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VARTABILIDADE DA MORFOLOGIA, CRESCIMENTO E FERTILIDADE
DE ISOLADOS BRASILEIROS DE Cochliobolus sativus (ITO

& KURIB.) DRECHSL. EX DASTUR

Autora: JUDITH VIEGAS

Orientador: PROF. DR. JOXO LUCIO DE AZEVEDO

RESUMO

Com o objetivo de observar a variabilidade tan-
to morfoldogica como de crescimento, determinar a compatibili-
dade sexual e estudar a fertilidade de isolados brasileiros
de Cochliobolus sativus,a fim de preparar uma populacao des-
te fungo para o estudo de suas caracteristicas genéticas,fo-
ram estudados 62 isolados coletadas de trigo, cevada e tri-
ticale em cinco Estados do Pais e no Distrito Federal duran-
te os anos de 1980 a 1985. Os isolados foram de varios or-
gaos dos hospedeiros e de cultivares diversas.

O estudo da morfologia e crescimento foi de-
senvolvido em um experimento fatorial, delineado em blocos
casualizados, com trés repeticoes, tendo como fatores 60 iso-
lados, 4 meios de cultura - Batata Dextrose Agar (BDA), Meio
Minimo (MM), Meio Completo (MC) e Agar de Czapek (C) - e 3
leituras - 2, 4 e 6 dias apds inoculacao. As condigOes expe-

rimentais foram uniformizadas e as variaveis avaliadas fo-
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ram: cor do micélio aeéreo e do reverso da colonia; bordas da
zona de crescimento da coldnia; topografia e textura do mi-
célio aeéreo da coldnia; presenca de setores na colonia; tipo
de zonacao da coldnia; crescimento em didmetro da  colodnia.
Outras variaveis estudadas foram conidiacao, tamanho dos co-
nidios e nimero de septos dos mesmos.

Todas essas variaveis avaliadas mostraram alta
variabilidade, tanto entre isolados como déntro dos isolados,
nos diversos meios de cultura. A analise estatistica para
crescimento mostrou variacao altamente significativa tanto
para isolados, como para meios de cultura e leituras.

Foi determinada a compatibilidade sexual dos
62 isolados pertencendo metade a cada um dos tipos: MAT-1 e
MAT-2.

Foram pareados 26 isolados MAT-1 com 27 MAT-2
em todas as combinacoes possiveis e o nivel de  fertilidade
final, apds 4 repeticoes dos pareamentos com resultados ne-
gativos e exame de todos os ascocarpos produzidos em cada
pareamento, foi de 96,86%. Nenhum pareamento deixou de pro-
duzir prototécio, ou seja, tecido materno. Apenas 1% dos pa-
reamentos produziram ascos estéreis e 2,14% produziram ape-
nas prototeéecios.

Este estudo foi realizado com o fungo (. sativus
devido & sua importadncia como parasita em lavouras de ce-
reais, principalmente trigo, cevada, centeio e triticale,
por causar grandes perdas de producao. O melhor conhecimento

basico do fungo proporcionara melhores condicoes de traba-
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lho aos fitopatologistas em termos de controle da doenca

por ele causada.



VARIATION IN MORPHOLOGY, GROWTH, AND FERTILITY OF
BRAZILIAN ISOLATES OF Cochliobolus sativus
(ITO & KURIB.) DRECHSL. EX DASTUR

Author: JUDITH VIEGAS

Adviser: PROF. DR. JORO LUCIO DE AZEVEDO

SUMMARY

With the aims of observing the morphological
variation as well as the variation in growth, determining the
mating type, and studying the fertility of Brazilian isolates
of Cochliobolus sativus in order to select a population of
this fungus for the examination of its genetic characteristics,
62 isolates from wheat, barley, and triticale were studied. The
isolates were collected in five different states of Brazil
and in the Federal Distric as well, during the years from
1980 to 1985. The isolates were taken from various organs of
the hosts and different cultivars.

The study of morphology and growth was developed
in a factorial experiment which was designed in randomized
blocks with three replicates and whose factors were 60 iso-
lates, 4 culture media - Potato Dextrose Agar (PDA), Minimum
Medium (MM), Complete Medium (CM) and Czapek's Agar (C) - and 3
readings - 2, 4,and 6 days after inoculatioﬁ. The experimental

canditions were standardized and the assessed variables
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were: color of the aerial mycelium and of the colony's re-
verse; edges of the growth zone of the colony; topography and
texture of the aerial mycelium of the colony; existence of
sectors in the colony; type of zonation of the colony and
growth of the colony in diameter. Other variables studied was
conidiation, size of the conidia and their number of septa.

All of the assessed variables showed a high degree
of variation both among the isolates and in the isolates in
the different culture media. The statistical analysis of
growth showed a highly significant variation in the isolates
as well as in the culture media and readings.

Mating type was determined for 62 isolates and
half of them were of the MAT-1 type whereas the other half
were of the MAT-2 type.

All possible pairings were made between 26
MAT-1 isolates and 27 MAT-2 isolates and, after repeating four
times the pairings with negative results and examining all
the ascocarps produced in each pairing, the eventual fer-
tility level was 96.86%. All pairings produced protothecium,
i.e., maternal tissue. Only 1% of the pairings produced
sterile asci and 2.14% produced protothecia only.

The present work was done with the fungus C.
sativus due to its importance as a parasite of cereal crops,
mainly wheat, barley, rye, and triticale, for it causes great
production losses. A better knowledge of the (. sativus will
provide improved working conditions for phytopathologists in what

refers to £he control of the disease caused by this fungus.



1. INTRODUGAO

A importancia crescente do cultivo do trigo,
cevada, centeio e triticale tanto como fonte alimentar como
econOmica para o pals, os tem feito objeto de uma série de
pesquisas visando melhor producao e rendimento. Dentre essas
pesquisas salientam-se as envolvidas no conhecimento e com-
bate a doencas que interferem no desenvolvimento das plantas
levando a perdas de producgao. Como exemplo dessas esta a
doenga causada pelo Cochliobolus sativus em que se verifica
existirem poucos estudos basicos, principalmente na area de
Genética.

O fungo C. sativus ocorre na natureza somente
em seu estado assexuado que &€ geralmente denominado de
Helminthosporium sativum, havendo atualmente recomendacao
para a denominacao de Bipolaris sorokiniana. Nesta forma o
C. sativus ataca todos os drgaos de cereais de inverno e gra-
mineas suscetiveis, causando a helmintosporiose (nome gené-
rico quando de seu ataque as partes verdes da planta), a po-
dridao comum de raizes e a ponta preta dos graos. Desta ma-
neira interfere tanto no processo fotossintético como no de
absorgéo de agua e nutrientes, além de se disseminar atra-

ves das sementes infectadas. O indculo & mantido no solo



sobre residuos culturais de cereais ou por infecgao de gra-
mineas de verao suscetiveis, além de poder ocorrer sua dis-
seminacao pelo vento. Além disso, os conidios de C. satZvus
podem sobreviver por cerca de mais de 2 anos, tanto no solo
como em sementes.

A grande variabilidade tanto morfologica como
fisioldgica apresentada pelo C. sativus pode ser explicada
por uma série de fatores causais baseados, principalmente,
no grande numero de niucleos ocorrentes nas células tanto das
hifas como dos conidios, o que propicia a heterocariose e
suas posteriores conseqliéncias. Genotipicamente podem ocor-
rer mutagSes,heterocérios, dissociagao de heterocarios, pos-
sibilidade de diploides e haploides recombinantes atraves
de ciclo paréssekual, além de possiveis fatores extracromos-
sOmicos, que se refletem fenotipicamente na ocorréncia de
setores que originam coldnias com caracteristicas que chegam
a ser quase totalmente diversas das da coldonia de origem. Es-
ta variacao genotipica e fenotipica apresentada pelo fungo
dificulta os estudos para obtencao de cultivares ou varieda-
des resistentes, assim como os de patogenicidade.

Sabe-se que quanto maior o conhecimento basi-
co de um organismo patogénico, melhores condigoes possuirao
os fitopatologistas para as pesquisas de estratégias de com-
bate e os melhoristas para a producao de variedades resis-
tentes.

Visando contribuir para um melhor conhecimento

das linhagens brasileiras de CochlZobolus sativus, este tra-



balho tem como objetivo estudar uma populagao deste patdgeno
com o fim de:

- observar a variabilidade tanto morfologica
quanto de crescimento, quando em meios nutrientes diversos;

- determinar os tipos de compatibilidade se-
xual e sua freqlléncia;

- estudar a fertilidade destes isolados quando
pareados com uma série de outros de compatibilidade sexual
oposta;

preparando assim uma populagao do fungo para o
efetivo estudo de suas caracteristicas genéticas e modo de

segregacao das mesmas.



2., REVISAO DE LITERATURA

2.1 - O0s Cereais - Trigo, Cevada e Triticale - Importancia e

Breve Historico de Pesquisa no Brasil

A importancia do trigo como fonte alimentar de
alto valor nutritivo, conveniente e econdmica & bem ressal-
tada por WIESE em seu "Compendium of Wheat Diseases" (1977).
Este autor colcca o trigo no mesmo nivel de importancia do
arroz, milho e batata, salientando que, em muitos locais, o
consumo de trigo "per capita" & maior que qualquer outro ali-
mento.

,0 trigo proporciona cerca de 20% das calorias
alimentares do mundo e & um produto basico para cerca de 40%
da populacao mundial. A qualidade nutritiva de seus graos,
que contém carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais, o
posiciona como um dos nutrientes de exceléncia. Seu uso é
bastante diversificado: os graos na fabricacao de paes e va-
rios produtos alimenticios, os graos e plantas em diversos
produtos industriais e como forragem, a palha para cama de
animais, a matéria organica para o solo e o dleo de germe pa-
ra enriquecimento de outros alimentos atestam a versatilidade

desse cereal. No entanto, apesar de sua relativa facilidade
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de adaptacao a diversos ambientes, o trigo & sujeito a nume-
rosas doencas em todos oOs seus estagios de crescimento e em
todos os seus Orgaos. Cerca de 200 doencas ja foram descri-
tas, das quais pelo menos 50 sao frequentes e de importancia
econdmica. Essas doencas ocorrem devido, entre outros fato-
res, ao clima, insetos, virus, nematdides, funcos e bacté-
rias, interferindo com o desenvolvimento e funcionamento nor-
mal da planta, levando a perdas de producgao devido, princi-
palmente, 3 diminuicao do tamanho e gquantidade dos graos
(WIESE, 1977).

No Brasil, além da importancia nutritiva do
trico, este constitui-se em economia de divisas. Entretanto
diversos fatores contribuem para os baixos rendimentos das
lavouras de trigo, destacando-se as doencas, entre as qguais
as relacionadas com o sistema radicular, causadas por fungos
de solo, de dificil controle. Dentre os fungos mais freqtien-
temente associados com podridces de raizes encontra-se o
Cochliobolus sativus (Ito & Rurib.) Drechsl. ex Dastur, cuja
forma imperfeita & conhecida principalmente como Helminthosporium
sativum Pam. King et Bakke (VALARINI, BARROS & LASCA, 1981).
Este fungo, que ataca também a parte aérea do trigo, & pato-
génico a outros cereais, tais como a cevada, o triticale e
gramineas nativas.

A introducao do trigo no Brasil ocorreu, em
1534, na capitania de Sao Vicente de onde foi difundido por
todo o pais com a colonizagao. Em 1919 foram criadas as pri-

meiras EstagSes Experimentais de Trigo e, em 1974, foi cria-



do o Centro Nacional de Trigo (CNPT) da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) em Passo Fundo, RS
(SCHEEREN, 1986).

A pesquisa com cevada, no Brasil, & tao antiga
quanto a com o trigo. Iniciou-se em 1920 na Estacao Experi-
mental "Alfredo Chaves" da Secretaria de Agricultura do RS.
Além deste Orgao oficial, os estudos com cevada vém parale-
lamente sendo realizados por algumas companhias particula-
res, como as Companhias Cervejarias Brahma e Antartica. Em
1976 foi langado o Plano Nacional de Auto-Suficiéncia em Ce-
vada e Malte (PLANACEM) e em 1977 o Programa Nacional de Pes-
quisa de Cevada que & cocrdenado pelo CNPT/EMBRAPA. Em 1984,
num esforco conjunto da EMBRAPA/CNPT, Centro .de Pesquisa
Agropecuaria dos Cerrados (CPAC) e Companhias Cervejeiras
foi iniciada a pesquisa de cevada na regiao dos cerrados de
Goias e Minas Gerais. (EMBRAPA-CNPT, Documentos 3/1987).

No mesmo documento, citado acima,‘faz-se saber
que o triticale foi observado pela primeira vez, no Brasil,
em 1561 no Instituto de Pesquisa Agropecuaria do Sul (IPEAS-
MA) em Pelotas no Rio Grande do Sul. Descde entao tem sido ob-
jeto de pesquisa de diversas instituicoes estatais e priva-
das. Em 1969 iniciaram os trabalhos de pesquisa em Passo Fun-
do e, em 1982, foi iniciado o cultivo em escala comercial,
sendo em 1986 equiparado ao trico em Valor Basico de Custeio
e preco de aquisicao pelo Conselho Monetdrio Nacional.

Os trabalhos de pesquisa com esses cereais,

principalmente com o trigo tem sido intensos, desenvolvidcs



de modo geral dentro dos programas anteriormente citados, mas
nao exclusivamente. Exemplo disso sao os 1406 trabalhos refe
rendados em 1981 e os 1141 em 1987 nas publicagoes sobre
"Bibliografia Brasileira de Trico (Triticum aestivum L.)" da
EMBRAPA, volumes 1 e 2 respectivamente. Desses, 122 e 198,
respectivamente, referem~-se especificamente as moléstias do
trigo, sem contar os relacionados a resisténcia a doencas e
uso de defensivos quimicos para o combate e controle de‘doen-

cas e pragas, entre as quais a causada por C, satiZvus.
2.2 - A Acao de Cochliobolus sativus sobre Cereais

A literatura cientifica sobre C. sativus, es-
tudado em varios aspectos, tanto basicos como aplicados, é
bastante grande. HARDING tem publicado desde 1980 as refe-
réncias bibliograficas relativas a este fungo: "Cochliobolus
sativus (Ito & Kurib.) Drechsl. ex Dastur (imperfect stage:
Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.) Shoem.): a biblio-
graphy", tendo coletado até 1986 um total de 2971 referén-
cias (1988 em 1980, 412 em 1981, 305 em 1983 e 266 em 1986).

Apesar dessa riqueza de bibliografia interna-
cional, optou~se por utilizar apenas os trabalhos de pesqui-
sadores brasileiros para fazer um resumo da doenga causada
por C. sativus e ao mesmo tempo dar uma idéia da abrangéncia
das pesquisas realizadas no Brasil. Os trabalhos para deter-
minacao da importancia e distribuicao da podridao comum das

raizes e sobre a prevaléncia dos organismos a eles associa-



dos foram iniciados, de acordo com DIEHL (1980a), em 1978 na
EMBRAPA-CNPT, em Passo Fundo, RS.
Segundo REIS (1985) os agentes causais das po-

dridoes de raizes com patogenicidade comprovada sao:

FUNGOS NOME COMUM DA DOENCA
Fusarium graminearum podridao comum das raizes

Graeumannomyces graminis var. tritici mal do pé

Helminthosporium sativum podridao comum das raizes
Pythium sSpp- podridao de sementes
Sclerotium rolfsii podridao branca

O Cochliobolus sativus (sin.: Helminthosporium

sativum) caracteriza-se por utilizar como substrato todos os
orgaos de cereais de inverno (aveia, centeio, cevada, trigo
e triticale). Ao colonizar érgaos verdes (folhas,bainhas, col-
mos, glumas, aristas e sementes em formagéo) interfere no
processo fotossintético e a doenga que causa é denominada
"helnintosporiose”. Quando o ataque ocorre em Orgaos subter-
raneos (raizes seminais, mesocdotilos, raizes secundarias e
coroa) interfere no mecanismo de procura e absorcao de agua
e nutrientes, sendo entao denominada de "podridao comum de
raizes" (REIS, 1985).

Além das denominagoes genéricas de helmintos-
poriose e podridao comum das raizes, a moléstia causada por
C. sativus & também denominada de "mancha marrom", "mancha

borrada da folha", "carvao do no" e "ponta preta" ou "ponta



dos graos", dependendo do Orgao atacado e dos sintomas pro-
duzidos (PRESTES & PICININI, 1984). COSTA NETO (1977) cita
a doenca também com a denominagao de "crestamento das plan-
tinhas".

O C. sativus ao infectar sementes reduz a ger-
minacao e provoca perdas de pré-emergéncia. As perdas de
pOs-emergéncia ocorrem devido a morte de plantulas origina-
das de sementes infectadas. As plantas que conseguem emergir
tem seu cortex destruido ao serem colonizadas pelo patdgeno,
O que acarreta comprometimento do mecanismo de absorgéo re-
sultando em plantas subdesenvolvidas ou debilitadas (REIS,
1985).

Segundo PRESTES & PICININI (1984) a  infeccao
por C. sativus pode ocorrer em qualquer estagio de desenvol-
vimento da planta. Nas folhas as lesoes sao em forma de pe-
quenas manchas necrodoticas de cor pardo-escuras ou pretas, ge-
ralmente rodeadas por halo amarelo. Estas lesOes podem vir
a coalescer podendo secar Fotalmente as folhas. As espigas
apresentam manchas marrom-escuras e, com a progressao da in-
feccao, as glumas adquirem cor de palha, podendo ocorrer: abor-
to das flores e morte das espiguetas. Os graos formados em
espigas contaminadas apresentam a ponta preta e, se a infec-
géo €& severa, podem ficar enrugados e chochos. Muitas vezes,
no entanto, este sintoma nao aparece e sementes aparentemen-
te sadias estao contaminadas. Os nds da planta, quando ata-
cados pela doenca, adquirem cor marrom-escura, tornando-se

posteriormente de cor preta devido & presenca de conidios.
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Quando a infecgao ocorre através de sementes
infectadas, os primeiros sintomas sao notados na parte cen-
tral da raiz (mesocdotilo). As raizes severamente atacadas sao
menores que as sadias e tém lesoes de coloragao marrom-escu-
ra, que podem se estender para o colmo, atingindo varios cen-
timetros acima da linha da coroa (DIEHL, 1980a).

De acordo com DIEHL (1980a, 1982b) os sintomas
secundarios da podridao comum na parte aérea das plantas, sao
pouco visiveis. Ocorre redugao do vigor e do tamanho das
plantas. Estas apresentam espigas menores ou apenas uma es-
piga, devido a morte dos perfilhos. Estes, quando formados,
geralmente S3ao pequenos € COm pPoOUCOS graos ou auséncia dos
mesmos. Os colmos sao fracos, havendo tendéncia de acamamen-
to destas plantas. A redugao do vigor das plantas favorece o
desenvolvimento de outras doencas da parte area do trigo,
aumentando ainda mais os danos causados a lavoura. As lavou-
ras com plantas atacadas pela doenca sao menos densas devido
4 morte das plantulas logo apds o plantio e por apresenta-
rem apenas uma espiga devido a morte dos perfilhos.

O estudo de doencgas radiculares do trigo mos-
tra que, em geral, o C. sativus & patdgeno predominante as-
sociado as podridoes de raizes das lavouras das principais
regioces triticolas do pais. C. satZvus & isolado das raizes
do trigo com freqliéncias variadveis de acordo com local e ano
de coleta, conforme a Tabela 1.

O grau de infeccao pelo patdgeno também mos-—

tra-se variavel. As lavouras apresentam desde plantas sadias,
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TABELA 1. Fregliencia de €. sativus nos Isolamentos de Podri-
dao Comum de Raizes de Trigo em Regioces Triticolas

do Pais.
Ano de Freqliéncia
Local Coleta (2) Autor

RS e sul PR 1978 60 DIEHL, 1979a

RS 1979 34 DIEHL et alli,
1981.

SP 35 VALARINI, BARROS
e LASCA, 1981

RS 1980 30

RS 1981 26 DIEHL, KOCHHANN
e TINLINE,
1983a

Norte PR 1981 33

Oeste PR 1981 39

Centro-sul PR 1981 12 DIEHL et alii,
1984

MS 1981 32 DIEHL & SONEGO,
1983

MG e DF 1981 34 DIEHL et alii,

1982a
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com infecgao leve ou moderada a severa (VALARINI, BARROS &
LASCA, 1981, DIEHL et alii, 1981, 1982a e 1984, DIEHL &
SONEGO, 1983).

A maior concentracao de esporos de (. sativus
é encontrada na camada superior do solo (0 a 3 cmou 0O a 5
cm) , sendo que o numero de conidios al localizados pode che-
gar até cerca de 4000 por grama de solo seco (DIEHL et alii,
1982a e 1984, REIS, 1982a, DIEHL & SONEGO, 1983).

Segundo REIS (1982a,b) e REIS & ABRAO (1983)
a maior concentracgao de propagulos na camada superior do so-
lo, tanto em areas cultivadas com trigo como com centeio, in-
dica que ¢ patdgeno multiplica-se na superficie do solo e &
uma conseqliéncia do trabalho do solo com implementos agri-
colas.

De acordo com PRESTES & PICININI (1984) o fun-
go sobrevive em restos de cultura de trigo, cevada, centeio,
triticale e aveia, em gramineas ﬁativas e em sementes infec;
tadas. Sua disseminacao da-se pelo vento e pela chuva que
carregam os esporos do fungo e restos de plantas ou através
de sementes infectadas. Condigoes de umidade elevada (dias
chuvosos ou nublados) e temperaturas de 24 a 30°c favorecem
o desenvelvimento da doenca.

A manutencao e maior densidade do indculo de
C. sativus na superficie do solo & devido a:

- desenvolvimento dos esporos nos Orgaos aéreocs
de cereais, durante o ciclo da cultura, principalmente onde

&€ plantado centeio e triticale (REIS & BAIER, 1982). Aveia,
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cevada e trigo também contribuem bastante nesse sentido (REIS
& SANTOS, 1987);

- esporulacao do fungo, em sua fase saprofiti-
ca, sobre residuos culturais de plantas suscetiveis, espe-
cialmente gramineas (REIS & WUNSCHE, 1982a,b);

- desenvolvimento dos conidios em gramineas de
verao, principalmente gramineas invasoras de soja, que apre-
sentam sintomas primarios pouco intensos e nao evidenciam os
secundarios (REIS, 19824);

- uso de sementes infectadas, com conidios ade-
ridos externa ou internamente na forma de micélio (no peri-
plasma e no endosperma), de cevada, trigo e triticale (REIS,
1981, 1982e, 1987, LUZ, 1980 e LUZ & MINELLA, 1982);

- disseminacao anemdfila de C. sativus que
coincide com a maior proporcao de tecidos necrosados, ou se-
ja, maior incidéncia de helmintosporiose tanto em trigo co-
mo em cevada (AITA, 1983 e REIS, 1984);

- longa sobrevivéncia dos conidios do patdoge-
no, tanto no solo como em sementes armazenadas, por cerca de
mais de 2 anos (CHIN & LEDINGHAM, 1958 e VECHIATO, LASCA &
VALARINI, 1987);

- outros fatores como condigoes climaticas e
atagque de pragas as raizes podem favorecer a penetracgao e
desenvolvimento do fungo (DIEHL, 1980a, 1982a, LUZ, 1982).

Estudos realizados por DIEHL et alii (1982a),
DIEHL, TINLINE & KOCHHANN (1983b) mostraram que de 1979 a

1981 a porcentagem média de plantas infectadas no RS foi de
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96% e em Minas Gerais e no Distrito Federal variou de 0 a

A doenga causada por (. sativus leva a uma redu-
cao de produtividade, tanto em trigo como em cevada, que se
deve principalmente a redugoes no nimero de espigas, nlmero
de graos por espiga e no peso médio do grao. Redugoes essas
que chegam a cerca de 70% tanto para trigo como para cevada
(AITA, 1980, AITA & ARIAS, 1980),

Essas redugOes sao as responsaveis pelas per-
das de producao nas safras de trigo, estimadas por DIEHL,
TINLINE & KOCHHANN (1983b) em 18,8% em 1979, 14,5% em 1980 e
22,9% em 1981 (média de 18,7%) no Rio Grande do Sul. Consi-
derando a producgao total de 3.082.902 toneladas de trigo pro-
duzidas durante esses -anos, as perdas atingem um valor apro-
ximado de 617.000 toneladas de trigo (DIEHL, 1982a).

As perdas consideraveis devido & podridao co-
mum de raizes tém levado og_pesquisadores a tentar uma série
de métodos para diminuicao da doenca. Entre eles destacam-se

a eficiéncia das técnicas de pousio e rotagao com culturas

nao hospedeiras de (. sativus por periodos de 4 a 5 anos,
visando reduzir a densidade do indculo gque aumenta com o
cultivo por varios anos seguidos de trigo ou outro cereal

suscetivel (DIEHL & AITA, 1980, DIEHL, 1979b, 1980b, DIEHLet
alii, 1982b, DIEHL, KOCHHANN & TINLINE, 1983a, REIS et alii,
1983, REIS & AMBROSI, 1987). Salientam-se também as pesqui-
sas de fontes de resisténcias ao C. sativus, como o atestam

os trabalhos de PIEROBOM & ARIAS (1978), AITA (1980), AITA
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& ARIAS (1980), METHA (198la), DIEHL (1982b, 1983), FULCO
(1982a,b), REIS & BAIER (1983), assim como os trabalhos re-
lativos ao uso de fungicidas (LUZ & VIEIRA, 1982a,b, REIS,
1982c, 1983b; LUZ & LINHARES, 1983; DIEHL, 1987; GOULART,
1988).

