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1. INTRODUGAOD

A lavoura canavieira, pela sua elevada exprassao economica como susten-
taculo de uma indistria que dia a dia se expande, carreando divisas para o
Brasil e projetando~o no cenario mundial como produtor méximo, a fator indis -

cutivel na propulsao do nosso progresso.

A cana—de—agﬂcar esta sujeita a uma série de doengas importantes desta-
cando-se entre outras, o carvao, a podrid'éo vermelha, a podridan abacaxi, o
mosaico e o raquitismo. Nao obstante, o carvac da cana—de~agﬁcar, causado pe-~

lo funao Ustilago scitaminea Sydow, assume uma importancia especial em face

da legislagao vigente no Estado de Sao Paulo proibindo o uso de variedades
suscetiveis. 0 trabalho dos melhoristas, no afa de conseguirem variedades re-
sistentes ao caron, sofre solugaes de continuidade em certas epocas do ano

dado a escassez de inoculo para os testes de patogenicidade.

0 objetivo principal do presente trabalho visa preservar a viabilidade
dos esporos de U. scitaminea pelo per{odo de pelo menos um ano proporcionando
estoque do inoculo para os trabalhos de melhoramento e ainda contribuir com
numerosas informagaes sobre a biologia dos clamidosporos do fungo em aprego,
guais sejam: germinagau, horas necessarias a incubagao, influéncia da idade
dos esporos, idade do substrato, elongagao de promicélios em esporos Jjovens e
preservados, localizaggo de clamidosporos no chicote, clamidosporos envoltos
pelo cartucho foliar, efeito de agentes qu{micos na germinagao, e finalmente,

o efeito de agentes fisicos na germinagao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Generalidades

Os metodos de praservagao dos microrganismos sao bastante numerosos e a
maneira de classifica-los tem variado entre os autores. FENNEL (12) agrupa-os
em transferencias periédicas, cobertura com 6leo mineral, cultura em solo ou
areia, secagem, congelamento e liofilizagao. MARTIN (26) concorda com FENNEL,
entretanto ONIONS (30) agrupa os metodos de preservagao de fungos em microcul-
tivo e em suspensao do metabolismo. Em microcultivo ter-se-iam os métodos de
transFeréncias, cultivos em tubos, armazenamento a diferentes temperaturas,
armazenamento em 0leo mineral e armazenamento no solo, enguanto que na SuS—
pensao do metabolismo seria a dessecagao, a liofilizagao e armazenamento am

nitrogénio 1iquido.

Vérios outros pesquisadores tem agrupado os diferentes métodos conforme
suas préprias conveniéncias, sem chegarem a um denominador comum, quais sejam:
CLARK e LOEGERING (8), TUITE (38), RAPER e ALEXANDER (33), BAKERSPIGEL (4),
HASKINS e ANASTASIOU (19), MEYER (28), BAGGA (3), LEATH, ROMIG e ROWELL (22),
WESS e OTEIFA (41), WELLMAN e WALDEN (42).

2.2. Preservagao e Viabilidade em Ustilago spp

Em especies de Ustilago, TAPKE (37) reportou uma curta viabilidade de
U. nuda armazenado a temperatura ambiente, em contra partida um pronunciado
aumento de viabilidade ocorria quando os esporos eram armazenados entre 28 e
309F (—2,22 e —1,1190) pois a viabilidade nessas condigaes atingia perigdos
de 1 a 10 anos, com germinagao acima de 73% até os 7 anos de armazenamento.
PORTER (32) sugere que U. nuda tenha permanecido viavel por 11 anos no em-
briao de semente de cevada. GERA e VASHISTER (14) experimentaram manter espo-
ros de U. nuda tritici viaveis as temperaturas de 0, 5, 10, 20, 30 e 359C ten=-

do obtido resultados satisfatdorios com as tres primeiras temperaturas propor -
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cionando nos 270 dias 45,6%, 43,5% e 31,7%. Especimens de herbarios examina-
dos por FISCHER (13) revelaram esporos viaveis de U. hordei por 23 anos, u.
avenae por 13 anos e U. bromivora por 10 anos. SAMPSON (3a) encontrou esporos
de U. levis com viabilidade por 2,5 anos e algumas amostras alcangaram ate 5,5
anos, entretanto o autor nao mencionou as percentagens de germinagéo apés es—
ses periodos. Observou ainda o mesmo autor, que esporos de g;‘avenae tem
maior viabilidade que os de U. levis. SAMPSON preservou os fungos em desseca-

dores controlando a umidade relativa com solugaes de HoS04.

Um recorde sem par na longevidade de clamidosporos foi obtido por WANG
(a0) com U. cromeri, uma viabilidade aos 62 anos. KONDO (21) manteve por um
ano as ragas 6 e 7 de U. avenae liofilizadas e observou gque logo apés a liofi-
lizaqao a germinacao dos esporos era inferior a dos esporos nac liofilizadas ,
porém, essa situagEo se invertia apés 12 meses. Esse autor concluiu que espo~
ros liofilizados e mantidos a 59C e a -152C apresentam maior viabilidade que
os liofilizados e mantidos a temperatura ambiente. A raga 6 mostrou maior

viabilidade que a raga 7.

Culturas de U. avenae e U. kolleri foram mantidas por GRASSO (17) duran
te 35 meses em frascos fechados sem perderem a viabilidade. PERKINS (31) a=-
firma que tipos mutantes e selvagens de U. maydis podem ser preservados em tu-
bos contendo silica gel e opina que esse método & mais conveniente e menos

dispendioso que a liofilizagao.

2.3. Preservaggo e vViabilidade em U. scitaminea

FAWCETT (11) comprovou com bases experimentais que clamidosporos de U.
scitaminea morrem dentro de poucos meses no solo. HIRSCHHORN (20) relata que
a viabilidade dos clamidosporos geralmente se perde entre os 9 e 10 meses,
porém quando mantidos secos e a baixas temperaturas a viabilidade se prolonga

por 12 meses ou mais.
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Mais recentemente, LEU (23) publicou um trabalho {1972) no gual enfoca
a mantenga de clamidosporos de u. scitaminea viaveis por periodo superior a

L . ~ .
quatro anos, em condigoas secas e com percentagens de germinagao ate 92%.

2.4. Fisiologia dos Clamidosporos e Aspectos MorFolégicos de sua Germina-

£

gao

As variagaes no comportamento fisiologico da germinagao dos clamidospo-
ros das especies de Ustilago tem sido observada pelos autores. DAVIS (9),

trabalhando com U. striaeformis, concluiu que os clamidosporos recem colhidos

apresentam baixa germinagao porque 550, fisiologicamente, imaturos, necessi -
tando de um periodo de pos maturaggo de 180 a 265 dias. 0 mesmo observou SAM-
PSON (34) para U. avenae, porém esse autor nao estabeleceu o periodo de imatu-

ragao Fisiolégica. Por outro lado, estudande as caracteristicas fisiolégicas

de U. scitaminea, HIRSCHHORN (20) estabeleceu uma correlaggo direta entre a
velocidade de germinagao dos clamidosporos e a idade dos mesmos, concluindo

que esporas jovens germinam entrs 4 e 5 horas enquanto clamidosporos de 5 a 6

meses retardam a germinagao por 24 horas.

A morfologia da germinagao de U. scitaminea foi estudada por HIRSCHHORN
(20) em 1950 e confirmada por BOCK (5) em 1964, os quais consideram tres tipos
basicos de genminagao dos clamidosporos: no primeiro deles, do tubo germinati-=
vO 0ou promicélio originam-se apenas espor{dios; um segundo tipo de cujo promi-=
célio desenvolvem-se hifas de infecggo, e um terceiro tipo de cujo promicelio
originam-se espor{dios gigantes, mas, segundo a prépria autora, aspectos bio =
quimicos e biofisicos como acumulo de glicose no meio de cultivo a temperatu =
ras de 12 a 159C na incubagao concorrem para a transforma950 do terceiro tipo
em esporidios normais. BOCK (5) afirma que em condigaes naturais os clamidos=-
poros de U. scitaminea por nao encontrarem condigSBs étimas o promicélio da o-
rigem diretamente as hifas de infecgaq. 0 aparecimento desta esta correlacio-
nada ainda com a temperatura da incubagad, pois enquantd incubagao dos clami =

dosporos a 248C ou abaixo mesmo apos 6 horas nenhuma hifa de infecgao foi ob =~
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servada, a 31°C durante 2 horas ja havia substancial nimero de hifas de infec-
Gao.

A elongagao do promicelio e reportado por ANTOINE (1) como sendo em me-

dia 16 p.

2.5. Aspectos Bioquimicos na Germinagéo de Clamidosporos

Na germinaggo de U. zeae a analise cromatogréfica revelou, segundo OE
VAY, ROWELL e STACKMAN (10), a presenga de aminoacidos livres e a sintese de
carbohidratos. GRAHAM (16) fez observagaes em U, tritici sobre o efeito do
meio de cultivo na germinagao dos clamidosporos e concluiu que o nitrogénio
organico e prejudicial a germina;éo enquanto gque carbohidratos, notadamente
sacarose,a elevam., Influencias de fontes de carbono e de nitrogénio no cres -

cimento do micelio de U. nuda tritici foram estudados por SEN e MUNJAL (36) os

quais relatam exigéncias muito baixas desses nutrientes, porém indispenséveis.
WOLF (43) estudou 4 culturas monosporicas de U. zeae em meios sinteticos con -
tendo fontes de carbono e de nitrogénio. Entre os carbohidratos usados por
WOLF, a glucose, lewvulose, manose,sacarose, maltose e trehalose mostraram-se

os mais eficientes. U. zeae utiliza nitrog%nio em forma de nitrato, amonia
e aminas. Dos 23 aminoacidos testados por WOLF, pouco ou nenhum crescimento

foi obtido com cistinas, cisteinas, tirosina e hidroxiprolina, ao passo que a-

4 -~
cido aspartico, asparagina e serinas aumentaram a percentagem de germinagao.

