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1. INTRODUÇÃO

A lavoura canavieira, pela sua elevada expressão econômica como susten

táculo de uma indústria que dia a dia se expande, carreando divisas para o 

Brasil e projetando-o no cenário mundial como produtor máximo, é fator indis -

cut{vel na propulsão do nosso progresso. 

A cana-de-açúcar está sujeita a uma série de doenças importantes desta

cando-se entre outras, o carvão, a podridão vermelha, a podridão abacaxi, o 

mosaico e o raquitismo. Não obstante, o carvão da cana-de-açúcar, causado pe

lo funao Ustilaqo scitaminea Sydow, assume uma importância especial em face 

da legislação vigente no Estado de são Paulo proibindo o uso de variedades 

suscetíveis. O trabalho dos melhoristas, no afã de conseguirem variedades re

sistentes ao carvão, sofre soluções de continuidade em certas épocas do ano 

dado a escassez de inÓculo para os testes de patogenicidade. 

O objetivo principal do presente trabalho visa preservar a viabilidade 

dos esporos de�- scitaminea pelo período de pelo menos um ano proporcionando 

estoque do inÓculo para os trabalhos de melhoramento e ainda contribuir com 

numerosas informações sobre a biologia dos clamidosporos do fungo em apreço, 

quais sejam: germinação, horas necessárias à incubação, influência da idade 

dos esporos, idade do substrato, elongação de promicélios em esporos jovens e 
-

preservados, localizaçao de clamidosporos no chicote, clamidosporos envoltos 

pelo cartucho foliar, efeito de agentes quimices na germinação, e finalmente, 

o efeito de agentes físicos na germinação.
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2. 1. Generalidades

- � 
Os métodos de preservaçao dos microrganismos sao bastante numerosos e a 

maneira de classificá-los tem variado entre os autores. FENNEL (12) agrupa-os 

em transferências periódicas, cobertura com Óleo mineral, cultura em solo ou 

areia, secagem, congelamento e liofilização. MARTIN (26) concorda com FENNEL, 

entretanto ONIONS (30) agrupa os métodos de preservação de fungos em microcul

tivo e em suspensão do metabolismo. Em microcultivo ter-se-iam os métodos de 

transferências, cultivas em tubos, armazenamento a diferentes temperaturas, 

armazenamento em Óleo mineral e armazenamento no solo, enquanto que na sus

pensão do metabolismo seria a dessecação, a liofilização e armazenamento em 

nitrogênio líquido. 

vários outros pesquisadores têm agrupado os diferentes métodos conforme 

suas próprias conveniências, 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), 8AGGA (3), LEATH, ROMIG e ROWELL (22), 

WESS e OTEIFA (41), WELLMAN e WALDEN (42). 

2.2. Preservação e Viabilidade em Ustilaijo spp 

Em espécies de Ustilago, TAPKE (3?) reportou uma curta viabilidade de 

�•�armazenado a temperatura ambiente, em contra partida um pronunciado 

aumento de viabilidade ocorria quando os esporos eram armazenados entre 28 e 

302F (-2,22 e -l,ll2C) pois a viabilidade nessas condições atingia períodos 

de l a  10 anos, com germinação acima de ?3io até os ? anos de armazenamento. 

PORTER (32) sugere que.LI. nuda tenha permanecido viável por 11 anos no em-
- -

brião de semente de cevada. GERA e VASHISTER (14) experimentaram manter espo

ros de U. nuda tritici viáveis às temperaturas de O, 5, 10, 20, 30 e 352c ten-
- - ___ ..., 

do obtido resultados satisfatórios com as três primeiras temperaturas propor -
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cionando nos 2?0 dias 45,6�, 43,5� e 31,�. Espécimens de herbários examina

dos por FISCHER (13) revelaram esporos viáveis de!:!.· herdei por 23 anos, !J.•

avenae por 13 anos e�- bromivora por 10 anos. SAMPSON (34) encontrou esporos 

deu. levis com viabilidade por 2,5 anos e algumas amostras alcançaram até 5,5 
-

anos, entretanto o autor não mencionou as percentagens de germinação após es

ses periodos. Observou ainda o mesmo autor, que esporos de b!.:. avenae têm 

maior viabilidade que os de g. levis. SAMPSON preservou os fungos em desseca

dores controlando a umidade relativa com soluções de H2S04. 

Um recorde sem par na longevidade de clamidosporos foi obtido por WANG 

(40) com!:!.· cromeri, uma viabilidade aos 62 anos. KONDO (21) manteve por um

ano as raças 6 e 7 de !J.· avenae liofilizadas e observou que logo após a liofi

lização a germinação dos esporos era inferior à dos esporos não liofilizadas ,

porém, essa situação se invertia após 12 meses. Esse autor concluiu que espo

ros liofilizados e mantidos a 52C e a -l52C apresentam maior viabilidade que

os liofilizados a mantidos à temperatura ambiente. A raça 6 mostrou maior

viabilidade que a raça 7.

Culturas de!:!.· avenae e !J.· kolleri foram mantidas por GRASSO (1?) duran 

te 35 meses em frascos fechados sem perderem a viabilidade. PERKINS (31) a

finna que tipos mutantes e selvagens de g. •ardis podem ser preservados em tu

bos contendo sílica gel e opina que esse método é mais conveniente e menos 

dispendioso que a liofilização. 

2.3. Preservação e Viabilidade em U. scitaminea 

FAWCETT (11) comprovou com bases experimentais que clamidosporos de g.

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, 
, 

porem 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 qual enfoca 

a mantença de cl��idosporos de�- scitaminea viáveis por período superior a 

quatro anos, em condiçÕes secas e com percentagens de germinação até 92'/o. 

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

As variaçoes no comportamento fisiológico da germinação dos clamidospo

ros das espécies de Ustilago tem sido observada pelos autores. DAVIS (9), 

trabalhando com�- striaeformis, concluiu que os clamidosporos recem colhidos 
- -

apresentam baixa germinaçao porque saa, fisiologicamente, imaturos, necessi -
f , � 

tando de um penado de pas mab..1raçaa de 180 a 265 dias. O mesmo observou SAM-

PSON (34) para�- avenae, porém esse autor não estabeleceu o período de imatu

ração fisiológica. Por outro lado, estudando as caracteristicas fisiológicas 

de�- scitaminea, HIRSCHHORN (20) estabeleceu uma correlação direta entre a 

velocidade de germinação dos clamidosporos e a idade dos mesmos, concluindo 

que esporos jovens germinam entra 4 e 5 horas enquanto clamidosporos de 5 a 6 

meses retardam a germinação por 24 horas. 

A morfologia da germinação de�- scitaminea foi estudada por HIRSCHHORN 

(20) em 1950 e confirmada por BOCK (5) em 1964, os quais consideram três tipos

básicos de germinação dos clamidosporos: no primeiro deles, da tubo germinati

vo ou promicélio originam-se apenas espor{dios; um segundo tipo de cujo promi

célio desenvolvem-se hifas de infecção, e um terceiro tipo de cujo promicélio 

originam-se esporidios gigantes, mas, segundo a própria autora, aspectos bio 

químicos e biofisicos como acúmulo de glicose no meio de cultivo a temperatu 

ras de 12 a l52C na incubação concorrem para a transformação do terceiro tipo 

em esporidios normais. BOCK (5) afirma que em condições naturais os clamidos

poros de ll· scitaminea por não encontrarem condições Ótimas o promicélio dá o

rigem diretamente as hifas de infecção. O aparecimento desta está correlacio

nada ainda com a temperatura da incl;lbação, pois enquanto incubação dos clami 

dosporos a 242C ou abaixo mesmo após 6 horas nenhuma hifa de infecção foi ob 
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serva.da, a Jl2C duram:e 2 horas já havia substancial número de hifas de infec-

çao.

A elongação do promicélio é reportado por ANTOINE (1) como sendo em mé

dia 16 JJ• 

2.5. Aspectos Bioguimicos na Germinação de Clamidosporos 

Na germinaçao de�-� a análise cromatográfica revelou, segundo DE 

VAY, ROWELL e STACKMAN (10), a presença de aminoácidos livres e a síntese de 

carbohidratos. GRAHAM (16) fez observações em�• tritici sobre o efeito cio 

meio de cultivo na germinação dos clamidosporos e concluiu que o nitrogênio 

orgânico é prejudicial à germinação enquanto que carbohidratos, notada.mente 

sacarose,a elevam. Influências de fontes de carbono e de nitrogênio no cres -

cimento do micélio deu. nuda tritici foram estudados por SEN e MUNJAL (36) os 
- -

quais relatam exigências muito baixas desses nutrientes, porém indispensáveis. 

WOLF (43) estudou 4 culturas monospÓricas de�•� em meios sintéticos con -

tendo fontes de carbono e de nitrogênio. Entre os carbohidratos usados por 

WOLF, a glucose, levulose, manose,sacarose, maltose e trehalose mostraram-se 

os mais eficientes. u. zeae utiliza nitrogênio em forma de nitrato, 
... -

amônia 

e aminas. Dos 23 aminoácidos testados por WOLF, pouco ou nenhum crescimento 

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

cic:b aspártico, asparagina e serinas aumentaram a percentagem de germinaç;o. 

Para�- scitaminea, testes efetuados por SAXENA e KHAN (35) revelaram 

que clamidosporos frescos procedentes de diferentes localidades da Índia in -

cubados em diferentes fontes de carbono apresentavam respostas variáveis na 

germinação tanto na procedência como nas fontes de carbono. Concluíram os au

tores que tais variações eram de natureza genética. HIASCHHORN (20) relata 

que o acúmulo de glicose no meio de cultivo combinado com temperaturas de 12 a 

152C na incubação concorrem para a formação de esporidios normais em detrimen

to de espor!dios gigantes. BOCK (5) concorda com HIRSCHHORN, e testando a a-
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N 

çao de fontes de carbono em�- scitaminea utilizou sacarose, mannose e lactose 

em concentrações de 5 a 1o;i. Afirma o autor que substratos ricos induzem a 

formação de esporÍdios. 