Outros tipos de trabalhos envolvendo (C.satzivus
referem-se a metodologia de detecgao do fungo em sementes de
trigo (LASCA, VECHIATO & SCHMIDT, 1987), estudo de meics se-
letivos (LUZZARDI, 1974; REIS, 1983a); identificagao de ra-
cas patogénicas (MEHTA, 1981b) e morfologia, patogenicidade

e eletroforese de sistemas enzimaticos (MATSUMURAl).

2.3 - Nomenclatura Taxonomica de Cachliobolus sativus

Segundo LUTTREL (1958a), um sistema taxondOmico
tem duas funcoes. A primeira & providenciar um Indice para
as espécies: as categorias taxonOmicas, géneros, familias e
ordens, nas quais as espécies possam ser colocadas para se-
rem localizadas para referéncias futuras. A segunda funcao &
mostrar as relagoes filogenéticas entre as espécies. Taxono-
mia & a ciéncia da sintese e & concernente com a classifica-

cao, identificacao das espécies e com a filogenia. Sua fun-

cao é agrupar dados das varias ciéncias - morfologia, cito-

MATSUMURA, Aida T.S. Comﬁnicagao Pessoal, Curso de Pos-Graduacao em
Genetica, Genetica, UFRGS, tese de doutorado em andamento.
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logia, fisiologia, genética - para integrar estes dados em
um sistema Gtil. Um sistema taxondmico Gtil & a finalidade em
micologia e conforme novos dados vao surgindo, sejam morfo-
logicos, fisioldgicos, genéticos ou ecoldogicos, estes devem
ser integrados ao sistema. Desta maneira, a estabilidade em
um sistema de classificacao & impossivel. O sistema :taxofdo-
mico &, portanto, aquele gue se desenvolve e expande de ma-

neira atil.
2.3.1 - Telemorfo de Cochliobolus sativus: Estado Perfeito

Em 1929, KURIBAYASHI descreveu o estado asci-
gero de Helminthosporium sativum como corpusculos semelhan-
tes a esclerdcios pequenos, escuros e que, apdos 4 ou 5 sema-
nas, se desenvolviam em peritécios perfeitamente maduros do género
Ophiobolus .Propds © nore Opkiobolus: sativus (P.K.etB.) Ito et Kuribayashi.

ITO & KURIBAYASHI, em 1931, voltam a descrever
mais detalhadamente o estado sexuado de H. sativum. Observa-
ram que as culturas monocascospOoricas dao origem a conidios ti-
picos de H. sativum, os quais produzem lesoes tipicas nas
plantas hospedeiras. Ressaltam que 0. sativus & maior nas
dimensoes de todas as partes do peritécio, sendo seus ascds-
poros mais fortemente enrolados do que os de 0. graminis
Sacc.. Propoem novamente o nome de Ophiobolus sativus e des-
crevem detalhadamente o estado perfeito como:

- peritécios marrom escuros, grossos, pseudo-

parenquimatosos, em forma de frasco com bico ostiolar; cor-
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pos globosos ou subglobosos, 340 a 470 x 370 a 530 u, bicos bem
desenvolvidos e paraboldides quando jovens, posteriormente
cilindricos, 90 a 150 x 80 a 110 p; muitas hifas e conidio-
foros, produzidos nos peritécios jcvens, que desaparecem pos-—
teriormente; setas curtas (ou mais provavelmente conidiofo-
ros nao desenvolvidos) geralmente presentes nos bicos. Nume-
rosos ascos fusiformes ou cilindricos, retos ou levemente
curvados, com maior largura na porgao mediana,. arredondados
nos apices, estipe pequena na base, parede fina e hialina, 110
a 220 x 32 a 45 yu, com 1 a 8, geralmente 4, 6 ou 8 .ascoOspo-
ros. AscOsporos flageliformes ou filiformes, com pentas . ob-
tusas em ambas as extremidades, mais ou menos alargados na
porcao apical do que na basal, 6 a 13 septos, que apresentam
constrigcoes quando absorvem agua, enrolados numa apertada hé-
lice, 160 a 360 x 6 a 9 u; parede fina, hialina ou colorida
de oliva claro em aumentos pequenos; gelatinosos.

Em 1934, DRECHSLER descreve um género novo de-
nominado Cochliobolus que tem como tipo caracteristico o C.
heterostrophus, anteriormente denominado de 0. heterostrophus .
De acordo com o autor as diferencas entre Ophiobolus e
Cochliobolus sao:

- os ascosporos de Ophiobolus nao dao origem a
a estados conidiais semelhantes as séries graminicolas de
Helminthosporium gue possuem germinacgao bipolar;

- nao existe historia natural de parasitismo
semelhante entre os dois géneros;

- as espécies de Ophiobolus tém mais estagios
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assexuados em Phoma do que em outros géneros;

- as especies colocadas pelo autor em Cochliobolus
tém ascos e ascdOsporos bem maiores do que as do género
Ophiobolus:

- em Cochliobolus o forte enrolamento helicoi-
dal dos ascoOsporos dentro do asco nao ocorre em Ophiobolus.

G novo género Cochliobolus & descrito por
DRECHSLER (1934) como: peritecios espalhados, pretos, sub-
membranosos a subcoriaceos, lisos ou mais ou menos cobertos
com filamentos vegetativos flexiveis ou com hifas erigadas de co-
nididforos, globoso, usualmente com bico ostiolar curto cilin-
drico ou paraboldoide. Ascos subcilindricos, estipe curta,
tornando-se geralmente distendidos especialmente proximos &
deiscéncia, 1 a 8 ascésporos, hialinos ou na maturidade, es-
pecialmente, um pouco coloridos, filamentosos, com muitos sep-
tos, comprimidos, dispostosem arranjo fortemente helicoidal.
Apesar de citar 0. sativus e H. sativum nesse trabalho, o au
tor nao o transfere para o novo género.

Em sua publicagcao sobre o estagio perfeito de
H. sativum, TINLINE (1951) escreve o seguinte:

"Em 1934, DRECHSLER estabeleceu o novo género
Cochliobolus para incluir as espécies ascigeras helicoidais,
com conidios pertencentes a Helminthosporium, previamente re-
feridas ao género Ophiobolus. Ele baseou seu novo género no
Ophiobolus heterostrophus Drechsler, mas nao transferiu es-

pecificamente 0. sativus ao novo género. Entretanto, em 1942,
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DASTUR2 atribuiu a transferéncia a ele, usando o binomiao-
Cochliobolus sativus (Ito & Kurib.) Drechsler. Concordante-
mente, no "Review of Applied Mycology", Supplement 12, pagi-
na 133, 1946, a total autoridade para C. sativus & dada como
(Ito & Kurib.) Drechsler ex Dastur".

TINLINE (1951) ao descrever as caracteristicas
do estagio perfeito de (. sativus as refere como semelhantes
ds descritas por ITO & KURIBAYASHI (1931). O autor, além das
caracteristicas em comum entre os dois trabalhos, cita ain-
da: peritécios pretos com bico subcdnico ou paraboldide, os-
tiolo muito ou pouco definido; hélice de ascdsporos com ro-
tacao da base para o apice no sentido da direita para a es-
querda; ascOsporos granulares; ascOSporos jovens nao sao sep-
tados mas se liberados tornam-se septados e germinam; na fa-
lha de deiscéncia os ascOsporos germinam dentro do asco; em
ascos com menos de 8 ascOsporos podem ocorrer uma ou mais es-
truturas pequenas (provaveis ascosporos nao desenvolvidos) ;
peritécios com 310 - 460 x 270 - 420 y; bico ostiolar 66 -
190 x 90 - 140 u; ascos com 160 - 225 x 27 - 42 y; ascospo-
ros 182 - 343 x 5 = 10 ﬁ, com 6 a 14 septos.

Em 1955, SHOEMAKER apresenta um extenso e de-

talhado trabalho sobre a biologia, citologia e taxonomia de

2 DASTUR, J.F. Notes on some fungi isolated from "black point" affected

wheat kernels in the Central Provinces. Indian Journal Agricultural
Science, 12:731-742, 1942,
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C. sativus, onde ressalta aspectos nao citados por outros aw
tores: espermacias uninucleadas e esféricas de 1,7u de lar-
gura, que sao os agentes masculinos na plasmogamia, produzi-
das em fialides nas espermogdnias, que sao preenchidas por
muco, medindo 2,5 X 2,5 mm; a ascogonia gue da origem as hi-
fas ascogenas & um sistema de hifas alongadas e muito rami-
ficadas no ascocarpo inicial; as espermacias fixam-se firme-
mente nas tricdginas para fertilizacao das hifaé ascogenas.
Este autor cita, também, que o ascocarpo incompletamente di-
ferenciado - prototécio - & formado somente de tecido mater-
no, podendo ser produzido por um unico isolado colocado em
condigoes de cruzamento. O ascocarpo maduro com estroma que
rodeia o loculo dnico simula parede, mas nao constitui pa-
rede peritecial, sendo portanto um pseudotécio. O asco bitu-
nicado tem parede interna nao evidente em ascos preenchidos
com ascOsporos e nao funcional na descarga dos ascOsSpoOros.

Baseada nessas caracteristicas, a classifica-
cao taxondmica de Cochliobolus sativus &:
- segundo AINSWORTH (1973) e LUTTRELL (1973)

Familia Pleosporaceae

Ordem Pleosporales

Classe Loculoascomycetes

Subdivisao Ascomycotina

Divisao Eumycota
- segundo ALEXOPOULOS & MINS (1979)

Familia Pleosporaceae

Ordem Pleosporales
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Subclasse Loculoascomycetidae
Classe Ascomycetes
Subdivisao Ascomycotina

Divisao Amastigomycota
2.3.2 - Anamorfo de Cochliobolus sativus: Estado Imperfeito

O estado imperfeito de €. sativus & assunto de
varias discussoes entre taxonomistas de fungos e apresenta
portanto um série de sinonimias.

Um dos sinOnimos mais utilizados & o descrito
no trabalho de DRECHSLER (1923) que é o de Helminthosporium
satZvum Pammel, King and Bakke ou H. satZvum P.K. & B. O au-
tor diz ser H. sativum a espécie mais freqllentemente encon-
trada por fitopatologistas entre as espécies graminicolas de
Helminthosporium. Essa espécie & sujeita a grande confusao
na literatura, principalmente devido ao fato de ocorrer em
uma série de hosbedeiros gramineas, muitos dos quais, mais
ainda, sao afetados por um ou mais parasitas congéneres. Co-
mo as caracteristicas especificas destes iltimos nao estao
ainda bem claramente distintas e como o fungo,sob considera-
cao,mostra uma tendéncia para a variagao em resposta a con-
digoes variaveis de ambiente, nao faltaram ocasioes para iden-
tificagees errdneas, tais como:

- H. acrothecioides Lindfors

- H. gramineum Johnson, Massee, Palm, Bassi, not
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Rabenhorst
- H. <ncomnspicuum Peck, Atkinson, not Cooke &
Eliis
- H. sorokinianum Sacc.
- H. teres Bakke, not Saccardo
- H. sp., Beckwith, Bolley, Evans, Hamblim,
Hungerford, McKinney, Stakman, Stevens,

Waterhouse.

DRECHSLER (1923) descreve o fungo parasitando
cevada, trigo, centeio e em outras gramineas. As frutifica-
coes de H. sativum aparecem, apOs a morte do tecido afetado,
emergindo do estdmato ou mais freqllentemente entre as célu-
las epidérmicas, como fasciculos de 2 ou 3 ou unicos. Os es-
poroforos (conidioforos) variam de 6 a 7 u, raramente exce-
dendo 8 u. O.primeiro esporo (conidio) & produzido geralmen-
te a uma distancia de 50 a 90 p da base. Na natureza geral-
mente os esporoforos apresentam 5 a 6 cicatrizes geniculadas
nos pontos de aderéncia dos esporos é possuem cerca de 8 sep-
tos. O autor ressalta a grande variabilidade encontrada em
H. sativum tanto no que se refere aos conidios como & cold-
nia. Segundo ele, em H. satzvum a variabilidade apresentada
estd mais proxima da regra do que da excecao.

ITO & RURIBAYASHI, em 1931, descrevem H.satZvum
da seguinte maneira: conidios quando maduros de cor marrom
escura, fusiformes, obclavados, elipsoidais ou ovais, arre-

dondados em ambas as extremidades, variaveis em forma com
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alguns formando forguilha em Y na-parte superior, levemente
curvados na natureza ou retos em cultura, 2 a 13 septos, 60
a 108 x 17,5 a 28p; parede grossa muito fragil. Germinagao
por dois tuboOs germinativos polares.

Uma chave para espécies de Helminthosporium
descritas em gramineas nos Estados Unidos é feita, em 1951,
por LUTTRELL. Nesta chave, H. sativum @ assim colocado:

- conidios sésseis;

- conidios germinando por tubos germinativos p&-
lares, elipsOides a fusdides, estadgio perfeito guando conhe-
cido em Cochliobolus;

- conidios fusiformes, tipicamente curvados,
olivaceo escuros, 60 a 120 x 15 a 20u, 3 a 10 septos.

- causador de manchas borradas e podridao de
raizes em cevada e numerosas outras gramineas;

Segundo LUTTRELL (1951), H. carbonum, H. zeicola,
H. californicum, H. setariae, H. sativum, H. victoriae e H.
stenospilum constituem um complexo de espécies muito proxi-
mamente relacionadas. A separagao dessas espécies com base
na curvatura e diametro dos conidios & incerta devido a va-
riagdes entre diferentes colegoes e linhagens dentro das es-
pécies. Por exemplo, o conidio tipicamente curvado de H.
sativum pode algumas vezes ser predominantemente reto e em
H. californicum eles 350 descritos como nao curvos. Tanto o

autor, como SPRAGUE3 (L950), citado por ele, consideram H.‘

3 SPRAGUE, R. Diseases of cereal and grasses in North America, New
York, Ronald Press Co. 538p., 1950.
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californicum como sindnimo de H. sativum.

Uma revisao taxondmica do H. sativum e espé-
cies relacionadas, feitas por LUTTRELL em 1955, chega a con-
clusao que Helminthosporium sorokinianum Sacc. ex Sorokin &
sindonimo de H. sativum P.K. & B., de H. acrothecioides
Lindfords e de H. californicum Mackie & Paxton.

SHOEMAKER (1959) ao realizar um estudo taxono-
mico de alguns fungos de gramineas classificades como
Helminthosporium,propoe a separacao deste género dagquelas es-
pécies com conidios cilindricos que germinam por qualquer
célula para o nome genérico de Drechslera. Separagao essa
ja proposta anteriomente por ITO4 (1930), citado por SHOEMAKER
(1959), e das espécies com conidios fusdides e germinacgao bi-
polar também constituirem um género separado de Drechslera e
de Helminthosporium e serem denominadas de Bipolaris. O au-
tor descreve. esse novo género Bipolaris como: conididforos
marrons, produzindo conidios através de um poro apical e for-
mando um novo apice pelo crescimento da regiao subterminal.

Conidios fusdides, retos ou curvados, germinando por um tubo

germinativo de cada extremidade; exosporium liso, rigido,
marrom; endosporium hialino amorfo, separando células de
fragmosporos maduros. Parasitando geralmente gramineas. Es-

ITO, S. On some new ascigerous stages of the species of Helminthospo-

rium parasitic on cereals. Proceedings of the Imperial Academy of
Tokyo 6:352-355, 1930. :
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tado perfeito quando conhecido em (Cochliobolus Drechsl. Pro-
pondo a denominacao Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.) a
ser utilizada em vez de suas sinonimias: H. sorokinZanum Sacc.
in Sorok., H. sativum Pamm. King et Bakke e H. californicum
Mackie e Paxton.

Apesar dos trabalhos de SHOEMAKER (1959 e 1962),
LUTTRELL (1963b) continua utilizando H. sorokinianum e em
1964 critica a separagao em Drechslera e Bipolaris feita por
SHOEMAKER (1959).

Em 1966, SUBRAMANIAN & JAIN fazem uma revisao
sobre os Helminthosporia graminicolas e sugerem a passagem
dos géneros Bipolaris para Drechslera, assim formando a com-
binagcao nova Drechslera sorokiniana = Helminthosporium
sorokinianum Sacc. in Sorok.

ELIIS (1971) em seu livro "Dematiaceous Hypho-
mycetes" reforca a denominacao de Drechslera sorokiniana(Sacc.)
Subram. & Jain com sinonimia de H. saqtivum Pammel, King &
Bakke. Ja BARNETT & HUNTER (1972) ilustram o género Bipolaris
com Bipolaris sorokinianum.

CHIDAMBARAM, MATHUR & NEERGAARD (1973) concor-
dam com a denominagao Drechslera sorokiniana (Sacc.) Subram.
& Jain e a colocam no grupo 2 dos 8 grupos formados, baseados
em similaridades na natureza dos conididoforos e forma e cor
de conidios das 25 espécies de Drechslera investigadas. Nes-
te grupo 2, D. sorokiniana fica junto com D. victoriae, D.
bicolor e D. urochloae devido a terem conidios marrom es-

curo e pretos ou preto amarronzados e o tamanho pequeno ou
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médio dos conididforos.

As espécies graminicolas de Helminthosporium
estdo separadas nos géneros Drechslera e Bipolaris como vi-
mos acima e, em 1974, LEONARD e SUGGS propOoem um novo género
para as espécies graminicolas com hilo protuberante chamado

de Exserohilum onde nao se encaixa a forma imperfeita de C.

sativus.

Os autores brasileiros LUZ (1987) e MUCHOVEJ,
MUCHOVEJ & RIBEIRO-NESIO (1988) preferem a denominacao de
Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.) Shoem. para a forma

imperfeita de C. sativus. Estes trés Gltimos autores encon-
traram mais uma sinonimia: H. atypicum K.S. & K.B. Deshpande.
De acordo com as caracteristicas anteriormente
citadas, a classificacao taxondmica do estado imperfeito de
C. sativus ée:
- segundo AINSWORTH (1973) e KENDRICK & CARMICHAEL (1973)
Género Phragmosporous
Classe Hyphomycetes
Subdivisao Deuteromycotina
Divisao Eumycota
- segundo ALEXOPOULOS & MIMS (1979)
Familia-forma Dematiaceae
Ordem-forma Moniliales
Subclasse-forma Hyphomycetidae
Classe-forma Deuteromycetes
Subdivisao Deuteromycotina

Divisao Amastigomycota
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2.3.3 - Associagoes Anamorfo-Telemorfo

Ao se observar as formas perfeitas de varias
especies de Helminthosporium verifica-se que nem todas sao
do género Cochliobolus, assim como nem todos os Cochliobolus
tém forma imperfeita em Helminthosporium (ou Bipolaris cu
Drechslera ou Exserohilum), como exemplificado abaixo:

- Trichometasphaeria turcica, estado perfeito
de Helminthosporium turcicum (LUTTRELL, 1958b);

- Cochliobolus intermedius, estado perfeito de
Curvularia intermedia (NELSON, 1960) ;

- Trichometasphaeria holmii, estado perfeito de
Helminthosporium holmi< (LUTTRELL, 1963a);

- Pyrenophora teres, estado perfeito de Dreschslera

teres (McDONALD, 1963);

- Trichometasphaeria pedicellatum, estado per-
feito de HeZminthosporéum pedicellatum (NELSON, 1965) ;

- Cochliobolus cymbopogonis, estado perfeito
de Curvularia cymbopogonis (HALL & SIVANESAN, 1972);

- Pseudocochliobolus nisikadoi, estado perfei-
to de Helminthosporium nisikadoi, (TSUDA, UEYAMA & NISHIHZRA,
1977) ;

- Pseudocochliobolus australiensis, estado
perfeito de Bipolaris australiensis (TSUDA & UEYAMA, 1981);

- Pseudocochliobolus hawaiiensis, estado per-

feito de Bipolaris hawaiiensis (TSUDA & UEYAMA, 1981);

- Pyrenophora tritici-repens, estado perfeito
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de Helminthosporium tritici-repentis (GILCHRIST, FUENTES &
BAUER, 1984);

- Cochliobolus tuberculatus, estado perfeito
de Curvularia tuberculata (SIVANESAN, 1985).

Devido a grande variabilidade existente no
proprio fungo e aos problemas de correlagao taxondmica entre
formas perfeita e imperfeita, abordar-se-a, nos proximos itens
desta Introdugao, apenas os trabalhos realizados com C.sativus.
Posteriormente se, para a discussao dos resultados, houver
necessidade far-se-ao comparagoes com os fungos mais proxi-

mos ao estudado no presente trabalho.
2.4 - Morfologia e Crescimento de Cochliobolus sativus

Durante os itens 2.3.1 e 2.3.2 que caracteri-
zam as formas sexuada e assexuada de C. sativus, ja se pode
observar a variabilidade ocorrente em termos morfoldgicos
nesse fungo. Na bibliografia consultada nao foi encontrado
trabalho que se assemelhasse totalmente ao presente, devido
a isgo tentar-se-a fazer um relato que leva em conta a cro-
nologia dos trabalhos. Cutra dificuldade & a de separar os
diversos itens de morfologia da coldnia, como foi feito nes-
te trabalho. Serao apresentados entao os trabalhos em ordem
cronoldgica e da melhor maneira que for possivel em termos
de descricao de cor, textura, zonagao,etc. das coldnias es-
tudadas.

CHRISTENSEN, em 1922, ao estudar o parasitismo
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de H. sativum, realizou tambem estudo:das caracteristicas
culturais e especializagéo bioldgica. Segundo ele existem mui
tas racas ou formas bioldogicas do H. sativum, cada uma pro-
duzindo diferentes tipos de crescimento em um mesmo meio. A0
estudar caracteristicas culturais de duas coldnias monoconi-
diais isoladas de mancha borrada de cevada, observou varia-
coes marcantes. entre as duas que estavam crescendo no mesmo
meio, sob as mesmas condigOes. O autor resolveu entao estu-
dar as caracteristicas de 2 culturas de cevada, uma de cen-
teio e uma de trigo, todas monoconidiais, comparadas em 3
meios diferentes, em condicgoes uniformes de inoculagao e
incubacao. As caracteristicas culturais dos 4 isolados dife-
riram grandemente umas das outras no mesmo meio, assim como
as do mesmo isolado nos diferentes medos de cultura. O pes-
quisador verificou a taxa de crescimento por dia, cor das
colonias e caracteristicas do crescimento micelial. Segundo
0 autor o tipo de crescimento depende, sob as mesmas condi-
¢oes, primeiro do isolado e em segundo lugar do meio utili-
zado. Ressalta que dois isolados podem parecer semelhantes
quando crescendo em um tipo de meio, mas que podem diferir
grandemente quando em outro meio. As taxas de crescimento: tam-
bém variaram de acordo com o meio e com o isolado. O autor
fala em especializacao bioldgica ao se referir aos 4 isola-
dos estudados, devido as suas diferencas fisioldgicas, mor-
fologicas e parasiticas. Ressalta também a dificuldade de
dar uma descrigao técnica da espécie que possa ser aplicada

de modo geral, devido a estas variagOes encontradas.
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A variabilidade de H. sativum & destacada por
DRECHSLER (1923) em relacao as medidas de comprimento e lar-
gura dos conidios e nimero de septos dos mesmos, encontradas
por varios autores e por ele mesmo. Observou diferencgas tan-
to morfoldgicas como no tamanho dos conidios e no nimero de
septos. Essas diferencas foram observadas nos conidios em
cultura, em casa de vegetacao e diretamente isolados de plan-
tas. Verificou témbém variabilidade na morfologia da coldnia
conforme a quantidade de meio de cultura utilizada e a idade
da colonia.

Em 1925, CHRISTENSEN voltou a repetir o expe-
rimento anterior com os mesmos cuidados de manter a unifor-
midade do inbculo e da incubagao. Dessa vez, no entanto,uti-
lizou mais do que 50 isolados monoconidiais, 37 dos quais
estudados em detalhe, em dois meios de cultura diferentes.
Alguns isolados cresceram também em outros meios. Cada iso-
lado foi repetido 3 vezes em cada meio. O autor observou que
as colonias triplicadas de mesmo isolado em mesmo meio eram
quase sempre semelhantes. Os 37 isoclados estudados pu-
deram ser diferenciados pela taxa radial de crescimen-
to, quantidade relativa de micélio aéreo e submerso, nature-
za do crescimento micelial, zonagao e cor do micélio. Veri-
ficou que um isolado pode ter caracteristicas diferentes em
meios diferentes. Coldnias do mesmo isolado sao tao diferen-
tes em um dado meio que podem quase que ser separadas como
espécies diferentes, entretanto suas similaridades em outros

meios mostram ser o mesmo isolado. Neste trabalho & relatada
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também a presenga de setores nas coldnias, geralmente com
forma de cunha ou de leque. Alguns isolados formaram mais se-
tores que outros, mais freqlientemente em um meio do que em
outro. Muitos dos setores foram repicados e mantiveram suas
caracteristicas, outros reverteram 3s caracteristicas pater-
nas e outros ainda apresentaram caracteres novos.

CHRISTENSEN, em 1929, estudou o efeito da tem-
peratura no aparecimento de setores nas coldnias de H.sativum, -
setores estes que chamou de mutantes. A temperatura otima en-
contrada foi de 25°C a 27°C. Ocorreram poucos setores em tem-
peraturas abaixo de 25°C ou acima de 30°C, sendo que de 15°C
para menos nao ocorreram setores. Em alguns casos houve rever-
sOes ao tipo parental quando da repicagem dos setores, em
outros as caracteristicas novas se mantiveram nas coldnias
originadas dos setores.