Para U. scitaminea, testes efetuados por SAXENA e KHAN (35) revelaram
que clamidosporos frescos procedentes de diferentes localidades da fndia in -
cubados em diferentes fontes de carbono apresentavam respostas variaveis na
germinagao tanto na procedencia como nas fontes de carbono. Concluiram os au-
tores que tais variagaes eram de natureza genetica. HIRSCHHORN (20) relata
que o acumulo de glicose no meio de cultivo combinado com temperaturas de 12 a
15¢C na incubagéo concorrem para a Formaggo de esporidios normais em detrimen-

to de esporidios gigantes. BOCK (5) concorda com HIRSCHHORN, e testando a a-
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cao de fontes de carbono em U. scitaminea utilizou sacarose, mannose e lactose
em concentraqaes de 5 a 10%. Afirma o autor que substratos ricos induzem a

formaggo de esporidios.

Os efeitos das vitaminas parecem pouco explorados nos Ustilaginales.

Na literatura encontramos apenas ligeira referencia de GRAHAM (16) que apesar
de trabalhar com U. tritici afirma que vitaminas do complexo B s@0 necessarios

para muitas espécies de carvoes.
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3. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho usaram-se clamidosporos de U. scitaminea Sydow,

coletados em diferentes épocas e locais conforme exposiggo abaixo:

3.1. Coletas e Beneficiamento dos Clamidpsporos

3.1.1. Procedencias do material

a) De Porecatu, PR, coletados em canas da variedade CP 52-1 em duas g~

pocas: 28/09 e 16/11/1972.
b) De Jacarei, SP, coletados em canas da variedade CP 52-1 em 23/07/73.

c) Da ESALQ, Piracicaba-SP, em canas plantadas nas estufas do Departa -
mento de Fitopatologia, de uma mistura de variedades, em tres diferentes épo -

cas: 25/09/1972; 11/02/1973 e 06/02/1974.

3.1.2. Secagem dos chicotes

0 material coletado nas estufas da ESALQ destinado a trabalhos de acer—
tos metodologicos neo foi seco. Os materiais de Porecatu e Jacarei, coletados
em épocas chuvosas foram submetidos a uma secagem prévia espalhando=se os chi=-
cotes a sombra, em laboratorio por tres dias antes do beneficiamento dos cla -
midosporos. Uma porgao da partida coletada em Porecatu em 16/11/1972 foi seca
com auxilio de desumificador de ambiente durante trés dias até o beneficia -

mento.
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3.1.3., Beneficiamento dos clamidosporos

Becos os chicotes, estes foram raspados e peneirados numa série da te-

mizes de 20 a 200 malhas/pol2,

A Fragao que passou pela Gltima peneira, constituida praticamente de
clamidosporos, fol guardada em saquinhos de papel semipanmeével em dessecado-

ras contendo silica gel, para trabalhos posteriores.

3.2. Testes de Germinaceo dos Clamidosperos Utilizados em Todss os Expe -

rimentos

Apés o beneficiamento, os clamidosporos eram germinados em mei® de agar
égua a 2% P/v e determinadas as percentagens dos clamidosporos viaveis nas se-
guintes condigaes: eram suspensas 10 mg de clamidosporos em 10 ml d*agua, e
desta suspensao pipetava-sz 0,1 ml em placa de Petri em meio de agar égua, €S-
palhando-se com alga de Drigalsky. As placas eram incubadas apos seis horas a
temperatura de 302C., Findo esse tempo eram adicionadas algumas gotas de azul
de lactofenol para matar e colorir os clamidosporos germinados. As Lelturas
eram efetuadas diretamente nas placas contando-se $00 clamidosporas germinados
oy nao, em diferentes campos do microscopio, e desta contagem, calculada a

percentagem de germinagao.

3.3, Meétodos utilizados na Preservagao de Viabilidade dos Clamidasporos

Entre os varios métodos de praservagao de microrganismos citadps na li-

teratura (38), optou-se pelos seguintes:”
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3.3.1. Preservagao em dessecadores com silica gel a diferentes tem-

Eeraturaa.

Os clamidosporos foram guardados em pequenos envelopes de papel semiper
meavel contendo 200 mg por involucro. Estes involucros forem postos em fras -
cos de boca larga transformados em dessecadores, com silica gel. Foram prepa-

rades tres conjuntos desses frascos e mantidas em tres ambientes:

a) Congelador horizontal a temperatura de -102C.
b) Geladeira doméstica a temperatura de cerca de 5¢C,

c) Ambiente de laboratorio, variando a temperatura de 15 a 282C,

Os tres conjuntos mencionados foram preparados no dia 06/12/1972 e
constavam de clamidosporos coletados em Porecatu em 16/11/72, cujos chicotes
haviam sido secos ao natural e ao desumificador. Inicialmente, procedsu-se a
um teste de germinacao desses clamidosporos (06/12/72), e a partir de entao,
todos os meses esses testes foram repetidos obedecendo-se os mesmos criterios,
até dezembro de 1973. A partir do teste de germinagao inicial até o ultimo
mes de obsarvagao 0; resultados forneceram elementos que pexmitiram varias a-
nalises de variancia. Neste teste como em todos os outros apresentados nesta
dissertagao os delineamentos inteiremente casualizados foram utilizados e os

resultados estao no guadro II.

3.3.2. Preservagao dos clamidosporos por liofilizagao e armazenamen

to a temperatura ambiente

Dos clamidosporos de Porecatu coletados em 16/11/72, aliguotas de 500
mg foram colocadas em frascos escuros de 16 ml, providas de duas tampas de
pléstico, a interna fechando-se sob pressﬁo, a outra munida de reasa. De cla-
mideosporos secos ao natural e dos secos ao desumificador foram preparados 36
frascos dos quais 18 foram mantidos a temperatura ambiente, enquants os outros

18 foram liofilizados nos laboratorios do Instituto Zimotecnico "Prof. Jayma
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Rocha de Almeida", da ESALR. Na 1iofilizag§o empregada nao se usou nenhum
meio de suspensao para os clamidosporos tal como fez KONDO (21) para telios~

poros de Qﬁtilago avenae., 0 aparelho liofilizador utilizado foi de marca Vir-

tis, modelo 10145 MR-TR. Em linhas gerais, a tecnica de liofilizaggn consis—~
tiu de uma prévia congelagao dos clamidospores a -209C durante 24 horas, per—
manecendo os frascos sem tampas, dentro de uma bandeja, num congelador hori -
zontal. Findo esse periodo, a bandeja fpi levada ao liofilizador congelado a
~45¢C por 2 horas, submetido ao vacuo de 200 y Hg por 45 minutos e a seguir
aguecido por sublimagao ate 459C, Completada a 1iofilizag§o o vacuo foi que-
brado com nitrogénio e os frascos imediatamente fechados em ambiente de ni-

trog%nio evitando~se a entrada de umidade.
Apbs a liofilizacao os frascos foram mantidos & temperatura embiente.

Em 06/12/72 foi feito um teste de germinagao desses clamidosporos lio -
filizados como ponto de partida na preservagao por esse processo, € dai por
diante, mensalmente os testes foram repetidos para ¢geterminar a viabilidade
dos clamidosporos, até o mes de dezembro de 1973. O experimento tinha 4 tra-

tamentos e 10 repetigaes, e os resultados encontram-se no quadro III.

3.3.3. Preservagao de clamidosporos em nitrogénio 1iquido

Clamidosporos de Jacaref, SP, apds o beneficiamento e determinagan de
percentagem de germinaggo foram submetidns ao tratamento com nitrug%nio 1iqui-
do em ampolas de vidro com 30 cm de comprimento e 4 mm de diametro interno.

As ampolas foram previamente lavadas e esterilizadas e em cada uma postgs 200
mg de clamidosporos, foi feito um vacuo parcial e fechado com magarico. As
ampolas agui utilizadas foram feitas pelo autor no Departamento de Fitopatolo-
gia, da ESALR. A fim de detectar ampolas mal seladas, estas foram submetidas
a um banho numa solugao de corante, azul de lactofenol a 49C por 30 minutos,
segundo tecnica de LOEGERING, HARMON e CLARK (25). Um conjunto dessas ampolas

permaneceu em temperatura ambiente enquanto outro foi posto em um "canister® e



este levado a um congelador a ~102C durgnte duas horas, para sar em asguida
levado a0 nitrogénio liguido. Este congelamento prévio & recomendado por
BROMFIELD e SCHMIT (7) e tem por fim evitar o congelamento ultra rapido dos

clamidosporos, que ssegundo MAZUR (27) e prejudicial a certas células.

0 armazenamento das ampolas em nitrugénio liquido foi feito em um bojao
para preservagao de semen, marca MVE, modelo R.1500 com capacidade para 42
litros. Semanalmente foi feita a reposigau do nitrogénio 1iquido sends gastos
em média 6 litros para manutengao do nivel de nitrog%nio para que as = ampolas

permanecessem sempre imersas a temperatura de -196¢C.

Seis dias apos o tratamento com nitrog%nio l{quido foi retirada uma am-
pola do bojao e imediatamente submetida a um banho de égua morna a 402C por 2
mimstos para quebrar a dormencia fisiolégica dos clamidosporos segundo 6008,
DAVIS e BUTTERFIELD (15); BROMFIELD e SCHMITT (7); LOEGERING e HARMON (24) e
BROMFIELD (6). As ampolas mantidas a temperatura ambiente foram usadas como
controle. Toda a metodologia usada nos testes de germinagao foi usada agui e
repetindo aos 42, 74, 101 e 120 dias. 0O experimento constou de dals tratamen-

tos e dez rspstigaes e os resultados encontram=se no quadroc IV.

3.4, Efeitoc de Horas de Incubagao, Idade dos Clamidosporos e Processqs de

Preservagao na Percentagem de Germinaggo dos Clamidosgoros

Este teste teve como objetivo determinar o tempo ideal de incubagao dos
clamidosporos para se obter o maximo de genminagao a temperatura de 309C, 0
método utilizado foi o do item 3.2. onde os esporos semeados em agar égua per-
maneceram em incubagac por 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 horas,
findos tais per{odos determinavam-se as percentagens de genminagao. Os testes
foram realizados tres vezes tendo cada um deles 10 repetigaes sendp compratadas
as medias dos resultados. Varios testes semelhantes foram conduzidos com os

clamidosporos preservados pelos diferentes processos, usando-se porém ate 8
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horas de incubaggo dada a impossibilidade de fazer leituras apés esse periodo.
Com os clamidosporos preservados pelos diferentes processos o teste foi feito

no inicio e no final da preservagao conforme mostram os quadros de V a VIII.