Os efeitos das vitaminas parecem pouco explorados nos Ustilaginales. 

Na literatura encontramos apenas ligeira referência de GRAHAM (16) que apesar 

de trabalhar com�- tritici afirma que vitaminas de complexo 8 são necessários 

para muitas espécies de carvões. 
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3. MATERIAL E M�TODOS

No presente trabalho usaram-se clamidosporos de�• scitaminea 

coletados em diferentes épocas e locais conforme exposição abaixo: 

Sydow, 

3.1. Coletas e Beneficiamento dos Cl6t"id9�poros 

3.1.1. Procedências do material 

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

pecas: 28/09 e 16/11/19?2. 

b) De Jacarei, SP, coletados em canas da variedade CP 52-1 em 23/07/73.

c) Da ESALQ, Piracicaba-BP, em canas plantadas nas estufas do Departa -

menta de Fitopatologia, de uma mistura de variedades, em três diferentes épo -

cas: 25/09/19?2; 11/02/1973 e 06/02/1974. 

3.1.2. Secagem dos chicotes 

O material coletado nas estufas da ESALQ destinado a trabalhos de acer

tos metodológicos não foi seco. Os materiais de Porecatu e Jacarei, coletados 

em épocas chuvosas foram submetidos a uma secagem prévia espalhando-se os chi

cotes à sombra, em laboratório por três dias antes do beneficiamento dos ela -

midosporos. Uma porção da partida coletada em Porecatu em 16/11/1972 foi seca 

com auxilio de desumificador de ambiente durante três dias até o beneficia -

menta. 



� Secos os chicotes, estes foram raspados e peneirados numa �érie da t.... 

mizea de 20 a 200 malhas/po12 • 

A fração que passou pela Última peneira, constituída praticams�te de 

cluidosporos, foi guardada em saquinhos de papel semipermeável• dessecado-

ras contendo s!lica gel, para trabalhos posteriores. 

3.2. Testes de Genninaçâo dos Clamidosperos Utilizados em Todos ms Exee -

rimentos 

Após o beneficiamento, os clamidosporos eram germinados em mei� de agar 

água a 2'/o P/v e determinadas as percentagens dos clamidosporos viáveis nas se

guintes condições: eram suspensas 10 mg de clamidosporos em 10 ml d0 água, e 

desta suspensão pipetava-se 0,1 ml em placa de Petri em meio de agar água, es

palhando-se com alça de Drigalsky. As placas eram incubadas apÓs seis horas à 

temperatura de 302C. Findo esse tempo eram adicionadas algumas gotas de azul 

de lactofenol para matar e colorir os clamidosporos germinados. As Leitu:nas 

eram efetuadas diretamente nas placas contando-se 500 clamidosporos germinados 

au não, em diferentes campos do microscópio, e desta contagem, calculada a 

percentagem de germinação. 

3.3. Métodos utilizados na Preservação de Viabilidade dos Clwnidosporos 

Entre os vários métodos de preservação de microrganismos citados na li

teratura (38), optou-se pelos seguintes:# 



3.3.l. Preserva2ão em desse�adoras com silica ael a d1fsrMte$ t..,. 

eeraturas. 

Os clamidosporos foram guardados em pequenos envelopes de p«tijHtl seni.pe,t 

mecâvel contendo 200 mg par invólucro. Estes invólucros forem postffl:l • fras -

oos de boca larga transformados em dasseca.dores, com shica gel .. Foram prepa

radas três conjuntos desses frascos a mantidos em três ambientes: 

a) Congelador horizontal à temperatura de -1oec.

b) Geladeira doméstica à temperatura de cerca de 59C.

e) Ambiente da laboratório, variando à temperatura de 15 a 202c.

Os três conjuntos mencionados foram preparados no dia 06/12/l!372 e 

constavam de clamidosporos coletados em Porecatu em 16/11/72, cujos chicotes 

haviam sido secas ao natural e ao desumificador. Inicialmente, procedeu-se a 

wm teste. de geminação dessas clamidosporos (06/12/?2), e a partir de 

tf:n::k>s os meses esses testes foram repetidos obedecendo-se os mesmos critérios, 

até dezembro de 19?3. 
... .. 

A partir do teste de germinaçao inicial ate o Último 

mês de observação os resultados forneceram elementos que permitiram várias a

nálises de variância. Neste teste como em todos os outros apresentados nesta 

dissertação os delineamentos inteiramente casualizados foram utilizados e os 

resultados estão no quadro II. 

3.3.2. Preservação dos clamidosporos eor liofilização e armazenamen 

to à temperatura ambiente 

Dos clamidosporos de Porecatu coletados em 16/11/?2, aliquotas de 500 

mg foram colocadas em frascos escuros de 16 •l, providas de duas tampas de 

plástica, a interna fechando-se sob pressão, a outra munida de f'Gau,. De cla

midosporos secos ao natural e dos secos ao desumificador foram prepareu:ms 36 

frascos dos quais 18 foram mantidos à temperatura ambiente, enquaJ11to os wt.ms 

18 foram liofilizados nos laboratórios do Instituto Zimotécnico "Prof., 



10 

Rocha de Almeida", da ESALQ. Na liofilização empregada não se usou nenhum 

meio de suspensão para os clamidosporos tal como fez KONOO (21) para telios

poros de l!Stilago avenae. O aparelho liofilizador utilizado foi de marca Vir

tis, modelo 10145 MR-TR. Em linhas gerais, a técnica de liofilização consis

tiu de uma prévia congelação dos clamidosporoe a -202c durante 24 horas, per

manecendo os frascos sem tampas, dentro de uma bandeja, num congelador hori -

zontal. Findo esse período, a bandeja foi levada ao liofilizador congelado a 

-452C por 2 horas, submetido ao vácuo de 200 p Hg por 45 minutos e a seguir 

aquecido por sublimação até 452c. Completada a liofilização o vácuo foi que

brado com nitrogênio e os frascos imediatamante fechados em ambiente de ni

trogênio evitando-se a entrada de umidade. 

Após a liofilização os frascos foram mantidos à temperatura ambiente. 

Em 06/12/72 foi feito um teste de germinação desses clamidosporos lio -

filizados como ponto de partida na preservação por esse processo, e daí por 

diante, mensalmente os testes foram repetidos para determinar a viabilidade 

cios clamidosporos, até o mês de dezembro de 19?3. O experimenta tinha 4 tra

tamentos e 10 repetições, e os resultados encontrem-se no quadro III. 

3.3.3. Preservação de clamidosporos em nitrogênio liquido 

Clamidosporos de Jacareí, SP, após o beneficiamento e determinação de 

percentagem de germinação foram submetidos ao tratamento com nitrogênio l!qui-
A 

do em ampolas de vidro com 30 cm de comprimento e 4 mm de diamet:ro interno. 

As ampolas foram previamente lavadas e esterilizadas e em cada uma postos 200 

mg de clamidosporos, foi feito um vácuo parcial e fechado com maçarico. As 

ampolas aqui utilizadas foram feitas pelo autor no Departamento de Fitopatolo

gia, da ESALQ. A fim de detectar ampolas mal seladas, estas foram submetidas 

a um banho numa solução de corante, azul de lactofenol a 42C por 30 minutos, 

segundo técnica de LDEGERING, HARMON e CLARK (25). Um conjunto dessas ampolas 

permaneceu em temperatura ambiente enquanto outro foi posto em um "canistar" e 
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ate leva® a um congeladcr a -lOtC durante duas horas, para sar • �i• 
A f 

11 6 

lavam 1!14:1 nitrogtinio l:u:;uidc. Este congelamento prsvio e recomeru:t1u:k3 

BRQMFIELO e SCHMIT (?) e t• Por fim evitar o congelamento ultra rá?im 

claic:tusporos, que sliigUndo MAZUR (2?) é prejudicial. a certas célulal!h, 

O armazenamento das ampolas em nitrogênio liquido foi feita em • oojão 

para preservação de semen, marca MVE, modelo A.1500 com capacidade para 42 

litros. Semanalmente foi feita a reposição do nitrogênio liquido SQflffl.l gªstos 

em média 6 litros para manutenção do nível de nitrogênio para que as ampolas 

permanecessem sempre imersas à temperatura de -l962C. 

Seis dias após o tratamento com nitrogênio lÍquido foi retirada uma am

pola do oojão e imediatamente submetida a um banho de água morna a t!O�C por 2 

minutos para quebrar a dormência fisiológica dos clamidosporos segunde GOOS, 

DAVIS e BUTTERFIELD (15); BROMFIELD e SCHMITT (?); LOEGERING e HAAMON (24) e 

BROMFIELD (6). As ampolas mantidas à temperatura ambiente foram usadas como 

controle. Toda a metodologia usada nos testes de germinação foi usada aqui e 

repetindo aos 42, ?4, 101 e 120 dias. O experimento constou de dois tratamen

tos e dez repetições e os resultados encontram-se no quadro IV. 

3.4. Efeito de Horas de Incubação, Idade dos Clamidosporos e Processos de 
.. "' 

Preservaçao na Percentagem de Germinaçao dos Clamidosporos 

Este teste teve como objetivo determinar o tempo ideal de incubação dos 

clamidcsporos para se obter o máximo de germinação à temperatura da 30tC. O 

método utilizado foi o do item 3.2. onde os esporos semeados em agar água per

maneceram em incubação por O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, ?, 8, 9, 10, 11 e 12 horas, 

findas tais per!odos determinavam-se as percentagens de germinação. Os testes 

fol'."í\!W realizados três vezes tendo cada um deles 10 repetições sendo computadas 

as médias dos resultados. vários testes semelhantes foram conduzidos oom os 

clamidosporos preservados pelos diferentes processos, usandc-se porém até 8 
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horas de incubação dada a impossibilidade de fazer leituras após esse período. 

Com os clamidosporos preservados pelos diferentes processas o teste foi feito 

no in!cio e no final da preservação conforme mostram os quadros de V a VIII. 