MITRA, em 1930, realizou um trabalho semelhante
aos de CHRISTENSEN (1922, 1925 e 1929) com isolados de H.
sativum e de outros Helminthosporia de plantas cultivadas da
India. Os dois isolados de H. satZvum, um de folhas de trigo
e outro de folhas de cevada, foram cultivados em 3 meios na-
turais e 3 sintéticos, tendo sido utilizados outros meios de
cultura ocasionalmente. O autor observou que o crescimento
da coldnia, em milimetros, era diretamente proporcional a
quantidade de meio utilizado na placa Apesar de nao esclare-
cer qual o regime de fotoperiodo utilizado, afirmou ser este

mais propicio ao crescimento do fungo do que o regime de es-

curidao. A temperatura Otima encontrada foi emtorno de 25 a
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30°C. Maior crescimento micelial ocorreu em meios ricos, em
maior quantidade de meio de cultura e em meios mais concen-
trados. O isolado de trigo mostrou maior desenvolvimento mi-
celial do que o de cevada. A aparéncia da borda da coldnia, a
cor da mesma e a zonagao dependem do meio utilizado. A au-
séncia de luz torna as coldnias escuras, enquanto sob foto-
periodo aparecem cores rosadas. O autor salienta que a varia-
bilidade encontrada & devida tanto a fatores ambientais como
inerentes ao proprio fungo.

Utilizando os mesmos isolados do trabalho an-
terior, MITRA (1931) obéervou a origem de novas linhagens a
partir de setores e de coldnias que nao mostravam setores ti-
picos. Subculturas dos setores e inbculos, tomados ao acaso,
do segundo tipo de coldnias deram origem a variantes. O au-
tor observou que os setores aparecem com mais abundadncia em
placas com menor quantidade de meio de cultura, assim como
em meios de cultura nao diluidos. Verificou que algumas das
variantes isoladas e repicadas reverteram ao padrao paren-
tal, enquanto outras se mantiveram ou formaram novos tipos
setoriais. Tanfos Oos setores como as variantes apresentaram
grande variabilidade morfoldgica. As variantes aparecem prin-
cipalmente em culturas antigas ou em culturas mantidas em
meio rico e com 6tima temperatura de crescimento.

DICKSON (1932) observou que H. sativum apre-
sentava variantes em agar de Brown, onde a maioria de outras
espécies de Helminthosporium, assim como o Fusarium se man-

tinham sem essa caracteristica.
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Em 1933, PAXTON demonstrou que pelo menos uma
das etiologias da formacao de setores em H. sativum pode ser
ambiental. Considerando apenas os setores em forma de leque,
nao levando em conta os pequenos tufos brancos de micélio
estéril, o autor verificou o aumento do nimero de setores
nas coldnias cultivadas em agar de Czapek sem nitrogénio. Re-
picagens destes setores nao mostraram tendéncia & reversao
mesmo apds a 52 geracao. Em meio de Czapek sem nitrogénio e
sem sacarose nao ocorreram setores. Também a adicao de  meio
grama de nitrato de sodio por litro adicionado ao agar sem
nitrogénio impede a formagao da maioria dos setores. Para o
autor, a formacao de setores, por ele considerada como muta-
c¢Oes, em H. sativum parece estar relacionada com a nutrigao.

CHRISTENSEN & DAVIES voltam, em 1936 e 1937, a
estudar a natureza da variagao em #. sativum. Os autores pos-
tulam que a variagao pode surgir devido d hibridacao, muta-
cao ou "saltation" e possivelmente como resultado da heteéroca-
riose. Observam que a mutacao deve ser mais importante pelo
fato das células de hifas, conidios e tubos germinativos se-
rem usualmente multinucleadas. As variantes seriam resultado
da separagao ou reuniao de nlicleos. Além disso abordam tam-
bém a heranca citoplasmé&tica. Para tentar verificar quais
desses mecanismos s3o O ou Os mais importantes na variagao
de H. sattvum, os autores trabalharam com anastomoses de hi-
fas que sao abundantes dentro das mesmas espécies de
Helminthosporium, mas ocorrem raramente entre espécies dife-

rentes. Observaram que o namero de nlcleos por célula varia de
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1l a 6, sendo 2 o mais comum; tubos germinativos sao normal-
mente multinucleados e ramificagoes jovens de hifas velhas e
conididoforos jovens geralmente possuem apenas um nicleo. Ba-
seados nesse fato,de que os conidios produzidos por um coni-
dioforo devem ter nicleos de gendOtipo idéntico, esporos uni-
cos de coldnias com ragas misturadas, assim como de setores
de culturas, foram colocados a germinar e as pontas de hi-
fas isoladas logo apds a germinagao,com no maximo 2 ou 3 ra-
mificagoes. Tendo sido deixado germinar também o esporo do
qual as hifas foram cortadas. Sem excegao, todos os isolados (in-
cluindo o esporo germinado com suas células basais e as pcn-
tas de hifas dele derivadas) de mesmo conidio deram origem
a coldnias idénticas. Isto reforgou a proposta de passagem
de apenas 1 nicleo para o conidio. Sob certas condigoes, a
maioria delas formou setores e deu origem a muitas variantes
na forma de manchas. Essas manchas podem surgir em coldnias
novas ou velhas, podem permanecer pequenas, tufosas ou tipo
bolha, ou podem crescer sobre a superficie de toda a coldnia.
Algumas pontas de hifas ou isolados conidiais deram origem a
setores distintos indicando sua potencialidade para produzir
variantes. A extensao e freqfiéncia de variantes obtidas nes-
te estudo é altamente significativa. Os autores observaram,
também, que a toxina de uma bactéria provocava grande quan-
tidade de setores, mostrando que estes podem ser devidos a
fatores ambientais. Segundo os autores, no entanto, a varia-
cao em H. sativum & devida mais & mutagao génica ou cromos-

sOmica, apesar de nao excluirem a heterocariose como fonte
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de variantes.

A variacao induzida em HZ. satZvum foi = também
estudada por CHRISTENSEN & DAVIES (1940). Verificaram que a
toxina do Bacillus mesentericus em determinada concentracgao
e associada a certos tipos de meios de cultura com alta tem-
peratura, deu origem a numerosas variantes que diferiram em ca-
racteres culturais, fisioldgicos, patogénicos e morfolégicos da
coldonia original. O numero de setores induzidos variou também
com a linhagem de H. sativum utilizada, entre 6 linhagens tes-
tadas ocorreram médias que variaram de 0,2 a 7,6 setdres.

Em 1948, CHRISTENSEN & SCHNEIDER utilizaram
uma linhagem de H. sativum,derivada de sucessivos isolamen-
tos monoconidiais e crescendo em nutrientes artificiais por
28 anos,e a passaram através do trigo Marquis por 10 gera-
goes sucessivas. Foram entao feitas culturas monoconidiais,
que foram comparadas com oOos isolados que cresciam oontinua-
mente em BDA. Com excecao de 5 coldnias, 14.400 progénies no-
nosporicas isoladas do hospedeiro foram idénticas em carac-
teristicas culturais & linhagem original. Essas 5 coldnias
eram diferentes umas das outras e dos parentais tanto em cor,
tipo, taxa de crescimento e quantidade de esporulagao.

Estudos citoldgicos feitos por HRUSHOVETZ (l956b),
mostraram que o numero de nicleos nas células vegetativas do
micélio de H. sativum variam de 0 a 13, sendo 2 a 5 o mais
comum,e gue existe um mecanismo para a perpetuagao da hete-
rocariose. Esse mecanismo se deve ao fato dos septos possul-

rem sulcos por onde passam os nicleos, de maneira que as



36

pontas de hifas e as células micelianas ji s3ao inicialmente
multinucleadas. Observaram que fusces de hifas ocorrem em todas
as partes da coldnia e os nUcleos atravessam essas hifas fu-
sionadas. Além do mais, 2 ou mais nucleos, geralmente, en-
tram no conididoforo jovem e muitos nﬁcleos, invariavelmente,
entram no conidio jovem antes que este. se delimite do coni-

> (1954), citado

dioforo. Em sua Tese de Doutorado, TINLINE
por HRUSHOVETZ (1956b), trabalhando com linhagens de cor ro-
sa e de cor escura ja havia demonstrado que fusOes de hifas
podem produzir e manter heterocarios. Em 712 pontas de hifas
isoladas de coldnias mistas foram produzidas 14 coldnias in-
termediarias, sendo as restantes compardveis com um ou outro
parental. As coldnias intermedidrias consistiam predominante-
mente de hifas de linhagem escura mas com anéis de micélio
rosa. Pontas de hifas isoladas dessas coldnias deram origem
a tipos intermediarios e selvagem parental, mas nao ao pa-
rental rosa. Segundo HRUSHOVETZ (1956b) este trabal@o de-
monstra a associagcao persistente nas pontas de hifas de dois
tipos diferentes de nucleos. Ja para CHRISTENSEN & DAVIES
(1937), citados anteriormente, quaisquer 2 niicleos genetica-

mente diferentes em uma mesma célula sao resultado de muta-

cao ou fusao de hifas e que essa heterocariose & temporaria,

> TINLINE, R.D. Physiology, pathogenicity and gemetics of Helminthospo-

rium sativum. Ph.,D. Thesis, University of Wisconsin, 1954.°
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seguida por rapida dissociagao dos dois nflicleos.

Com a finalidade de clarificar as relagoes en-
te H. victoriae e H. sativum, WILSON & MURPHY (1964) reali-
zaram além do estudo da patogenicidade, o da morfologia de 6
isolados de H. sativum além dos 4 de H. victoriae. Utiliza-
ram 6 meios de cultura diferentes. Para determinar os habi-
tos coloniais dos 10 isolados, tais como taxa de crescimen-
to, textura, cor, zonagao e conidiagao, utilizaram BDA. Ob-
servaram grande variabilidade entre os isolados de H.satZvum
para as caracteristicas acima citadas.

MISRA & SINHA (l1l965) tentaram induzir setores
em A. sativum com diversas temperaturas. Obtiveram setores
em isolados cultivados em BDA numa faixa de 25 a 30°C. Abai-
%0 de 25°C nao houve formagao de setores. Utilizaram também
9 meios de cultura diferentes, obtendo respostas diferen-
ciais quanto & formacao de setores nos diversos meios. BDA
foi o meio que propiciou maior freqﬂéncia de seétores. O agar
de Czapek sem nitrato de sédio, a 25°C, também proporcionou
uma maior freqténcia de setores nas coldnias nele incubadas.
Ressaltam assim os fatores ambientais - temperatura e nutri-
cao - no surgimento de setores nas coldnias de H. sativum.

VODYANAYA & KHROMOVA (1969) realizaram um - es-
tudo de populacoes de (. sativus, de diferentes origens geo-
graficas,as quais diferem fisiologicamente. Infelizmente con-
seguiu-se apenas o resumo deste trabalho no qual os autores
dividem as populacgoes em 3 grupos: conidial (micélio escuro,

crescimento rapido e esporulagao abundante); micelial (micé-
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lio palido, crescimento vagaroso e conidios virtualmente au-
sentes) e intermediario.

O efeito nutricional sobre os caracteres cul-
turais das coldnias de (. sativus foi também demonstrado por
TIMONIN, PETERSON & ROUATT (1974). Utilizaram 5 aminoacidos
diferentes em meio de Czapek: dl-arginina, l-histidina, dl-
prolina, dl-alanina, dl-serina e dl-metionina. Esses causa-
ram modificagoes na taxa de crescimento, desenvolvimento mi-
celial e esporulagao, tanto positivas como negativas, depen-
dendo tanto dos aminoacidos como dos isolados.

VIRK & SINGH (1980) também se preocuparam com
o aspecto nutricional de H. sativum, sO que realizaram suas
afericoes em peso médio de micélio em 14 diferentes fontes de
carbono, em 13 diferentes aminoacidos e em 7 diferentes fon-
tes inorgadnicas de nitrogénio. Entre as primeiras sobressaiu-
se a maltose, entre os aminoacidos, o l-triptofano e entre
as Ultimas,o nitrato de potassio gue propiciaram melhor cres-

cimento do fungo.

2.5 - Conidios de Cochliobolus satiwvus

Assim como os trabalhos sobre morfologia e
crescimento, os sobre caracteristicas dos conidios apresen-
tam diversas metodologias. Devido a isto apresentar-se-3, co-
mo no item anterior, os trabalhos por ordem cronoldgica.

CHRISTENSEN (1922) observou gue os conidios

de isolados diferentes diferem entre si quanto ao nimero de
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septos, quando cultivado em um mesmo meio. A diferenga em ni
mero de septos, no entanto, € ainda maior dentro de um isolado
cultivado em meios diferentes. O mesmo ocorre para O compri-
mento dos conidios, assim como para largura. O tamanho, for-
ma e grau de curvatura dos conidios de mesmo isolado variam
consideravelmente em meios diferentes.

Conidios com grande variabilidade tanto em com
primento como em largura, assim como em nimero de septos sao
citados por DRECHSLER (1923). Esse autor salienta a diferen-
ca tanto em tamanho como em morfologia entre os esporos de
H. sativum em cultura e os isolados de plantas. Sendo os pri-
meiros de tamanho bem menor, quase a metade dos de plantas,
mas nao muito mais estreitos e com redugao de septos. A mor-
fologia dos conidios também & variada, desde os retos ou
curvados irregularmente até os atipicos com extremidades acha-
tadas ou bilobadas. O pesquisador ressalta, no entanto, que
apesar desta variabilidade, os esporos maduros sao de cor
olivacea escura uniforme, com parede grossa e hilo proemi-
nente na extremidade basal.

Em 1923, DOSDALL & CHRISTENSEN verificaram dife-
rengas nos comprimentos dos conidios de H. sativun. Di-
ferencas essas bem menores do que as encontradas entre os es-
poros em diferentes meios de cultura. Em seu trabalho sobre
especializagdo fisioldgica e mutagao , CHRISTENSEN (1925)
observou que os diversos setores diferiam da coldnia origi-
nal e uns entre os outros também quanto ao comprimento, lar-

gura, forma e nimero de septos dos conidios, assim como na
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producao dos mesmos.

MITRA (1930) observou que em temperaturas bai-
xas (10 a 12°C) os conidios de H. sativum tendem a ter redu-
cao em tamanho e em grau de septacao. Também a solugao de
Richard da origem a esporos anormalmente pequenos e com pou-
cos septos. Esse mesmo autor, em 1931, estudou os setores de
Helminthosporium sativum encontrando também grande variacgao:
desde alta éonidiagEOtaté estérilidade; comprimento e largu-
ra dos esporos geralmente semelhantes ao da coldnia parental
mas algumas com grandes diferencas e o nimero de septos ge-
ralmente acompanhando o tamanho dos esporos (maior o coni-
dio, maior nUmero; menor esporo, menos septos). A morfologia
dos conidios parece nao se diferenciar muito entre setor e
coldnia de origem.

O tamanho dos conidios de Helminthosporium va-
ria de acordo com a concentracao de aglicar no meio, sendo
que H. sativum apresenta esporos com maior comprimento médio
em meio de 0,12% de aglicar, e o minimo de tamanho, quase a
metade do maximo, € obtido em meio com 2% dé aglicar. Ocorre
também uma relagao entre tamanho de conidios e nlmero de
septos (ELLIOTT, 1949).

LUTTRELL (1955) encontrou uma razoavel unifor-
midade entre os conidios dos 10 isolados de H. sativum estu-
dados, demonstrada pela pequena amplitude entre as medidas
tanto para comprimento elargura como nimero de septos. En-
controu no entanto maior uniformidade aipda na forma, -gros-

sura de parede e cor dos conidios que eram elipsdides, alon-
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gados a fusdides, obclavados, retos, paredes muito grossas e
cor marrom olivacea escura. Tipos mais extremos encontrados
no campo tendem a se uniformizar em condigoes de cultura.

Em 1964, WILSON & MURPHY comparando H.victoriae
com H. sorokinianum descrevem os conidios deste Gltimo como
de paredes grossas, fusiformes, cor oliva ou marrom escuro
com uma banda mais escura separando a porgao granular do co-
nidio da zona mais clara do final das células.

Estudando a morfologia de conidios de (.sativus
tratados com fungicidas e nao tratados, MILLS (1970) faz pa-
ra estes uUltimos uma descricao semelhante a do autor ante-
rior, acrescentando cue alguns conidios apresentam curvatu-
ras mais agudas e comumente cerca de 1 em 2000 ou 3000 coni-
dios e triradiado. Conidios velhos geralmente possuem um va-
ciolo por célula. Ocorrem também conidios com apenas 1 cé-
lula, conidios com pescogo ou conidios largamente asseptados.

HARDING (1975a) pesquisando o efeito de 16 ami-
noacidos, em seus isOmeros D e L, sobre os conidios de 11
isolados de B. sorokiniana observou uma grande variacgao no
comprimento dos conidios produzidos nos diferentes substra-
tos, apesar de que esta variagao €& também consideravel entre
os isolados. Em relacao a largura ocorre variagao menor mas
também dependente de isolado e fonte de nitrogénio utiliza-
da. Nao ocorre relacao consistente entre os isdmeros D e L
do mesmo aminoadcido, apesar de haver uma pequena predisposi-
cao para producao de conidios menores nos isdmeros D. Ja O

nimero de pseudo-septos € maior em conidios produzidos em
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isOmeros L de aminodcidos individuais. Apesar deste fato es-
tar ligado com o comprimento dos conidios ocorre uma grandé
variacao nos coeficientes de correlacao entre nimero de pseu-
do-septos e comprimento. Estes dados ressaltam a grande va-
‘riabilidade existente em B. sorokiniana.

O autor anteriormente citado.estudou o efeito
da concentragcao de sacarcse e do pH no tamanho e septacao
dos conidios de B. sorokiniana, em 1975b. O tamanho e o ni-
mero de septos por conidio decresce significativamente com o
aumento do pH do meio, apesar de grande variabilidade encon-
trada entre os isolados de B. sorokiniZiana. A largura do co-
nidio & menos afetada. O nimero de septos e o tamanho do co-
nidio decrescem com o acréscimo de concentracgao de sacarose
de 1lg/litro a 30g/litro. O trabalho .também reenfatiza a gran-
de variabilidade de B. sorokiniana.

Segundo TARCOMNICU (1980) comprimento, largura
e numero de septos dos conidios de H. sativum dependem dos
carboidratos do substrato. Manitol @ a melhor fonte de car-
bono e nitrato ou nitrito de sddio a melhor de nitrogénio. O
crescimento @ melhor no pH 8 e a 28°C e é favorecido pela
exposicao & luz por 8 horas, seguidas de 16 horas de escuri-

dao.
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2.6 - Fertilidade de CochlZiobolus sativus

2.6.1 - Reprodugao Sexuada e Compatibilidade Sexual de

Cochliobolus sativus

"Desde a descricao do estado sexuado de H.
sativum por Ito e Kuribayashi em 1929, descrito como Ophiobo lus
sativus,naoc apareceram mais trabalhos neste sentido. Utili-
zando 56 isolados monoconidiais,obtidos de locais bem dis-
tantes: e deixando-os crescer sob uma grande variedade de
condigGes e meios de cultura, foram obtidos peritécios madu-
ros com ascOsporos. Dos possiveis pareamentos entre os 56
isolados, 3 resultaram na formagéo de ascésporos. Dois ‘"iso-
lados nao pareados formaram estruturas semelhantes a perite-
cios mas sem produgao de ascosporos". Este resumo foi apre-
sentado em 1949, por TINLINE, SALLANS & SIMMONDS.

Em 1951, TINLINE publica o trabalho apresenta-
do no resumo acima sobre estudos do estado perfeito de 4.
sativum. Utilizou 56 isolados monoconidiais e os fez crescer
em pares e sozinhos em uma série de meios de cultura, com
luz e/ou sem luz e em varias temperaturas. Com isto estabe-
leceu o primordio da técnica para cruzamento de C. sativus

utilizada até hoje: sementes de cevada (esterilizadas oam bi-

cloreto de mercirio e fervidas), com a suspensdo de coni-

dios das duas linhagens a cruzar, sobre agar de Sach.

Observou que os ascosporos obtidos produziam coldonias e co-

nidios tipicos de C. sativus (H. satZvum). A inoculacao de
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plantulas de trigo com estas coldonias monoascosporicas ou

suas descendentes produziram nos coleoptilos as.lesaes ca-

racteristicas de infecgao por (. sativus. O estdgio conidial
do fungo foi facilmente reisolado destas lesoes. As outras

conclusoes importantes deste trabalho foram as de que C.

sativus: .

- & heterotalico, pois peritécios s sao produzidos quando
isolados monoconidiais ou monoascospOricos crescem aos pa-
res;

- & auto-estéril, pois isolados Unicos podem ou nao produzir
somente primordios de ascocarpos;

- possui dois grupos de compatabilidade sexual: A e aj;

- possui esterilidade intragrupo, pois isolados de mesma com-
patibilidade sexual ndao cruzam;

- possui fertilidade intergrupo, pois somente ocorre cruza-
mento entre isolados de compatibilidade sexual oposta;

- possui a capacidade de formar primordios de peritécio em
pareamento intragrupo, o que indica condigao "feminina".

Neste mesmo trabalho, TINLINE (1951) wverificou
que isolados de uma mesma regiao podem ser de compatatibili-
dade sexual oposta. Observou que os primdrdios de peritécios
aparecem entre 4 a 10 dias do pareamento, tanto sobre e sob

a semente como no dgar ao seu redor, sendo que na 42 a 52 se-

mana ja estao iniciando a maturacao. A formagao de ascocar-

pos & inconsistente e os peritécios maduros irrompem do te-
cido hospedeiro morto, se localizam superficialmente ou fi-

cam imersos no agar. No peritécio, as paradfises sao muito
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numerosas e extremamente delgadas. Aparentemente decrescem
em nimero conforme vao sendo formados os ascos. Foram obser-
vados até 60 ascos em um Gnico peritécio. Os ascos madurds,
em montagem de agua, geralmente descarregam seus esporos si-
multaneamente pela ruptura da parte superior da parede do
asco. Os ascOsporos germinam rapidamente por um ou mais tu-
bos germinativos de um ou de todos os segmerntos, tanto ter-
minal como lateralmente. Os ascos possuem, normalmente, 4,
6 ou 8 ascOsporos normais. Ocasionalmente estao presentes jun-
to com esporos normais um ou mais ascdOsporos menores, prova-
velmente nao desenvolvidos. A auséncia de peritécios na na-
tureza & explicada, pelo autor, como sendo devida a grande
variabilidade e numerosas formas fisiologicas de (. sativus
observadas, assim como a sua disseminagao pelo vento, o gque
reduz a necessidade de reprodugao sexuada.

Em 1953, TINLINE publica um resumo informando
que do cruzamento de dois isolados compativeis, um selvagem
e outro albino, obteve peritécios brancos e pretos, O que
evidencia a natureza hermafrodita (bissexual) do fungo. As-
cOosporos isolados ao acaso destes peritécios brancos e pre-
tos deram origem a colOnias albinas e selvagens em aproxima-
damente igual freqliéncia, assim como, independente de cor
também segregaram para "A" e "a". Os fatores para cor e
compatibilidade sexual s3ao herdados independentemente e con-
trolados cada um por um udnico gene.

SHOEMAKER, em 1955, apresenta um excelente tra-

balho sobre a biologia, a citologia e a taxonomia de C. satiZvus.
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O autor cita ter utilizado inicialmente os mesmos isolados
compativeis e o método de TINLINE (1951), e que apesar das
precaucgoes a formagao de ascocarpos €& irregular. SHOEMAKER
descreve detalhadamente cada estrutura envolvida na reprodu-
cao sexuada, algumas das quais ja foram citadas no item 1.3.1
desta Introdugao. Relata que a temperatura inicial de 24°C
amadurece as espermogonias, enquanto as ascogdnias sao pri-
meiramente formadas nas culturas, entao a espermatizagcao &
favorecida. A ascosporogénese no entanto & favorecida por
uma temperatura de 20°C. Confirma a caracteristica hermafro-
dita e heterotdlica do (. sativus. Observa que fusoes de hi-
fas e conidiacao nao iniciam o heterocario no ascogonio, es-
te sb & formado pela fecundagao das hifas ascOgenas pelas es-
permacias, quando entao sao formados os croziers nas extre-
midades das hifas ascdgenas no pseudotécio. Isolados homoca-
ridticos e pareamentos incompativeis formam ascocarpos par-
cialmente maduros por diferenciacao do estroma materno. Em
pareamentos mistos albino x selvagem incompativeis, podem
ser formados prototécios, mas estes serao sO brancos ou s
pretos conforme o isolado de que derivar o tecido materno pa-
rental. O autor confirma a auto-esterilidade, a esterilidade
intragrupo e fertilidade intergrupo. Os oito esporos uninu-
cleados sao delimitados no asco formados apds o cruzamento
de isolados férteis. Os ascOsporos maduros sao multicelula-
res e cada célula possui de 6 a 10 nicleos. Os ascOsporos se
enrolam numa apertada hélice dentro do asco. Ocasionalmente

sao formados esporos esféricos. A parede do asco & fina a
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principio. Ja o asco com esporos parcialmente maduros tem
uma parede interna (endotunica) e uma externa fina e rigida
(exotlnica). Em ascos jovens a endotinica & penetrada por um
canal apical cheio de citoplasma, a base do asco nao mostra
sinais de lise apds a salda dos ascOsporos e os pofos do es-
tipe basal se parecem com um plugue de tomada elétrica. Os
ascos comumente abrem por uma ruptura apical circunscrita,
mas também quebram proximo ao centro ou i base. Nao se ob-
tem evidéncia da endotinica funcionando na descarga de espo-
ros, apesar de que & ela que por pressao quebra a exotlnica,
devido 3 bainha hidrofilica gelatinosa que rodeia os ascos-
poros. Shoemaker propoe também heterotalismo bipolar con-
trolado por um par de genes. O heterotalismo de (. sativus
parece agir impedindo o desenvolvimento do ascocarpo no es-
tsgio de prototécio, nao havendo entao a formagao de  hifas
ascogenas que ao serem fecundadas pela espermacia tornam-se
Qgterocariéticas, ocorre a plasmogamia e conseqﬂéhtemente a
cariogamia e a meiose.