3.5. ‘;nfluéncia dos Fatores: Horas de Incubqggo, Idade das C;ggigasporosn

e Idade dos Meios de Culturas nas Percentagens de Ggrminagég

0 presente teste teve por objetivo determinar que influencias teriam as
idades dos clamidosporos e dos meios de cultivo na germinag§0 em diferentes
horas de incubar;aoc 0 agar e a égua destilada utilizados no preparo dos diver-
sos meios provinham dos mesmos estoques, ambos em quantidades suficientes para

A e <
os tres meios de cultura preparados em diferentes ocasices, sendo assim deno -

minados.

3 [ 3
Mn - meio novo, preparado nas vesperas do ensaio.
M] - meio com uma semana.

M2 — meio com duas semanas.

Os clamidosporos de mesma origem foram coletados em duas diferentes

[ »
epocas e assim denominados:

Cn - clamidosporos novos colhidos nas vésperas do ensaio.
Cv - clamidosporos velhos, com 139 dias, mantidos em dessecadares com

silica gel a temperatura ambiente.

0 tempo de incubagao dos clamidosporos foi de 1, 2, 3 e 4 horas a 309C.
0 experimento tinha 6 tratamentos e 4 repetigaes e os resultados estao no qua=-

dro IX.



3.6. Elongagao de Promicélios de Clamidosporos recem colhidgs comparados

aos de material preservado

Com o objetivo de determinar a importgncia da idade dos clamidosporos
no vigor do promicélio testaram-~se clamidosporos recem colhidos com clamidos -
poros preservados pelos diferentes metodos. Os clamidosporos foram incubados
en meio agar agar 2% a 309C por 6 horas, os promicélios foram mortos com lac~
tofenol e os seus comprimentos foram medidos. Em cada placa foram medidos 10
promicélios perfazendo um total de 30 promicélios por tratamento. De cada
tratamento considerou-se o menor e o maior promicélio, observados como o mini-
mo e o méximo, e como termo medio considerou-se a media dos 30 promicélios me-
didos., 0 experimento constou de 13 tratamentos e 3 repetigaes abrangendo to-
dos os metodos de preservagao utilizados no trabalho. O0s resultados enco=-

tram-se no guadro X.

3.7. Efeito da Localizagao dos Clamidasporps ng Chicote, na Viabilidade e

Armazenamento

Esta determinagao foi realizada visando-se encontrar a regiso do chico-
te que melhores clamidosporos produzem. Para isso, foram selecionados varios
chicotes, todos com o maximo possivel de uniformidade, medindo 50 cm de  com-
primento e a seguir seccionadas a partir da base em porgSes de 10 cm cada uma

e denominados:

a) Basal - 0 a 10 cm

b) Sobrebasal - da 10 aos 20 cm
c) Mediana ~ de 20 aos 30 cm

d) Subapical -~ de 30 ao 40 cm

e) Apical - de 40 aos SO cm

. -’ -” 3 .
Clamidosporos oriundos de cada regiao supra citados, mantidos em desse-

cadores com silica gel a temperatura ambiente foram testados em duas diferen-



tes ocasioes. 0 experimento constou de § tratamentos e quatro repetigoes e os

resultados sao apresentados no quadro XI.

3.8. Clamidosporos de Chicotes Envoltos pela "Cartucho Foliar"

0 objetivo desse teste foi determinar a viabilidade de clamidosporos
contidos em chicotes ainda envoltos pelas duas ultimas folhas apicais gue da-
qui por diante serao denominadas "cartucho foliar". Para isso alguns chicotes
com essa condiggo foram selecionados e os clamidosporos foram comparados aos
de chicotes desprotegidos pelo "cartucho foliar". 0 delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com 2 tratamentos e 12 repetigaes e os resultados

encaontram-se no quadro XII.

3.9. Efeitos de Agentes Quimicos na Germinegao dos Clamidosporas

Com o objetivo de determinar o efeito de alguns agentes quimicos na
germinagEO dos clamidosporas testaram-se bactericidas, carbohidratos, aminoa -

> 3 . . . 3 [
cidos e vitaminas; adicionados ao meio agar agua.

a) Teste com bactericidas

Testaram-se seis bactericidas em forma de discos impregnados, conforme
a técnica de VICENT & VICENT (39) modificada por MORLEY (29). Os bactericidas
usados foram adgquiridos no comércio com os seguintes nomes: gentamicina 10
mcg, macrodantina (nitrofurantoina 100 mcg), pantomicina (eritromicina 15 mcg),
kantrex 30 (sulfato de kamamycina 30 mcg), wintomylon (&cido nalidixico 30 mcg)

e penbritin (ampicilina 25 mcg).

’, 3 3 . o~ 3 .
Em cada placa de Petri, apos a distribuigac dos clamidosporos em meio
& 3 3 3 3 3
agar agua, foram colocados cinco discos, incubando os clamidosporos por seis

horas a 302C. Os clamidosporos estavam guardados em silica gel a temperatura
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e

ambiente ha 30 dias. Para exame da germinagao, os discos foram removidos e os
campos de observagao nos sitios correspondentes. 0 experimento constou de ?

tratamentos e 3 repetigaes e os resultados estao no quadro XIII.

Neste experimento foram usados dez carbeohidratos dos quais preparam—-se
solugEes aquosas, esterilizadas por Filtragao, na base de 10 g de ag&car para
1 litro d'égua. Estas solugaes foram empregadas no preparo dos meios agar &a-
gua de modo a formar no final a concentragao de 3 g por litro de meio. Os
glucidios usados foram arabinose, xilose, glicose, frutose, manose, galactose,
maltose, celobiose, lactose e sacarose. 0 controle recebeu égua estéril em
adiqao ao meio agar égua. Os clamidosporos usados neste experimento foram
propositalmente escolhidos com baixa germinagao (17,2%) armazenados ha 14 me-
ses em silica gel & temperatura ambiente (15 a 289C). O experimente possuia

11 tratamentos e 4 repetigaes. Os resultadns encontram-se no quadrg XIV.

. & k3
c) Teste com aminoacides

Foram ensaiados 16 aminoédcidos com o fim de determinar a influéncia
destas saobre a germinagao dos clamidosporos. Seguiu-se a técnica de AZEVEDO,
NEDER e COSTA (2) e as solugoes aquosas dos aminodcidos foram preparadas de
forma a dar no final uma concentragao de 1 g de cada aminodcido por litro de
meio agar égua. A testemunha adicionou-se égua estéril ao meio agar égua. Os
aminoécidos usados a o modo como foram distribuidos nos meios agar agua encone-

tram=se no quadro 1.
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Quadro I. Codigo dos tratamentos usados nos testes de agao de amino@cidos na
germinaqao de clamidosporos de U. scitaminea

Tratamentos Aminoacidos

Acido glutamico + histidina + glicina + prolinas
Fenilalanina + glicina + isoleucina + leucina

Cistina + wvalina + leucina + triptofano

Metionina + prolina + treonina + triptofano

Acido aspéartico + acido glutamico + arginina + cisteina
Arginina + lisina + isoleucina + treonina

Testemunha (sem aminoacidos)

Cisteina + histidina + lisina + valina

Acido aspartico + cisteina + fenilalanina + metionina

H I o MmOooOoo>

Como se procedeu nos carbohidratos, os clamidosporos usados foram - pro-

positalmente escolhidos os de baixa genninagao, preservados por 14 meses em
silica gel a temperatura ambiente. 0 experimento tinha 9 tratamentos e 4 re-

petigaes e os resultados estao no guadro XV.

d) Teste com vitaminas

Objetivando-se determinar ‘a influencia de vitaminas na germinagao dos
clamidosporos tres delas foram testadas: nicotinamida, riboflavina e biotina .
As solugaes aquosas de vitaminas foram preparadas nas seguintes concentragSeS:
nicotinamida 0,008 g/1; riboflavina 0,05 g/1 e biotina 1 g/1. Aliquotas deO,1l
ml foram adicionadas as placas de Petri com 20 ml de meio de agar égua (Bacto-
agar Difco sem vitaminas) antes de solidificar, e mais tarde semeados com cla-
midosporos com baixo poder germinativo preservados ha 14 meses em silica gel
a temperatura ambiente (15 a 28eC). 0O experimento tinha 4 tratamentos e 9

repetigSBS, sendo os resultados apresentados no quadro XVI.



3.10. Efeitos de Agentes Fisicos na Ggrminqgao dos Clamidosporos

Para conhecimento da influencia de agentes fisicos na germinaggn dos
clamidosporos testaram-se os efeitos de contato direto do nitrogénio 1iquido
com os clamidosporos, aggo do vacuo parcial na germinaggo e agao do choque

térmico na quebra de dormencia Fisiolégica dos clamidosporos.

a) Efeito do contato direto do nitrogénio 1iquido na germinagao dos clamidos -

poros.

Por ocasizo das determinagges de viabilidade dos clamidosporos preser -
vados, o contato fisico direto do nitrog%nio sobre os clamidosporos pode ser
acidentalmente avaliado em virtude de ter sido encontrada uma ampola quebrada
imersa no nitrogénio 1{quido. 0Os clamidosporos foram incubados em meio agar
égua em comparagéo com aqueles contidos em ampolas integras mantidas em Ni-
troganio liquidov EFste procedimento apesar de acidental teve a finalidade de
indicar se as ampolas quebradas dentro de bojao de nitrogénio liquida deveriam
ser aproveitadas ou rejeitadas. 0O experimento constava de 2 tratamentos e 10

repetigges, sendo os resultados apresentados no quadro XVII.
b) Ag§0 do vacuo parcial na genminagEO dos clamidosporos

A fim de determinar a influéncia do vécuo na germinagao de clamidospo -
ros foram comparadas as percentagens de germinagao de clamiaosporos mantidos
por 6 dias em ampolas em tres condigSES distintas: ampolas com vécuo mantidas
a ~1969C, ampolas com vacuo mantidas a temperatura ambiente (15 a 28°C) e am=

[4 3 - 3
polas sem vacuo mantidas a temperatura ambiente.

0 vacuo foi feito a 760 ml/Hg por 2 minutos. Este experimento constou

de 3 tratamentos e 10 repetigaes e os resultados estao no quadro XVIII,



c) Agao do chogue térmico na quebra de dorméncia dos clamidosporos

Segundo os autores GO0OS, DAVIS e BUTTERFIELD (1S), BROMFIELD e SCHMITT
(7), LOEGERING e HARMON (24) e BROMFIELD (6), esporos de diferentes especies
de fungos guando congelados a temperatura de nitrqgénio liquido, necessitam
de uma répida elevaggo de temperatura_(choque térmico) para evitar perda de
germinagao. Para verificar a veracidade dessa afirmativa aos clamidosporos de
g.‘sgitaminea foi realizado um experimento no qual dois lotes de clamidosporos
foram retirados do nitroganio 1iquido, um deles foi submetido, por dois minu-

tos a um banho teérmico a 409C, enquanto o outro nao o recebeu.