3.5. Influência dos Fatores: HJ:>ras de InCUb!,gã.o, Idade dos C�f:,midoseoros 

!'! Idade do;5 .. �eias c:te ,Cult:yras nas Percentaaens c::le ... G1;1rminªx42 

O presente teste teve por objetivo determinar que influências teriam as 

idades dos clamidosporos e dos meios de cultivo na germinação em diferentes 

horas de incubação. O agar e a água destilada utilizadas no preparo dos diver,a.. 

sos meios provinham dos mesmos estoques, ambos em quantidades suficientes para 

os três meios de cultura preparados em diferentes ocasiões, sendo assim deno -

minados. 

Mn 
, 

meio novo, preparado nas vesperas do ensaio. 

Ml - meio com uma semana. 

M2 - meio com duas semanas. 

Os clamidosporos de mesma origem foram coletados em duas diferentes 
, 

epocas e assim denominados: 

Cn 

Cv 

.. 

clamidosporos novos colhidos nas vesperas do ensaio. 

clamidosporos velhos, com 139 dias, mantidos em dessecadores 

sílica gel à temperatura ambiente. 

com 

O tempo de incubação dos clamidosporos foi de 1, 2, 3 e 4 horas a 30RC. 

O experimento tinha 6 tratamentos e 4 repetições e os resultados estão no qua

dro IX. 
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3.6. ElonijaÇj:ãO de PromicéUos de Clam�eosearc,s recelm colhid5i!S COPl(i!l[ados.,. 

aos de m1:;1terial preservado 

,. 
Com o objetivo de determinar a importancia da idade das clamidosparos 

no vigor do promicélio testaram-se clamidosporos recem colhidos com clamidas -

poros preservados pelos diferentes métodos. Os clamidosporos foram incubados 

em meio agar agar 2!'/o a 3Q9C 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 pramicélio, observados como o mini

mo e o máximo, e como termo médio considerou-se a média dos 30 promicélios me

didos. O experimento constou de 13 tratamentos e 3 repetições abrangendo to-

dos os métodos de preservação utilizados no trabalho. Os resultados 

tra.m-se no quadro X.

encon-

3.7. Efeito da Localiza2ão dos Clamidoseoros no Chicote
1 

na Viabilidade e 

Armazenamento 

Esta determinação foi realizada visando-se encontrar a região do chico

te que melhores clamidosporos produzem. Para isso, foram selecionados vários 

chicotes, todos com o máximo possível de uniformidade, medindo 50 cm de com

primento e a seguir seccionadas a partir da base em porções de 10 cm cada uma 

e denominados: 

a) Basal - O a 10 cm

b) Sobrebasal - de 10 aos 20 cm

e) Mediana - de 20 aos 30 cm

d) Subapical de 30 ao 40 cm 

e) Apical - de 40 aos 50 cm

Clamidosporos oriÚndos de cada região supra citados, mantidos em desse

cadores com silica gel à temperatura ambiente foram testados em duas diferen-
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tas ocasiões. O experimento constou de 5 tratamentos e quatro repetições e os 

resultados são apresentados no quadro XI. 

3.8. Clamidosporos de Chicot.es Envoltos pelo "Cartucho Foli�" 

O objetivo desse teste foi determinar a viabilidade de clamidosporos 

contidos em chicotes ainda envoltos pelas duas Últimas folhas apicais que da

qui por diante serão denominadas "cartucho foliar"ª Para isso alguns chicotes 

com essa condição foram selecionados e os clamidosporos foram comparados aos 

de chicotes desprotegidos pelo "cartucho foliar". O delineamento experimental 

foi inteiramente casualizado com 2 tratamentos e 12 repetições e os resultados 

encontram-se no quadro XII. 

Com o objetivo de determinar o efeito de alguns agentes quimices na 

germinação dos clamidosporos testaram-se bactericidas, carbohidratos, aminoá -

cidos e vitaminas; adicionados ao meio agar água. 

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 adquiridos 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 (ácido nalidixico 30 mcg) 

e penbritin (ampicilina 25 mcg). 

Em cada placa de Petri, após a distribuição dos clamidosporos em meio 

agar água, foram colocados cinco discos, incubando os clamidosporos por seis 

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



15 

ambiente há 30 dias. Para exame da germinação, os discos foram removidos e os 

campos de observação nos sitias correspondentes. O experimento constou de ? 

tratamentos e 3 repetições e os resultados estão na quadro XIII. 

b) Teste com carbohidratos

Neste experimento foram usados dez carbahidratos dos quais preparam-se 

soluções aquosas, esterilizadas por filtração, na base de 10 g de açúcar para 

1 litro d'água. Estas soluções foram empregadas no preparo dos meios agar a-

gua de modo a formar no final a concentração de 3 g por litro de meio. Os 

glucÍdios usados foram arabinose, xilose, glicose, frutose, manose, galactose, 

maltose, celobiose, lactose e sacarose. O controle recebeu água estéril em 

adição ao meio agar água. Os clamidosparos usados neste experimento foram 

propositalmente escolhidos com baixa germinação (17,27b) armazenados há 14 me-

ses em silica gel à temperatura ambiente (15 a 2a2c). O experimento possuia 

11 tratamentos e 4 repetições. Os resultados encontram-se no quadro XJ,V. 

c) Teste com aminoácidos

Foram ensaiados 16 aminoácidos com o fim de determinar a influência 

destas sobre a germinação dos clamidosporos. Seguiu-se a técnica de AZEVEDO, 

NEDER e COSTA (2) e as soluções aquosas dos aminoácidos foram preparadas de 

forma a dar no final uma concentração de 1 g de cada aminoácido por litro de 

meio agar água. À testemunha adicionou-se água estéril ao meio agar água. Os 

aminoácidos usados a o modo como foram distribuídos nos meios agar água encon

tram-se no quadro I. 
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Quadro I. Código dos tratamentos usadas nos testes de ação de aminoácidos na 
germinação de clamidosporos de y. scitaminea 

Tratamentos 

A 

B 

e 

o 

E 

F 

G 

H 

I 

Aminoácidos 

Ácido glutâmico + histidina + glicina + prolinas 
Fenilalanina + glicina + isoleucina + leucina 
Cistina + valina + leucina + triptofano 
Metionina + prolina + treonina + triptofano 
Ácido aspártico + ácicb glutâmico + arginina + cisteina 
Arginina + lisina + isoleucina + treonina 
Testemunha (sen aminoácidos) 
Ciste!na + histidina + lisina + valina 
Ácido aspártico + cisteína + fenilalanina + metionina 

Como se procedeu nos carbahidratos, os clamidosparos usados foram pro

positalmente escolhidas os de baixa germinação, preservados por 14 meses em 

sílica gel à temperatura ambiente. O experimento tinha 9 tratamentos e 4 re

petições e os resultados estão no quadro XV. 

d) Teste com vitaminas

Objetivando-se determinar·a influência de vitaminas na germinaçao dos 

clamidosporos três delas foram testadas: nicotinamida, riboflavina e biatina . 

As soluções aquosas de vitaminas foram preparadas nas seguintes concentrações: 

nicotinamida 0,008 g/1; riboflavina 0,05 g/1 e biatina 1 g/1. Aliquotas deO,l 

ml foram adicionadas às placas de Petri com 20 ml de meio de agar água (Bacta

agar Difco sem vitaminas) antes de solidificar, e mais tarde semeados com cla

midosporos com baixo poder germinativo preservados há 14 meses em silice gel 

à temperatura ambiente (15 a 2s2c). O experimento tinha 4 tratamentos e 9 

repetições, sendo os resultados apresentados no quadro XVI. 
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Para conhecimento da influência de agentes f!sicos na germinação dos 

clamidosporos testaram-se os efeitos de contato direto do nitrogênio liquido 

com os clamidosporos, ação do vácuo parcial na germinação e ação do choque 

térmico na quebra de dormência fisiológica dos clamidosporos. 

a) Efeito do contato direto do nitrogênio l!quido na germinação dos clamidos -

poros.

Por ocasião das determinaç;es de viabilidade dos clamidosporos presar -

vaclos, o contato fisico direto do nitrogênio sobre os clamidosporos pode ser 

acidentalmente avaliado em virtude de ter sido encontrada uma ampola quebrada 

imersa no nitrog�nio liquido. Os clamidosporos foram incubados em meio agar 

água em comparação com aqueles contidos em ampolas Íntegras mantidas em ni

trogênio liquido. Este procedimento apesar de acidental teve a finalidade de 

indicar se as ampolas quebradas dentro de bojro de nitrogênio líquido deveriam 

ser aproveitadas ou rejeitadas. O experimento constava de 2 tratamentos e 10 

repetiç�es, sendo os resultados apresentados no quadro XVII. 

b) Ação do vácuo parcial na germinação dos clamidosporos

A fim de determinar a influência do vácuo na germinação de clamidospo -

ros foram comparadas as percentagens de germinação de clamidosporos mantidos 

por 6 dias em ampolas em três condições distintas: ampolas com vácuo mantidas 

a -l969C, ampolas com vácuo mantidas à temperatura ambiente (15 a 289C) e am

polas sem vácuo mantidas à temperatura ambiente. 

O vácuo foi feito a 760 ml/Hg por 2 minutos. Este experimento constou 

de 3 tratamentos e 10 repetições e os resultados estão no quadro XVIII. 
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e) Ação do choque térmico na quebra de dormência dos clamidosporos

Segundo os autores GOOS, DAVIS e BUTTERFIELD (15), BROMFIELD e SCHMITT 

(?), LOEGERING e HARMON (24) e BROMFIELD (6), esporos de diferentes espécies 

de fungos quando congelados à temperatura de nitrqgênio lÍquido, necessitam 

de uma rápida elevação de temperatura (choque térmico) para evitar perda de 
,., 

germinaçao. Para verificar a veracidade dessa afirmativa aos clamidosporos de 

Y.• ��ita�inea foi realizado um experimento no qual dois lotes de clamidosporos 
A f foram retirados do nitrogenio liquido, um deles foi submetido, por dois minu-

tos a um banho térmico a 402c, enquanto o outro não o recebeu. 