O desenvolvimento citoldogico do asco de C.
sativus foli estudado detalhadamente por HRUSHQVETZ em 1956a.
O autor confirma alguns dos dados dos trabalhos anteriormen-
te citados e ressalta a ocorréncia de ascos possuindo de 8
até 1 ascosporo aparentemente normais. Alguns ascos conteém
ascosporos degenerados. Salienta também o fato de que o enro
lamento helicoidal dos ascOSpOros OCOrre mesmo se O asco con-
tiver apenas 2 esporos. Os ascOsporos podem ter até 14 sep-

tos e o niimero de niicleos pode chegar atéd 30 por célula. 0
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autor suspeita de que ocorram translocagaes reciprocas entre
os 7 a 8 cromossomos do fungo, assim como cromossomos soltos
do fuso que podem levar a disjungoes anormais e portanto &
anomalias meidticas e mitOticas. Essas aberracoes cromossomi-
cas originariam ascOsporos anormais e degenerados, o que ele
considera como uma manifestacao de "esterilidade segregacio-
nal" desde que os ascOsporos sao equivalentes aos gametas de
organismos superiores. Essa hibridacao estrutural dos cro-
mossomos pode prevenir a delimitacao e maturacao dos ascés-
poros, o que levaria a variabilidade do numero de ascOsporos
encontrados nos ascos.

TINLINE & DICKSON (1958) na tentativa de aper-
feicoar a metodologia de cruzamento de (. sativus testaram
uma série de temperaturas e concluiram que 24°C por 7 dias
seguido de 20°C por 14 dias ou mais aumenta o nimero de pe-
ritécios com ascos e ascOsporos. Também que ocorrem perité-
cios maduros em maior nimero em culturas incubadas no escuro
do que expostas & luz. Peritécios também n3ao se desenvolvem
em meios de cultura onde faltam partes de plantas, tais como
graos de cereais, para servir de suporte. A funcgao do agar
nao parece ser especifica, mas agueles que propiciam cresci-
mento vegetativo intenso como agar malte ou agar farinha de
milho dificultam a deteccao de peritécios. A formagao e ma-
turacao de peritécios & favorecida por uma reagao acida e
suprimida por alcalina no meio meio de agar. O ideal é que
o pH da semente e do meio de cultura estejam proximos, entre

5,0 e 6,0, Vegetativamente o fungo cresce entre 4°C e 36°C,
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com Otimo em 28°C. Em pH entre 3 e 12, com Otimo em pH 8 e
tanto em meio sintético como em meic natural.

Seagundo TINLINE & DICKSON (1958) a aparente au-
séncia de peritécios na natureza nao pode ser adequadamente
explicada pelos resultados obtidos nos experimentos de labo-
ratdorio. Apesar da luz ser detrimental para a delimitacao
de ascoOsporos, alguns peritécios se formam sob a maioria das
condigoes de luz. A temperatura e a concentragao de Ions hi-
drogénio que conduzem a formacao de peritécios no laboratd-
rio podem ser encontradas na natureza. TINLINE (1951) e
SHOEMAKER (1955) observaram que colmos, espigas de trigo e
varios graos de cereais suportam a produgao do estdgio per-
feito. TINLINE (1951) e HARDING & TINLINE (1983) verificaram
que linhagens de compatibilidade sexual oposta ocorrem na
natureza em locais proximos ou até no mesmo campo.

TINLINE & DICKSON (1958) postulam como prova-
veis causas de inibicao de formagéé de peritécios de C.sativus
na natureza a infreqliéncia da combinagao dos fatores favora-
veis a formagao de peritécios ou a existéncia de fatores que
dificultam a produgéo dos mesmos, tais como antibiose, com-
peticao com outros microrganismos e outros.

Em 1954, ROSEN relata o achado de 1 peritécio
encontrado proximo & base da bainha de uma folha de palha de
aveia Travelar, no Arkansas, em 1947. O .autor descreve o pe-
ritécio e o compara com o 0. satZvus, ressaltando que a
comparacao foi feita a partir de um Unico peritécio e com di-

mensoes um pouco menores do que as citadas para 0. sativus.
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2.6.2 - Estudos sobre a Fertilidade de Cochliobolus sativus

KLINE & NELSON, em 1968, parearam 55 isolados
“a" e 48 isolados "a", de 33 gramineas hospedeiras de 7
paises, em 1250 combinacgoes, para determinar qualitativa e
quantitativamente as capacidades de cruzamentos julgadas pe-
las freqliéncias de fertilidade completa ou parcial. Os iso-
lados foram caracterizados como fracos, intermediarios ou
fortes com base nas freqliéncias que vao de 4 a 90% e 13 a
81% de fertilidade completa para os isolados "A" e "a"

14

respectivamente. Quando os pareamentos que produziram ascos

estéreis sao incluidos, as freqliéncias de fertilidade dos
isolados "A" e "a" sao de 12 a 100% e 22 a 97%, respec-
tivamente. Tentativas repetidas de parear isolados fracos

resultaram consistentemente em poucos pareamentos bem suce-
didos, com menos peritécios do que os pareamentos repetidos
dos conjuntos de isolados compativeis fortes. Qualitativa e
quantitativamente as diferencas em capacidades de cruzamen-
to nao sao correlacionadas com origem geografica ou origem
do hospedeiro. Para os autores genes que controlam as capa-
cidades de cruzamento condicionam as seqliéncias de desenvol-
vimento dos processos ascigeros.

JONES (1971) estudando isolados de (C. sativus,
ao parea-los com isolados testadores padrao de Tinline, ve-
rificou serem 50% de cada tipo de compatibilidade sexual. Dos
pareamentos realizados entre isolados albinos canadenses e

selvagens australianos, o autor obteve apenas 25% com produ-
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cao de peritécios brancos e pretos, os outros produziram
apenas peritécios brancos. Ao parear em varias combinagoes
possiveis os isolados australianos, os resultados foram os

seguintes: 100% dos pareamentos compativeis com formacao de

peritécios, dos pareamentos incompativeis 24,24% formaram
primdérdio de peritécio e 75,76% nao evidenciaram formacao

nem de peritécio nem de primdrdio do mesmo. Observou também
que isolados de compatabilidade sexual oposta ocorrem tanto
em regioces bem separadas como proximas.

Em 1975, SOLANGI descreve a técnica para iso-
lamento de ascOsporosde C. saqtivus e reafirma a variabilida-
de do numero de ascOsporos nos ascos, tendo encontrado ascos
com 2, 4, 5, 6, 7 e 8 ascdsporos.

Em 1983, HARDING & TINLINE utilizaram duas
populagées de C. sativus para estudar a existéncia de ferti-
lidade diferencial. Uma populacao constituia-se de isolados
de trigo ou cevada obtidos ao acaso em diferentes locais. A
outra era umé populacao de um campo Unico de plantas de tri-
go onde ao acaso foram retirados os isolados. Esses isolados
foram cruzados com os isolados testadores padrao para compa-
tibilidade sexual. Na primeira populagao 50,77% dos isolados
foram "A" e 49,23% "a". Na populacao de campo Gnico 38,78%
foram "A" e 61,22% "a". O autor relata que foram feitos
cruzamentos em todas as combinacoes possiveis dentro de cada
populagéo, tendo os resultados mostrado claramente a exis-
téncia de fertilidade diferencial dentro das duas popula-

coes. A maior barreira para o ciclo sexual completo & a ina-
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bilidade de formar prototécio. Na populagao ao acaso 23% dos
cruzamentos e na de campo ﬁnico 32% dos cruzamentos nao for-
maram prototécio. Na populagao ao acaso cerca de 15% dos cru-
zamentos sO produziram prototécios e na de campo unico foi
cerca de 19%. Cruzamentos resultando em ascos estéreis foram
infreqlientes, cerca de 6% na populagao ao acaso e 1,5% na de
campo Gnico. A seqfiéncia completa da reprodugao sexuada que
leva a formagao de ascdsporos foi obtida por 56% dos cruza-
mentos da populacao ao acaso e 48% da de campo UGnicc. O au-
tor relata que em dados proprios nao publicados obteve 50%
de fertilidade completa. Ressalta que em alguns casos a fre-
qiéncia de ascos com ascosporos maduros era muito baixa, en-
tretanto ascos vazios ou com conteidos desordenados podiam
ser distingllidos facilmente. O autor nao classificou os as-
cOsporos para maturidade e sugere que talvez a freqlléncia de
ascosporos maduros tenha sido algo superestimada. Dos dados,
para o pesquisador parece claro que ao menos dois caracteres
recessivos estao em agao em C. sativus: um governando a for-
macao do ascocarpo e outro controlando a formagao do ascls-
poro. Outros fatores, que possam influenciar, nao sao cla-
ros, como por exemplo fatores ambientais. A existéncia de
fertilidade diferencial parece fora de duvida, além de ocor-
rer numa populacao pequena e restrita geograficamente acon-

tece também em areas geograficas bastante distantes.
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2.7 - Estudos sobre a Genetica de Cochliobolus sativus

E evidente que em termos de um fungo fitopato-
génicc sao mais importantes, necessarios e muitas vezes ur-
gentes os estudos sobre a maneira de combaté-lo, seja por
controle quimico ou bioldgico, ou por melhoramento da resis-
téncia do hospedeiro. E claro também que em termos de estu-
dos genéticos, os que surgirao em primeiro lugar e maior
quantidade serao os sobre a heranca da patogenicidade e vi-
ruléncia. Portanto, os estudos sobre a genética basica de um
fungo fitopatogénico sao poucos e & o que aconte com O C.
sativus.

Este item, na verdade, nao & especifico para o
tipo de trabalho aqui apresentado, mas como o presente estu-
do foi realizado com a finalidade de preparar isolados bra-
sileiros de (. sativus para estudo genético, resolveu-se abor-
dar ligeiramente o assunto. Além do mais este item & de cer-
ta maneira uma homenagem ao Dr. Robert Tinline, um dos pes-
quisadores que mais trabalhou em genética de C. sativus e
que, além de enviar os isolados padroes testadores de compa-
tibilidade sexual, deu 3 autora deste trabalho otimas suges-
tOes, tanto pessoalmente como por escrito.

Em 1949, TINLINE, SALLANS & SIMMONDS descrevem
resumidamente o estagio peritecial de H. sativum. Em 1951,
TINLINE descreve com detalhes o estagio perfeito de H. sativum,
trabalho esse ja abordado nesta Introducao. Em 1953, apresen-

ta um resumo sobre a heranca de cor de coldnia e de compati-
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bilidade sexual. Em 1954, TINLINE7, citado por HRUSHOVETZ
(1956), publica sua tese para o titulo de Ph.D. sobre fisio-
logia, patogenicidade e genética de #. sativum. Em 1955, es-
se mesmo autor, resume seu trabalho de inducao de mutagao em
H. sativum, relatando a obtencao de mutantes albinos e ou-
tros que diferiram em caracteristicas morfoldgicas, esporu-
lacao, taxa de crescimento, requerimentos nutritivos e pato-
genicidade. TINLINE & DICKSON (1958) iniciam uma série de
trabalhos sobre genética de C. sativus, sendo este primeiro
sobre o desenvolvimento do peritécio e herancga de cor de es-
poro e compatibilidade sexual (trabalho ja abordado nesta
Introducao) e gque demonstra a segregacao na taxa esperada de
1:1 tanto para os alelos condicionadores de cor de conidio
como para os da compatibilidade sexual, sendo estas duas ca-
racteristicas herdadas independentemente. O segundo trabalho
dessa série & publicado em 1959 por TINLINE & SAMBORSKI e
trata da descrigEO'e biossintese de um pigmento rosa, deno-
minado de"sativinT encontrado no micélio de €. satZivus, que
é fotoativado. Um resumo sobre variagao cultural e patogéni-
ca em C. sativus €& apresentado em 1960 por TINLINE. Nesse
mesmo ano, TILINE, STAUFFER & DICKSON apresentam O tercei-
ro artigo da série Cochliobolus sativus versando sobre efei-

to da radiagéo ultravioleta, reforcando o resumo apresentado

7 TINLINE, R.D. Physiology, pathogenicity and genetics of Helminthospo
rium sativum, Ph.D. Thesis, University of Wisconsin, 1954.
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em 1955 e verificando que os cruzamentos entre  linhagens fra-
ca e altamente patogénicas nao indicam um padrao claro de
segregagao da caracteristica, provavelmente devido ao .con-
trole por mais de um gene.

No ano de 1961lb, TINLINE publica resumo sobre
recombinacgdao parassexual em €. satZvus, utilizando marcado-
res de cor, nutritivos e resisténcia a anisomicina, obtendo
segregantes dipldides e haplé;des recombinados. Nesse mesmo
ano (196la) ele publica o quarto trabalho da série Cochliobolus
sativus em que relata técnica para obtencao de mutantes a
partir de radiacao ultravioleta. Obteve mutantes resistentes
a drogas, auxotroficos e para cor. O quinto artigo, publicado
em 1962a, registra os heterocarios formados através da anas-
tomose de hifas e migracao nuclear e que cerca de 6% dos co-
nidios perpetuam esta heterocariose. Obteve também o ciclo
parassexual observando que os dipldides assim obtidos cres-
cem rapida e uniformemente, mas que os conidios dipldides,ape-
sar de maiores, nao chegam a ser o dobro do tamanho dos ha-
pldides. Os heterocdrios crescem vagarosa e intermitentemen-
te e tendem a se dissociar rapidamente. O sexto trabalho da
série & publicado também em 1962b e  descreve técnica es-
pecifica- para isolar mutantes nutricionais por enriquecimen-
to por filtracao, pelo qual conseguiu aumentar de 0 e 0;,04%
a 1,83% a obtengcao de mutantes. O sétimo artigo foi publica-
do em 1963 e trata do controle nutricional da patogenicida-
de de alguns auxctroficos de €. sativus em plantulas de trigo.

Utilizou linhagens prototroficas e auxotrdficas de pais co-
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muns, heterocarios sintetizados de auxotrofos, dipldides ob-
tidos de heterocarios e recombinantes selecionados de um di-
ploide. Observou que a patogenicidade estd relacionada com
os requerimentos nutritivos do fungo.

Em 1963 e 1964, CHINN & TINLINE apresentam dois
artigos relativos 8 germinacao dos conidios no solo como uma
caracteristica inerente do (. sativus. Essa caracteristicafoi
transmitida através de reprodugéé sexuada dos parentais para
uma parte da progénie.

HUANG & TINLINE (1974) estudaram a mitose so-
matica em linhagens hapldides e dipldides de (. satZvus. E
em 1975, HUANG, TINLINE & FOWKE observaram a ultra-estrutura
da mitose somatica nessas linhagens hapldide e dipléide. Em
1983, HARDING & TINLINE publicam trabalho sobre fertilidade
diferencial em populagoes de (. sativus (ja discutido nesta
Introdugao) .

Como se pode observar, a contribuigao desge
pesquisador & genética de (. sativus & bastante grande, sem
se falar em trabalhos como os de revisgo (TINLINE & McNEILL,
1969: "Parasexuality in plant pathogenic fungi") e os sobre
patogenicidade e resisténcia relacionados a C. sativus.

Outros autores além de Tinline também deram
boas contribui¢oes ao estudo genético de (. sativus: SHOEMAKER
(1955) sobre biologia, citologia e taxonomia; HRUSHOVET3Z
(1956a,b) sobre citologia de H. sativum e citologia do de-
senvolvimento do asco; KLINE & NELSON (1968) sobre fertili-

dade desse fungo; NELSON & KLINE (1962) sobre a variacgao in-
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tra-especifica da patogenicidade; BOOSALIS (1962) sobre a ig
dicagao de que o modo de esporulacao posssa ser uma parte da
constituicao genética do fungo; KLINE & NELSON (1971) iden-
tificaram pelo menos 7 genes para indugao de lesao em 6 es-
pécies de gramineas, sendo provavelmente a patogenicidade pa-
ra uma dada espécie herdada de modo simples e dependendo de
1l ou 2 genes; HOSFORD, SOLANGI & KIESLING (1974 e 1975) de-
monstraram a existéncia de pelo menos 2 genes para patogeni-
cidade, no minimo 2 genes com efeito aditivo para caracteris-
ticas morfoldgicas e controle da reprodugao sexuada efetua-

do, a principio, por 3 genes.



3. MATERIAL E METODOS

O estudo da populacao de Cochliobolus sativus
foi efetuado, no presente trabalho, através de uma amostra de
62 isolados coletados em lavouras e campos experimentais de
trigo, cevada e triticale, em cinco Estados do Pais e no
Distrito Federal, durante os anos de 1980 a 1985. A tabela
2 caracteriza a amostra de acordo com o Estado de origem
(UF) , municipio ou estagao experimental, data de isolamento,
hospedeiro, cultivar hospedeiro e &rgao atacado.

Os isolados listados na Tabela 2 foram cedi-
dos pelos fitopatologistas: Ariano Prestes e E;lei Melo Reis,
do Centro Nacional de Pesquisa de Trigo (CNPT), Empresa Bra-
sileira de Pesquisas Agropecudrias (EMBRAPA),Passo Fundo,RS;
José Ribamar N. dos Anjos, do Centro de Pesguisa Agropecua-
ria dos Cerrados (CPAC), EMBRAPA, Planaltina, DF; Marco A.R.
de Oliveira, da Organizacao das Cooperativas do Estado do
Parana (OCEPAR), Cascavel, PR, e Guilherme L. Asmus, do Cen-
tro Universitario de Dourados, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), Dourados, MS.

No presente trabalho serid utilizada a nomen-
clatura genética e pratica para ﬁungos patogénicos de plan-

tas recomendada por YODER, VALENT & CHUMLEY (1986}, assim al-
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TABELA 2. Caracterizagao da Bmostra de Cochliobolus sativus.

Local

Data iso Hospe Cultivar Orgao Laborato
Isolado UF de' lamento  deiro hospedei  atacado rio
origem ro origem
34/80 PR IAPAR 07/04/80 Trigo Paraguai Folha CNPT
39/82 DF Brasilia 06/05/82 Trigo TIAS-20 Folha CNPT
51/82 DF Brasilia 06/05/82 Trigo PI 348646 Folha CNPT
57/82 PR Cascavel 04/06/82 Trigo O0C 816 Semente  CNPT
58/82 PR Cascavel 04/06/82 Trigo OC 8124 Semente  CNPT
67/82 MS Dourados 26/06/82° Trigo CNT 7 Folha CNPT
76/82 PR Cascavel 29/07/82 Trigo TIAS-5 Folha CNPT
86/82 MS Dourados 03/08/82 Trigo Itapuia Gluma CNPT
89/82 MS Dourados 03/08/82 Trigo Ttapuia Gluma CNPT
98/82 ni Caibate 27/08/82  Trigo  TACS Ma— Folha CNPT
ringa
101/82 RS Getilio 30/08/82 Trigo Maringa Folha CNPT
Vargas
31/83 DF Brasilia 06/06/83 Trigo ni Folha CNPT
62/83 PR Londrina 30/08/83 Trigo ni Espiga CNPT
70/83 PR Campo 30/08/83 Trigo OC 8149 Espiga CNPT
Mourao
77/83 MS Dourados 30/08/83 Trigo Alendra Espiga CNPT -
79/83 PR Campo - 30/08/83 Trigo 0C 8147 Folha CNPT
Mdurao
33/84 RS Tapejara 02/04/84 Trigo  Guache Folha CNPT
42/8 MG ni 16/06/84 Trigo CEP 8268 Gluma CNPT
43/8 MG Sao Go+ 14/06/84 Trigo PF 82349 Colmo CNPT
tardo
44/84 MG ni 14/06/84 Trigo  TIAC-S Folha CNPT
87/8: MS 1Indiana- 02/07/84 Trigo  ANAHUAC Folha CNPT
polis v
118/84 PR Realeza 10/08/84 Trigo PF 79742 Folha CNPT
120/84 PR .Campo 10/08/84 Trigo Rep 11 Folha CNPT
Mourao
121/84 PR S.Miguel 10/08/84 Trigo ni Folha CNPT
Iguacgu _
221/84 RS Santo 15/10/84  Trigo  TAC5 Ma- Folha CNPT
. Engelo ringa
222/84 RS Tres de 10/08/8 Trigo Maringa Folha CNPT
Maio
1001 DF EMBRABA/ 16/04/85 Trigo  TAC-21 Folha CPAC
CPAC
1002 MG Curvelo 16/04/85 Trigo  Jupateco Semente  CPAC
1003 GO EMBRAPA/ 16/04/85 Trigo  TAC-5 Semente  CPAC
CNPAF
1004 DF Fazenda 16/04/85 Trigo Alondra Semente  CPAC
Sucupira
1005 MG Paracatu 16/04/85 Trigo Alondra Semente  CPAC
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Local D . - Cultivar <~ Laborato
Isolado UF de ata 1isg OSPE  pospedei Orgao rio
. lamento deiro - atacado .
origem ro origem
1006 DF EMBRAPA/ 16/04/85 Trigo BR 8 Raiz CPAC
CPAC
1007 MG Patroci- 16/04/85 Trigo Alondra Semente  CPAC
. nio
1008 DF COOPA 16/04/85 Trigo BR 8 Semente  CPAC
1009. - DF EMBRAPA/ 16/04/85 Trigo OC 2131 Semente  CPAC
-~ .. . CPAC
1010 GO Morrimhos 16/04/85 Trigo IAC-5 Semente  CPAC
1012 MG Sao Go- 17/05/85 Trigo  IAC-5 Raiz CPAC
. térdo
1014 MG Sao Go- 17/05/85 Trigo BH 1146 Raiz CPAC
tardo
1015 MG Sao Go— 17/05/85 Trigo BH 1146 Raiz CPAC
_ tgrdo
1016 MG Sao Go- 17/05/85 Trigo BH 1146 Folha CPAC
tardo
12 OPR PR Goioere 09./09/83 Trigo PAT 7219 ° Folha OCEPAR
14 OPR PR Goiocere 09/09/83 Trigo  ANAHUAC Folha OCEPAR
16 OPR PR Ubirata 09/09/83 Trigo Alondra Folha OCEPAR
18 OPR PR Ubirata 09/09/83 Trigo BH 1146 Folha OCEPAR
19 OPR PR Ubirata 09/09/83. Trigo Cocoraque Folha OCEPAR
20 OPR PR Ubirata 09/09/83 Trigo PAT 7392 Folha OCEPAR
23 OPR PR Nova Au- 12/09/83 Trigo  ANAHUAC Folha OCEPAR
rora
24 OPR PR Nova Au- 12/09/83 Trigo  ANAHUAC Folha OCEPAR
rora
25 OPR PR Nova Au- 12/09/83 Trigo  ANAHUAC Folha OCEPAR
rora '
D/85 MS Dourados 21/06/85 Trigo IAC 5 Ma- TFolha UFMS
—_—— 'rlnga
45/80 PR Londrina 15/04/80 Cevada FM-404 Semente  CNPT
52/80 * DF Brasilia 21/05/80 Cevada ni Folha CNPT
02/8l RS Passo 23/02/81  Cevada ANT-04 Semente  CNPT
Fundo
13/81 RS Encruzi- 23/03/8lL Cevada FM-404 Semente  CNPT
lhada
20/8l PR Guarapua— 30/03/8lL Cevada IPB-121 Semente  CNPT
va
27/8L PR Ponta 10./04/81 Cevada - ANT-04 Semente CNPT
Grossa
28/81 PR Arapoti 10/04/81  Cevada FM-404 Semente  CNPT
109./82 RS Passo Cevada ni Folha CNPT

Fundo

30/09/82
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Local ] u Cultivar ~ ~ Labora-
Isolado UF de Data 1so ospe hospedei 0r8a0 torio
. lamento deiro — atacado .
origem ro origem
57/83 PR Palotina 29/08/83 - Tritica- ni Folha CNPT
le
74/83 PR Palotina 30/09/83 Tritica~ PFT 765 Espiga CNPT
le ’
39/84 DF Brasilia 22/05/84 Tritica— ni Folha CNPT
. le
1013 DF EMBRAPA/ 17/05/85 Tritica- PFT 766 Folha CPAC
CPAC le

ni =

nao identificado
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guns dos termos a serem utilizados serao:

- isoladé do campo ou isolado: qualgquer linha-
gem coletada diretamente da natureza e geneticamente inalte-
fada por manipulacgao;

- tipo selvagem: € o tipo genético padrao, o
encontrado normalmente na natureza;

- variante: diferencas ocorridas naturalmente
entre as linhagens;

- mutante: linhagem que difere da selvagem por
mutagao induzida em ao menos um loco;

- tipo de compatibilidade sexual: o tipo A se-

ra denominado de MATI-1l ou MAT-1l e o tipo a de MATI-2 ou
MAT-2.
3.1 - Morfologia e Crescimento

O-estudo da morfologia e crescimento de c.
sativus fol desenvolvido utilizando-se 60 isolados cultiva-
dos em 4 meios de cultura num periodo de até 6 dias (nao fo-

ram utilizados os isolados 62/83 e 121/84).
3.1.1 - Fonte de [ndculo

A fonte de indculo, para a obtencao de  cold-
nias a serem avaliadas quanto a morfologia e crescimento, foi
obtida da seguinte maneira:

- repicagem de cada isolado original em trés tubos com BDA;
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- escolha de um dos trés tubos, de cada isolado, de acordo
com o bom crescimento da coldnia e auséncia de contamina-
cao;

- utilizagao do tubo escolhido como fonte de indculo para as
placas de Petri, as quais constituiram as unidades experi-
mentais;

- inoculagao dos isolados, no centro de placa de Petri de

9 cm de diametro, com alga de platina.