0 experimento constou de 2 tratamentos e 10 repetigaes e os resultados

encontram-se no quadro XIX.

3.11, lMétodos Estatisticos e Transformacoes Usados nas Analises dgs Expe-

iy

rimentos

Em todos os experimentos os delineamentos experimentais foram inteira -
mente cagualizados e em virtude dos dados serem expressos em percentagens em

-~ . € .
todas as analises estatisticas os dados foram transformados em arc. sen

V percentagens e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 1 e 5%

de probabilidade.
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4, RESULTADOS

4.1. Métodos Utilizados na Preservaggo de Viabilidade dos Clamidosporos

4.1.1. Preservaqgo de clamidosporos em dessecadores contendo silica

gel submetidos a diferentes temperaturas.

0s resultados de percentagens de germinaggo demonstrando a viabilidade
dos clamidosporos preservados em dessecadores as temperaturas de -10¢, 5¢ e

15 a 28¢C encontram-se no quadro II, e nos ap%ndices 1, 2 e 3.

Quadro II. Percentagens de germinagao dos clamidosporos de U. scitaminea pre-
servados em dessecadores, durante 12 meses, de armazenamento a di -
ferentes temperaturas.

Preservagao Silica Gel *

Meses Congelador Geladeira Ambiente
-100C 500 15 = 289C
0 90,90 a 90,90 a 90,90 a
1 90,12 a 89,90 ab 88,58 a
2 89,22 ab 91,06 ab 86,38 ab
3 89,44 ab 89,32 ab 79,92 bc
a 89,20 ab 89,92 ab 74,96 bc
5 86,44 abc 90,72 ab 73,98 ¢
6 84,90 be 92,04 ab 57,28 d
7 84,50 c 92,20 ab 52,64 de
8 66,40 d 88,66 ab 43,04 ef
9 65,40 d 88,14 ab 38,68 ef
10 56,22 e 88,04 ab 37,88 f
11 52,82 e 88,06 ab 17,97 g
12 53,22 e 86,72 b 18,76 g
oY, 3,86% 2,67% 9, 24%
# Madia de 10 repeticoes Piracicaba 1973

& . i 3 3 . 3
Medias com mesma letra nao diferem estatisticamente entre si.
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A analise de variancia mostrou F altamente significativo entre clami-
dosporos preservados as tres diferentes temperaturas a partir do segundo més.
Neste periodo, os clamidosporos mantidos a temperatura ambiente (15 - 289C)
comegaram a declinar em viabilidade ao nivel de 1% de probabilidade e a par-
tir do quinto mes os clamidcsporbs preservados em congelador ( —IDQC) comega -
ram a declinar significativamente ao nivel de 1% em relagao aos mantidos em

geladeira (52C).

4.1.2. Preservaggo de clamidosporos por liofilizag%o e armazenamen-—

to a temperatura ambiente.

0s resultados das percentagens de germinaggo dos clamidosporos preser -
vados por liofilizaggo e armazenados a temperatura ambiente e seus respectivos

controles encontram-se no gquadro III e no apéndice a, 5, 6, 7.
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Quadro 1II. Percentagens de germinagao dos clamidosporos de U. scitaminea se-
cos ao natural ou ao desumificador, liofilizados ou nao e guarda -
dos a temperatura ambiente ‘durante 12 meses

S ECAGEM

Meses Natural ' Ao Desumificador
Liofil.* NGo Liofil, **  Liofil. N&o Liofil :
0 91,56 a" ** 90,90 a 92,76 a 93 no a
1 92,48 a 91,64 a 91,00 ab 92,06 ab
2 89,26 b 86,38 ab 87,36 bc 88,72 bo
3 83,84 ¢ 86,66 ab 85,34 c 88,26 bc
a 83,06 c 86,06 ab 86,52 c 87,44 c
5 81,18 cd 86,68 ab 84,00 c 69,06 d
6 78,64 de 86,48 ab 75,54 d 52,72 e
7 77,26 e . 83,26 b 77,46 d 39,68 f
8 76,36 e 83,78 b 77,40 d 38,86 f
9 70,20 f 69,84 c 62,74 e 39,42 £
10 45,86 g 37,80 d 45,86 f 38,34 f
11 11,32 h 2,35 e 41,28 f 28,74 g
12 6,20 1 0,66 f 32,26 g 22,68 h
cv 2,35 S 2,07 a,27% 4,68%

}Qf 116?11123605 ‘Piracicaba:wi973m‘
#% nao liofilizados
##% 0s dados representam medias de 10 repetigoes

Medias com letras iguais nao diferem estatisticamente entre si

Os efeitos dos tratamentos apresentaram resultados variaveis durante os

testes sem gue nenhuma causa aparente fosse detectada.
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4,1.3. Preservaggo de clamidosporos em nitrog%nio liquido

Os resultados das percentagens de germinagao dos clamidosporos preserve-
dos a temperatura ultra baixa com emprego do nitrogédio 1iquido estao repre-

sentados no quadro 1V e ap%ndice 8 e9.

Quadro 1V. Percentagens de germinagao dos clamidosporos de U. §ci§5@inea
preservados em nitrog%nio liquido durante 120 dias comparados com
os mantidos a temperatura ambiente.

Tratamentos

Com Nitrog%niq, S Sem Nitrng%nip

* Data do inicio dos testes: 28/08/1973
#* Os numergs representam médias de 10 repetigaes
Médias com letras iguais nao diferem estatisticamente entre si
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4.2.

,,i‘n’_ﬁ 8o dos Clamidosporos

Preservagan na Percentagem de Gan

Os resultados referentes aos efeitos das horas de incubaggo na germina-

géo dos clamidosporos recem colhidos sao apresentados no quadro V.

Quadro V. Efeito de horas de incubagao de clamidosporos de U. scitaminea na

percentagem de germinagao dos clamidpsporos recem colhidos.

Horas de Incubagao Medias de Germinagao *
0 00,00
1 44,24
2 51,73
3 78,46
4 82,73
5 92,59
6 92,30
7 93,63
8 92,33
9 -

10 -
11 -
12 -

* dados representam médias de 3 experimentos com 10 repetigaes. A partir de
9 horas devido ao emaranhado de promicélio os dados nao foram computados.

0s resultados dos efeitos dos dias de preservaggo, horas de incubagan e
temperatura de armazenamento na percentagem de germinaggo das clamidosporos

guardados em dessecadores com silica gel sao apresentados no quadro VI.
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ssion

Quadro VI. Efeito de dias de preservagao, horas de incubagao e temperatura de
armazenamento na percentagem de germinagao de clamidosporos de U.
scitaminea guardados em dessecadores.

Secagem Natural e Preservaggo em
€pocas Horas Dessecadores com Silica Gel
, oo

das de- Congelador Geladiera Ambiente

Determinagoes Incubagao

-109C 52C 15 - 282

0 0,00% 0,00 0,00

1 56,40 58,33 64,63

, 2 80,33 76,73 83,20

40 dias de 3 83,80 82,20 82,66
preservagao 4 90,20 83,00 83,13
5 90,00 83,33 89,86

6 91,00 88,73 89,86

? 91,20 89,20 89,66

8 90,40 92,00 91,60

0 0,00 0,00 0,00

1 0,00 0,35 0,00

2 12,25 13,55 6,00

385 dias de 3 33,40 64,70 10,30
preservagao 4 49,50 78,30 16,30
5 50, 20 86,15 17,90

6 51,90 85,70 18,60

7 52,15 85,20 18,55

8 51,90 85,55 18,75

# o0s dados representam medias de 10 repetiqSes

Os resultados dos testes para avaliar a aqao da idade dos clamidosporos

horas de incubagao, métodos de secagem e preservaggo por 1iofilizag§o na per-

centagem de

genminaggo sao apresentados no guadro VII.



Quadro VII. Percentagens de germinaggu de clamidosporos de U. scitaminga em
diferentes horas de incubagao, secos ao natural e ao desumifica -
dor, preservados por liofilizagao e nao liofilizados

épocas Horas cgca g0 s
de de Natural Ao Desumificador

Determinagdes  Incubagdo  {jofil. * N/Liofil»* Liofil, Nao Liofil

0 0,00 **# 0,00 0,00 0,00

1 56,60 57,30 39,40 44,80

2 78,20 75,00 72,50 75,00

. 3 81,75 80,00 79,80 80,00

48 dias apos a 85,00 82,50 84,45 83,50
Hofilizagao 5 84,00 86,70 90,80 90,70
6 93,05 96,50 91,10 90,00

v 95,95 96,40 95,75 92,35

8 96,15 95,90 97,40 94,50

0 0,00 0,00 0,00 0,00

1 0,00 0,00 0,00 0,00

2 0,00 0,00 0,00 0,00

393 dias apos 3 0,00 0,00 10,95 10,00
liofilizagao a 1,30 0,75 15,40 20,95
5 3,60 0,75 32,40 20,97

6 5,25 0,80 31,70 21,00

? 6,20 0,80 31,80 21,20

8 6,75 0,90 31,80 21,50

* 1iofilizadn
#% nao liofilizado
#¥% 0s dados representam medias de 10 repetigaes

0s resultados do ensaio pars medir a influencia do nitrogénio 1iquido
na rapidez e percentagem de germinagao de clamidosporos congelados por 120 dies
sao apresentados no quadro VIII em comparagéo com clamidosporos guardados no

ambiente em condigoes equivalentes.
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Quadro VIII. Agao do nitrogénio liquidn na rapidez e percentagens de germi=
nag§0 dos clamidosporos de U. scitaminea, apés 120 dias de con -
gelamento comparados com clamidosporos guardados no ambiente.