O experimento constou de 2 tratamentos e 10 repetições e os resultados 

encontram-se no quadro XIX. 

3.11. Métodos E��listicos e Transfqrma�Ões Usadps nas Análises d!ii)s Expe

rimentos 

Em todos os experimentos os delineamentos experimentais foram inteira -

mente casualizados e em virtude dos dados serem expressos em percentagens em 

todas as análises estatisticas os dados foram transformados em are. sen 

V percentagens e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de l e  5% 

de probabilidade. 
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4. RESULTADOS

4.1. Métodos Utilizados na Preservação de Viabilidade dos Cl�dospoJ:"os 

4.1.1. Preservação de clamidosporos em dessecadores contendo sílica 

gel submetidos a diferentes temperaturas. 

Os resultados de percentagens de germinação demonstrando a viabilidade 

dos clamidosporos preservados em dessecadores às temperaturas de -102, 59 e 

15 a 282C encontram-se no quadro II, e nos apêndices 1, 2 e 3. 

Quadro II. Percentagens de germinação dos clamidosporos de !;L, scitaminea pre
servados em dessecadores, durante 12 meses, de armazenamento a di -
ferentes temperaturas. 

Preservaçao Silice Gel *

Meses Congelador Geladeira Ambiente 
-102C s2c 15 - 282C 

o 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 
4 89,20 ab 89,92 ab ?4,96 bc 
5 86,44 abc 90,72 ab 73,98 e 
6 84,90 bc 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 

CV 3, 86°/o 2 ,67°/o 9, 24o/o 

* Média de 10 repetições Piracicaba 1973 
Médias com mesma letra diferem estatisticamente nao entre si. 



A análise de variância mostrou F altamente significativo entre clami-

dosporos preservados as três diferentes temperaturas a partir do segundo mes. 

Neste periodo, os clamidosporos mantidos à temperatura ambiente (15 - 2eoc) 

começaram a declinar em viabilidade ao nivel de 1% de probabilidade e a par

tir do quinto mês os clamidosporos preservados em congelador ( -l02C) começa -

ram a declinar significativamente ao nivel de 1% em relação aos mantidos em 

geladeira (s2c). 

4.1.2. Preservação de clamidosporos por liofilização e armazenamen

to à temperatura ambiente. 

Os resultados das percentagens de germinação dos clamidosporos presar -

vados por liofilização e armazenados à temperatura ambiente e seus respectivos 

controles encontram-se no quadro III e no apêndice 4, 5, 6, ?. 



Quadro III. 

Meses 

o 

1 
2 

3 
4 
5 

6 
? 
8 
9 

10 
11 
12 

CV 

Percentagens de genninação dos clemidosporos de U. sciteminea se-
, 

-

cos ao natural ou ao desumificador, liofilizados ou nao e guarda -
dos à temperatura ambiente durante 12 meses 

S E C A G E M 

Natural Ao Desumificador 
... 

Liofil. Liofil.* Nao ** Liof11. Nao Liofil. 

91,56 a*-IHI- 90,90 a 92,?6 a 93 100 a 
92,48 a 91,64 ª ' 91,00 ab 92,06 ab 
89,26 b 86,38 ab 8?,36 bc 88,?2 bc 
83,84 e 86,66 ab 85,34 e 88,26 bc 
83,06 e 86,06 ab 86,52 c 8?,44 e 
81,18 cd 86,68 ab 84,00 e 69,06 d 
?8,64 de 86,48 ab ?5,54 d 52,?2 e 
?7,26 e 83,26 b ??,46 d 39,68 f 
76,36 e 83,?8 b 77,40 d 38,86 f 
70,20 f 69,84 e 62,74 e 39,42 f 
45,86 g 37,80 d 45,86 f 38,34 f 
11,32 h 2,35 e 41,28 f 28,74 g 
6,20 i 0,66 f 32,26 g 22,68 h 

2,35°/o ?,O?o/o 4,'Z'Jo/o 4,6a,f, 

'*' liof 11 i zado s Piracicaba, 1973. 
H não liofili,zados 
-11-lHt os 'dados representem médias de 10 repetições 

Médias com letras iguais não diferem estatisticamente entre si 

Os efeitos dos tratamentos apresentarem resultados variáveis durante os 

testes sem que nenhuma causa aparente fosse detectada. 



4.1.3. Preservação de clamidosporos em nitrogênio liquido 

Os resultados das percentagens de germinação dos clamidosporos preserva-

dos à temperatura ultra baixa com emprego do nitrogênio liquido estão 

sentados no quadro IV e apêndice 8 e 9. 

repre-

Quadro IV. 

O i a s *

o 

6 
42 
74 

101 
120 

CV 

Percentagens de germinação dos clamidosporos de U. scitaminea 
preservados em nitrogênio liquido durante 120 di;s comparados 
os mantidos à temperatura ambiente. 

T r a t a m e n t o s 
Com Nitrogênio. 

** 
71,56 a 
68,84 a 
71,48 a 
70,85 a 
69,72 a 
69,00 a 

2,82'/o 
··· r.!l\11.H-"'+_ .. l · i'·-·� ·

71,56 a 
66,80 b 
52,74 c 
30,90 d 
28,50 e 
27,02 e 

l,Sff/o 
•. -,:, ft'+"�1-,J·ºU·2f··· 

*Datado início dos testes: 28/08/19?3
itif- Os números representam médias de 10 repetições

Médias com letras iguais não diferem estatisticamente entre si

com 



4.2. Efeito de Horas de In51u9a2io, l!i!ldfi dot Clffl.mide>seoros e Processo, ge 

Preservação na Psrc1nt1.Sl!J d.e Ge,min;gio dos Clamidospox::.2,! 

Os resultados referentes aos efeitos das horas de incubação na germina

ção dos clamidosporos recem colhidos são apresentados no quadro V. 

Quadro V. Efeito de horas de incubação de clamidosporos de !:l.• sqit;nin�t na 
percentagem de germinação dos clamidosporos recem colhidos. 

Horas de Incubação Médias de Germinação * ...

o 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 repetiçoes. A partir de
9 horas devido ao emaranhado de promicélio os dados não foram computados.

Os resultados dos efeitos dos dias de preservação, horas de incubação e 

temperatura de armazenamento na percentagem de germinação dos clamidosporos 

guardados em dessecadores com sílica gel são apresentados no quadro VI. 
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Queu::lro VI. Efeito de dias de preservação, horas de incubação e temperatura de 
armazenamento na percentagem de germinação de clamidosporos de u • 

.... 

scitaminea guardados a-n dessecadores. 

fpocas 
das 

Determinações 

40 dias de 
preservaçao 

385 dias de 
,.,

preservaçao 

Horas 
de 

Incubação 

o 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

o 
1 
2 
3 

4 
5 
6 
7 
8 

secagem Natural e Preservaçao em 
Dessecadores com Sílica Gel 

Congelador 
-l09C

0,00* 
56,40 
80,33 
83,80 
90,20 
90,00 
91,00 
91,20 
90,40 

0,00 
0,00 

12,25 
33,40 
49,50 
50,20 
51,90 
52,15 
51,90 

Geladiera 
52C 

0,00 
58,33 
76,73 
82,20 
83,00 
83,33 
88,73 
89,20 
92,00 

0,00 
0,35 

13,55 
64,70 
78,30 
86,15 
85,70 
85,20 
85,55 

Ambiente 
1s - 213g e 

0,00 
64,63 
83,20 
82,66 
83,13 
89,86 
89,86 
89,86 
91,60 

o,oo 

o,oo 
6,00 

10,30 
16,30 
17,90 
18,60 
18,55 
18,75 

* os dados representam médias de 10 repetições

... 
Os resultados dos testes para avaliar a açao da idade dos clamidosporos 

horas de incubação, métodos de secagem e preservação por liofilização na per

centagem de germinação são apresentados no quadro VII. 



Quadro VII. Percentagens de germinação de clamidosporos de !.!.• sc•t2fi111f em 
diferentes horas de incubação, sacos ao natural e ao deaumifica -
dor, preservados por liofilização e não liofilizados 

tpocas Horas S e e a g e m  

de de Natural Ao Deaumificador 
Determinações Incubeçã.o Liofil. * N/Liofil •** Liofil. 

···11,· Nao Liofil. 

o 0,00 *-lf¼ 0,00 0,00 o,oo 

l 56,60 57,30 39,40 44,80 
2 78,20 ?5,00 72,50 75,00 

, 3 81,75 80,00 79,80 80,00 
48 dias apos 

4 85,00 82,50 84,45 83,50 
liofilizaçao 

5 84,00 86,?0 90,80 90,?0 

6 93,05 96,50 91,10 90,00 
7 95,95 96,40 95,75 92,35 
8 96,15 95,90 97,40 94,50 

o 0,00 0,00 0,00 o,oo 

1 0,00 o,oo 0,00 o,oo 

2 o,oo o,oo 0,00 o,oo 

393 dias após 3 º ·ºº o,oo 10,95 10,00 
liofilização 4 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 
7 6,20 0,80 31,80 21,20 
8 6,75 0,90 31,80 21,50 

* liofilizado
nao liofilizado

*-Ir* os dados representam médias de 10 repetições

Os resultados do ensaio para medir a influência do nitrogênio liquido 

na rapidez e percentagem de germinação de clamidosporos congelados por 120 dias 

são apresentados no quadro VIII em comparação corn clamid_ospo:ros guardados no 

ambiente em condições equivalentes. 



Quadro VIII. Ação do nitrogênio liquido na rapidez e percentagens de germi
nação dos clamidosporos de�• scitaminea, após 120 dias de con 
gelamente comparados com clamidosporos guardados no ambiente • 

Horas de P r e s e r v a ç a o

Ina.abação Nitrogênio Liquido Ambiente 

o O,OOif' . o,oo 

1 0,00 o,oo 

2 7,65 0,00 
3 27,45 0,60 
4 67,80 4,85 

5 69,54 l?,50 

6 69,90 26,60 

? 69,35 26,40 
8 69,?5 26,60 

* os dados representam médias de 10 repetições

4.3. Influência dos Fatores: �oras de Incubação, Idade dos Clamidesporos 

e Idade do Meio de Cultura na Percentagem de Germinação 

Os resultados desse experimento acham-se no quadro IX. 