3.1.2 - Metas de Cultura

Os 60 isolados de (. sativus, que compoem a
amostra avaliada para morfologia e crescimento, foram incu-
bados em quatro meios de cultura diferentes:

- Batata Dextrose Agar (BDA) da Oxoid;

- Agar de Czapek. (C). da Oxoid;

- Meio minimo (MM) para #. sativum (TINLINE, STAUFFER &
DICKSON, 1960);

- Meio completo (MC) (PONTECORVO et alii, 1953, modificado por

AZEVEDO & COSTA, 1973).

3.1.3 - Incubacao

As placas,com os indculos repicados nos 4 meios de
cultura,foram colocadas em prateleiras de incubadora BOD de
acordo com sorteio realizado, distribuidas 20 placas em ca-

da uma das 12 prateleiras da incubadora. Esse processo foi
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repetido trés vezes a intervalos de 10 dias.

3.1.4 - Uniformidade das Condicoes Experi mentais

3.1.4,1 - Fonte de (ndculo

Como descrito anteriormente, o mesmo tubo ser+
viu de indculo para as 12 placas de cada isolado (4 meios de

cultura repetidos 3 vezes).

3.1.4,2 - Quantidade de Meio de Cultura

Cada placa recebeu 20 ml de meio de cultura,
que foram medidos em proveta graduada, passados para tubo de

ensaio, esterilizados e vertidos na placa.

3.1.4.3 - Tempo de Preparo do Material

Os meios de cultura eram preparados, medidos e

autoclavados em uma primeira etapa. Numa segunda etapa eram

vertidos para as placas e, posteriommente, os isolados eram inoculados,

Cada etapa era realizada, para os 4 meios de cultura, em um mesmo dia.

3.1.4.4 - Condigdes de lIncubagao

As placas com o material inoculado foram incu-

badas a uma temperatura de 26°C * 1°C. Foi utilizado fotope-



65

riodo de 12 horas, tendo sido usadas 4 lampadas GE luz do
dia 20 watts Universal G20 5D, colocadas de maneira a permi-

tir uma iluminagao uniforme a todas as 240 placas.

3.1.4,5 - Avaliagao do Material

Foram registradas as observagoes, para as va=
ridveis relacionadas 34 morfologia e crescimento, aos 2, 4 e
6 dias apds a inoculagao. Assim foram considerados trés pe-
riodos de incubagao, os quais constituiram, para cada varia-
vel, a 12 22 ¢ 3% leitura, respectivamente. A Ultima leitu-
ra (3%) foi determinada quando do preenchimento da placa,
aos 6 dias de incubagao, por 12 coldnias em C e 2 e MM. Foi
preenchida uma ficha individual para cada isolado por meio

de cultura, em cada repeticao, contendo os dados especifi-

cos das trés leituras.
3.1.5 - Variaveis Consideradas

Para o estudo da morfologia e crescimento das
colonias derivadas dos 60 isolados, nos 4 meios de cultura,
nas 3 leituras e em suas 3 repeticoes, foram observadas as
seguintes variaveis:

3.1.5,1 - Cor do Emaranhado Micelial da Colonia

Para cada coldnia foram anotadas todas as co-
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res presentes no micélio e nao apenas a cor predeminante, de

acordo com a chave de cores de RAYNER (1970).
3.1.5.2 - Cor do Reverso da Colonia

A cor do reverso da coldnia foi também compa-
rada com a chave de cores de RAYNER (1970) e utilizada a me-

todologia citada para cor do emaranhado micelial.

3.1.5.3 - Bordas da Zona de Crescimento da Colonia
As bordas da zona de crescimento da coldnia fo-
ram classificadas segundo BETTUCCI & GUERRERO (1971) em: re-

gular (0l1), irregular (02), ondeada (03) e submergida (04).

3.1.5.4 - Topografia e Textura do Micélio Aéreo da Colonia
De acordo com BETTUCCI & GUERRERO (1971) a to-
pografia e a textura do micélio aéreo da colonia foi classi-
ficada em: acamurcado (Q0l), algodonoso (02), crostoso (03),
afelpado (04), farinadceo (05), afeltrado (06), flocoso (07),
lacunoso (08), plumoso (09), sedoso (10), subafeltrado (ll);

aveludado (12) e lanoso (13).
3.1.5.5 - Presenga de Setores na Colonia

Foi anotado o numero de sétores em forma de
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leque ou cunha que ocorreram nas coldnias, assim como  suas
caracteristicas morfoldgicas e de crescimento em comparagao

com a coldnia original.

3.1.5.6 - Ocorréncia e Tipo de Zonagao na Colonia

Foi observada a ocorréncia ou nao de zonagao
nas coldnias, em caso positivo a zonagao foi classificada em:
radial (0l), concéntrica (02), radial e concéntrica (03) e

assimétrica (04).

3.1.5,7 - Diametro da Colonia

A velocidade de crescimento dos isolados foi
aferida através da medida do diametro das caldnias, com o
uso de régua milimetrada aplicada no reverso da placa. Cada
observagao dessa varidvel  foi oriunda da média entre duas ne-

didas opostas do diametro da coldnia, tendo como referéncia

o ponto de inoculagao.

3.1.6 - Delineamento Experimental

Com o objetivo de estudar a variabilidade em
crescimento dos isolados de (¢. sativus, através do diametro
das coldnias, nos 4 meios de cultura e nos 3 periodos de in-
cubacao (2, 4 e 6 dias apés,inoculagéo),foram efetuadas as

analises das varidncias seguindo o esquema inteiramente ca-
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sualizado:

Causas da Variagao GL
Isolados 59
Residuo 120
. Total 179
Esse tipo de analise possibilita observar a

magnitude das variancias nas 12 combinagoes entre meios de
cultura e niveis de leitura.

Adicionalmente, o estudo da variavel diametro
da coldnia foi também realizado seguindo um experimento fa-
torial, delineado em blocos casualizados com trés repeticces,
tendo como fatores os isolados, os meios de cultura e as
leituras: 60 isolados, 4 meios de cultura e 3 niveis de lei--
tura. Cada bloco foi constituido pelas 240 placas, qgue con-
tinham os 60 isolados nos 4 meios de cultura, colocadas de
cada vez na incubadora BOD.

A analise de variagao para esse experimento fa-

torial foi efetuada de acordo com o seguinte esguema:
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Causas da Variacao GL
Blocos 2
Meios de cultura_ 3
Isolados 59
Leituras 2
Meios x Isolados . 177
Meios x Leituras . 6
Isolados x Leituras _ 118
Meios x Isolados x Leituras : 354
Residuo 1438
Total 2159
Essa analise foi realizada a fim de se

avaliar provaveis interagces entre os fatores. Os fatores e

as interacoes entre os mesmos gue foram significativos a
0,05 de probabilidade tiveram desdobramento pelo teste de
Tukey.

As andlises estatisticas foram realizadas atra-
vés do sistema SANEST (ZONTA & MACHADO, 1.984).

As demais variaveis - cor do emaranhado mice-
lial e cor do reversos da colonia, bordas da zona de cresci-
mento da coldnia, topografia e textura do micélio aéreo,pre-
sengca de setores, ocorréncia e tipo de zonagao - foram ob-
servadas do mesmo material utilizado para o estudo do diame-

tro da coldonia, ou seja, nos 4 meios de cultura, aos 2, 4 e
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6 dias de incubacao e em 3 repeticdes. Para essas variaveis,
acima citadas, assim comp para o diametro da coldnia, foram
feitas as descricdes dos resultados utilizando-se distribui-

coes de freqliéncias, histogramas e gquadros representativos.

3.2 - Conidios

Além do estudo das variaveis morfoldgicas e de
crescimento das coldonias dos isolados de (. satzivus, foram
também realizados os estudos de conidiagao, tamanho de coni-

dios e nimero de septos dos mesmos.

3.2.1 - Conidiagao

A contagem do nimero de conidios por  coldnia
foi realizada aproveitando-se a terceira repeticao do mate-
rial utilizado para o estudo de morfologia e crescimento. Fo
ram realizadas duas contagens para cada isolado, nos 4 meios
de cultura, no décimo dia de incubac3o.

Para o estudo de conidiagao foram cortados 5
circulos de 0,5mm de didmetro, de cada coldnia, colocados em
10 ml de dgua destilada. Apds agitacao preenchia-se as cama-
ras do hematimetro de Neubauer com a solugao de conidios,
com auxilio de alga de platina, e eram realizadas as leitu-

ras ao microscdpio Otico.



71

3.2.2 - Tamanho e Numero de Septos dos Conidios

Trinta e nove dos sessenta isolados estudados
para morfologia e crescimento foram escolhido ao acaso para
a realizagao da medida dos conidios. Estes isolados foram
inoculados em tubos com BDA e medidos 50 conidios de cada,
apds o 149 dia de inoculacao. Com o auxilio de ocular mili-
metrada foram feitas medidas de comprimento e largura dos co-

nidios. Foram também contados o niumero de septos por oconidio.

3.2.3 - Descrigao das Variaveis Conidiais

As variaveis conidiacao e tamanho e nimero de
septos dos conidios que nao foram observadas do material de-

lineado em blocos casualizados, foram descritas atraveés de

médias, distribuicgdes de freqiéncias e histogramas.
3.3 - Fertilidade

Coldonias monoconidiais dos isolados de C.satzivus
foram utilizadas para estudo da compatibilidade sexual e da
fertilidade.

3.3.1 - Obtencao dos Isolados Monoconidiais

Os isolamentos monoconidiais foram obtidos da

seguinte maneira, utilizando-se como estoque as colonias
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crescidas em BDA estudadas para conidiagao.

- 0,1 ml de suspensao diluida de conidios foi
vertida sobre placa de Petri com camada bem fina de agar-
agua 15%, espalhada com alca de Drigalsky;

- exame da placa, pelo reverso, em microscopio
estereoscOpico, apds cerca de 4 a 6 horas, e marcagao dos co-
nidios bem separados de outros e de segmentos de micelio;

- passagem com auxilio de agulha histoldgica,
de 10 pedacos de agar, que continham conidios isolados, para
placa de Petri com camada bem fina de Agar-agua 15%;

- apds 24 horas, exame ao microscopio estere-
oscOpico para escolha de 3 conidios, por isolado, em germi-
nagcao e sem sinais de contaminagao;

- passagem de cada um desses 3 conidios esco-
lhidos para placas de Petri com BDA, para o crescimento da
coldonia;

- incubacao a 26°C + 1°C por 7 dias.

Apenas 1 das 3 colOnias monoconidiais de cada
isolado foi utilizada para os estudos de compatabilidade se-
xual e de fertilidade. Foi escolhida a coldnia que .apresen-

tava melhor crescimento e nao tivesse sinais de contaminacao.

3.3.2 - Método de Pareamento dos Isolados para Obtencao da

Reprodugao Sexuada

O método utilizado foi o de pareamento dos iso-

lados sobre graos de cevada em agar de Sach descrito por
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HARDING & TINLINE (1983). Em cada placa de Petri com agar de
Sach foram colocadas 10 sementes embebidas nas suspensoes de
conidios dos dois isolados monoconidiais utilizados para o
pareamento. As placas foram incubadas por uma semana a

25°C + 1°C e nos restantes 42 dias a 21°C + 1°C.

3.3.3 - Ava]iagéo dos Resultados dos Pareamentos

A partir do 509 dia de pareamento, realizou-se
a avaliacao dos mesmos. Os ascocarpos produzidos eram reti-
rados da semente ou do agar com auxilio de pinga e agulha
histoldgica esterilizadas, sob observagao ao microscopio es-
tereoscopico. Eram colocados de 4 a 8 ascocarpos em uma la-
mina, com uma ou duas gotas de agua, esmagados com estilete
esterilizado e cobertos e levemente pressionados com uma la-
minula.

A observacao da lamina era realizada ao mi-
croscOpio Otico com aumento de 400X. Se, apds a investigagao
de toda a laminula, nao eram encontrados ascOsporos, a pre-
paragéo era comprimida em microprensa a fim de se obter um
melhor espalhamento do material. ApOs era realizada nova ob-
servagao ao microscopio.

Esse método de esmagamento do material com mi-
croprensa foi adotado por ter-se observado que, muitas ve-
zes, ascos e ascoOsporos ficavam encobertos pela massa de te-
cido do pseudotécio. Isso dificulta a observagao, a nao ser

que haja uma boa pressao de esmagamento e conseqlientemente
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bom espalhamento do material.

Para cada pareamento eram observadas tantas 13
minas quantas necessarias at@ o achado de ascos com ascOspo-
ros ou até o esgotamento dos ascocarpos produzidos sobre e

sob as 10 sementes ou no agar.

3.3.4 - Determinagao da Compatibilidade Sexual

A determinagao da compatibilidade sexual da
amostra estudada foi realizada com o auxilio dos isolados
cedidos pelo Dr. Robert D. Tinline (Agricultural Canada

Research Station, Saskatoon, Saskatchewan, Canada), cujas ca-

racteristicas sao apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3 . Isolados de (. sativus Padrao Testadores para Camn-
patibilidade Sexual (cedidos por R.D. Tinline, Ca
nada) .

Isolados Conidios Compatabilidade Sexual
Al8 selvagem MAT-2
220 selvagem MAT-1
J1l - 15 brancos MAT-2
K3 brancos MAT-1
D8 selvagem MAT-2
D14 selvagem MAT-1




75

Para determinacao da oompatibilidade sexual
dos isolados brasileiros de (€. sativus, 0s 6.2 isolados mono-
conidiais foram pareados com oOs isolados monoconidiais pa-
drao testadores Al8, A20, J1-15 e K3, ja caracterizados na
Tabela 3.

Os isolados que produziram ascocarpos sem as-—
cos ou gue nao produziram ascocarpos com os isolados testa-
dores de determinada compatibilidade sexual (por exemplo com
MAT-1) , mas que resultaram em ascos e ascOsporos com isola-
dos testadores de compatibilidade sexual oposta (no caso,
por exemplo, com MAT-2), nao foram repetidos.

Os isolados gque n&o produziram ascos com as-
cbsporos com nenhum dos isolados padrao testadores, tiveram
seus pareamentos repetidos até obtencao de resultado posi-

tivo com um dos testadores.

3.3.5 - Estudo da Fertilidade dos I[solados Brasileiros

Apds determinada a compatibilidade sexual dos
isolados brasileiros, foram utilizados 26 isolados MAT-1 e
27 isolados MAT-2 para o estudo da fertilidade, pareados em
todas as combinacdes possiveis.

Os pareamentos que produziram pseudotécios
com ascos e ascOsporos nao foram repetidos. Os gue produzi-
ram pseudotécios sem ascos ou com ascos vazios e 0s gque nao
produziram ascocarpos foram repetidos até o aparecimento de

ascOsporos ou até um miximo de gquatro vezes.



3.3.6 - Apresentacao dos Resultados de Fertilidade

O estudo da compatibilidade sexual e da ferti-
lidade dos isolados brasileiros de (¢. satZvus foram descri-
tos através de distribuig6es de freqliéncias e quadros demons-

-trativos.



4, RESULTADOS E DISCUSSAQ

A variabilidade de Cochliobolus sativus & bem
enfatizada, tanto em morfologia e crescimento como em coni-
diagao, tamanho do conidio e numero de septos, na maioria
dos trabalhos publicados. Essa caracterizacao de C. sativus
como um fungo altamente variavel vem desde os primeiros tra-
balhos de identificacao taxondémica do mesmo e & posteriormen-
te reforcada por uma série de trabalhos mais especificos so-
bre o assunto. Chama-se a atengéo, no entanto, para a diver-
sidade de metodologia utilizada pelos diversos autores, as-
sim como também para o numero de isolados estudados em cada
trabalho. Esse fator met;dolégico ird dificultar um pouco a
discussao dos resultados do presente trabalho com o de ou-

tros autores.
b1 - Morfologia e Crescimento de Cochliobolus sativus

Os dados de morfologia e crescimento obtidos
através do experimento fatorial, delineado em blocos casua-
lizados ou inteiramente casualizado, tendo como fatores os
sessenta isolados, os quatro meios. de cultura e os trés ni-
veis de leitura, com tres repetigSes,estao descritos, anaii—
sados e discutidos a seguir.

Observacdo: O isolado 1002 n3o cresceu na 1%
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repetigéo do experimento, desta maneira, com excegéo das ané

lises para diametro de coldnia onde seu diametro & 0,00 cm,

as analises de freqliéncia das caracteristicas morfoldgicas

seguirao o seguinte padrao:

1. cada leitura de C, MC e BDA = 180 placas (60 isolados x 3
repeticgoes).

2. cada leitura de MM = 179 placas (-12 repeticdo de 1002)

3. as 3 leituras de C, MC e BDA

540 placas (60 isolados x
3 leituras x 3 repeticgoes)

4, as 3 leituras de MM = 539 placas (60 isolados x 3 leitu-
ras x 3 repeticdes - isolado 1002 na 17 repetic3o)

5. cada leitura nos 4 meios de cultura = 719 placas (60 iso-
lados x 4 meios de cultura x 3 repetigcoes - isolado 1002
na 12 repeticio)

6. as 3 leituras nos 4 meios de cultura = 2157 placas (60
isolados x 3 leituras x 4 meios de cultura x 3 repeticoes -

3 leituras do isolado 1002 na 12 repetic3o)

4.,1.1 - Cor do Emaranhado Micelial e do Reverso da Colonia

de Cochliobolus sativus

Os isolados de (. sativus quando mantidos na
auséncia de luz apresentam coldnias escuras onde predominam
as cores préeta, cinza e branca, muito raramente ocorrendo al-
guns pontos de cores rosadas ou avermelhadas. Devido a esse
motivo foi que se desenvolveu o experimento fatorial sob fo-

toperiodo de 12 horas, propiciando assim que se evidenciassem
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as cores produzidas sob regime de luz para quando de experi-
mento de inducao de mutacao, seja por meios quimicos ou fi-
sicos, possam ser reconhecidas mais facilmente as colonias
ou setores com cores mutantes.

Ao se comparar as cores produzidas pelas colo-
nias dos 60 isolados de C. sativus com a chave de cores de
RAYNER (1970), foi observado que as cores do emaranhado mi-
celial eram idénticas &quelas verificadas pelo reverso da
placa, apresentando-se apenas um pouco mais claras, mas nhao
mudando na classificacao da cor. Esse fato se deve, prova-
velmente, ao micélio aéreo mais novo, superficial, ainda sem
conidios e de cor hialina que recobre a colonia, o que leva
ao clareamento da cor apresentada. Verificou-se também que nao
ocorreu modificacao na cocloracao do meio de cultura. Assim, para evitar
contaminacao das colOnias pelas varias aberturas da tampa da placa para
observacao do micélio aéreo e sua comparagao com a carta de
cores, decidiu-se verificar a cor do micélio pelo reverso da
placa. A Figura 1 demonstra essa identidade de cores entre
verso e reverso da placa que contém a colonia.

Os isolados de (. sativus sob fotoperiodo de
12 horas apresentaram nos 4 meios de cultura e nas 3 1leitu-
ras um total de 46 cores diferentes, cujos nomes, codi-
gos e freqliéncias estdo listados no Apéndice 1. Verifica-se
que a cor predominante & o branco, que ocorre em colonias
nos 4 meios de cultura e em quase todos os isolados com fre-
qliéncias relativas de 98,70% em MM, 95,56% em C, 92,22% em

MC e 91,11% em BDA, num total de 94,39% das 60 colonias nos



80

FIGURA 1. Fotos com. Verso e Reverso de Placas com Coldnias

de (. sativus. Foto superior com verso de placa
e foto inferior com reverso de placa, demonstran-
do ‘identidade de cores de ambas, com tons ‘mais
claros no verso da placa. Na fotografia o reverso
da placa apresenta-se mais escuro devido & falta
de transparéncia do fundo por causa da camada de
meio de cultura. A marca branca indica o isolado
86/82, ao lado 98/82, abaixo & esquerda 31/83 e &
direita 1008 cultivados em BDA.
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4 meios, 3 leituras e 3 repetigoes.

Ressalte-se que 100% das coldnias em MM apre-
sentaram apenas a cor branca na 12 leitura. Nas outras lei-
turas de MM e nas 3 leituras dos outros meios de cultura a
cor branca normalmente situa-se na borda da colénia.ou em
seu centro formando coroas mais ou menos afastadas do ponto
de inoculagao.

Outra cor predominante nas coldnias @ o cinza
olivaceo com 68,72% em MM, 60,37% em C, 44,63% em BDA e 39,26% em MC,
nun total de 53,222 nos 4 meios e 3 leituras. O oli‘véceo_ também
ocorre em freqliéncias como 44,07% em MC (nesse meio, inclu-
sive em freqliéncia maior que o cinza olivaceo), 32,41% em C,
24,39% em MM e 10,19% em BDA, num total de 27,77%. Chama

atengao também o verde sombrio com 16,67% em BDA, 14,07% em

C e 13,22% em MM, ja em MC sua freqliéncia & de apenas 0,37%.

Com excecao da cor branca, ao se comparar as
cores que ocorrem em freqliéncia maior que 10% nas coldnias
de (. sativus nos 4 meios e nas 3 leituras, observa-se a pre-
ponderancia de tons esverdeados em C e MM, como o cinza oli-

vaceo, o olivaceo e o verde sombrio. Ja outro tom esverdeado

que & o olivaceo escuro nao ocorre eni grande freqliéncia nesses

dois meios (5,19% em C e 3,54% em MM), no entanto apresenta-
se bem mais freqliente em MC (23,15%) e em BDA (14,07%).

As coldnias em MC e BDA tendem a apresentar
uma freqliéncia maior de cores de tons amarelados, amarronza-
dos e avermelhados tais como 14,44% de acafrao em MC, 17,96%

e 13,33%de amarelo e 38,15% e 14,07% de camurca em BDA e MC,
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-

respectivamente; 11,48% de rosa amarelado, 21,1%' de sepia

e 17,96% de mel em BDA. Ressalta—se, no entanto, que essgas
cores nao sao exclusivas desses dois meios de cultura, ape-
nas ocorrem em freqliéncias bem menores em C e em MM.

Algumas cores, apesar de sua baixa freqtiéncia,
parecem exclusivas de alguns meios e algumas leituras, tais

como:

- dmbar e vindceo rosado na 22 leitura de C; ocre nas 2% e

32 leituras de. C; castanho, castanho amarelado e azul es-

verdeado na 32 leitura de C; coral e verde grama na 32 lei-

tura de MM; rosa na 12 leitura de MC; sépia acinzentado

nas 12 e 32 leituras de MC; amarelo tostado nas 22 e 32

leituras de MC; vermelho e cinza camundongo escuro na 22

leitura de BDA.
Outras cores nao ocorrem em um ou dois meios

de cultura, como & o caso:

- escarlate, marrom avermelhado, ferrugem, salmao e 1tijolq

escuro em MM; castanho amarelado em MM e BDA; damasco em C

e BDA; vinadceo-e cinza olivaceo palido em MM e MC; verde

grama escura e olivaceo amarelado em MC; marrom vindceo em

C; castanho amarelado gama, marrom avela e cinza camundon-

go em C e MM.
Essas cores nao ocorrem exclusivamente uma por
coldonia, seja por meio ou por leitura. Na verdade, segundo a
Tabela 4 @ pequena a freqliéncia de coldnias que apresentam
apenas uma cor nos 4 meios e nas 3 leituras. Nesse caso,ape-

nas 6,44% das coldnias apresentam cor Unica, sendo que a
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maior freqléncia de uma cor ocorre no meio C (12,22%) devido
. . = ~ - . a .
principalmente a apresentacao de cor unica na 1. leitura.

As colonias sob fotoperiodo de 12 horas podem
apresentar combinacgoes de até 7 cores diferentes. Conside-
rando os 4 meios de cultura e os 3 niveis de leitura, veri-
fica~se pela Tabela 4 que a maior freqliéncia & de colonias
com 3 cores (41,45%), seguida de coldnias com 2 cores (31,39%).