Horas de Preservagao
Incubagao Nitrogenio L{quido Ambiente
i —— — e R Sy T —
0 0,00% " 0,00
1l 0,00 k 0,00
2 2,65 0,00
3 27,45 0,60
a 67,80 4,85
5 69,54 17,50
6 69,90 26,60
9 69,35 26,40
8 69,75 26,60

* 08 dados representam medias de 10 repatigaes

4.3, .Influéncia dos Fatores: Horas de Incubagao, Idade dos ClamiGOSporos_

e Idade do Meio de Cultura na Percentagem de Germinagao

Os resultados desse experimento achamese no quadro IX.
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Quadro IX. Avaliagao da Influencia das Horas de Incubagao, Idade dos Clamidosg-
poros e ldade dos Meios de Cultivo na Percentagem de Gsrminagao dos
Clamidosporos de U. scitaminea

Horas de Incubaggo

Tratamentos *

— g 1 2 3 4

‘nﬂﬂhn Cn 35,04** 49,55 93,55 94,35
Mn Cv 0,10 12,60 58,75 64,05
Ml Cn 36,00 46,25 88,80 92,28
M1l Cv 1,85 13,20 58,10 67,05
M2 Cn 31,80 47,25 90,65 94,55

M2 Cv 0,12 9,75 55,45 67,20

* — Mn, M1, M2 representam meio novo (feito na véspera do ensaio), meio de
uma semana e meio de duas semanas, enquanto Cn e Cv representam clamidos-
poros novos (colhidos na véspera do ensaio), e clamidosperos velhos com
139 dias, guardados em dessecadores com silica gel a temperatura ambiente

#* (s dados representam meédias de 10 repetigaes

4.4, Elongagao do Promicelio dos Clamidosporos recem colhidos comparados

aos de Material Prsservggg

0s resultados deste experimento sao apresentados no quadro X e abrangem

todos os métodos de preservagao utilizados no trabalho
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Buadro X. Comprimentos de Promicélios de H, scitaminea de material recem co-
lhido comparados aos de material seco e preservado por  diferentes

processos
- I dade Comprimento de Promicélios
Preservagao Secagem - g
(dias) Minimo Maximo Media*
) () ().
Recem colhidos 0 - 15,95 23,33 18,75
silica gel,15-282C 396 natural 5,47 18,09 11,19
desumif ,** 4,52 13,80 7,88
Silica gel a 59C 396 natural 13,57 16,66 14,26
‘ desumif. 10,95 15,71 13,35
S{lica gel a -102C 396 natural 8,33 15,47 11,76
desumif. 9,52 17,85 13,13
Liofilicagao 383 natural 2,38 16,19 9,78
desumif. 4,76 18,57 12,07
Neo liofilizados 383 natural 3,09 16,42 7,91
desumif, 9,28 16,42 12,00
Nitrogenio 1iguido 131 natural 11,90 16,19 13,81
Sem Nitrogenio 1i-
quido 131 natural 4,76 16,42 12,46

* médias de 30 promicélios por cada tratamento medidos ao acaso
** desumificador de ambiente

4.5, Efeito de Localizagao dos Clamidosgoros no Chicote, na Viabilidade e

Armazenamento

Os resultados deste experimento encontram=se no quadro XI expressos em

percentagens de germinacao.



3

Guadro XI. Percentagens de germinagao dos clamidosporos de U. scltaminea de
diferentes regioes do chicote, recem colhidos, e apos 98 dlas de

preservacao em dessecadores a temperatura ambiente.

Ragioes do chicote ' Preservacao em dias

cm 0 98
Basal ( 0~ 10) 81,40% 62,20
Sobrebasal (10 - 20) 86,81 88,90
Mediana (20 - 30) 89,79 87,05
Subapical (30 - 40) 84,63 70,75
Apical (a0 - 50) 64,66 59,75

% (Os dados representam meédias de 4 repetiqSes

4.6. Clamidosporos de Chicotes Envoltos Eelo "Cartucho Foliar®

Os resultados desse experimento encontramese no quadro XII e o coefi~-

ciente de variagao foi 4,16%. 0 teste F nao teve valor significativo
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Quadro XII. Percentagens de germinagao de clamidosporos de U. scitaminga de
chicotes envoltos pelo "cartucho foliar", comparados aps de chi=-
cotes desprotegidos. ‘

Chicotes

Repetigses -
Envoltos Nao Envoltos
e ——— i

1 88,30% 90,70
2 92,60 95,00
3 90,70 94,60
4 96,10 94,80
5 96,00 90,40
6 90,00 87,70
7 94,60 90,50
8 97,20 90,00
9 93,40 92,80
10 92,30 90,00
11 95,00 90,00
12 96,30 96,80

Medias 93,548

91,948

* (s dados representam medias de 12 repetigaes. _
Médias com letras iguais nao diferem entre si estatisticamente
CV = 4,16%. :

4.7, ﬁgentes Quimicos na Percentagem de Germinagao dos Clamidosgoros

Os resultados dos experimentos com agentes quimicos: bactericidas, cai-
bohidratos, aminoacidos e vitaminas encontrem—se na respectiva ordem nos qua-

dros XIII, XIV, XV e XVI.
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Quadro XI1I, Efeito de bactericidas na percentagem de germinaggm dos clami-
dosporos de U. scitaminea com 30 dias de preservagao em desseca-
dores a temperatura ambiente

Repetig oes Estimulo
Tratamentos 1 2 3 Medias na
Germinagao %

==

Gentamicina 92,90 87,90 92,30 91,03a 12,99
Nitrefurantoina 91,00 91,20 87,50 89,90a " 11,71
Eritromicina 88,70 84,20 83,30 85,40a 6,07
Kanamycina 81,80 88,00 85,40 85,06a 5,58
Aeido nalidixico 83,60 86,30 81,00 83,63a 3,81
Testemunha 86,90 87,00 67,80 80,56a 0,00

Ampicilina 3,80 3,80 5,70 4,33b -94,63

Médias com a mesma letra nao diferem estatisticamente entre si
CV = 5,93%

A analise dos dados transformados em ar. sen V % revelou F significa -
tive ao nivel de 1%. O teste de Tukey foi significativo ao nivel de 1% e ape-
nas a ampicilina, diferiu nos demais tratamentos. O coeficiente de vatiag§0

foi de 5,93%:
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Quadro XIV., Efeito de carbohidratos na percentagem de germinagao des clami-
dosporos de U. scitaminea, preservados em dessecadores & tempera-
tura ambiente por 14 meses.

~ Estimulo na
Tratamentos REPETIGOES Médias  Germinageo

1 2 3 a %

Sacarose 40,00 38,80 38,00 39,20 39,00a 126,75
Slucose 37,60 365,40 36,80 37,20 37,00a 115,11
Maltose 34,80 30,80 33,60 31,90 32,70b 90,11
Frutose 30,20 30,60 31,20 31,60 30,90kc 79,65
Galactose 31,80 30,40 31,00 30,40 30,90bc 73,65
Celobiose 30,00 29,60 29,80 28,40 29,45cd 71,22
Manose 26,40 28,20 28,20 28,00 27,70fd 61,04
Arabinose 25,60 25,60 26,00 24,00 25,30fe 47,09
L.actose 21,20 20,60 21,80 21,20 21,20gf 23,25
Xilose 18,80 18,40 19,20 20,00 19,10g 11,04
Testemunha 15,80 18,20 17,00 17,80 17,20h 0,00

Médias com letras iguais nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de 1%

de probabilidade pelo teste de Tukey.

CV = 1,81%

A analise da variancia dos dados transformados em arc. sen W% revelou

F altamente significativo. As medias com letras iguais nao diferem estatisti-

camente ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey e o cosficiente de

variageo foi 1,81 %
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Quadro XV. Efeito de aminoécidos na percentagem de germinagao dos clamidospo-
ros de g. scitaminea preservados em dessecadores a temperatura ame

biente por 14 meses.

.~ Estimulo na
Repetigoes

Tratamentos* Médias** Germinagao
1 2 3 a %
S £ e —————
A 24,80 23,20 25,60 24,40 24,50a 42,44
B 24,40 24,80 24,40 23,20 24 ,20ab 40,69
C 24,60 22,80 21,80 25,20 23,60ab 37,20
D 17,20 19,60 18,40 19,00  18,55abc 7,84
E 17,60 18,80 18,80 18,40 18,40bc 6,97
F 18,40 16,80 17,60 17,20  17,50c 1,74
G 16,50 18,20 17,10 17,00 17,20c 0,00
H 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00d o
I 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00d -
CV = 2,81%

(*) Os tratamentos sao:

A - Acido glut%mico, histidina, glicina e prolina

- fenilalanina, glicina, isoleucina e leucina

- cistina, valina, leucina e triptofano

- metionina, prolina, treonina e triptofano

- acido aspértico, acido glutamico, arginina e cistina

- arginina, lisina, isoleucina e trecnina ’

- controle agar agua

- cisteina, histidina, lisina e valina

1 - acido aspértico, cistefna, fenilalanina e metionina

(##) Médias com mesma letra nao diferem entre si ao nivel de 1% de probabilida-
tde pelo teste de Tukey.

I o7 moOom®

Na analise estati{stica o teste F foi significativo ao nivel 1% de pro -
babilidade. Aplicou-seo teste de Tukey em todos os contrastes possiveis ao
nivel de 1% de probabilidades. O coeficiente de variagéo do experimento fod

2,81%.
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Guadro XVI. Efeito de vitaminas na percentagem de gsrminagau dos clamidospo -
ros de g scitaminea preservadns em dessecadores a temperatura ame

biente por 14 meses

Tratamentos

Repetigaes
Nicotinamida ’Hibaflavina Controle Biotina
1 30,00 28,00 16,90 17,00
2 29,40 29,00 18,30 18,40
3 31,00 27,60 16,40 15,20
q 29,80 29,20 16,70 15,20
5 30,00 27,20 16,60 17,60
6 30,00 28,20 17,00 16,70
7 28,70 27,80 16,90 18,10
8 29,90 28,60 17,00 15,60
9 31,40 28,30 17,20 16,60
Madias ~ 30,04a 28,21b 17,00c 16,71c
Estimulo na
Germinagao % 76 ,70% 65 ,94% 0,00% -1,71%

Médias com letras iguais nao diferem estatisticamente entre si.
CV = 2,12%

A analise da variancia revelou F altamente significativo. Pelo teste
de Tukey, excetuando-se o contraste das médias referentes ap controle e a bio=
tina que nao diferiram significativamente, todos os outros contrastes foram
significativos ao nivel de 1%; O coeficiente de variagéo desse experimento

foi 2,12%.
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4.8. Agentes Fisicog na Percentagem de Berminacao dos Clamidosgorﬁs

Os resultados referentes ao contato fisico direto do nitrogenio 1iquido
com os clamidosporos, vacuo parcial e chogue térmico na germinagao estao nos

guadros XVII, XVIII e XIX.