Quadro IX. Avaliação da Influência das Horas de Incubação, Idade dos Cluido&-
poros e Idade dos Meios de Cultivo na Percentagem de Ge:rminaçao dos 
Cluidosporos de�- scitaminea 

Tratuentos *
Horas de Incubaçao 

1 2 3 4 

Mn Cn 33,04** 49,55 93,55 94,35 

Mn Cv 0,10 12,60 58,?5 64,05 

Ml Cn 36,00 46,25 88,80 92,25 

Ml Cv 1,85 13,20 58,10 67,05 

M2 Cn 31,80 47,25 90,65 94,55 

M2 Cv 0,12 9,?5 55,45 67,20 

* - Mn, Ml, 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 clamidospm-os velhos com 
139 dias, guardados em dessecadores com sílica gel à temperatura ambiente 

,.. - Os dados representam médias de 10 repetições 

4.4. Elongação do Promicélio dos Clamidoseoros recemi colhidos comparados 

aos de Material Preservado 

... 
Os resultados deste experimento sao apresentados no quadro X e abrangem 

todos os métodos de preservação utilizados no trabalho 



Comprimentos de Promicélios deu. scitaminea de material recem co-
lhido comparados aos de material seca e preservado por diferentes 
processos 

Preservação 

Recem colhidos 

Idade 
( dias) 

o 

Secagem 

Silice gel,l5-282C 396 natural 
desumif.** 

SÍlica gel a 52c 396 natural 
desumif. 

SÍlica gel a -l02C 396 natural 
desumif. 

Liofilicação 383 natural 
desumif. 

Não liofilizados 383 natural 
desumif. 

Nitrogênio líquido 131 natural 
Sem Nitrogênio li-
quido 131 natural 

Comprimento de Promicélios 

Minimo Máximo Média* 

:<e> (µ) Cid 
15,95 

5,4? 
4,52 

13,5? 
10,95 

8,33 
9,52 

2,38 
4,76 

3,09 
9,28 

11,90 

4,76 

23,33 

18,09 
13,80 

16,66 
15,71 

15,47 
17,85 

16,19 
18,57 

16,42 
16,42 

16,19 

16,42 

18,75 

11,19 
7,88 

14,26 
13,35 

11,76 
13,13 

9,78 
12,07 

7,91 
12,00 

13,81 

12,46 

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

4.5. Efeito de Localização dos Clamidosporos no Chicote
1 

na Viabilidade e 

Armazenamento 

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

percentagens de germinação. 



Percentagens de germinação dos clamidosporos de U. scitaminea 
- - ' diferentes regioes do chicote, recem colhidos, e apos 98 dias 

preservação em dessecadores à temperatura ambiente. 

... 
Regioes do chicote · Preservação em dias

cm o 

Basal ( O - 10) 81,40* 

Sobrebasal (10 - 20) 86,81 

Mediana (20 - 30) 89,?9 

Subapical (30 - 40) 84,63 

Apical ( 40 - 50) 64,66 

* Os dados representam médias de 4 repetições

4.6. Clamidosporos de Chicotes Envoltos eelo "Cartucho Foliar" 

98 

62,20 

88,90 

8?,05 

?0,75 

59,?5 

Os resultados desse experimento encontram-se no quadro XII e o coefi

ciente de variação foi 4,16�. O teste F não teve valor significativo 

de 
de 



Quadro XII. Percentagens de germinação de clamidosporos de�- scitmnin9a 
chicotes emvol tos pelo "cartucho foliar", comparados aos de 
cotes desprotegidos. 

... e h i c o t e s Repetiçoes 

de 
chi-

Envoltos Nao Envoltos 

l 88,3Qll- 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 

Médias 93,541! 91,941 

* Os dados representam médias de 12 repetiçoes •
Médias com letras iguais nao diferem entre si estatisticamente
CV= 4,16�

4.7. Agentes Químicos na Percentagem de Germinação dos Clamidosporos 

Os resultados dos experimentos com agentes químicos: bactericidas, cai._ 

bohidratos, aminoácidos e vitaminas encontram-se na respectiva ordem nos qua

dros XIII, XIV, XV e XVI. 



Quadro XIII. Efeito de bactericidas na percentagem de germinação d0s clami
dosporos de .Y,. sei taminea com 30 dias de preservação em desseca
dores à temperatura ambiente 

R e p e t i ç 
...

Estimulo o e s
Tratamentos 1 2 3 Médias na 

Germinação o/o 

Gentamicina 92,90 87,90 92,30 91,03a 12,99 
Nitrofurantoina 91,00 91,20 87,50 89,90a 11,71 

Eritrnmicina 88,?0 84,20 83,30 85,40a 6,07 
Kanamycina 81,80 88,00 85,40 85,06a 5,58 
Ãcido nalidÍxico 83,60 86,30 81,00 83,63a 3,81 
Testemunha 86,90 87,00 67,80 80,56a o,oo 

Ampicilina 3,50 3,80 5,70 4,33b -94,63

Médias com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si 
CV= S,9'J'/o 

A análise dos dados transformados em ar. sen VT revelou F significa -

tiva ao nivel de lo/o. O teste de Tukey foi significativo ao nível de lo/o e ape

nas a ampicilina, diferiu nos demais tratamentos. O coeficiente de vatiação 

foi de S,9$i 



Quadro XIV. Efeito de carbohidratos na percentagem de germinação das clami
dosporos deu. scitaminea, preservados em dessecadores à tempera-... 
tura ambiente por 14 meses. 

R E P E T I Ç Õ E S Estimulo na 
Tratamentos MÉu:lias Germinação 

l 2 3 4 o/o 

Sacarose 40,00 38,80 38,00 39,20 39,00a 126,75 
Glucose 37,60 36,40 36,80 3?,20 37,00a 115,11 
Maltose 34,80 30,80 33,60 31,90 32,?0b 90,11 
Frutose 30,20 30,60 31,20 31,60 30,90bc 79,65 

Galactose 31,80 30,40 31,00 30,40 30,90bc 79,65 

Celobiose 30,00 29,60 29,80 28,40 29,45cd 71,22 
Manose 26,40 28,20 28,20 28,00 27,?0fd 61,04 
Arabinose 25,60 25,60 26,00 24,00 25,30fe 4?,09 
Lactose 21,20 20,60 21,80 21,20 21,20gf 23,25 
Xilose 18,80 18,40 19,20 20,00 19,lOg 11,04 

Testemunha 15,80 18,20 l?,00 17,80 l?,20h o,oo 

Médias com letras iguais não diferem estatisticamente entre si a.o n!vel de lo/o 
de probabilidade pelo teste de Tukey. 
CV ""' l ,Blo/o 

A análise da variância dos dados transformados em are. sen v;;;- revelou 

F altamente significativo. As médias com letras iguais não diferem estatisti

camente a.o nivel de lo/o de probabilidade pelo teste de Tukey e o coeficiente de 

variação foi 1,81 � 
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Quadro XV. Efeito de aminoácidos na percentagem de germinação dos clamidos�o
ros deu. scitaminea preservados em dessecadores à temperatura am-

... 

biente por 14 meses. 

Tratamentos* 

A 

B 

e 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

CV = 2,Blo/o 

1 

24,80 
24,40 
24,60 
17,20 
17,60 
18,40 
16,50 
0,00 
o,oo 

(*) Os tratamentos são: 

R e P 

2 

23,20 
24,80 
22,80 
19,60 
18,80 
16,80 
18,20 
0,00 
o,oo 

.. 

e t i ç o e s 

3 4 

25,60 24,40 
24,40 23,20 
21,80 25,20 
18,40 19,00 
18,80 18,40 
17,60 17,20 
17,10 l?,00 
o,oo 0,00 
0,00 o,oo 

A - Acido glutâmico, histidina, glicina e prolina 
8 - fenilalanina, glicina, isoleucina e leucina 
C - cistina, valina, leucina e triptofano 
D - metionina, prolina, treonina e triptofano 

# ; � A 

E - acido aspartico, acido glutamico, arginina e cistina 
F - arginina, lisina, isoleucina e traonina 
G - controle agar água 
H - cisteina, histidina, lisina e valina 
I - ácido asp�rtico, cistefna, fenilalanina e metionina 

Estimulo na 
Médias!t* Germinação 

o/o 

24,50a 42,44 

24,20ab 40,69 
23,60ab 3?,20 
18,55abc 7,84 
18,40bc 6,97 
17,50c 1,74 
17,20c o,oo 

O,OOd 

O,OOd 

(,..) Médias com mesma letra não diferem entre si ao nivel de lo/o de probabilida
de pelo teste de Tukey. 

Na análise estatfstica a teste F foi significativo ao nivel lo/o de pro -

babilidade. Aplicau,..seo teste de Tukey em todos as contrastes passíveis ao 

nível de lo/o de probabilidades. O coeficiente de variação do experimento foi 

2,81�. 
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Quadro XVI. Efeito de vitaminas na percentagem de germinação dos clamidospo ... 
ros de U • sei taminea preservados em dessecadores à temperatura am-. 
biente por 14 meses 

T r a t a m e n t o s 
Repetiçoes 

Aiboflavina Controle Biatina Nicotina.mi da 

1 30,00 28,00 16,90 l?,00 
2 29,40 29,00 18,30 18,40 
3 31,00 V,60 16,40 15,20 
4 29,80 29,20 16,70 15,20 
5 30,00 27,20 16,60 l?,60 
6 30,00 28,20 l?,00 16,70 
7 28,70 V,80 16,90 18,10 
8 29,90 28,60 17,00 15,60 
9 31,40 28,30 17,20 16,60 

Médias 30,04a 28,21b 17,00c 16,?lc 

Est!mulo na 
Germinação o/o 76,?0o/o 65,94°/o O,OOo/o -1,?lo/o

Médias com letras iguais não diferem estatisticamente entre si. 
CV .,. 2, 12°/4 

A análise da variância revelou F altamente significativo. Pelo teste 

de Tukey, excetuando-se o contraste das médias referentes ao controle e a bio-

tina que não diferiram significativamente, todos os outros contrastes foram 

significativos ao nível de lo/o; O coeficiente de variação desse experimento 

foi 2,1�. 



