológicas de ColIetotriehum cor. 
chorum 1kat.a & fana revelou diferenqas no crescimento radial e na 
esporulação em diferentes meios de cultura, regimes luminosos e 
concentrações de íon hidrogênio do meio de cultura. 

Os meios de cultura testados tiveram efeito sobre o cresçimen- 
to radial, mas os regimes luminosos e as concentrações de íon hidro- 
gênio do meio de cultura pouco influenciaram no crescimento radial. 
Já a esporulação foi influenciada por estes três fatores. 

Cenoura-Agar embora tenha favorecido o crescimento radial, apre- 
sentando-se um pouco superior aos demais meios de cultura testa- 
dos, não teve o mesmo efeito sobre a esporulaçáo. JA o BSA, embo- 
ra tenha sido ligeiramente inferior a cenoura-ágar, em induzir o cres- 
cimento radial, foi o meio de cultura que induziu maior esporulação 
[Fig. I). A maior produção de esporos observada em BSA pode ter 
ocorrido devido presença de sucrose, neste meio de cultura. Ray 
& Purkayastha (1977) testando várjas fontes de carbono observaram 
que a sucrose e o rnanitol foram as fontes de carbono mais favorá- 
veis em induzir o crescimento e a esporulação de C.  corchorum. 

C .  corchorum cresceu e esporulou melhor quando cultivadol em 
BSA com nível de pH 5,5 - 6,O. Ray & Purkayastha (1977) embora não 
tenham estudado o efeito do pH na esporulação, notaram que em re- 



facão A germinação dos esporos, C. corchorum germinou em meio 
de cultura com níveis de pH de 5,O - 8,Q e que o maior índice de ger- 
minação ocorreu em pH 5,5 (84.12%). Em nível de pH 8,0, o fungo 
germinou relativamente bem /41,75%]. Nas condições do presente 
ensaio, C. corchorum apresentou menor índice de espo~ulação quan- 
do cultivado em BSA com nivel de pH 4,s e 7,O. 

O fato de C. corchorum crescer e esporular bem quando cultiva- 
do em meio de cultura com nível de pH 5,5 - 6,O e ter o crescimento 
e a esporulação reduzida em pH 4,5 e 7,O indica que o patógeno não 
cresce nem esporula bem em meios de cultura de reação neutra ou 
ácida, preferindo aqueles ligeiramente ácidos ou próximos a neutrali- 
dade. O comportamento fisiológico de C. corchorum em relação a 
concentração de íons hidrogênio do meio de cultura foi semelhante 
a grande maioria dos fungos patogênicos (Makambka 1978, Dorozkhin 
et  al. 19781 Malca et al. 1966). 

Os três regimes luminosos a que foram submetidas as colônias 
de C. corchorum tiveram diferentes efeitos sobre a esporulação, 
mas, pouco infIuenciaram o crescimento radial. A produção elevada 
de esporos, observada quando as colônias do fungo foram mantidas 
em regime contínuo de luz, evidencia a importância deste fator am- 
biental, principalmente na esporulaçáo. Ray & Purkayastha (19771, 
embora não tenham estudado a inf Iuência deste fator na esporulaçáo 
de C. corchorum, observaram que a germinacão dos esporos e o 
alongamento do tubo germinativo foram maiores na presença do que 
na ausência de luz. Os efeitos, benéfico da luz e inibitório do escu- 
ro na esporulação de diferentes patogenos, j A  foram observados por 
vários pesquisadores [Makambka 1978; Ekpo & Esuruoso 1978; Su- 
ryanarayanan Swamy 1977, Bhana & Balasubramanian 1977). 

Embora C. corcherum seja considerado um patbgeno cuja espo- 
rulação é fotoinduzida, nas condições do ensaio, em regime continuo 
de escuro, o fungo esporutau relativamente bem [Fig. 4).  Em regime 
alternado de doze horas de luz e doze horas de escuro, a esporula- 
çáo foi  inibida. 

Foi possivel induzir maior crescimento e esporulaçáo de C. cor- 
chorum quando se cultivou o patógeno em condições amlbientais fa- 
voráveis. Os resultados dos estudos sobre o efeito de diferentes 
meios de cultura, regimes luminosos e da concentração de íons hi- 



drogênio, indicaram que para se obter maior crescimento e esporula 
çáo, colônias de C .  corchorum devem ser cultivadas em meio de cul- 
tura BSA com nível de pH entre 5,s - 6,O e mantidas em regime con- 
tinuo de luz. 
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