Quadro XVII. Agao do contato fisico de nitrog%nio 1iquido com clamidosporos
de g.lscitaminea

Repetigaes Protegido Desprotegido

1 77,20 67,60
2 65,60 70,80
3 70,00 65,80
4 67,60 65,40
5 67,60 66,20
6 66,00 61,80
7 70,80 71,40
8 67,60 70,40
9 71,60 65,40
10 73,20 66,60

Medias 69,72a 67,16a

As médias nado diferiram estatisticamente
CV = 3,7%

4 03 3 A K3 o~ 3 03 : s s s 3
Na analise da variancia o teste F nao foi significativo e o coeficiente

de variagao foi 3,7%.
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Quadro XVIII. Agao do vacuo na germinagao dos clamidosporos de U. scitaminea
armazenados em ampolas com e sem vécuo a diferentes temperatu -

ras por 6 dias

Tratamentos

Repetigoes Com Vacug _Sem qéggo
Temp. = 196%C Temp.Ambiente . Temp. Ambiente
1 67,40 65,00 73,60
2 67,40 67,60 73,80
3 71,40 69,20 62,60
a 64,20 65,40 67,20
5 73,80 64,80 67,40
6 68,80 64,80 69,20
7 70,60 62,40 69,60
8 66,00 20,40 68,40
9 24,00 61,80 66,60
10 64,80 73,00 72,80
" Medias 68, 84a 66,44a 69,12a

As médias com a mesma letra nao diferem estatisticamente entre si.
CV = 4,6%.

» s -“ . ~o . . . L3 > . o
Na analise da variancia o teste F nao foi significativo. O coeficiente

de variagao do experimento foi 4,6%.
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Quadro XIX. Efeito do chogue térmico de 40¢C por dois minutos na quebra de
dormencia dos clamidosporos de U, scitaminea preservados em nitro-

genio 1iguido.

Repetigaes B Clamidosporos i
Com Choque Termico Sem Choque Termico
1 72,40 74,20
2 76,00 73,20
3 75,40 76,00
a 78,00 67,60
5 76,80 69,60
6 75,80 71,60
7 77,80 72,20
8 76,80 72,20
9 76,40 72,60
10 74,60 71,60
= Wediss _______________________ 7,00a 72,086
Estimulo na germinagao % 5,43%

As médias diferiram entre si ao nivel de 1% de probabilidade
CV = 6,13%

A analise da variancia dos dados transformados em arc. sen V"%" ’ deu
um valor de F significativo a 1%. A diferenca entre medias, pelo teste de Tu~
key, foi significativo eao nivel de 1%. 0 coeficiente de variaggo do experimen-
to foi 6,13%.
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5. DISCUSSAQ

5.1. Generalidades

A produggo de variedades de cana resistentes a U. scitaminea neo pode
ser conduzida sem um constante e adequado suprimento de indculo de fungn. As
pesquisas realizadas tornaram possiveis o armazenamento e testes de gsrminagﬁo
dos clamidosporos em condiqaes constantes, solucionando o problema de preser -

vagao e disponibilidade de indculo durante pelo menos um ano.

A escolha de um substrato pobre (agar égua) para a germinagaa dos cla -

midosporos foli teoricamente baseado nos seguintes pontas:

a) 0 substrato agar égua retardando o crescimento de organismos com
possivel agao fungistatica permitiria uma melhor aveliagao da viabilidade dos

esporos.

b) A avaliagao dos efeitos de agicares, aminoacidos, vitaminas e fato-
res Fisico-quimicos na germinagao sO seria exequivel em meios carentes destes

compostos,

c) A simplicidade e constancia do substrato de genminagao possibilita-

ria coletar dados reproduziveis.

Os resultados obtidos em todos os ensaios indicaram ausencia de agao ie
nibidora dos organismos contaminantes, fungos e bactérias. Nas condigses dos
testes 0o exame dos coeficientes de variagao de todos os experimentos indicam
erros experimentais muito baixos demonstrandos que a escolha do substrato foi

adequada e que as condigaes experimentais eram constantes.
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§.2. Métodos de Preservag@o na Viabilidade dos Clamidosporos

Com respeito aos diferentes meétodos de preservagao dos clamidosporos as

discussoes serao feitas por partes a saber,

5.2.1. Preservagao em silica gel

Conforme resultadss do quadro II, no decorrer dos 12 meses de preserva-
950 os clamidosporos mantidos a temperatura ambiente tiveram sua viabilidade
afetada ao 42, 692, 992 e 1192 meses; os clamidosperos mantidos a 5%C nao reduzi-
ram significativamente sua viabilidade durante os 11 primeiros meses sendo a-
presentado um declinio significativo aos 12 meses, engquanto isso a germinagao
dos clamidaosporos conservados a =~102C declinaram ao 592, 62, 72, 82 e 10¢ me—
ses porém menos sensivelmente que équeles preservados a temperatura ambiente

(15 - 28ec).

Comparando~se as tres condigaes de temperatura nas quais os clamidospo-
ros foram mantidos ha uma diferenga significativa a partir do segundo mes onde
os clamiddsporos armazenados a temperatura ambiente mostram-se menos viaveis
gue agueles guardados a 52C, entretanto os mantidos a -10¢C nao diferiram sig-
nificativamente dos preservados a temperatura ambiente nem dos mantidos a 5°C.
Aos 32 e 49 meses, a queda de viabilidade foi cada vez mais marcante nos cla-
midosporos guardados no ambiente, enguanto nenhuma diferenga significativa o-
correria entre os armazenados a 52 e -102C, Neste Gltimo, so a partir do 59

Lol N ~
mes houve um declinio sensivel na germinagac deos clamidosporos.

Clamidosporos de U. scitaminea preservados por LEU (23) em condigoes
identicas apresentam resultados semelhantes para aqueles mantidos a 59C duran-
te 12 meses, porem para os esporos mantidos a temperatura ambiente os dados do
trabalho sao discordantes. Aos resultados obtidos por LEU (23) pesadas criti-
cas podem recair sobre a metodologia usada para os testes de germinagao dos

clamidosporos.
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LEY distribuiu cinco gotas deuma suspensao de clamidosporos, cada uma
contendo 40 clamidosporps em placas de Petri com agar 3%. Asvgotas foram pos-
tas separadamente porém o autor nao as espalhou no meio, o que torna a leitu -
ra impossivel de ser realizada, conforme se procurou repetir a experi%ncia nos
laboratorios da ESALA. LEU efetuou as leituras de percentagens de germinagao
apﬁs a incubagao de 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. Experimentos preliminares
ja haviam indicado a impossibilidade de leituras alem das 8 horas de incubagao.
Experimentos em identicas condigaes foram mais uma vez repetidos confirmando
improcedencias de leituras por tao largo periodo de incubaqao. BOOK (5) e
HIRSCHHORN (20) também demonstraram germinagao e formagao de hifas e espori-

dias em tempos menores que 8 horas e isto dificulta observagao de germinagao.

Dados contraditérios sao apresentados no trabalho de LEU na tabela 3 na
pégina 42, com relagEo a0s esporos secos a temperatura ambiente. As percenta-—
gens de germinagao que iniciaram a 97,8% gradativamente decresceram atingindo
no 52 e 792 meses percentagens de 34,0 e 36;3; inexplicavelmente estas percentea-
gens sobem no 92 e 129 meses para 81,7 e 83,3%. Fato semelhante ocorrera com
os clamidosporos preservados secos a temperatura de 52C., Clamidosporos que no
3¢ mes tinha 72,9% de germinaqgo passam para 21,3% no 42 mes e subitamente so-
bem para 83,4% no 59 mes. Acreditamos que os dados de LEU estao comprometidos
devido as faltas dos testes de genminagao e mudanga de critéerio de avaliaggo ’

visto que duas pessoas conduziram os testes no decorrer dos experimentos.

5.2.2. Preservaggo por 1iofilizag§o

0 exame global da preservacao dos clamidosporos por liofilizagao usado
neste teste conforme pode ser visto no quadro III, mostrou gue as vantagens
apresentadas pelos diferentes tratamentos nao foram constantes variando seus
efeitos com os meses em que se fez as comparagoes, Assim das duas diferentes
maneiras pelas quais os clamidosporos foram sécos, e das duas Condigaes de
preservaqao, aqueles secos ao desumificador e liofilizados foram a partir do

39 més menos viaveis que os clamidosporcs secos ao desumificador e nao liofili-
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zados. Ao 42 mes o declinio s6 foi significativo para os clamidosporns secos
ap natural e liofilizados. Aos 5, 7, B8 e 10 meses,os clamidosporos liofiliza-
dos, independentemente de como foram secos, comportaram-se igualmente, haven—
do entretanto diferengas significativas aos 6, 9, 11 e 12 meses. No final de
12 meses de preservagao os clamidosporos secos ‘ao natural apresentaram um a=-
centuado declinio de viabilidade, 6,2% para os liofilizados e 0,66% para os
nao liofilizados. A viabilidade dos clamidosporos secos ao desumificador foi
bem superior a dos clamidosporos que foram secos ao natural, no final dos 12
meses 32,26% para os liofilizados e 22,68% para os nao liofilizados. Este fa-
to parece indicar uma influencia benefica da retirada rapida da égua do inte-
rior dos clamidosporos, mas se de fato isto e verdade, so o foi aos 11 e 12
meses de preservaggo, posto que antes desse periodo os clamidosporos liofili -
zados previamente submetidos as duas diferentes secagens tiveram comportamento
semelhante. Na maioria das vezes os clamidosporos nao liofilizados tanto os
secos ao natural como os secos ao desumificador comportaram-se de um modo - se-~
melhante com respeito a sua viabilidade até o 49 mes guando comegou acentuado
declinio na germinagao dos clamidosporos secos ao desumificador dos 5 aos 9
meses, gquando aos 10 meses deu-se novo equilibrio para em seguida a viabilida-
de dos clamidosporos secos ao desumificador ultrapassar a viabilidade daqueles
secos ao natural. O fato & que os resultados forneceram dados dificeis de se-
rem interpretados HASKING (18) e qualquer afirmativa poderia ser precipitada

ate que outros estudos mais detalhados possam dar maior clareza.