4.8. Aaentes Fisico� na Percentagem de Germinação dos Clamidoseoros 

Os resultados referentes ao contato físico direto do nitrogênio lÍquido 

com os clamidosporos, vácuo parcial e choque térmico na germinação estão nos 

quadros XVII, XVIII e XIX. 

Quadro XVII. Ação do contato fisico de nitrogênio lÍquido com clamidosporos 
de U. scitaminea 

AepetiçÕes 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 ?l,40 
8 67,60 70,40 

9 71,60 65,40 

10 73,20 66,80 

Médias 69,72a 67,16a 

As médias diferiram na.o estatisticamente 
CV = 3, 7'/o 

Na análise da variância o teste F não foi significativo e o coeficiente 

de variação foi 3,7'/o. 



Quadro XVIII • 

Repetiçoes 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
? 
8 
9 

10 

Médias 

Ação do vácuo na germinação dos clamidosporos deu. scitaminea 
" .... 

armazenados em ampolas com e sem vacuo a diferentes temperatu -
ras por 6 dias 

T r a t a-m e n t o s

Com Vac1.10 Sem Vacuo 
Temp. - l962C Temp.Ambiente Temp. Ambiente 

6?,40 65,00 ?3,60 
67,40 6?,60 73,80 
?l,40 69,20 62,60 
64,20 65,40 67,20 
?3,80 64,80 6?,40 
68,80 64,80 69,20 
70,60 62,40 69,60 
66,00 70,40 68,40 
74,00 61,80 66,60 

64,80 73,00 72,80 

68,84a 66,44a 69,12a 

As médias com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 
CV== 4,6o/c. 

Na análise da variância a teste F não foi significativo. O coeficiente 

de variação do experimento foi 4,6°/c. 



Quadre XIX. Efeito do choque térmico de 409C por dois minutos na quebra de 
dormência dos clamidosporcs de U. scitaminea preservados em nitro-
gênio liquido. 

Repetições 
Clamidosporos 

Com Choque Térmico Sem 

1 72,40 

2 ?6,00 

3 ?5,40 

4 ?8,00 

5 76,80 

6 75,80 

7 7?,80 

8 ?6,80 

9 ?6,40 

10 74,60 

Medias 76,00a 

Estimulo na germinação o/o 5,43°/o 

As médias diferiram entre si ao n!vel de lo/o de probabilidade 
CV== 6,1$ 

Choque Térmico 

74,20 

73,20 

76,00 

67,60 

69,60 

71,60 

?2,20 

72,a:l 

?2,60 

71,60 

72,08b 

A análise da variância dos dados transformados em are. sen "T", deu 

um valor de F significativo a lo/o. A diferença entre médias, pelo teste de Tu

key, foi significativo ao nível de lo/o. O coeficiente de variação do experimen

to foi 6, 1$. 



5. DISCUSSÃO

5.1. Generalidades 

A produção de variedades de cana resistentes a�. scitaminea não pode 

ser conduzida sem um constante e adequado suprimento de inÓculo de fungl'l. As 
f � 

pesquisas realizadas tornaram passiveis o armazenamento e testes de germinaçao 

dos clamidosporos em condições constantes, solucionando o problema de presar -

vaçâo e disponibilidade de inÓculo durante pelo menos um ano. 

A escolha de um substrato pobre (agar água) para a germinação dos ela -

midosporos foi teoricamente baseado nos seguintes pontos: 

a) O substrato agar água retardando o crescimento de organismos com 

poss!vel ação fungistática permitiria uma melhor avaliação da viabilidade dos 

esporos. 

b) A avaliação dos efeitos de açúcares, aminoácidos, vitaminas e fato-

res f!sico-qu!micos na germinação só seria exequível em meios carentes 

compostos. 

destes 

e) A simplicidade e constância do substrato de germinação

ria coletar dados reproduzíveis. 

possibilita,.. 

Os resultados obtidos em todos os ensaios indicaram ausência de ação i

nibidora dos organismos contaminantes, fungos e bactérias. Nas condições dos 

testes o exame dos coeficientes de variação de todos os experimentos indicam 

erros experimentais muito baixos demonstrando que a escolha do substrato foi 

adequada e que as condições experimentais eram constantes. 



5.2. Métodos de Preservação na Viabilidade das Clamidosporos 
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Com respeito aos diferentes métodos de preservação dos clamidosporos as 

discussões serão feitas por partes a saber. 

5.2.1. Preservação em sílica gel 

Conforme resultados do quadro II, no decorrer dos 12 meses de preserva

ção os clamidosporos mantidos à temperatura ambiente tiveram sua viabilidade 

afetada ao 42, 6º, 92 e ll2 meses; os clamidosporos mantidos a SQC não reduzi

ram significativamente sua viabilidade durante os 11 primeiros meses sendo a

presentado um declínio significativo aos 12 meses, enquanto isso a germinação 

dos clamidosporos conservados a -102c declinaram ao 52, 62, ?2, 82 e 102 me

ses porém menos sensivelmente que aqueles preservados à temperatura ambiente 

(15 - 282G). 

Comparando-se as três condições de temperatura nas quais os clamidospo

ros foram mantidos há uma diferença significativa a partir do segundo mês onde 

os clamidosporos armazenados à temperatura ambiente mostram-se menos viáveis 

que aqueles guardados a 52C, entretanto os mantidos a -l02C não diferiram sig

nificativamente dos preservados à temperatura ambiente nem dos mantidos a 52c. 

Aos 32 e 42 meses, a queda de viabilidade foi cada vez mais marcante nos cla

midosporos guardados no ambiente, enquanto nenhuma diferença significativa o

correria entre os armazenados a SQ e -102c. Neste Último, só a partir do 52 

mês houve um declínio sensivel na germinação dos clamidosporos 

Clamidosporos de U. scitaminea preservados por LEU (23) em condições 
-

A 

identicas apresentam resultados semelhantes para aqueles mantidos a 52C duran-

te 12 meses, porém para os esporos mantidos à temperatura ambiente os dados do 

trabalho são discordantes. Aos resultados obtidos por LEU (23) pesadas críti

cas podem recair sobre a metodologia usada para os testes de germinação dos 

clamidosporos. 



LBJ distribuiu cinco gotas de uma suspensão de clamidospon::us, cada uma 

contendo 40 clamidosporos em placas de Petri com agar 31/4. As gotas foram pos

tas separadamente porém o autor não as espalhou no meio, o que torna a leitu -

ra impossível de ser realizada, conforme se procurou repetir a experiência nos 

laboratórios da ESALQ. LEU efetuou as leituras de percentagens de germinação 

após a incubação de 2, 4, 8 1 12, 24, 48 e 72 horas. Experimentos preliminares 

já haviam indicacb a impossibilidade de leituras além das 8 horas da incubação. 

Experimentos em idênticas condiç;es foram mais uma vez repetidos confirmando 

improcedências de leituras por tão largo periodo de incubação. BOOK (5) e 

HIRSCHHORN (20) também demonstraram germinação e formação de hifas e espor{

dias em tempos menores que 8 horas e isto dificulta observação de germinação. 

Dados contraditórios são apresentados no trabalho de LEU na tabela 3 na 

página 42, com relação aos esporos secos à temperatura ambiente. As percenta

gens de germinação que iniciaram a 97,f!'/o gradativamente decresceram atingindo 

no 59 e 72 meses percentagens de 34,0 e 36,3; inexplicavelmente estas percenta

gens sobem no 99 e 129 meses para 81,7°/o e 83,3°/4,. Fato semelhante ocorrera com 

os clamidosporos preservados secos à temperatura de 52c. Clamidosporos que no 

32 mês tinha 72,g,/o de germinação passam para 21,31/4 no 49 mês e subitamente so

bem para 83,4� no 52 mês. Acreditamos que os dados de LEU estão comprometidos 

devido às faltas dos testes de germinação e mudança de critério de avaliação , 

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

5.2.2. Preservaç;o por liofilização 

O exame global da preservação dos clamidosporos por liofilização usacb 

neste teste conforme pode ser visto no quadro III, mostrou que as vantagens 

apresentadas pelos diferentes tratamentos não foram constantes variando seus 

efeitos com os meses em que se fez as comparações. Assim das duas diferentes 

maneiras pelas quais os clamidosporos foram secos, e das duas condições de 

preservação, aqueles secos ao desumificador e liofilizados foram a partir do 

3g mês menos viáveis que os clamidosporos secos ao desumificador e não liofili-
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zadcs. Ao 42 mês o declínio só foi significativo para os clamidosporos secos 

a.o natural e liofilizados. Aos 5, ?, 6 e 10 meses,os clamidosporos liofiliza

dos, independentemente de como foram secos, comportaram-se igualmente, haven

do entretanto diferenças significativas aos 6, 9, 11 e 12 meses. No final de 

12 meses de preservação os clamidosporos secos ao natural apresentaram um a

centuado declínio de viabilidade, 6,2'/o para os liofilizados e 0,66� para os 

não 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,'2.6� para os liofilizados e 22,6g>/o para os não liofilizados. Este fa

to parece indicar uma influência benéfica da retirada rápida da água do inte

rior dos clamidosporos, mas se de fato isto é verdade, só o foi aos 11 e 12 
f meses de preservaçao, posto que antes desse per1odo os clamidosporos liofili -

zados previamente submetidos às duas diferentes secagens tiveram comportamento 

semelhante. Na maioria das vezes os clamidosporos não 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 42 mês quando começou acentuado 

declinio na germinação dos clamidosporos secos ao desumificador dos 5 aos 9 

meses, quando 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 é que os resultados forneceram dados difíceis de se

rem interpretados HASKING (18) e qualquer afirmativa poderia ser precipitada 

até que outros estudos mais detalhados possam dar maior clareza. 