A Figura 2, complementando a Tabela 4, apresen-
ta os histogramas das freqliéncias relativas do numero de cam-
binagoes de cores das colonias de acordo com meio de cultura
e nivel de leitura. Verifica-se, em todos os meios de cultu-
ra, o surgimento de maior freqfiéncia de coldnias com mais
combinagoes de cores de acordo com o tempo de incubagado, is-

- a a . .
to e, da 1. para a 3. leitura. Observa=se que os meios C e
MM se assemelham no fato de maior freqliéncia de 2 cores na
a . . a a :
l. leitura, tendendo a partir da 2. para a 3. leitura ao
aumento da freqliéncia de coldnias com 3 cores. Ja MC apre-
senta um pequeno predominio de coldnias de 2 cores sobre as
a . . a .
de 3 cores na 1. leitura, o que se inverte na 2. leitura,
a . . ~ .
passando na 3. leitura a serem predominantes as colonias com

. a

3. cores, seguidas das com 4 cores. Em BDA, tanto na 1. como
a . . ~ ~ .
na 2. leitura as combinagoes de 3 cores sao predominantes,mas
. -~ . a
invertem-se as freqlencias de 2 e 4 cores, sendo que na 3.
leitura a maior freqliéncia & de 4 cores, seguidas pelas com-
binacoes de 3 e 5.
Ao se verificar as cores que se combinam nas

colonias de C. sativus (Apéndice 2), pode-se observar que
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apenas 7 das 46 cores observadas ocorreram sozinhas nas co-
lonias. Isto se deve principalmente a ocorréncia da cor branca
na l? leitura dos 4 meios (32,78% em C, 23,46% em MM, 10,56% em
BDA e 2,78% em MC). As outras 6 cores Unicas ocorreram esporadicamente.

Em combinacCes de 2 cores, ocorrem 24 cores
combinadas com branco e outras 24 combinacoes de 2 cores de
onde o branco € excluido. Das combinacOes de 2 cores desta-

- - -~ . a .
cam-se branco e olivaceo na freqliencia de 14,44% na 1. lei-

tura e 26,67% na 22 leitura de MC. Nos 4 meios ocorrem bran-

co e cinza olivdceo nas freqliéncias de 49,72%, 31,84% e
13,97% nas l?, 22 e 32 leituras de MM, respectivamente, de
46,11% e 18,33% nas 1% e 22 leituras de C, de 12,22% na 12
leitura de MC e 11,67% na 12 leitura de BDA.

Nas combinacoes de 3 cores, observam-se 110

combinacoes de 2 cores com branco e 32 combinagoes de 3 co-
res que excluem o branco. Entre essas, destacam-se pelas fre-
gliéncias mais elevadas:

>

IS - . . a .
- branco, olivaceo e verde sombrio em 12,22% na 3. leitura

de C; branco, olivdceo e cinza olivaceo em 17,22 e 27,78%

nas 22 e 3% leituras de C, assim como em 18,99 e 26,82% nas

a

a . ! . . .
27 e 3. leituras de MM; branco, verde sombrio e cinza oli-

- a . . A
vaceo em 12,29% na 3, leitura de MM; branco, cinza oliva-

ceo escuro em 12,22% na 32 leitura de MC.

Com 4 cores verificam-se 164 combinagoes de
branco com outras 3 cores e 18 combinagoes de 4 cores sem O
branco. Nenhuma dessas combinagaes, no entanto, ultrapassam

a 4% e pode-se dizer que sao praticamente combinacoes exclu-
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sivas de 1 a 3 ¢oldonias de cada leitura e cada meio.

Nas combinagoOes.de 5 cores ocorrem 72 combina-
cdes de branco com outras 4 cores e 5 combinagdes sem a cor
branca. Nas combinagoes de 6 cores, observam-se 1l combina-
coes com branco mais 5 cores e apenas 1 combinagao de 6 co-
res cgue exclui o branco. Houve a observacao de apenas uma co-
lonias com 7 cores diferentes, sendo o branco uma delas. Es-
ses casos de 5, 6 e 7 cores combinadas em uma coldnia sao se-
melhantes aos de 4 cores, nao havendo destaque em freqliéncia
para nenhuma combinacao.

Com relagao as cores observadas nas colonias
de C. sativus pode-se verificar situacoOes interessantes. A
primeira representada pela Figura 1, ja apresentada ante-
riormente em que 4 isolados diferentes cultivados em um mes--
mo meio se assemelham muito quanto & cor.

Na Figura 3 observamos fotos de colonias de
um mesmo isolado nos 4 meios de cultura. O mesmo isolado po-
de parecer totalmente diferente conforme o meio em que foi
cultivado, como 'é o caso do isolado 33/84. Também o mesmo
isolado pode parecer semelhante em dois dos meios de cultura
e diferentes dos outros dois, como & o caso do isolado 02/81
(semelhante nos meios BDA e MC e diferente dos meios C e MM
gue sao semelhantes entre si) .

Como se pode observar pela Tabela 5, os cinco

trabalhos citados diferem do presente tanto em condigoes de
cultivo, como meio de cultura (excetuando-se o BDA) e em al-

guns até na origem do isolado. Confirmando nossa observacgao

prévia de cor de micélio escura quando as coldnias sao cul-
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Fotos de Coldnias de C. sativus Apresentando Cores
de Micélio. Foto..superior: isolado 33/84 e foto in
ferior: isolado 02/81. A marca branca indica o meio
de cultura BDA, & sua direita MC, embaixo, & es-
gquerda, C e 3 direita MM. Salienta-se na foto do
isolado 33/84 as cores distintas conforme o meio

de cultura, do isolado 02/81 as cores semelhantes
duas a duas.



TABELA 5, Cores de Micélio de Coldnias de C.
tas por Varios Autores.

89

sativus Descri-

Autor/ Condigoes Origem Meio c do mi el
Ano de cultivo isolado cul tura ores do mceelio
CHRISTENSEN 4 repeticoes centeio BDA preto acinzentado
(1922) escuro AV cinza olivaceo
20 a 22°C AC esverdeado escuro
' trigo BDA preto acinzentado
AV branco
AC azul esverdeado
escuro
cevada(l) BDA preto acinzentado
AV preto acinzentado
AC azul esverdeado
escuro
cevada(2) BDA cinza
AV branco, preto e
cinza
AC acinzentado a ama-
relo embagado
DRECHSIER Sem identi- trigo, BDA preto olivaceo a
(1923) ficagao cevada, preto azulado
: centeio e BDA(+) marrom esverdeado
gramineas escuro com mas-— -
sas opacas de mi
célio branco
CHRISTENSEN 3 repetigoes 37 isola BDA 1% branco com grada-
(1925) fotoperiodo dos nao goes até preto
ambiente identifi com matizes de
cados outras cores
AAAM idem a BDA 1%
MITRA escuro trigo AB branco a cinza gal
(1930) vota -
ABA cinza gaivota pali
do -
AR cinza gaivota escu
ro -
ASAS cinza gaivota
cevada AB cinza neutro pro-
fundo
ABA -cinza neutro pro-

fundo
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TABELA 5. Continuagao..

Autor/ Condicoes Origem Meio a do micsli
Ano de cultivo isolado cul tura ores do micello
MITRA AR cinza neutro pro-
(1930) fundo
ASAS cinza neutro pro-
. fundo
fotoperiodo As colonias acima citadas apresentam co-
res rosadas
WILSON & ambiente aveia(l) BDA cinza a cinza oli
MURPHY vaceo a verde
(1964) avelia(2) BDA cinza opaco a oli
vaceo -
aveia(3) BDA branco a cinza a
cinza fumaga
aveia(4) BDA cinza escuro a
verde e verde
escuro
cevada BDA branco a verde oli

vaceo a verde
multo escuro

BDA = batata dextrose &gar; AV = agar vagem; AC = &gar cenou-

ra; BDA (+) = BDA mais diluido; AAAM = agar farinha de
aveia, arroz e farinha de milho; AB = dgar de Brown; ABA =
dgar de Brown com amido; AR = &gar de Richards; ASAS = 4&gar

suco de ameixa seca. NUmeros apds a origem do isolado indi-
cam isolados diferentes.
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tivadas na auséncia de luz, estao os trabalhos de CHR ISTENSEN
(1922), provavelmente o de DRECHSLER (1923) e o de MITRA
(1930). O trabalho de CHRISTENSEN (1925) confirma os dados
do presente trabalho do aparecimento de cores diversas sob
fotoperiodo, cores essas que, no entanto, nao sao descritas
pelo autor. MITRA (1930) cita que as coldnias cultivadas sob
fotoperiodo apresentam cores rosadas, o que também foi ob-
servado no presente trabalho. Ja a pesquisa de WILSON & MURPHY
(1964), que apesar de nao esclarecer se as coldonias es-
tiveram sob regime de fotoperiodo ou nao, mostra a preponde-
rancia das cores esverdeadas e acinzentadas, o que também
ocorre de modo geral nos outros trabalhos apresentados na
Tabela 5, assim como a presengca do branco. O trabalho de
WILSON & MURPHY (19G4) confirma assim a preponderancia das
cores cinza olivaceo e olivaceo para os isolados cultiva-
dos em BDA. Algumas das observagoes dos autores listados na
Tabela 5 também confirmam a existé&ncia de mais de uma cor na
mesma colonia (CHRISTENSEN, 1922; DRECHSLER, 1923; CHRISTENSEN,
1925; WILSON & MURPHY, 1964). »

O experimento de CHRISTENSEN (1922) confirma
bem a observacao feita no presente trabalho de que o mesmo
isolado pode apresentar cores diferentes de acordo com o
meio de cultura onde & cultivado. Esse mesmo trabalho con-
firma também o fato de que isolados diferentes podem apre-
sentar cores semelhantes no mesmo ou em meios de cultura di-
ferentes (isolados de centeio, trigo e cevada (1) com preto

acinzentado em BDA e cevada (l) com preto acinzentado em
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AV) . O trabalho de MITRA (1930) mostra a variabilidade encontra-
da dentro de um mesmo isolado - trigo - em diferentes meios de
cultura, assim como a uniformidade que também pode ser encon
trada no que se refere a um isolado - cevada — em diferentes
meios. Fatos esses tanbém cbservados no presente trabalho, verificando-
se portanto que as cores apresentadas pelas colOnias de C.
sativus dependem tanto do isolado de gue sao originadas como

do meio de cultura e das condigoes de incubagao (fotoperiodo ou escuro).
4.,1.2 - Bordas da Zona de Crescimento da Colonia de Cochliobolus sativus

Segundo a classificagao de BETTUCCI & GUERRERO
{1971) , ocorreram nas coldnias de (. sativus, observadas no
presente estudo, as bordas tipo regular,' irregular e ondea-
da, mas nao as do tipo submergido.

A Tabela 6 e a Figura 4 apresentam os resulta-
dos observados nos 4 meios de cultura onde os isolados foram cul-
tivados e nas 3 leituras a gue foram submetidos, com 3 repeticoes.

As coldnias em C e MM apresentam, principalmen-
te, as bordas’irregulares (no total 78,52% e 62,94%, respec-
tivamente) . Ja as coldnias em MC e BDA apresentam as bordas
ondeadas (43,15% e 67,22%, respectivamente).

Observa-se também que em C e em MM as bordas
regulares vao decrescendo da 12 para a 3% leitura e as on-
deadas vao crescendo em freqli€ncia. Ja em MC parece haver:um
maior equilibrio em torno das freqli€ncias dos 3 tipos de bor-
das, pelo menos nas l?‘ e 26.1 leituras, verificando-se, no en-

tanto, o decréscimo das bordas regulares e irregulares em
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relagao ao crescimento em freqt&ncia da borda ondeada da 12
para a 32 leitura. Em BDA a borda ondeada mostra-se prepon-
derante, tornando-se cada vez maior sua freqliéncia em rela-
cio 3 2% e 3% leituras.

A Figura 3 do item anterior mostra bem a borda
ondeada (isolado 02/81 em BDA) e a borda regular (isolado
33/84 em MC).

Com relacao ds bordas da zona de crescimento da
coldnia, os 4 isolados de S. sativus estudados por CHRISTENSEN
(1922) , também apresentaram variagao de acordo com o meio de

cultura:

isolado de centeio: borda regular em BDA e em AV e muito

irregular em AC;

- isolado de trigo: borda altamente irregular em BDA e regu-
lar em AV;

- isolado de cevada (1l): borda regular em BDA e em AV e al-
tamente irreqular em AC;

- isolado de cevada (2): borda muito irregular em BDA e ir-
regular tanto em AV como em AC.

O trabalho do autor acima citado relata a ocor-
réncia de bordas regulares e irregulares, mas nao as ondea-
das também observadas no presente estudo. Ja MITRA (1930)
cita serem as bordas dos isolados de trigo e de cevada do
tipo ondeadas (ou lobuladas) no meio de agar suco de ameixa
seca, mas nao nos outros trés meios testados onde se refere
apenas a bordas nao lobuladas mas nao as classificando em

regulares ou irregulares.
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Apesar da dificuldade em comparar os dois tra-

balhoé acima citados com o presente estudo, verifica-se a
ocorréncia dos trés tipos de bordas e a variagao apresentada
pelo mesmo isolado quando cultivado em diferentes meios de
cultura, assim como a semelhanca de isolados diferentes em
um mesmo meio de cultura. Novamente aqui se verifica a va-
riabilidade de €. sativus, tanto devido a fatores inerentes

ao proprio isolado como a‘fatores ambientais.

4L,1.3 - Topografia e Textura do Micélio Aéreo da Coldonia de

Cochliobolus sativus

As coldnias derivadas dos isolados de (. satzivus
brasileiros, cultivadas nos 4 meios de cultura, nao apresen-—
taram durante as 3 leituras os 13 tipos de topografia e tex-
tura descritos por BETTUCCI & GUERRERO (1971).

Foram observados apenas 7 tipos de texturas de
capa miceliana apresentadas na Tabela 7, que possuem topo-
grafia desde baixa; como a dos tipos sedoso- e aveludado, até
alta, como os tipos algodonoso e flocoso, passando pelos in-
termediarios, como afeltrado, afelpado e acamurcgado. Foram

preponderantes para os 4 meios de cultura o tipo algonodoso

(total de 81,67% para MC, 80,19% para C, 79,44% para BDA e

79,22% para MM) e o acamurgado (54,92% para MM, 54,81% para

BDA, 47,78% para C e 40,37% para MC).
Nos meios C e MM as coldnias apresentaram também

com razoavel freqliéncia o tipo afelpado, 31,30% e 22,45%,
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respectivamente. Em MC o tipo flocoso ocorreu em 29,26% das
coldonias e em BDA o tipo aveludado em 21,11%.

Assim como as cores do micélio, as texturas da
capa miceliana em (. sativus ocorrem em combinacoes de até 5
texturas em uma mesma coldnia como mostra a Tabela 8 e a Fi-
gura 5. De modo geral, as colOnias apresentam com mais fre-
qiéncia as combinacoes de 2 texturas (58,47% para MM, 54,63%
para BDA, 52,04% para C e 41,30% para MC).

Ao se observar os histogramas da Figura 5 po-
de-se verificar que tanto em C como em MM a maior freqliiéncia
relativa é de 2 texturas nas 3 leituras, sendo que ha, tam-
bém, um aumento das combinagoes de 1, 3 e 4 texturas da 12
para a 32 leitura. Em MM ocorre também a preponderancia de
combinagoes de 2 texturas nas 3 leituras, havendo na 2% lei-
tura um acréscimo relativo de combinacoes de 3 e na 32 lei-
tura o de 1 textura. Em MC, apesar da freqliéncia maior de
combinagoes de 2 texturas nas 12 ¢ 22 leituras, na 32 leitu-
ra prevalece a combinagao de 3 texturas. Jia em BDA a prepon-
derancia de 2 texturas ocorre nas 3 leituras, mas verifica-
se também nas 22 e 3% leituras um acr8scimo de combinagoes
de 3 e 4 texturas.

Os sete tipos de capas micelianas ocorrem so-
zinhos em algumas coldnias. Ressalta-se principalmente o ti-

po algodonoso na 12 leitura (32,22%), 22 leitura (27,78%) e

3? leitura (23,89%) em MC; 20,56%, 20,00% e 17,22%, respecti-

vamente, nas l?, 2? e 3? leituras em BDA; sendo 19,44% na 22

e 24,44% na 3? leitura em C e 10,06% na 32 leitura de MC.
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Ocorrem 20 combinagOes de 2 texturas de micé-

lio das quais sobressaem-se algodonoso e acamurcado em todas

as leituras de todos os 4 meios de cultura, com uma freqlien-
cia minima de 12,78% na 2? leitura em MC e maxima de 47,22%
na 12 leitura em BDA.

Outras combinagoes com uma freqliéncia um pouco

- a
menor sao: algodonoso e afelpado nas 1l. e 22 leituras de C

(21,67% e 10,56%, respectivamente) e na 12 leitura de MM

(10,06%); algodonoso e afeltrado na l? leitura de MM (21,79%)

e na de MC (20,00%); algodonoso e flocoso na 22 leitura de

MC (10,56%); algondonoso e sedoso na l? leitura de MM (10,61%);

algodonoso e aveludado na 3? leitura de BDA (11,67%).

As combinag¢Oes de 3 texturas sao em nimero de

26, das quais ressaltam—-se apenas acamurcado, algodonoso e

afelpado na 32 leitura de MM (10,61%) e acamurcado, algodo-

noso e flocoso na 3 leitura de MC (14,44%). Ocorrem ainda
12 combinagdes de 4 texturas e 2 combinagoes de 5 texturas,
as quais no entanto ndo ultrapassam a freqliéncia de 5%. (2s
freqliéncias dos.tipos de combinagoes de texturas nos 4 meios
e 3 leituras sao apresentadas no Apéndice 3).

CHRISTENSEN, em seu trabalho de 1922, observou
que o isolado de centeio formava uma coldnia com micélio fi-
namente pontilhado em BDA; o de trigo com muito pouco micé-
lio aéreo em BDA e com coldnia densa com pouco micélio aéreo
em AC; o de cevada (l) grosseiramente pontilhado em BDA, com

tufos em AV e consideravelmente salpicado em AC; o de cevada

(2) com consideravel micélio aéreo em AC.
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Devido a terminologia utilizada pelo autor aci
ma citado, éorna—se dificil a comparagao com o presente tra-
balho, mas pode-se tentar analogias que os aproximem mais,
como por exemplo:

- micélio finamente pontilhado = fariniceo (tipo 05), nao
apresentado pelos isolados do presente trabalho;
- muito pouco micélio aéreo = a um dos tipos de micélio de

topografia baixa com sedoso (tipo 10), subafeltrado (tipo

11) , avelulado (tipo 12) ou afelpado (tipo 04) ;

- coldnia densa com pouco micélio- aéreo = acamurcado (tipo
0l);
- grosseiramente pontilhado = crostoso (tipo 03), que nao ocor-

reu na presente amostra;

- micélio salpicado = flocoso (tipo 19);

- micélio aéreo consideravel = a micélio algodonoso (tipo
02) bem fechado..

Em seu trabalho com isolados de (. satzvus de
varias origens, DRECHSLER (1923) cita que em BDA, que contém
abundancia de alimento organico, o crescimento aéreo do mi-
célio & representado geralmente por uma camada compacta ave-
ludada. Ja se for utilizado menos &gar, ficando um excesso
de &gua livre, é formado um micélio aéreo fofo, gque nesse ca
so poderia ser comparado com os tipos flocoso (07) ou plumo-
so (09), sendo que este Ultimo tipo ndo ocorreu nos isolados
do presente estudo. O autor cita ainda que em meios com pe-
quenas. quantidades de alimento organico o crescimento sobre

o substrato € relativamente esparso, algo semelhante por
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exemplo ao tipo subafeltrado (1ll).

Ja em 1925, CHRISTENSEN ao estudar em detalhes
37 isolados de (. sativum cita apenas que estes podem ser
diferenciados pela quantidade relativa de micélio aéreo e
submerso e pela natureza do crescimento micelial.

MITRA (1930) observa que meios ricos propiciam
desenvolvimento de micélio aéreo mais profuso do que os meios
mais pobres e que redugao progressiva do micélio aéreo &€ ve-
rificada em sucessivas diluigoes do meio. Também que o micé-
lio aéreo torna-se menor quanto mais rasa for a camada de
meio utilizada. Verificou também que o isolado de trigo mos-
trou maior desenvolvimento micelial do que o de cevada, po-
rém nao classifica o tipo de micélio.

Em 1964, WILSON & MURPHY descrevem O micélio
aéreo dos 5 isolados de aveia e do de cevada incubados em
BDA como:

- aveia (1): flocoso, com micélio aéreo grosseiramente fibro-
so na superficie, tornamdo-se com a idade muito entrelaca-
do e afeltrado;

- aveia (2): micélio aéreo grosseiro e fibroso desenvolvendo-
se em afeltrado;

- aveia (3): algodonoso com hifas enoveladas;

- aveia (4): micélio geralmente submerso, caracterizado por
uma aparéncia pulverulenta com o tempo;

- aveia (5): micélio emaranhado, ondulado e amassado com hi-
fas muito entrelacadas;

- cevada: emaranhado e flocoso, a margem prostada torna-se
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com o tempo lanosa como toda a coldnia.

Observa-se nos trabalhos citados, assim como
no presente estudo, a ocorréncia de varios tipos de micélio
em isolados diferentes, assim como a mudanca de tipo de mi-
célio de acordo com o tempo e o fato de um mesmo isolado apre-
sentar tipos de micélios diferentes de acordo com o meio on-
de é cultivado. Novamente evidencia-se nessa caracteristica
a variabilidade encontrada entre isolados como dentro dos

isolados, devido a fatores tanto inerentes dos isolados como

ambientais.
L.1.4 - Presenca de Setores na Colbnia de Cochliobolus
sativus

Os setores ocorridos nas colonias de (C.satZvus
apresentaram-se de varias maneiras, que vamos descrever abai-
xo0 de maneira geral, bois nao foi objetivo deste trabalho a
descrigcao pormenorizada dos mesmos, mas sim a ocorréncia em
namero. Foram observados setores:

- com cor, textura, zonagao e borda desde semelhantes a to-
talmente diferentes da colonia original;

- ocupando desde uma pequena porgao até em torno de 50% da
superficie da colonia de origem;

- ocorrendo de 1 até 6 por coldnia, idénticos ou diferentes
tanto da colonia de origem como entre si;

- ocorrendo em apenas uma das repeticoes ou em 2 ou nos 3

blocos do experimento;
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- aparecendo na l?, 2% ou 3% leitura ou em todas.

Dos 60 isolados estudados, 32 apresentaram se-
tores em BDA (53,33%), 23 em MC (38,33%), 21 em C (35,00%)
e 18 em MM (30,00%). Desses isolados com setores, 1l apresen-
taram setores nos 4 meios de cultura; 4 apresentaram setores
em 3 meios de cultura, l2 apresentaram setores em 2 meios e
14 em apenas 1 dos meios de cultura, o que na verdade mostra
que em apenas 41 (68,33%). dos isolados ocorreram setores.

A Figura 6 apresenta um quadro com a OoCOrrén-
cia de setores nas coldonias de (. sativus observadas no ex-
.perimento fatorial. Observa-se uma grande variabilidade tan-
to na ocorréncia dos setores por repetigoes — uma mesma co-
lonia nem sempre apresentou setores nas 3 repeticgoes - por
leitura e evidentemente por meio de cultura.

E interessante notar gue parece haver um au-
mento do nlmero de setores com o aumento da idade da coldnia,
assim como é mais freqliente o aparecimento de setores a par-
tir da 2% leitura (4 dias de cultivo).

Salientam-se os isolados 51/82 e 31/83 na 22
repeticao em BDA, que apresentaram setores (1l e 5, respecti-

a . . . .
vamente) na 2., leitura, os quais parecem ter sido "absorwvi-

dos" pela.coldnia até a 37 leitura.

A Figura 7 mostra fotos das colonias dos isola-
dos 1007 e 1008 com ocorréncia de setores. O isolado 1007
apresentou um setor mais escuro e de menor crescimento enm

BDA; um setor claro e de maior crescimento em MC; em C uma

setoragao irregular e em MM trés setores acinzentados, sendo
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FIGURA 7. Fotos de Coldnias de (. sativus com Ocorréncia de
Setores: foto superior isolado 1008 e inferior iso-
lado 1007, ambos nos 4 meios de cultura. A marca
branca indica BDA, 3 sua direita MC, abaixo a es-
querda C e 3 direita MM.
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dois de maior crescimento que a colonia de origem. O isola-
do 1008 nao apresentou setor em MC; em BDA ocorreu setor mais
claro e menor; em C sete setores mais claros e de mesmo cres—
cimento que a coldnia original e em MM um setor mais claro e
de maior crescimento.

A ocorréncia de cones de cores variadas, cita-
dos por CHRISTENSEN em 1922, lembra os setores apresentados
nas colonias de (. sativus. Em 1925, esse mesmo autor res-~
salta mas nao detalha os setores em forma de cunha ou leque
que chama de mutagoes assexuais. Observou também que alguns
desses setores se mantém quando subcultivados e que outros re-
vertem a forma parental; que alguns isolados formam mais se-
tores que outros e que os setores diferem da forma parental
nao somente em caracteristicas morfoldgicas mas também em
patogenicidade. Utilizando 3 repeticoes de cada um dos 37
isolados estudados verificou que 18 formaram setores em BDA
e 27 em 3gar farinha de aveia, arroz e farinha de milho. No
total 30 (81,08%) dos isolados desenvolveram setor em um ou
outro meio e 7 (18,92%) nao desenvolveram setor em nenhum
meio. Dos isolados gue formaram setores, 12 o fizeram em
AAAM mas nao em BDA. O autor ressalta ainda a diferenga em
nimero de setores relacionados ao meio de cultura, exemplifi-
cando com 3 isolados, que em suas 3 repeticoOes formaram 36,
15 e 8 setores em AAAM e 0, 5 e 1 em BDA, respectivamente.