N&o obstante, os resultados do presente trabalho comparados aos obtidos
par KONDO (21) para U. zeae sao identicos para os clamidosporos secos ao desu-—
mificador e liofilizados porem béstante superiores para os nao liofilizados
que tiveram a mesma secagem. Por outro lado, os clamidosporos de U. scitami -
nea que receberam secagem natural e foram liofilizados comportaram-—se diferen—
temente dos estuados por KONDO (21) tends uma reduzida percentagem de germina-

gao.



5.2.3. Preservagao de clamidosporos em nitrogénio 1iquido

Como mostram os resultados do quadro IV, a preservaggo de clamidosporos
curante 120 dias em temperatura ultra=baixa de =1962C, em nada afetou a via~
bilidade, enquanto que o declinio da viabilidade foi acentuadamente progressi-
veé para os clamidosporos mantidos em ampolas sob vacuo parcial a temperatura
ambiente. Por motivos alheios aos objetivos deste trabalho so foi possivel a
preservagEO dos clamidosporos em nitrogénio 1fquido por 120 dias. A exequibi-
lidade desse metodo de preservagED por longo tempo e suportada por MAZUR (27),
pois segundo este autor uma célula ou organismo podera manter-se viavel por
longo tempo a temperatura de -1962C, desde que ele seja capaz de resistir ao
impacto de ultra resfriamento por 10 minutos e o reaguecimento a temperatura
inicial. Clamidosporos de U. scitaminea resistiram muito bem a todas essas
condigaes. Onde houver facilidades na aquisiggo de eguipamentos e de nitroge-
nio 1{quido, este metodo deve ser explorado pois tem possibilidade de permitir
preservagao por tempo mais longo gque o da geladeira. Acreditamos ser este um
dos metodos gue permitiriam preservar a viabilidade de clamidosporos por 10 ou

mais anos,

%

5.3. Efeito de Horas de Incubaqgo. Idade dos Clamidosporos g8 Processos de

Preservacao na Germinacao

0 periodo de incubaggo de clamidosporas jovens a 302C comparado ao de
clamidosporos velhos preservados por um ano em diferentes processos revela,
conforme nos mostram os quadros VI e VII, uma maior rapidez na germinaggo de
clamidosporos jovens gue nos clamidosporos velhos. Dentro de 3 a 5§ horas os
clamidosporos jovens atingem a percentagem maxima de germinagao enquanto que
os clamidosporos com mais de um ano de preservagao pelos diferentes processos
sO alcangam um maximo de germinagao apds 5 horas. Estes dados concordam  com
os de HIRSCHHORN (20) que considera positiva.a correlagao entre a rapidez de

germinagao e a jdade dos clamidosporos e harmonizam-se com os obtidos por
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BOCK (8) o gual estabeleceu o periodo de 2 horas a temperatura de 312C para
produgao de hifas de infecgao de U. scitaminea. O fato de clemidosporos ve~
lhos serem retardatarios na germinagao deve-se provavelmente a uma dormencia
fisiologica. Em nenhuma situagEU foi possivel a realizaggo de leituras por um
periodo acima de 8 horas de incubagao, discordando do trabalho de LEU (23) que
menciona leituras de até 72 horas. Acima de 8 horas de incubagac (quadro v)
h& um emaranhado de promicelios e espor{dias e uma pronta perda de individua -

lidade impossibilitando as observagoes.

5.4, Influencia de Horas de Incubagao2 Idade dos Clamidosporos e Idade do

Meio de Cultura na Germinagao

A interagao dos fatores horas de incubagao, idade dos clamidosporos e
idade do meio de cultura conforme resultados do quadro IX comprovam mais uma
vez a rapidez da germinagao dos clamidosporos jovens em relagao aos clamidos -
poros velhos e demonstram que a idade dos meios de cultivo preparados ate duas
semanas antes nao influem na germinagao dos clamidosporos. Como o periodo de
duas semanas & relativamente curto, julgamos serem estes dados de valor limi -

tado para a avaliaqao do problema.

5.5. Elongagao de Promicelios dos Clamidosporos Recem Colhidos Comparados

aos de Material Preservados

0 comprimento dos promicelios parece sem divida correlacionar-se posi -
tivamente com o vigor dos clamidosporos. Clamidosporos recem colhidos mostra-
ram no quadro X promicélios mais longos que aqueles clamidosporos preservados
pelos diferentes métodos. O comprimento médio do promicelio de U. scitaminea,
segundo ANTOINE (1), € de 16 u e no presente trabalho os clamidosporos recem
colhidos tiveram um promicélio medio de 18,75 m, poreém os promicelios de cla-
midosporos preservados foram inferiores aguela media citada por ANTOINE, Dos

clamidosporos pressrvados pelos diferentes processos alguns que receberam se-
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.cagem natural apresentaram promicelios maiores que aqueles secos ao desumifi -
# L4 3 - 3 (o] 3
cador porem noutros casos ocorrera o contrario, parecendo nao ter influencia
~ 3 - 3 - 3 3 3
na elongagao de promicelios o modo pelo qual a agua foi retirada de clamidospo-

0.

5.6. Efeito de Localizagao dos Clamidosporos no Chicote na Viabilidade e

Armazenamento

Os resultados do quadro XI mostrando as percentagens de germinagao dos
clamidosporos nas diferentes regiaes do chicote tanto em material recem colhi-
do como em material preservado por 98 dias demonstram uma superioridade na
germinagEO dos clamidosporos da regiao mediana sobre os demais, principalmente
em relagéo a r89150 apical do chicote. A baixa percentagem de germinagao dos
clamidosporos da regiéo apical do chicote deve ser explicada pela presenga de
contaminantes e por maior tempo de exposigéo dos clamidosporos as condigaes

adversas.

5.7. Clamidosporos Envoltos pEID"Cartucho Foliar

Uma relativamente alta percentagem de germinagao dos clamidosporos da
regigo basal do chicote e os dados observados no quadro XII tornam evidente
que clamidosporos de U. scitaminea nao necessitam de per{odo de pés maturagao
para uma boa germinagED indicando que os esporos tao logo sejam colhidos estao
prontos para germinar. Dados contraditorios foram encontrados por DAVIS (9)

para algumas espécies de Ustilago, sobretudo para U. striaeformis e por

imaturos.



5.8. Agentes Quimicos na Germinacao dos Clamidosporos

Excetuando-se o caso dos bactericidas; os estudos efetuados com carbo -~
hidratos, aminoacidos e vitaminas tiveram como particularidade comum @ uso de
clamidosporos com baixa percentagem de germinaggn possibilitando desta forma
avaliar o estimulo na germinagao causado por cada um dos compostos cue passa -

remos a discutir.

5.8.1. Efeito de bactericidas na germinagao dos clamidosporas

Nas c0ndigaes estudadas no presente trabalho o quadro XIII revela a am-
picilina como Gnico bactericida capaz de inibir a germinagao dos clamidosporos
de g. scitaminea, ocorrendo um declinio de 94,63% na percentagem de germinagao
em relaggo as testemunhas. Os demais bactericidas nao foram significativamen-
te diferentes pelo teste de Tukey, mesmo ao nivel de 5% de probabilidade, nao
obstante, merece ser esclarecido que pequenos estimulos foram notados na ger -
minagao dos clamidosporos tratados com bactericida em relagao a testemunha:
gentomicina 12,99%; nitrofurantoina 11,71%; eritromicina 6,07%; Kanamycina
5,58% e acido nolidixico 3,81%. Os resultados obtidos para os bactericidas
nao podem ser comparados com o de outros austores por nao termos encontrado re-

ferencia sobre o assunto em relagao a espécie o g%nero Ustilago°

5.8.2. Efeito de carbohidratos na germinagao dos clamidosporos

0 guadro XIV revela os estimulos na genminagao que OS agucares provoca-
ram em relagao a testemunha. Em ordem decrescente as percentagens de estimu -
los a germinagéo sobre o controle foram sacarose 126,75%; glucose 115,11%;
maltose 90,11%; frutose 79,65%; galactose 79,65%; calobiose 71,22%; manose
61 ,04%; arabinose 47,09%; lactose 23,25% e finalmente xilose 11,04%, todos os
glucidios estudados no presente trabalho foram superiores a testemunha ao ni -

val de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey, exceto a xilose gue s0 0 foi a
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Os dados observados no presente trabalho concordam com a afirmativa de
GRAHAM (16) na gual os carbohidratos aumentam a percentagem de germinagao de
g. tritici, entretanto, esse autor nao dispae de dados experimentais compara -
veis, pois em seus ensaios excetuando-se a sacarose, os demais carbohidratos
eram componentes de melagos, sem concentragaes definidas. Comparando=se aos
dados obtidos por SEN e MUNJAL (36) para U. nuda tritici, esses autores encon-
traram uma maior eficiencia nas hexoses que nas pentoses enquanto os dissaca -
rideos maltose, sacarose e lactose nao alteram a germinagao dos clamidosporos.
Em g. Zeae, WOLF (43) reconhece a glucose, levulese, manose, sacarose, maltose
e trehaloses como as melhores fontes de carbono. Tratando-se de U. scitaminea
os resultados obtidos por SAXENA e KHAN (35) sao extremamente variaveis entre
as diversas fontes de carbono e a procedéncia dos clamidosporos, pelo que nao

& possivel uma generalizaggo de fatos.

5.8.3. Efeito de aminoacidos na germinagao de clamidosporos

Face a metodonlogia empregada nos testes dos aminoécidos, estes so podem

ser analisados e discutidos em grupos.

De acordo com o quadro XIV os aminoacidos contidos nos grupos A (acido
glutamico, histidina, glicina e prolina); B (fenilalanina, glicina; isoleuci~
na e leucina) e C (cistina, valina, leucina e triptofano) incrementaram a ger-
minaggo dos clamidosporos a ponto de diferirem estatisticamente do controle a~
gar égua, a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. Os aumentos produzidos
por estes tres grupos em relagao ao controle foram respectivamente de 42,44% ;
4a0,69% e 37,20%. Do exame detalhado desses grupos sobressaem os efeitos da

glicina nos grupos A e B e da leucina nos grupos B e C.

Os grupos D (metioninas, prolinas, treoninas e triptofano); E (écido
aspértico, acido glutamico, arginina e cistina) e F (arginina, lisina, isoleb-

cina e treonina) nao diferiram estatisticamente do controle indicando que os
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aminodcidos contidos nos grupos nao alteram a capacidade germinativa dos cle-
midosporos de U. scitaminea. Os grupos H (cisteina, histidina, lisina e vali=-
na) e I (acido aspartico, cisteina, fenilalanina e metionina) inibirem total-

mente a germinagao dos clamidosporos, aparentemente devido a cisteina, pois

& : : * N 2
0 unico aminoacido presente nos dois grupos.