Não obstante, os resultados do presente trabalho comparados aos obtidos 

por KONDO (21) para�-� são idênticos para os clamidosporos secos ao desu

mificador e liofilizados porém b�stante superiores para os não liofilizados 

que tiveram a mesma secagem. Por outro lado, os clamidosporos de�- scitami 

nea que receberam secagem natural e foram liofilizados comportaram-se diferen-
-

temente dos estuados por KONDO (21) tendo uma reduzida percentagem de germina-

çao.



5.2.3. Preservação de clamidosporos em nitrogênio líquido 

N 

Como mostram os resultados do quadro IV, a praservaçao de clamidosporos 

curante 120 dias em temperatura ultra-baixa de -l962C, em nada afetou a via

bilidade, enquanto que o declínio da viabilidade foi acentuadamente progressi

WI para os clamidosporos mantidos em ampolas sob vácuo parcial à temperatura 

ambiente. Por motivos alheios aos objetivos deste trabalho só foi possível a 

preservação dos clamidosporos em nitrogênio lÍquido por 120 dias. A exequibi

lidade desse método de preservação por longo tempo é suportada por MAZUR (27), 

pois segundo este autor uma célula ou organismo poderá manter-se viável por 

longo tempo à temperatura de -1962C, desde que ala seja capaz de resistir ao 

impacto de ultra resfriamento por 10 minutos e o reaquecimento à temperatura 

inicial. Clamidosporos de�- scitaminea resistiram muito bem a todas essas 

condiç9es. Onde houver facilidades na aquisição de equipamentos e de nitrogê

nio liquido, este método deve ser explorado pois tem possibilidade de permitir 

preservaçao por tempo mais longo que o da geladeira. Acreditamos ser este um 

dos métodos que permitiriam preservar a viabilidade de clamidosporos por 10 ou 

mais anos. 

5.3. Efeito de Horas de Incubação, Idade dos Clamidosporos e Processos de 

Preservação na Germinação 

O periodo de incubação de clamidosporos 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 germinação de 

clamidosporos jovens que nos clamidosporos velhos. Dentro de 3 a 5 horas os 

clamidosporos jovens atingem a percentagem máxima de germinação enquanto que 

os clamidosporos com mais de um ano de preservação pelos diferentes processos 

só alcançam um máximo de germinação após 5 horas. Estes dados concordam com 

os de HIRSCHHORN (20) que considera positiva a correlação entre a rapidez de 

germinação e a idade dos clamidosparos e harmonizam-se com os obtidos por 
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BOCK (5) o qual estabeleceu o per!odo de 2 horas à temperatura de 3l2C para 

produção de hifas de infecção de�• scitaminea. O fato de clemidosporos ve

lhos serem retardatários na germinação deve-se provavelmente a uma dormência 
, 

N e -

fisiologica. Em nenhuma situaçao foi possivel a realizaçao de leituras por um 

per!odo acima de 8 horas de incubação, discordando do trabalho de L8.J (23) que 

menciona leituras de até 72 horas. Acima de 8 horas de incubação (quadro v) 

há um emaranhado de promicélios e esporidias e uma pronta perda de individua 

lidada impossibilitando as observações. 

5.4. Influência de Horas de Incubação, Idade dos Clamidosporos e Idade do 

Meio de Cultura na Germinação 

A interação dos fatores horas de incubação, idade dos clamidosporos e 

idade do meio de cultura conforme resultados do quadro IX comprovam mais uma 

vez a rapidez da germinação dos clamidosporos jovens em relação aos clamidos -

poros velhos e demonstram que a idade dos meios de cultivo preparados até duas 

semanas antes não influem na germinação dos clamidosporos. Como o per!odo de 

duas semanas é relativamente curto, julgamos serem estes dados de valor limi -

tado para a avaliação do problema. 

5.5. Elongação de Promicélios dos Clamidosporos Recem Colhidos Comparados 

aos de Material Preservados 

O comprimento dos promicélios parece sem dÚvida 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 p:romicélio de�• scitaminea
1

segundo ANTOINE (1), é de 16 � e no presente trabalho os clamidosporos recein 

colhidas tiveram um promicélio médio de 18,?5 �, porém os promicélios de cla

midosporos preservados foram inferiores àquela média citada por ANTOINE. Dos 

clamidosporos pelos diferentes processos alguns que receberam se-
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.cagam natural apresentaram promicélios maiores que aqueles secos ao desumifi -
I ; N A 

cador porem noutros casos ocorrera o contrario, parecendo nao ter influencia 

na elongação de promicélios o modo pelo qual a água foi retirada do clamidospo-

ro. 

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

Armazenamento 

Os resultados do quadro XI mostrando as percentagens de germinação dos 

clamidosporos nas diferentes regi�es do chicote tanto em material recem colhi

do como sm material preservado por 98 dias demonstram uma superioridade na 

germinação dos clamidosporos da região mediana sobre os demais, principalmente 

em relação à região apical do chicote. A baixa percentagem de germinação dos 

clamidosporos da região apical do chicote deve ser explicada pela presença de 

contaminantes e por maior tempo de exposição dos clamidosporos às condições 

adversas. 

., '' 
5.7. Clamidosporos Envoltos pelo Cartucho Foliar 

Uma relativamente alta percentagem de germinaçao dos clamidosporos da 

região basal do chicote e os dados observados no quadro XII tornam evidente 

que clamidosporos de ll• scitaminea não necessitam de periodo de pÓs maturação 

para uma boa germinação indicando que os esporos tão logo sejam colhidos estão 

prontos para germinar. Dados contraditórios foram encontrados por DAVIS (9) 

para algumas espécies de Ustila90, sobretudo para ll· striaeformis e por 

SAMPSON {34) para ll· avenae, que clamidosporos jovens são fisiologicamente 

imaturos. 



5.8. Agentes Químicos na Germinação dos Clamidoseoros 

Excetuando-se o caso dos bactericidas, os estudos efetuados oom carbo -

hidratos, aminoácidos e vitaminas tiveram como particularidade comum e uso de 

clamidosporos com baixa percentagem de germinação possibilitando desta forma 

avaliar o estimulo na germinação causado por cada um dos compostos que passa -

remos a discutir. 

5.8.l. Efeito de bactericidas na germinação dos clamidosporos 

Nas condições estudadas no presente trabalho o quadro XIII revela a am

picilina como Único bactericida capaz da inibir a germinação dos clamidosporos 

de U. scitaminea, ocorrendo um declinio da 94,6$ na percentagem de germinação 
-

em relação às testemunhas. Os demais bactericidas não foram significativamen-

te diferentes pelo teste de Tukay, mesmo ao n!vel de 5o/o de probabilidade, nao 

obstante, merece ser esclarecido que pequenos estimulas foram notados na ger -

minação dos clamidosporos tratados com bactericida em relação à testemunha: 

gentomicina 12,9g;,; nitrofurantoina 11,?lo/o; eritromicina 6,0'/%; Kanamycina 

5,� e ácido nolidixico 3,8lo/o. Os resultados obtidos para os bactericidas 

não podem ser comparados com o de outros autores por não termos encontrado re

ferência sobre o assunto em relação à espécie do gênero Ustilago. 

5.8.2. Efeito de carbohidratos na germinação dos clamidosporos 

O quadro XIV revela os estímulos na germinação que os açúcares provoca

ram em relação à testemunha. Em ordem decrescente as percentagens de estimu -

los à germinação sobre o controle foram sacarose 126,75o/o; glucose 115,llo/o; 

maltose 90,llo/o; f:rutose 79,65o/oi galactose 79,65o/o; calobiose 71,22%; manose 

61,04o/o; arabinosa 4?,09',; lactose 23,25o/o e finalmente xilosa ll,04o/o 9 todos os 

glucÍdios estudados no presente trabalho foram superiores à testemunha ao ni -

vel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey, exceto a xilose que só o foi a 



Os dados observados no presente trabalho concordam com a afirmativa de 

GRAHAM (16) na qual os carbahidratas aumentam a percentagem de germinação de 

U. tritici, entretanto, esse autor não dispõe de dados experimentais compará .... 

veis, pois em seus ensaios excetuando-se a sacarose, os demais carbohidratos 

eram componentes de melaços, sem concentrações definidas. Comparando-se aos 

dados obtidos por SEN e MJNJAL (36) para u. nuda tritici, esses autores encon-
- - ----

traram uma maior eficiência nas hexases que nas pentases enquanto os dissaca -

rideos maltose, sacarose e lactose não alteram a germinação dos clamidosporos. 

Em U. zeae, WOLF (43) reconhece a glucose, levulose, manose, sacarose, maltose 
- -

e trehaloses como as melhores fontes de carbono. Tratando-se de U. scitaminea 

os resultados obtidos por SAXENA e KHAN (35) são extremamente variáveis entre 

as diversas fontes de carbono e a procedência dos clamidosparos, pelo que nao 

é possível uma generalização de fatos. 

5.8.3. Efeito de aminoácidos na germinação de clamidosporos 

Face à metodologia empregada nos testes dos aminoácidos, estes só podem 

ser analisados e discutidos em grupos. 

De acordo com o quadro XIV os aminoácidos contidos nos grupos A (ácido 

glutâmico, histidina, glicina e prolina); B (fenilalanina, glicina, isoleuci

na e leucina) e C (cistina, valina, leucina e triptofano) incrementaram a ger

minação dos clamidosporos a ponto de diferirem estatisticamente do controle a-

gar água, a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. Os aumentos produzidos 

por estes três grupos em relação ao controle foram respectivamente de 42,44i; 

40,69'7(, e 2!7,'2Do/o. Do exame detalhado desses grupos sobressaem os efeitos da 

glicina nos grupos A e 8 e da leucina nos grupos B e C. 