Ao se comparar os dados do trabalho acima ¢i-
tado com os do presente estudo, verifica-se que apesar dos

isolados utilizados por CHRISTENSEN (1925) serem monoconi-
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diais e os aqui utilizados serem policonidiais, o presente
trabalho apresentou uma freqliéncia bem menor de isolados que
formaram setores (68,33%). O mesmo ocorre em relagao ao nume-
ro de setores por isolados, onde considerando as 3 repeti-
coes de cada isolado, no presente estudo temos um maximo de
7 setores em C, 5 em BDA, 4 em MC e 3 em MM.

CHRISTENSEN, em 1929, realizou experimentos
relacionando a ocorréncia de setores com temperatura. Utili-
zou 6 dos 37 isolados do trabalho anterior e apds um ano re-
petiu o experimento com 4 desses isolados, sempre com 3 re-
peticoes. Verificou que a 3, 9, 12 e 15°C nenhum dos isola-
dos formou setores, assim como a 35°C. No total das 3 placas
repetidas de cada isolado, observou que:

- a 17°C o isolado 1 formou 1l setor, o 10 formou 3 e o 22
formou 2 setores;

- a 20°C apenas o isolado 10 formou 1 setor;

- a 22°C os isolados 1, 9, 10 e 22 formaram 3, 2, 13 e 7 se-
tores, respectivamente;

- a 25°C foram formados 19, 35, 16, 21 e 13 setores pelos
isolados 1, 9, 10, 22 e 35;

- a 27°C o isolado 12 formou 2 setores e o 35 originou 4 se-
tores; jad os isolados 1, 9, 10 e 22 deram origem a 8, 49,
10 e 9 setores em um ano € no ano seguinte a 26, 43, 28 e
33 setores, respectivamente;

- a 30°C apenas o isolado 12 formou 21 setores e

- a 32°C o isolado 10 formou 4 setores enquanto que o isolado 9

formou 12 setores, sendo que 9 desses ocorreram em apenas
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uma coldnia.

No presente trabalho foi utilizada a tempera-
tura de incubagao de 26 + 1°C, temperatura esta que segundo
o trabalho de CHRISTENSEN (1929) esta entre as duas tempera-
turas que propiciam maior aparecimento de setores: 25 e 27°C.
No entanto, enguanto que 83,33% e 100,00% dos isolados des-
se autor formaram seétores a 25 e a 27°C, respectivamente, no
presente estudo a ocorréncia de setores variou de 30,00% a
53,33%, conforme o meio de cultura utilizado. Verifica-se, no
entanto, que a maior freqliéncia de setores ocorreu nas colo-
nias cultivadas em BDA, meio este que também foi utilizado
por CHRISTENSEN (1929) acrescido de agar farinha de mi lho.
Pondera-se se amaior freqliéncia de setores encontrada por esse
pesquisador se deve d adicao de agar farinha de milho ao BDA
ou a caracteristicas proprias dos isolados por ele utilizados.

MITRA (1931) observou, como no presente traba-
lho, a natureza muitaé_vezes totalmente diversa em garacte-
risticas morfoldgicas dos setores em relagdo a coldnia ori-
ginal. Confirma em parte os dados de CHRISTENSEN (1929) a
respeito da temperatura relacionada com o surgimento de se-
tores, colocando no entanto como temperatura de ocorréncia
médxima de setores a de 30 °C.

Em 1933, PAXTON publica trabalho sobre uma das
provaveis etiologias da ocorréncia de setores em coldnias de
C. sativus, que foi a auséncia de nitrogénio do agar de
Czapek., Cerca de 6,82% das coldonias policonidiais e 8,74% das

monoconidiais formavam setores em agar de Czapek, ja nesse
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agar sem nitrogénio, 100,00% das coldnias tanto poli como
monoconidiais formaram setores. Observando as coldnias con-
trole utilizadas neste trabalho, vemos que a fregqliéncia de
formacao de setores fica aguém da cbservada para o meio C no
presente estudo que foi de 35,00%.

O trabalho de CHRISTENSEN & DAVIES (1937) ape-
sar de n3o citar dados numéricos afirma que freqlientemente
ocorrem setores em 4. sativum; MISRA & SINHA (1965) verifi-
caram que a temperatura ideal para producao de setores esta
entre 25 e 30°C; que o meio de cultura que propicia maior
freqli€ncia de setores & o BDA, assim como a omissao de  ni-
trogénio do agar de Czapek aumenta o numero de setores. Res-
saltam também a diferenca morfoldgica entre o setor e a coldo-
nia original. Esses trabalhos, apesar de confirmarem uma
série de outros citados anteriormente, assim camo o presen-
te estudo, n3o citam dados numéricos para uma melhor com-

paracao.

L.1.5 - Ocorrénci a e Tipo de Zonagao na Colonia de Cochliobolus
sativus

As coldnias derivadas dos isolados brasileiros
de C. sativus apresentaram os quatro tipos de zonagao: ra-
dial (tipo 01)., concéntrica (tipo 02), radial e concentrica
(tipo 03) e assimétrica (tipo 04) . Dentro do tipo assimétri-
co estao computadas as poucas colonias que nao apresentaram
zonagao de qualquer espécie.

A Tabela 9 apresenta os tipos de zonacgao ob-
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servados nas 3 leituras das colonicas cultivadas nos 4 neios.
No total das 3 leituras, ocorre com maior freqliéncia, em to;
dos os meios, a zonagao radial e concéntrica: 86,11% em MC;
71,88% em MM, 71,11% em BDA e 65,47% em C.

A Figura 8 apresenta os histogramas das fre-
gliéncias dos tipos de zonagao e ressalta a prevaléncia da
zonagao radial e concéntrica, principalmente nas 2% e 3% lei-
turas . Na l? leitura verifica-se, no entanto, que a 2zonagao
radial é mais freqliente que a radial e concéntrica em C, MM
e BDA, sendo que em MC a zonagao radial e concéntrica ja &
preponderante na 12 leitura.

A Figura 9 mostra fotos de colonias com os ti-
pos de zonagao encontrados.

CHRISTENSEN, em seu trabalho de 1922, apesar
de utilizar uma terminologia diferente da do presente estu-
do, ressalta a zonagao ocorrente nos isolados estudados:

- isolado de centeio: zonagao pronunciada em BDA e poucas zo-
nas largas em AV;

- isolado de trigo: zonagéo muito marcada em BDA;

- isolado de cevada (1): zonagéo marcada em BDA e menos mar-
cada em AV;

- isolado de cevada (2): sem zonagao em BDA e zonagao pouco
marcada em AV.

Em 1925, CHRISTENSEN apenas cita que os 37 iso-
lados estudados podem ser diferenciados pela zonacao e fre-

glléncia e distancia das zonas.

A zonagao ocorrente na coldnia, que MITRA
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Os nimeros de 01 a 04 nos eixos das abscissas indi-
cam os tipos de zonagao: 01 radial, 02 concén-
trica, 03 radial e concéntrica, 04 assimétrica.
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FIGURA 9. Fotos de Colonias de (. sativus com Tipos de Zona-
cdo. A foto superior & do isolado 86/82 em BDA
apresentando zonagao assimétrica. A foto inferior
€ dos isolados, a partir da marca: 23 OPR, & sua
direita 79/83, embaixo 3 esquerda 1002 e 3 direita
1005, todos em BDA., 1005 apresenta zonacao tipica-
mente concéntrica, 1002 e 79/83 zonagao conceéntri-
ca e radial e 23 OPR zonagao concéntrica e radial
tendendo a assimétrica.
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(1930) postula como devida a alternancia de luz e escuri-

dao, a qual cremos ser a zonagao concéntrica, € descrita pe-

lo autor como:

- isolado de trigo: zonacao moderada em AB, fraca em ABA,
ausente em AR e leve em ASAS;

- isolado de cevada: zonacgao fraca em AB, e em ASAS e au-
sente em ABA e em AR.

Esses dois trabalhos acima citados ficam difi-
ceis de comparar com o presente estudo, a nao ser para con-
firmar a presenca de zonacgao nas coldnias de (. sativus.

Em 1930, MITRA afirma que o fator determinante
da zonagao & a alternancia de luz e escuridao e apresenta os
dados de zonagao dos isolados de trigo e cevada de acordo com
o meio de cultura.

- isolado de trigo: zonagao moderada em AB; pouca em ABA e
ASAS e nenhuma em dgar de Richards;

- isolado de cevada: zonagao leve em ASAS e nenhuma nos ou-
tros trés meios.

Novamente nesse caso, o autor nao define o
que € zonagao leve ou moderada. Supoe-se que ele esteja se
referindo 3 zonagao concéntrica que &€ a formada pelo cresci-
mento sob fotoperiodo.

Ja o trabalho de WILSON & MURPHY (1964) utili-
za uma nomenclatura semelhante para a zonagao dos isolados
cultivados em BDA;

- isolado aveia (1): zonagao concéntrica pronunciada;

- isolado aveia (2): zonagao concéntrica.
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Apesar disso fica dificil uma melhor avaliacgao,
pois os autores nao descrevem o tipo de zonagao dos outros 3
isolados de aveia e do de cevada por eles estudados.

O fato de no presente trabalho a zonagao con-
céntrica e radial apresentar-se mais freqliente nas 2% e 32
leitura relaciona-se com o fotoperiodo. Na 12 leitura, a co-

1lonia sofreu apenas 2 fotoperiodos, enquanto que nas outras

houve oportunidade de 4 a 6 fotoperiodos.

4L,1,6 - Diametro das Colonias de Cochliobolus sativus
Como os dados de crescimento dos isdlados de
C. sativus, aferidos através do diametro das colénias, sao

dados quantitativos, medidos em centimetros, foram realiza-
das a descrigao dos dados e as an&lises das variancias con-
siderando como fatores os isolados e considerando os tres fa-
tores envolvidos: isolados, meios de cultura e niveis de lei-

tura.

4.,1.6.1 - Distribuicao de FreqUéncia dos Diametros das Colo-

nias

A Tabela 10 apresenta as distribuicgoes das fre-
gliéncias absolutas dos diametros das colénias de C..sativus,
cultivadas nos 4 meios de cultura e medidas aos 2, 4, e 6

a a

dias de incubacgao (l?, 2. e 3. leituras, respectivamente).

Observa-se que aos 2 dias pds-inoculacgao os
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isolados incubados em C apresentam 145 das 180 placas
(80,56%) com coloniasde diametro entre 2,00 e 3,50 cm. Ja as
inoculadas em MM e MC apresentam 162 e 166 placas com colo-
nias entre 1,50 e 3,00 cm de diametro (90,00 e 92,2%, res-
pectivamente) . As coldnias nesses dois meios de cultura di-
ferenciam-se, no entanto, pelo fato de que em MM 122 das 162
placas possuem colonias com diametro entre 2,00 e 3,00 cm,
enquanﬁo que em MC 144 das 166 ficam entre 1,50 e 2,50 cm de
diametro. Em BDA 168 das 180 placas (93,33%) contém coldnias
com 1,00 a 2,50 cm de diametro, sendo que dessas, 107 apre-
sentam cerca de 1,50 a 2,00 cm de diametro.

Na 22 leitura (4 dias de incubagao) observa-
se uma maior amplitude entre os diametros das colonias: 140
(77,78%) entre 4,00 e 7,00 cm para C, 155 (86,11%) entre 3,50
e 6,50 cm para MM, 167 (22,78%) entre 1,50 e 4,50 cm para
BDA e 166 (92,22%) entre 2,50 e 5,50 cm para MC.

Na 32 leitura verifica-se que os diametros das
colonias variam de 6,00 a 9,00 cm para 143 placas (79 ,44%)
em C, de 5,50 a 9,00 cm para 155 (86,11%) em MM, de 4,50 a
7,50 cm para 140 (77,78%) em MC e de 2,00 a 6,00 cm para 147
(81,67%) em BDA.

Os histogramas das freqliencias relativas dos
didmetros das coldnias de (. sativus inoculadas nos 4 meios
de cultura, nas 3 leituras, apresemntados nas Figuras 10, 11,
12 e 13 ressaltam bem o crescimento em diametro das colonias
observado da 1% para a 32 leitura em todos os meios de cul-

tura, assim como o aumento da amplitude dos didmetros verificada prin-



120

0,311
0,272}
¢ 0222
3
[
72}
=]
g ollr
9
T
g 0055
ooi7|
a0 o5 1,0 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Didmetro da colénia (cm)
12 LEITURA
0
]
3
[ 0,161 Q172
£ Q128 o122
5 o 0094
b
w 004400390039 0050
lgph 10029
~ ‘ l ]
00 05 1LO 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7.5 80 85 90
Didmetro da coldnia (cm)
292 LEITURA
0377
8
2
5
[
8
g Q7
]
E’ o 0p729078
0017 X280 09330.0280022‘

00 05 10 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Didmetro da coldnia (cm)
32 LEITURA

FIGURA 10. Histogramas das Freqli€ncias dos Didmetros Medios
das Colonias de C. satiwvus nas 3 Leituras do Meio
de Cultura C (com 3 Repeticgoes).



121

0394

0283

0222

00S0

Frequéncias relativas

0039|
006
00 05 1,0 I,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7.5 80 85 950
Didmetro das colnias (cm)

l2 LEITURA
8 0233
2
g
®
. QI55o50f [RS8
E
%’r 0094
7
(£ Q050 0p44 X
0006 o022 00060006

00 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7.5 B0 85 090
Didmetro das colSnias (cm)

29 LEITURA

[72]
2
5
[
% 0133 0,1500,1500,144
] 0024
2 Jo)
E 004400390067007°

Q006 Q0220017 0017 09?3 Ol

00 05 0 1, 20 25 30 35S 40 45 50 S5 60 65 7?70 S 80 85 90

Didmetro- das colGnias (cm)
32 LEITURA

FIGURA 1ll. Histogramas das Freqliéncias dos Diametors Médios
das Colonias de C. sativus nas 3 Leituras do
Meio de Cultura MM (com 3 Repetigoes)..



122

0417
0383
8
=z
5
g
g
) 0,122
]
3
g 0067,
[Ing
oot

00 o5 10 1,5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Didmetro das coldnias (cm)

le LEITURA
0272
g
=4
5
e alz?l e :
g I56
3]
&
ZF 0089
& 0ps! '
0033
‘ 0022
00— -—inoosoooe
0,0 0,5 1,0 K 2,0 25 3,0 35 40 45 5,0 55 6,0 6,5 70 S 8,0 8,5 90
Didmetro das colGnias (cm)

29 LEITURA
]
2
5
[}
® QT8 67
8 0,144
2 o7
g 0089 o083
[}
w 26050 4

qoi7 Q0220028 @‘q‘l Qo2

0 o5 0o |5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7.5 80 B85 90
Didmetro das coldnias (cm)
3¢ LEITURA

FIGURA 12, Histogramas das Freqliéncias dos Didmetros MEdios
’ das Coldnias de C, sativus nas 3 Leituras do Meio
de Cultura MC (com 3 Repetigoes].



123

. Q594
5
e
£ 189
3 0,18
o QlS0
=)
2
]
g
u 0032
opez|
- | Jooos

00 05 1O K5 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Did@metro da coldnia (cm)
19 LEITURA

0305

0,211

O\44 0,39

Freqiiencias relativas

Q6! 8858

Qo2

0,0l | 00t 0006 Q0080006
0,0 0,5 1,0 1.5 20 25 30 35 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 70 75 8,0 8,5 90
Didmetro da coldnia {cm)
22 LEITURA

Q150 0,161

0094
Qo83

0055 006! 067

0039 0039

0,0 ‘ 17 ool7
oo ]| oI aos —
00 05 10 I5 20 25 30 35 40 45 SO 55 60 65 0 75 80 85 90

Digmetro da colonia (crm)
32 LEITURA

Freqiiéncias relativas

FIGURA 13. Histogramas das Freqliéncias dos Didmetros M&dios
: das Colonias de (. satiwvus nas 3 Leituras do Meio
de Cultura BDA (com 3 Repeticoes].



124

cipalmente a partir da 2? leitura dos 4 meios.

A Tabela 1l apresenta as estatisticas de dia-
metros das coldonias de C. sativus nos 4 meios de cultura, con-
siderando-se as 3 repeticoes. Verifica-se que as estatisticas
confirmam as observacgoes relativas a distribuicao das fre-
gqliéncias absolutas da Tabela 10 e das freqliéncias relativas
apresentadas nos histogramas, tais como a amplitude crescen-
te da amostra verificada da 12 para a 3¢ leitura, nas colo-
nias cultivadas nos 4 meios. Observa-se também que apesar do
maior valor minimo de diZmetro da 1% leitura ocorrer em MC
(1,15 cm) e de em todos os 4 meios de cultura o valor maxi-
mo da 3? leitura ser o mesmo (9 cm), as médias para as 3 lei-
turas mostram um crescimento maior dos isolados no meio cC,
seguidos de MM, MC e BDA. As medianas para os diametros das
colonias, nos 4 meios, tém valores que ficam na mesma classe
da média ou em classe vizinha & mesma, mostrando a simetria
das amostras.

As variancias para as coldonias nos 4 meios de
cultura, apresentam-se crescentes da l? para a 3? leitura,
sendo os valores maiores de variancia ocorrentes nas 3 lei-
turas do meio C. Apesar das coldnias em BDA apresentarem mé-
dias derdiametro menor nas 3 leituras, apresentam maior va-
riabilidade, como se pode observar pelos coeficientes de va-
riacao que sao os mais elevados.

O valor minimo de 0,00 cm de diametro nas 3
leituras de MM se deve ao isolado 1002 gue nao apresentou

. a e~
crescimento na 1. repeticac, tendo apresentado, no entanto,
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os valores de 2,35 cm, 3,9 cm e 5,25 cm de diametro na 2?
repeticao e de 3,05 cm, 5,85 cm e 8,05 cm de didmetro na 3%
repeticao, respectivamente nas l?, 22 e 3% leituras.

CHRISTENSEN (1922) também aferiu o diametro das
coldnias, mas de forma diferente da realizada nesse trabalho.
Em primeiro lugar iniciou a medir as colonias somente a par-
tir do 39 ou 49 dia de inoculacao, além disso, apesar de ci-
tar serem as placas de Petri utilizadas de mesmo tamanho, nao
delimita o diametro das mesm;s. O autor mediu o aumento em
diametro em 24 horas e apresenta os dados como a média de
aumento em di@metro por dia sobre um periodo de 4 dias:

-~ isolado de centeio: 3,44 cm em BDA; 7,62 cm em AV e 2,27
cm em AC;

- isolado de trigo: 3,56 cm em BDA; 7,06 cm em AV e 1,44 cm
em AC;

- isolado-cevada (l1): 4,31 cm em BDA; 6,40 cm em AV e 2,64:can
em AC;

- isolado cevada (2): 0,94 cm em BDA; 5,12 cm em AV e 2,25 cm
em AC.

Considerando os dados do presente trabalho, so-
mente podemos estimar, para tentar uma comparagao com O tra-
balho de CHRISTENSEN (1922), a média de aumento em diametro
sobre um periodo de 4 dias, ou seja, do 29 ao 69 dia pos—
inoculagao, de uma média amostral de 60 isolados e nao de
isolados individuais como & apresentada pelo referido autor.

Assim teriamos no presente estudo o aumento em diametro so-.

bre um periodo de 4 dias de 4,77 em C; 4,57 cm em MM; 3,65 cm
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em MC e 2,31 cm em BDA. Mesmo assim fica dificil a compara-
cao entre as duas amostras. A Unica conclusao a que se pode
chegar & a de que os isolados de (. satZvus apresentam, de
modo geral, um diametro menor em BDA. Em 1925, CHRISTENSEN
estuda 37 isolados de (. sativus dos quals apenas cita pode-
rem ser diferenciados pela taxa de crescimento radial.

MITRA (1930) ao estudar dois isolados de c.
sativus, um de trigo e outro de cevada, apresenta dados de
crescimento relacionados a uma série de fatores tais como
quantidade de meio, temperatura e condigcoes de luminosidade.
Novamente em relacgac ao trabalho de MITRA, temos dificulda-
de de comparagao por terem sido utilizados meios diferentes
e temperaturas diferentes. Apresentar-se-a no entanto alguns
dados desse autor para, inclusive, ressaltar a variabilidade
de C. sativus em relacao ads condicgoes ambientais. O autor co-
teve resultados diferentes em termos de diametro da coldnia,
de acordo com a quantidade de meio de cultura utilizado. As-
sim em agar de Brown, a 20°C, apds 10 dias os isolados de
trigo e cevada apresentaram os seguintes diametros: em 60 ml
de meio - 8,85 cm e 8,23 cm: em 30 ml de meio - 6,03 cm e
6,50 cm; e em 15 ml de meio - 3,92 cm e 2,97 cm, respectiva-
mente. O presente estudo foi realizado com 20 ml dos 4 meios
de cultura e incubados a 26°C e medidas as coldnias até o 69
dia de incubagao. De modo grosseiro podemos dizer que os isc-
lados brasileiros em média crescem mais em 6 dias nos meios
C e MM do que os colocados por 10 dias em 30 ml de agar de

Brown, assim como em todos os meios quando comparados com Os
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colocados em 15 ml de agar de Brown. Se analisarmos alguns
isolados brasileiros em separado, podemos também ressaltar
que alguns deles, nos 4 meios utilizados, também apresentam
maior diametro do que os em agar de Brown com 60 ml de meio,
pois em todos os 4 meios de cultura utilizados no presente
estudo ocorreram isolados que alcangaram 2,00 cm de diametro
no 69 dia pds-inoculacgao.

MITRA (1930) também estudou esses dois isola-
dos em 7 temperaturas diferentes, em placas com 50 ml de agar
de Brown. A 25°C, temperatura utilizada pelo autor e mais
proxima da usada neste trabalho, seus resultados foram os se-
guintes: isolado de trigo - apresentou diametros de 2,5 cm,
4,5 cme 6,4 cme o de cevada de 2,5 cm, 3,7 cme 6,5 cm aos
2, 4 e 6 dias de incubacgao, respectivamente. Novamente tor-
na-se dificil a comparacao devido a ter sido utilizado meio
de cultura. diferente e em maior quantidade. Podemos, no en-
tanto, comparar, a grosso modo, os dados de 2 dias de incuba-
cao com o da 1? leitura em C, os de 4 dias do isolado de tri-
go com o da 22 leitura em MM e o de cevada com a 25 leitura
de MC, os de 6 dias com o da 3? leitura em MM. Saliente-se
que os isolados de trigo e cevada de MITRA foram colocados
em 50 ml de mejio, se estivessem em 20 ml provavelmente, de
acordo com os dados anteriores teriam apresentado diametros
bem menores.

Em 1964, WILSON & MURHPHY estudaram 6 isolados
de C. sativus comparando-os com 4 isolados de (. victoriae.

Descrevem o crescimento dos isolados de (. sativus como: iso-
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lados aveia (1, 2) e cevada de crescimento rapido; isolado
aveia (4) de crescimento vagarocso e isolado aveia (5) . mais
lento de todos.

O presente estudo e os trabalhos agui discuti-
dos reforcam o conceito da grande variabilidade de (.sativus,
tanto em relacao a fatores ambientais como meio de cultura,
temperatura, etc., como 'parte integrante do proprio fungo, .
onde basta verificar na Tabela 11 os valores maximos e mi-
nimos de diametro de coldnia alcancados pelos isolados bra-

sileiros em suas 3 leituras, nos 4 meios de cultura.
L,1.6.2 - Analise da Variancia dos Diametros das Colonias
A Figura 14 apresenta o quadro dos gquadrados

médios para o fator isolado em cada uma das 12 connbinagBes, dos 4

meios de cultura nas 3 leituras, no delineamento inteiramente casuzaliza

do.
FIGURA 14. Quadwo dos Quadrados MEdios dos Diametros das Co-
lonias de (. sativus para o Fator Isolados (oM
Isolados)..
. Meios de Cultura
Leituras
C MM MC BDA
12 0,56%% - 0,38%x 0,29 %% 0,28%%
2? 2,76%%* ' 1,77%%* 1,51** 1,67**
32 5,78%% 4,84%% 3,69 %% 4,27%%

** Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade.

GL: Isolados/leitura = 59; residuo = 120
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Observa-se que ocorre significancia de 0,01 de
probabilidade para os QM Isolados nas 3 leituras dos 4 meios
de cultura. Verifica-se, como j& era esperado, pela observa-
cao das distribuicoes de freqli€ncias e das estatisticas epre-
sentadas no item 4.1.6.1, que a variacgao aumenta de acordo
com o crescimento das coldnias, isto &, da 12 para a 3? lei-
tura. Confirma-se também a variacgdao, nos trés niveis de lei-
tura, dos diametros das colonias dos isolados inoculadoé em
C. Para a 1% leitura, a ordem decrescente de variacgao em re-
lacao aos meios & de C, MM, MC e BDA. Ja para as 2? e 3?]31—
turas a ordem € C, MM, BDA e MC. A maior variacao nessas lei-
turas em BDA do gue em MC, apesar das médias de MC serem
maiores do que as de BDA, se deve & maior amplitude ocorrida
em BDA (5,95 e 7,85 cm de diametro) do que em MC (5,25 cm e
6,70 cm de diametro) para as 22 ¢ 3% leituras, respectivamen-
te. Os quadros -das anidlises de variancia resumidos na Figura

14 estao ros Apéndices 4 a 15.

b,1.6.3 - Analise da Variagao dos Diametros das Coldnias no
Esquema Fatori al (lLsolados, Meios de Cultura e Ni-

veis de Lei tura)

A andlise da variancia para os dados de cres-
cimento dos isolados de (. sativus, considerando os fatores
meios de cultura, isolados e niveis de leitura mostra serem
altamente significativas (nivel de 0,01 de probabilidade) to-

dos os fatores e todas as interagoes de primeira ordem dos fatores aci-
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ma citados, confomme Figura 15. (O quadro da analise da variancia da -

Figura 15 esta no Apéndice 16.)