Os resultados obtidos por WOLF (43) para U. zeae mostram que os aminoé-

cidos acido aspértico, asparagina e serina foram superior a outros aminoacidos
3 3 . . ~ & ~ 3 3 3

e que a cisteina & ineficiente no estimulo a germinagao, porem agao inibidora

~
nao foi por ele observada.

5.8.4, Efeito de vitaminas na genninagéo de clamidosporos

Na avaliagao dos efeitos de algumas vitaminas na germinagén dos clami -
dosporos, no quadro XV sobressaem os efeitos beneficos da nicotinamida e ribo-
flavina aumentando a germinagao em 76,70 e 65,94% respectivamente sobre o con-
trole. Estatisticamente a nicotinamida e a riboflavina formam dois grupos de
tratamentos diferentes do controle e biotinas; os quais formam o terceiro gru-
po. Vale a pena ressaltar que entre os compostos quimicos estudados a sacaro-
se, a glicina e a nicotinamida foram os que propercionaram maiores incrementos
na germinagao. Os resultados obtidos com as vitaminas nao puderam ser compa -
rados com os de outros autores, e possivel que sejamos os primeiros a observar

o fato nesta especie de fungo.

5.9. Agentes Fisicos na Germinacao dos Clamidosporos

0 contato fisico do nitrogénio 1iquido com os clamidosporos nao afetou
a germinagED dos clamidosporos, quadro XVII. No prasente caso, nao sendo pPOS~—
sivel avaliar o tempo de permanencia do contato fisico dos clamidosporos com o
nitroganio liquido indicam necessidade de maiores estudos antes que ampolas

~
guebradas sob o nitrogenio liquido possam ser usadas.
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0 vacuo nao afetou a percentagem ds geminat;ao dos clamidosporos (qua-
dro XVIII). Esta obser'vagao se fez oportuna para redimir dividas no caso de
clamidosporos preservados por processos gque exigem um prévio tratamento ao va-

cug. A literatura e omissa sobre o caso em tela.

0 choque termico proporcionou um incremento na gaminag&o dos clamidos-
poros de 5,43% em relagao ao controle (quadro XIX). Estes resultadss seo su-
portados por GOOS, DAVIS e BUTTERFIELD (15), BROMFIELD e SCHMITT (7), LOEGE-
RING e HARMON (24) e BROMFIELD (6) os quais afirmam que microrganismos ao se-
rem congelados a temperatura de nitmg‘énio liquicb e posteriormente ac serem
incubados necessitam de uma brusca elevac;;o de temperatura (choque témico)

para evitar perdas de geminaq'éo.



6. CONCLUSOES

)sse dos resultados que foram discutidos, o presente trabalhc con-

.ntes conclusoes:

, metodo pratico e economico de preservar esporos de Ustilago sci-

alta viabilidade por um ano consiste em mante-los em dessecadores

tante silica gel, guardando-os em geladeiras a temperatura de 52C

preservagam de clamidosporos por liofilizaggo simples nao parece

®

uso de nitrogénio liquido na preservagao de esporaos de g. scitemi-—
" explorado por um periodo mais longo pois mantém o vigar dos cla-

. apresenta alta perspectiva de sucesso, apesar do custo elevado do

rapidez da germinagao dos clamidosporos esta correlacionada com a

~ &
r dos mesmos. Q[uanto mais novos sas os esporos mais rapida ocorre

omicelios de clamidosporos recem colhidos apresentam—se mais lon-
8 clamidosporos preservados pelos diferentes metodos havendo uma

correlagao positiva en®re o vigor do esporo e o comprimento do promicélio.

f) Clamidosporos a serem usados em testes de patogenicidade nges traba-
lhos de melhoramento devem ser de prefer%ncia coletados quando envolvidos pelo
"cartucho foliar®, na parte mediana e basal dos chicotes pois esses clamidos -

poros apresentam as mais altas percentagens de germinagao.

g) Excetuando~se a ampicilina que inibiu a germinagao, os bactericidas:
gentomicina, nitrofurantoina, eritromicina, kanamycina e acido nalidixico pO-—
dem ser usadas, no controle de bacterias contaminantes que possam inibir a

geminaggo dos clamidosporos.
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h) A germinaga@o dos clamidosporos @ estimulada em ordem decrsscente pe-
los carbohidratos: sacarose, glucose, maltese, frutose, galactose, celobiose ,
manose, arabinose, lactose e xilose; por grupos de aminoécidos, mormente aque-
les contendo glicina e leucina e finalmente por vitaminas nicotinamida e ribo-

flavina.

i) Dos agentes fisicos estudados, o contato fisico com o nitrog%nio 11~
quido e vacuo nao afetaram a germinagao dos clamidosporos, entretanto, o cho-
que térmico aos 409C e necessario para quebrar a dormencia fisiolégica dos es-

poros armazenados a -1969C,



7. RESUMO

Varios métodos de preservagao de clamidosporos de Ustilago scitaminea
Sydow foram investigados, simultaneamente, com os efeitos de diversms fatores
que podem influir na percentagem e maneira de germinar de clamidosporos subme-

tidos a condigaes ambientais diferentes.

Clamidosporos coletados em diferentes epocas dos anos de 1972 e 1973, e
em diferentes localidades dos Estados de Sao Paulo e Parana foram utilizados
ne estudo da viabilidade dos clamidosporos durante um periodo de 12 meses (120
dias para o nitrog%nio 1iquido). O0s metodos de preservaggo usados no estu~
do da viabilidade dos clamidosporos foram: a) preservagao por dessecegan com
silica gel a tres temperaturas diferentes, laboratdrio (15 - 28¢C), refrigera-
dor (59C) e congelador (~109C); b) preservag@o por liofilizagao; c) preser -

vagao com nitrogenio 1iquido.

Informagoes basicas sobre o efeito de diversos fatores sobre a germina-
QED dos clamidosporos foram obtidas. Estes experimentos incluiam tempo de in-
cubagao, idade dos clamidosporos, idade dos méios de cultivo, elonga§§0 do
prDmicélio, localizaqao dos clamidosporos no chicote, clamidosporos envaltos
pelas folhas do "cartucho foliar", agentes quimicos (bactericidas, carbohidra-
tos, aminoacidos e vitaminas) e agentes fisicos (contato direto com nitroge-
nio liquido, vécuo, e choque termico quebrandoc a dormencia Fisiolﬁgica dos

clamidosporos.,

Apos 12 meses, os resultados mostraram alta viabilidade (86,72%) dos
clamidosporos preservados em dessecadores com sflica gel a 5¢2C, baixa viabili-
dade (32,26%) nos liofilizados e com base na literatura consultada boa pers -
pectiva para a preservagao em nitrog%nio 1iquido para periodos além de 12

meses.

Testes complementares revelam: a) gue clamidosporos jovens sap mais ré-

pidos para germinarem que os esporos preservados aléem de um ano; b) que os



promicelios mais longos sao dos clamidosporos jovens; c) que os clamidosporos
de regiao mediana do chicote sao mais viaveis; d) gue chicotes envoltos pelo
"cartucho foliar" possuem clamidosporos com alta viabilidade; e e) gue clami-

3 . ~ ~ 3 3 3 [l 3
dosporos U. scitaminea nao apresenta nenhuma dormencia fisiologica.

Bactericidas usados nao afetaram a germinagao dos clamidosporos exceto
a ampicilina. Todos os carbohidratos testados estimularam a germinaggo, 0
mesmo acontencendo com alguns aminoécidos, notadamente glicina e leucina en-
guanto gue cistefna a inibiu totalmente. As vitaminas nicotinamida e ribo -

L3 [ . . ~
flavina tambem estimularam a germinagao.

0 contato direto com o nitrogenio liguido e a agao do vacuo nao afeta -
. ~ . -~ .
ram a germinagao dos clamidosporos, porem o choque termico (banho aos 40¢C

por 2 minutos) estimulou a germinagao.



8. ABSTRACT

Various methods of preservation of chlamydospores of Ustilago scitami’a
nea Stdow, were investigated and concurrently the effects of several factors
that could influence the percentage and manner of germination under different

conditions of environment.

Chlamydospores were collected at different periods during 1972 and 1973
in the States of Sao Paulo and Parana were used to study viability of
chlamydospores over & 12 months period (120 days for liquid nitrogen). The
preservation methods used to study chlamydospores viability were: a) preser-
vatlon by desiccation with silica gel at three different temperature,
laboratory (15 - 289C), refrigerator (59C) and freezer (-109C); b) preserve-

tion by lyaphilization; c) preservation with liquid nitrogen.

Basic information about the effect of several factors upon chlamydos-
pores germination was obtained. These experiments included incubation time,
chlamydospores age, culture media age, promycelium elongation, locatidn of
chlamydospores in whip like appendages, chlemydospores protected by the
spindle leaves, chemical agents (bactericide, carbohydrates, amino~acids and
vitamins) and phisical agents (direct contact with ligquid nitrogen, vacuum,

and thermal shock breaking physiological dormency of chlémydnspores).

After 12 months the chlamydospores preserved in the desiccator with
silica gel at 59C had the highest viability (86,72%). The lowest viability
(32,26%) was found in chlamydospores preserved by lyophilization. On the
bases of the literature chlamydospores preservation with ligquid nitrogen

showed excelent possibility for more than 12 months storage period.

Complementary tests demonstrated: a) recently harvested chlamydospores
germinated earlier than one year old preserved chlamydospores; b) fresh
chlamydospores have the longest promycelium; c¢) chlamydospores from the

middle area of whip like appendages have the highest viability; d) chlamydos~
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peres from whip like appendages while protected by spindle leaves have high

viability and &) U. scitaminea chlamydospores did not exhibit physiological

dormency.

The bactericide did not effect the germination of chlamydospores except
for ampicilin. All tested carbohydrates stimulated germination, the same
happened with some amins-acids especially glycine and leucine, while cysteine
totally inhibited the process. The vitamins nicotinamide and riboflavin alsc

stimslated germination.

Direct contact with liquid nitrogen and vacuun did not affect spore
germination, however the thermal shock (bath at 402C for 2 minutes) promoted

germination,
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