Os grupos D (metioninas, prolinas, treoninas e triptofano); E (ácido 

aspártico, ácido glutâmico, arginina e cistina) e F ( arginina, lisina, isolet-1-

cina e treonina) n;o diferiram estatisticamente do controle indicando que os 
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aminoácidos contidos nos grupos nao alteram a capacidade germinativa dos cla-

midosporos de);!. scitaminea. Os grupos H (cisteina, histidina, lisina e vali

na) e I (ácido aspártico, cistelna, fenilalanina e metionina) inibiram total-

mente a germinação dos clamidosporos, aparentemente devido à cisteina, pois 

o Único aminoácido presente nos dois grupos.

,. 

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

cidos ácido aspártico, asparagina e serina foram superior a outros aminoácidos 

e que a ciste!na é ineficiente no estímulo à germinação, porém ação inibidora 

não foi por ele observada. 

5.8.4. Efeito de vitaminas na germinação de clamidosporos 

Na avaliação dos efeitos de algumas vitaminas na germinação dos clami -

dosporos, no quadro XV sobressaem os efeitos benéficos da nicotinamida e ribo

flavina aumentando a germinação 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 biatinas, os quais formam o terceiro gru

po. Vale a pena ressaltar que entre os compostos químicos estudados a sacaro

se, a glicina e a nicotinamida foram os que proporcionaram maiores incrementas 

na germinação. 
-

Os resultados obtidos com as vitaminas nao puderam ser campa -

d 
,. < ra os com os de outros autores, e poss1vel que sejamos os primeiros a observar 

o fato nesta espécie da fungo.

5.9. Agentes Físicos na Germinação dos Clamidosporas 

O contato físico do nitrogênio liquido com os clamidospo:ros não afetou 

a germinação dos clamidosporos, quadro XVII. No presente caso, não sendo pos

sível avaliar o tempo de permanência do contato fisico dos clamidosporos com o 

nitrogênio liquido indicam necessidade de maiores estudos antes que ampolas 

quebradas sob o nitrogênio liquido possam ser usadas. 
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O vácuo não afetou a percentagem de germinação dos clamidosporos (qua

dro XVIII). Esta observação se fez oportuna para redimir dÚvidas no caso de 
# , 

cluidosporos preservados por processos que exigem um previa tratamento ao va-

cua. A literatura é omissa sobre o caso em tela. 

O choque térmico proporcionou um incremento na germinação dos clamidos-
... 

poros de 5,4$ em relação ao controle (quadro XIX). Estes resultams se.o su-

portados por 0006, DAVIS e BUTTEAFIELD (15), BROMFIELD e SCHMITT (?), LOEGE-

RING e HARMON (24) e BAOMFIELD (6) os quais afirmam que microrganismos ao se

rem congelados à temperatura de nitrogênio liquido e posteriormente ao serem 

incubados necessitam de uma brusca elevação de temperatura (choque térmico) 

para evitar perdas de germinação. 
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6. CONCLUSÕES

1sse dos resultados que foram discutidos, o presente trabalho con

.ntes conclusões: 

1 método prático e econômico de preservar esporos de Ustilago sei-

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

.tanta sílica gel, guardando-os em geladeiras à temperatura de 52C 

preservação de clam:l.dosporos por liofilização simples não parece 

uso de nitrogênio liquido na preservação de esporos deu. scitami-
.... 

explorado por um periodo mais longo pois mantém o vigor dos ela

apresenta alta perspectiva de sucesso, apesar do custo elevado do 

rapidez da germinação dos clamidosporos está correlacionada com a 

r dos mesmos. Quanto mais novos são os esporos mais rápida ocorre 

omicélios de clamidosporos recem colhidos apresentam-se mais lon

a clamidosporos preservados pelos diferentes métodos havenda uma 

correlação positiva enw-e o vigor do esporo e o comprimento do promicélio. 

f) Clamidosporos a serem usados em testes de patogenicidade oos traba

lhos de melhoramento devem ser de preferência coletados quando envolvidos pela 

"cartucho foliar", na parte mediana e basal dos chicotes pois essas clamidos -

poros apresentam as mais altas percentagens de germinação. 

g) Excetuando-se a ampicilina que inibiu a germinação, os bactericidas:

gentomicina, nitrofurantoina, eritromicina, kanamycina e ácida nalidÍxico po

dem ser usados, no controle de bactérias contaminantes que possam inibir a 

germinação dos clamidosporos. 



h) A genninaçâo dos clamidosporos é estimulada em ordem decrescente pa,..

las carbohidratos: sacarose, glucose, maltose, frutose, galactose, celobiose , 

ma.Rose, arabinose, lactose e xilose; por grupos de aminoácidos, mormente aqua,.. 

les contendo glic1na e leucina e finalmente por vitaminas nicotinamida e ribo

flavina. 

1) Dos agentes físicos estudados, o contato f{sico com o nitrogênio li

quido e vácuo não afetaram a germinação dos clamidosporos, entretanto, o cho-
- , # A � que termico aos 402C e necessario para quebrar a dormencia fisiologiea dos es-

poros armazenados a -1962C. 
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?. RESUMO 

vários métodos de preservação de clamidosporos de Ustilaf!? scitaminee. 

Sydow foram investigados, simultaneamente, com os efeitos de diversos fatores 

que podem influir na percentagem e maneira de germinar de clamidosporos subme

tidos a condições ambientais diferentes. 

, 

Clamidosporos coletados em diferentes epocas dos anos de 1972 e 1973, e 

en diferentes localidades dos Estados de sio Paulo e Paraná foram utilizados 

no estudo de viabilidade dos clamidosporos durante um período de 12 meses (120 

dias para o nitrogênio liquido). Os métodos de preservação usack>s oo estu

do da viabilidade dos clamidosporos foram: a) preservação por dessecaçoo com 

s{lica gel a três temperaturas diferentes, laboratório (15 - 289C), refrigera

dor (59C) e congelador (-109C); b) preservação por liofilização; c) presar -

vaçâo com nitrogênio liquido. 

Informações básicas sobre o efeito de diversos fatores sobre a germina-
N 

çao dos clamidosporos foram obtidas. Estes experimentos incluíam tempo de in-

cubação, idade dos clarnidosporos, idade dos meios de cultivo, elongação do 

promicélio, localização dos clamidosporos no chicote, clamidosporos envoltos 

pelas folhas do "cartucho foliar .. , agentes qu{micos (bactericidas, carbohidra

tos, aminoácidos e vitaminas) e agentes físicos (contato direto com nitrogê-
f # # A p 

nio liquido, vacuo, e choque termico quebrando a dornencia fisiologica dos 

clamidosporos. 

Após 12 meses, os resultados mostraram alta viabilidade (86,72%) dos 

clamidosporos preservados em dessecadores com s!lica gel a 52c, baixa viabili

dade (32,26%) nos liofilizados e com base na literatura consultada boa pars -
N A � $ ' 

pectiva para a preservaçao em nitrogenio liquido para periodos alem 

meses. 

de 12 

Testes complementares revelam: a) que clamidosporos jovens são mais rá-

pidos para germinarem que os esporos preservadas além de um ano; b) que os 



promicélios mais longos são dos clamidospo:ros jovens; c) que os clamidosporos 

de região mediana do chicote são mais viáveis; d) que chicotes envoltos pelo 

"cartucho foliar" possuem clamidosporos com alta viabilidade; e e) que clami

dosporos �- scitaminea não apresenta nenhuma dormência fisiológica. 

Bactericidas usados não afetaram a germinação dos clamidosporos exceto 

a ampicilina. Todos os carbohidratos testados estimularam a germinação, o 

mesmo acontencendo com alguns aminoácidos, notadamente glicina e leucina en

quanto que cisteína a inibiu totalmente. As vitaminas nicotinamida e ribo -

flavina também estimularam a germinação. 

"' f - , ,.,,,, 

O contato direto com o nitrogenio liquido e a açao do vacuo nao afeta 

ram a germinação dos clamidosporos, porém o choque té:nnico (banho aos 402C 

por 2 minutos) estimulou a germinação. 
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8. ABSTRACT

Various methods of preservation of chlamydospores of Ustil&JI! scitami -

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 19?2 and 19?3 

in the States of são Paulo and Paraná were used to study viability of 

chlamydospores over a. 12 months period ()20 days for liquid nitrogen). Tha 

preservation methods used to study chlamydospores viability were: a) preser

vation by desiccation with silica gel at three different temperatura, 

laboratory (15 - 2e2c), refrigerator (s2c) and freezer (-102c); b) preserv� 

tion by lyaphilization; e) preservation with liquid nitrogen. 

Basic information about the effect of several factors upon chlamt)dos

pores germination was obtained. These experlments included incubation time, 

chlamydospores age, cultura media age, promycelium elon�ation, location of 

chlamydospores in whip like appendages, chlamydospores protected by the 

spindle leaves, chsmical agente (bactericida, carbohydrates, amino-acids and 

vitamins) and phisical agents (direct contact with liquid nitrogen, vacuum, 

and thermal shock brsaking physiological dormency of chlamydospores). 

After 12 months tha chlamydospores preserved in the desiccator with 

silica gel at 52C had the highest viability (86,7�). The lowest viability 

(32,26%) was found in chlamydospores preserved by lyophilization. On the 

bases of the literatura chlamydospores preservation with liquid 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; e) chlamydospores from the 

middle area of whip like appendages have the highest viability; d) chlamydos-



pares from whip like appendages while proteoted by epindle leaves have high 

viability and e) u. scitaminea chlamydospores did not exhibit physiological 
-

dormency. 

The bactericida did not affect the gennination of chlamydosporu except 

fer ampicilin. All tested carbohydrates stimulated germination, the same 

happened with some ami�acids especially glycine and leucine, while cysteine 

tatally inhibited the process. The vitamins nicotinamide and riboflavin also 

stimulated germination. 

Direct contact with liquid nitrogen and vacuun did not affsct spore 

germination, however the thermal shock (bath at 4Q2C for 2 minutes) promoted 

germination. 
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