Figura 15. Quadro dos Quadrados MEdios dos Diametros das Co-
lonias de (. sativus para os Fatores Isolados,Meios
de Cultura e Niveis de Leitura.

Causas da Variacao ' GL QM
Blocos . 2 4,76
Meio de Cultura 3. 464,20 **
Isolados 59 1,50 **
Leituras 2 2633,60 **
Meio de Cultura x Isolados - 177 2,01 **
Meios de Cultura x Leituras 6 57,54 **
Isolados x Leituras ' 118 2,33 **
Meios de. Cultura x Igsolados x
Leituras 354 0,35 n.s..
Residuo 1438 0,71
"~ Total 2159

** Significativo ao nivel de Q,01 de probabilidade
n.s - nao significativo

O teste de Tukey para médias de diametros das
coldonias de C. sativus mostra que, apesar da grande ' varia-
bilidade existente entre as médias, nao é possivel distin-
guir as mesmas nem formar grupos diferenciais. Destacam-se
apenas os isclados 58/82, de maior crescimento, com diametro
médio de 5,87 cm e o 34/80, de menor crescimento, com diame-
tro médio de 1,81 cm, que apresentam diferencas altamente
significativas tanto entre si como dos demais 58 isolados da
amostra, conforme a Tabela 1l2.

A Tabela 13 apresenta os desdobramentos pelo



TABELA 12. Desdobramento pelo- Teste de Tukey para
Medias de Diametro das Colonias de c.
satzvus nas 3 Leituras dos 4 Meios .de
Cultura (com 3 Repeticoes).

Letras distintas diferem entre

No PR si ao nivel de 0,01 de probabi

ordem Isolado Mie&a lidade P -

01 58/82 5,87 A

02 23 OPR 5,13 B

03 27/81 4,99 BC

04 19 OPR 4,92 BCD

05 31/83 4,87 BCD

06 86/82 4,86 BCD

07 1009 4,83 BCDE

08 1013 4,83 BCDE

09 89/82 4,75 BCDEF

10 101/82 4,74 BCDEF

11 1012 4,59 CDEFG

12 20/81 4,56 CDEFG

13 20 OPR 4,54 CDEFG

14 118/84 4,51 DEFGH

15 1005 4,51 DEFGH

16 77/83 4,49 DEFGH

17 12 OPR 4,49 DEFGH

18 42/84 4,48 DEFGHI

19 51/82 4,47 DEFGHIJ

20 1016 4,68 DEFGHIJ

21 76/82 4,46 DEFGHIJK

22 1004 4,40 EFGHIJK

23 02/81 4,38 EFGHIJKL

24 221/84 4,38 EFGHIJKL

25 14 OPR 4,37 EFGHIJKLM

26 67/82 4,34 FGHIJKLM

27 74/83 4,33 FGHIJKLM

28 57/83 4,32 FCHIJKLMN

29 44/84 4,31 FGHIJKLMNO

30 18 OPR 4,27 GHIJKLMNOP

31 45/80 4,20 GHIJKLMNOPQ

32 1001 4,15 GHIJKLMNOPQ

33 1002 4,07 HIJKLMNOPQR

34 87/84 4,02 IJKLMNOPQRS

35 98/82 4,01 JKLMNOPQRS

36 1008 4,00 KLMNOPQRS

37 1010 3,93 LMNOPQRST

38 25 OPR 3,93 LMNOPQRST

39 33/84 3,92 LMNOPQRST

40 D/85 3,91 MNOPQRST

41 222/84 3,87 NOPQRST
42 39/84 3,86 NOPQRST

43 16 OPR 3,86 OPQRST

44 1003 3,83 PQRST

45 70/83 3,83 PORST
46 1015 3,78 QRST
47 24 OPR 3,77 QRST

48 43/84 3,76 QRST

49 28/81 3,66 RSTU
50 109/82 3,59 STUV
51 79/83 3,53 TUV
52 52/80 3,50 TUV
53 1006 3,49 TUV
54 57/82 3,48 TUV
55 1007 3,29 uvw
56 120/84 3,27 uvw
57 13/81 3,14 vwx
58 39/82 2,93 WX
59 1014 2,71 X
60 34/80 1,81 Y
- numero de placas por isolado: 36 (4 meios de cltura x 3 niveis de

leitura x 3 repetigdes).

132
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teste de Tukey para as médias de diametro das coldnias por
meio de cultura. Verifica-se, novamente, a grande variabili-
dade das médias de diametro e a sobreposicao da significancia das mes-—
mas. No meio C nenhuma média diferencia-se isoladamente das ou-
tras, o mesmo ocorrendo em MC, devido a sobreposicgao das
mesmas. Em MM o isolado 34/80 com menor diametro médio (1,91
cm) apresenta diferenca estatistica altamente significativa
em relagao ao restante dos isolados. O mesmo ocorre em BDA
para o isolado 58/82 que apresenta o maior diametro médio
(5,96 cm).

A variabilidade e sobreposicao da significancia das mé-
dias dos didmet¥os das coldnias & também verificada quando realizados
os desdobramentos pelos testes de Tukey para as 3 leituras,
conforme a Tabela 1l4. Na 1% leituma nenhuma das médias dife-
rencia-se isoladamente das outras, sendo a variailidade apre-
sentada menor que nas 22 ¢ 3% leituras. Ji nas 2% e 32 lei-
turas, as médias de diametro de coldnia dos isolados 58/82 e
34/80 apresentam diferenca estatiIstica altamente significati-
va tanto entre si como com os demais 58 isolados da amostra:
o isolado 58/82 com meédias de diametro de 6,10 e 8,63 cm e O
34/80 com 1,92 e 2,34 cm nas 2? e 3? leituras, respectivamen-
te.

Verifica-se, portanto, que as médias dos iso-
lados 58/82 e 34/80 apresentam—-se estatisticamente com sig-
nificancia a nivel de 0,01 de probabilidade no teste de Tukey
geral, que engloba os 4 meios de cultura e os 3 niveis de

leitura, apresentado na Tabela 12, devido 3s suas médias de



TABELA 14.

Resumo
Médias
vel de
coes). .
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dos Desdobramentos pelos Testes de Tukey para

de Didmetros das Coldnias de (. sativus por Ni-
Leitura (nos 4 Meios de Cultura, com 3 Repeti-

PRIMEIRA LEITURA SEGUNDA LEITURA . TERCEIRA LEITURA

N® OE NIVEL NIVEL _ NIVEL
ORDEM 1SOLADO 0,01 1SOLADD g, 1SOLADOD 0,01

o1 58/82 A 58/82 A 58/82 A

02 190PR AB 230PR B 230PR B

03 27/81 AB 190PR BC 86/82 BC

04 230PR AB 89/82 BCD 31/83 BCD

03 1013 AB 27/8% BCD 27/81 BCDE

06 1009 ABC 1009 BCDE 42/84 BCDEF

07 S51/82 ABCD 1013 BGDE 190PR BCDEFG

os 89/82 ABCD 101/82 BCDEF 1009 BCDEFG

09 31/83 ABCD 086/82 BCDEFG 101/82 BCDEFG

10 76/82° ABCDE 31/83 BCDEFGH 1013 BCDEFG

11 1004 . ABCDEF - 200PR BCDEFGHI 200PR BCDEFGH

12 1012 ABCDEF 77/83 BCDEFGHI 1005 BCDEFGH"

13 101/82 ABCDEF 51/82 BCDEFGHIJ 1012 BCDEFGH

14 39/82 ABCDEF 20/81 BCDEFGHIJ 221/84 CDEFGH

13 77/83 ABCDEF 1012 BCDEFGHIJ 118/84 DEFGH

16 20/81 ABCDEF 120PR BCDEFGHIJK 20/81 DEFGH

17 140PR ABCDEF 1005 BCDEFGHIJKL - 89/82 DEFGH

18 02/81 ABCDEF 140PR BCDEFGHIJKLM L 1016 DEFGH

19 .18/84 ABCDEF 118/84 BCDEFGHIJKLM . 120PR DEFGHI

20 180PR ABCDEF 76/82 BCDEFGHIJKLM 67/82 EFGHIJ

21 45/80 ABCDEF 1004 BCDEFGHIJKLM 57/83 EFGHIJ

22 86/82 ABCDEF 1016 BCDEFGHIJKLMN 44/84 EFGHIJK

23 . 1002 ABCDEF 42/84 BCDEFGHIJKLMNO 74/83 EFGHIJK

24 1008 ABCDEF 57/83 CDEFGHIJKLMNOP 76/82 FGHIJKL

23 1016 ABCDEF 02/81 CDEFGHIJKLMNOPQ 77/83 FGHIJKL

26 1085 ABCDEF 74/83 CDEFGHIJKLMNOPQ 02/81 FGHIJKL

27 120FR ABCDEF 44/84 CDEFGHIJKLMNOPQ - 1004 FGHIJKLM

28 200PR ABCDEF &67/82 CDEFGHIJXLMNOPQ S1/82 FGHIJGKLMN

29 1001 ABCDEF 45/80 DEFGHIJKLMNOPGR 180PR - FGHIJKLMN

30 &7/82 ABCDEF 221/64 .DEFGHIJKLMNOPQR .14UPR GHIJKLMN

31 28/81 ABCDEF 180PR DEFGHIJKLMNOPGR 98782 GHIJKLMN

32 0/85 ABCDEF 1001 EFGHIJKLMNOPGR T1001 HIJKLMNO

33 44/84 ABCDEF 1002 FGHIJKIL.MNOPQGRS .70/83 -HIJKLMNOD

34 1003 ABCDEF 1008 FGHIJKLMNOPGRST 87/84 HIJKLMNO

33- 160PR ABCDEF 1010 GHIJKLMNOPQRST 45/80 HIJKLMNO

36 221/84 ABCDEF 87/84 GHIJKLMNOPQRSTU 250PR . HIJKLMND

37 1010 ABCDEF 98/82 H1JKLMNOPQRSTU 1002 " 1JKLMNDP

38 74/83 ABCDEF D/8s 1JKLMNOPGRSTU 222/84 JKLMNOPQ

39 52/80 ABCDEF 33/84 IJKLMNOPQRSTUV 33/84 JKLMNOFQ

40 33/84 BCDEF 39/84 IJKLMNOPQRSTUV 39/84 JKLMNOFQR

41 '57/83 BCDEF 160PR IJKLMNOPQRSTUV 1008 KLMNOPQRS

42 87/84 ECDEF 250PR 1JKLMNOPQRSTUV D/85 LMNOPQRS

43 1015 BCDEF 1003 1JKLMNOPQRSTUV , 1010 LMNORQRS

44 43/84 BCDEFG 222/84 JKLMNOPQRSTUV 1015 LMNOPQRS
45 222/84 BCDEFG 28781 JKLMNOPGRSTUY 280PR .MNOPGRST.
a6 240PR BCDEFG 240PR KLMNOPQRSTUV 43/84 MNOPQRST
a7 42784 BCDEFG 43794 LMNOPQRSTUV 160PR MNOPGRST
a8 1007 BCDEFG 70/83 MNOPQRSTUV 1003 'NOPORST
49 1006 BCDEFGY  109/82 NOPGRSTUV 109/82 DPGRSTY
50 57/82 ECDEFG 1015 OPQRSTUV 79/83 PRRSTUV
51 39/84 ECDEFG 79/83 PQRSTUV 57/82- GRSTUY
52 2850PR ECDEFG§ 1006 PARSTUV 28/81 RSTUV
53 98/82 BCDEFG 52/80 QRSTUV - 1006 STUV
54 13/81 BECDEFG 57/82 RSTUVW 120/84 sTuv
55 79/83 CDEFG 1007 STUVW s2/80 TUV
56 109/82 CDEFG 120/84 TUVW 1007 uy
57 1014 DEFG 13/81 uvw 13/81 iy
58 70/83 EFG 39/82 vu 1014 WX
59 120/84 FG 1014 W 39/82 ' X
&0 34/80 G 34/80 x4 34/80 v

- Letras distintas diferem entre si

cado.

- Nimero de placas por isolado:
coes) .

ao nivel de probabilidade indi-

12 (4 Meios de Cultura x 3 Repeti-
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didmetro nas 2% e 32 léituras e para 58/82 3 sua média em
BDA e para 34/80 a sua média em MM.

A Figuta 16 apresenta as fotos das coldnias dos
isolados 58/82 e 34/80, nos quatro meios ‘de cultura, na 38
leitura do 1@ bloco.

Os desdobramentos pelos testes de Tukey para
médias de diametro das coldnias nos 4 meios de cultura mos-
tram diferencas altamente significativas entre as 3 leitu-

ras, conforme a Tabela 15.

TABELA 15. Desdobramentos pelos Testes de Tukey para Médias
de Diametro das Coldnias de (C. sativus por Meio
de Cultura nos 3 Niveis de Leitura (com 3 Repeti-

coes) .
Leitura Medias de diametro por meio de cultura
C* MM* MC* BDA*  Os 4 meios** |
32 7,35%  6,83% 5,70 4,08 5,992
22 5,298 4,68P 3,965 2,965 4,228
12 2,58 2,26 2,05€ 1,77 2,17

- Médias da mesma coluna sequidas por letras distintas dife-
rem ao nivel de 0,01 de probabilidade.

* - nimero de placas por leitura: 180 (60 isolados x 3 repe-
tigoes) .

** - n{imero de placas por leitura: 720 (60 isolados x 4 meios
de cultura x 3 repetigoes)

Esses resultados evidenciam o efetivo cresci-
mento em diametro dos isolados de (. sativus nos quatro

meios de cultura durante os interwvalos das 3 leituras (2, 4
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FIGURA l16. Fotos de Colonias de C. sativus de Maior e Menor
Crescimento. Foto do isolado de maior crescimen-
to, 58/82 (foto superior] e de menor crescimento,
34/80 (foto inferior). A marca indica o meio BDA,
a esquerda MC, embaixo a esquerda C e a direita MM.
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e 6 dias). Ressaltam também que o meio C propicia melhor cres-
cimento em diametro das colonias, seéuido por MM, MC e BDA.

Quando sao realizados os desdobramentos pelos
testes de Tukey para cada isolado individualmente, em rela-
cao as suas médias de leitura, observam-se também diferencgas
altamente significativas entre os trés niveis de leitura de
cada isolado. Como as medidas de diametro das colonias foram
realizadas de 2 em 2 dias, esses resultados estatisticos es-
tao de acordo com o observado, visualmente, de grande dife-
renca de crescimentc a cada leitura.

Excetuaram—-se, entre os 60 isolados, o isolado
34/80, gque nao apresentou significancia estatistica entre
as trés leituras, mostrando o pequeno progresso em aumento de
diametro durante o .seu crescimento. O isolado 39/82 também
se destacou dos demais por apresentar diferenca altamente sig-
nificativa entre a primeira leitura e as restantes, sendo que
entre a segunda e a terceira leitura nao houve signific@ncia
estatistica. Isso comprova o bom crescimento ocorrido entre
o segundo e o quarto-dias de incubagao e a guase interrupgao
do crescimento entre o quarto e o sexto dias apds inoculagao

(Tabela 16) .
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TABELA 16. Desdobramentos pelos Testes de Tukey para Mé&dias
de Diametro das Colonias dos Isolados 34/8Q e
39/82 nos 3 Miveis de ILeitura (nos 4 Meios de Cul-
tura, com 3 Repeticoes) .

MEdias de Didmetro das Coldnias por Leitura

Leitura
Isolado 34/80 - - Isolado 39/82
38 2,34 3,20
28 1,928B 3,177
12 1,185 2,385

- Médias da mesma coluna seguidas por letras distintas dife-
rem entre si ao nivel de 0,01 de probabilidade.

- Médias de placas por isolado: 12 (4 meios de cultura x 3
repeticoes) .

O desdobramento ‘pe'lo teste de Tukey para as mé-
dias de diametro das coldnias dos isolados de (. gat<ivus nos
quatro diferentes meios (C, MM, MC e BDA) mostrou diferencas
altamente significativas. As médias de diametro das colOnias
em C (5,07 cm), em MM (4,59 cm)., em MC (3,90 cm) e em BDA
(2,94 cm) diferem entre si a nivel de 0,01l de probabilidade
(nimero de placas por isolado: 540 = 60 isolados x 3 niveis
de leitura x 3 repetigOes). Observa-se também o maior cres-
cimento em didmetro das colonias em C, seguido de MM, MC e
BDA.

Os desdobramentos pelos testes de Tukey para
as médias de diametros dos meios de cultura por isolado in-

dividualmente confirmam de modo geral o maior crescimento no
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meio C, seguindo-se em ordem decrescente MM, MC e BDA, o que
esta de acordo com a observagao visual realizada.

A ordem decrescente de diametro das coldnias
dos isolados nos meios C, MM, MC e BDA & apresentada por
78,33% dos isolados, nos quais ocorre significancia a nivel

de 0,01 de probabilidade pelo menos entre a média de C e a

de BDA.
L,1.6.4 - Analise da Variagao dos Diametros das Coldnias no
Esquema Fatorial (Isolados e Meios de Cultura)
A analise da variancia dos diametros das colo-
nias no esquema fatorial (isolados, meios de cultura e ni-

veis de leitura) mostrou, como vimos anteriormente, signifi-
cancia a nivel de 0,01 de probabilidade para todas as inte-
rag5es de l? ordem (meios de cultura x isolados( meios de
cultura x leitura e isolados x leitura). Como fiocou demons-
trado pelos desdobramentos pelos testes de Tukey, as médias
de diametro dos isolados apresentam alta signific@ncia esta-
tistica em relacao aos 3 niveis de leitura, tanto as médias
nos 4 meios como em cada meio e por isolado individualmente.
Isso evidencia o efetivo crescimento dos isolados ao longo
dos 6 dias de observagao. Por esse motivo foi desdobrada a
analise de variancia no esquema fatorial para a interagao iso
lados x meios de cultura, fixando-se os niveis de leitura.
Essas andlises de varidncia mostram serem al=-

tamente significativas as interacotes para meios de cultura e
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para isolados com relagao aos diametros das coldnias gquando
analisados aos 2, 4 e 6 dias de incubagao conforme a Figura
17 (os quadros das andlises de variancia estao nos Apéndices

17 a 19).

FIGURA 17. Quadro dos Quadrados Médios dos Diametros das Co-
lonias de (. sativus nas 3 Leituras (QM Leituras)
para. os Fatores Meios de Cultura e Isolados.

Causas da Variacgao GL QM Leituras -
a a a
1. 2. 37
Blocos 2 0,37n.s. :0-,33n.s. 8,86 *%*
Meios de Cultura 3 21,15%* 180,90%* 377,22*%%*
Isolados 59 1,07** 5,25%% 13,37*%*
Meios de Cultura x
Isolados 177 0,15n.s. 0,82n.s. 1,74%*
ResIduo 478 0,14 0,65 1,32
Total 719

* - Significativo ac nivel de 0,05 de probabilidade

** - significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade
n.s. - Nao significativo

Os desdobramentos pelos testes de Tukey para
médias de diametro dos isolados mostram, assim como a anali-
se de variancia para os trés fatores, a sobreposicao entre
as médias de diametro das colonias de C. sativus, para todas
as 3 leituras. Os desdobramentos pelos testes de Tukey para
as médias dos diametros das coldnias nos 4 meios em separado
também apresentam sobreposicao de médias. Observa-se, no en-
tanto, que a variabilidade aumenta da 18 para a 3% leitura.

Os desdobramentos pelos testes de Tukey para
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médias de diametros das colonias nos meios de cultura mos-
tram significancia a nivel de 0,01 de probabilidade entre os
4 meios de cultura, nas 3 leituras, conforme apresentado na

Tabela 17.

TABELA 17. Desdobramentos pelos Testes de Tukey para Médias
de Diametwo das Colonias de (. sativus por Nivel
de Leitura nos 4 Meios de Cultura (com 3 Repeti-
goes). .

Meio de Cultura Leitura
19 )2 42
c 2,58" 5,29 7,35%
MM 2,26" 4,68° 6,83"
MC 2,05 3,96° 5,70°
BDA . 1,77° 2,960 408D

- Médias da mesma coluna seguidas por letras distintas dife-
rem entre si a nivel de 0,01l de probabilidade.

- Nimero de placas para meio de cultura e leitura: 180 (60
isolados x 3 repeticgoes).

Esta tabela também ressalta o maior crescimen-
to dos isolados no meio .C, seguido de MM, MC e BDA para to-
das as leituras, assim como o aumento do diametro das colo-

R a a ,
nias da 1. para a 3. leitura.

Quando sao realizados os desdobramentos pelos
testes de Tukey para médias de diametro das coldonias, nos 4
meios de cultura, por isolado-individualmente, verifica-se

também a preponderancia do maior crescimento dos isolados
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em C, seguido de MM, MC e BDA. Com essa orden Observa-se
60,002 dos isolados na 15 e 32 leitura e 73,33% na 22 leitu-
ra. Na primeira leitura, 48,33% dos isolados nao apresentam
significancia estatistica entre suas médias de di3metro nos
4 meios de cultura. Na 2% leitura esta freqli€ncia como &€ es-
perada pelo crescimento dos isolados e conseqliente aumento
da variabilidade em relacao ao meio de cultura, baixa para
28,33%. Ja na 32 leitura ocorre uma elevagao para 35,00% que
pode ser explicada pelo fato de que muitos isolados nos di-
ferentes meios alcancaram, aos 6 dias, as bordas da : placa,
nao havendo mais espago para seu crescimento diferencial.

De modo geral, as analises mostram que as mé-
dias dos diametros das coldonias dos isolados de C. sativus
apresentam diferencas altamente significativas pelo menos en-
tre os meios de cultura que propiciam o maior e o menor cres-
cimento. Assim, temos para a l?, para a 22 e para a 32 lei-
tura, n3o interessando a ordem dos meios, que essa diferen-
ca estatisticamente significativa ocorre em 51,67%; 71,67%
e 65,00%, respectivamente, das colonias estudadas.

As andlises de variancia acima discutidas re-
enfatizam a variabilidade em crescimento dos isolados de
C. sativus, que € devida tanto ao meio de cultura onde o iso-
lado é cultivado, como ao proprio isolado. Mostram ainda que
O crescimento em diametro das colonias & altamente significa-
tivo a cada 48 horas. Verifica-se também um crescimento di-
ferencial para a maioria dos isolados de acordo com o meio

em que sao inoculados. Observa-se também que os dois  meios
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minimos MM e C propiciam para a maioria dos isolados um maior
crescimento em diametro da colonia do que os dois meios com-
pletos MC e BDA.

WILSON & MURPHY (1964) realizaram também ana-
lise de variancia das taxas de crescimento, a qual, no en-
tanto, nao podemos comparar com O presente estudo por ser
relacionada a efeito de temperatura e incluir além de C.

sativus também isolados de (. victoriae.

4L ,2 - Conidios de Cochliobolus sativus

Os conidios e conididforos sao estruturas im-
portantes para a taxonomia dos fungos, principalmente daque-
les que nao possuem a reproducao sexuada ou como no caso de
C. sativus esta sO ocorre em condigoes especiais de . labora-
tério. Devido & sua importancia sistematica, realizou-se tam-
bém o estudo da conidiagao dos isolados nos 4 meios de cul-

tura e do tamanho e numero de septos dos conidios.

4,2,1 - Conidiagao de Cochliobolus sativus

O estudo de conidiacao de (C. sativus nao se-
guiu o delineamento experimental utilizado para morfologia e
crescimento, mas foi aproveitado o 39 bloco deixado em incu-
bacao até o 109 dia, guando ent3ao foram retiradas as amos-—
tras.

Realizaram-se duas contagens, em hematimetro, de
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de cada colonia, em cada um dos quatro meios de cultura, cu-

- 4 P
jos resultados medios em 10 conidios/ml foram:

I+

C : 14,93 9,15 MC : 10,79 * 6,73

BDA: 8,13 + 8,99 MM : 5,30

I+

4,02
CHRISTENSEN (1922) apenas cita, em seu traba-

lho, que o isolado de trigo nao esporula em AV e que o iso-

lado de centeio esporula abundantemente em arroz, trigo, ce-

vada e vagem fervidas, assim como em BDA 1%. Ja MITRA (1930)

fornece dados subjetivos sobre a conidiacgao, afirmando que a

mesma varia de acordo com o meio utilizado e de acordo com o

isolado estudado. Esse autor estudou isolado de trigo e de

cevada em meios diferentes, tendo conseguido os seguintes re-
sultados.

- conidiagao do isolado de trigo: pouca em agar de Brown;mo-
derada em agar de Brown com amido, em agar de Richards, em
agar suco de ameixa seca e em agar farinha de aveia. Boa
em palha ae Triticum aestivum, de Avena sativa, de Hordeum
vulgare e de Agropyrum repens

- conidiacdao do isolado de cevada: moderada em agar de Brown;
boa nos outros 4 meios de cultura e muito boa nos 4 tipos
de palha, acima citados.

Em 1964, WILSON & MURPHY também citam apenas o
isolado que nao esporula: isolado de aveia (4).
Verifica-se que se torna muito dificil compa-
rar os estudos de conidiacao de outros autores citados com o
do presente estudo, pois nao sao apresentados em dados ruméricos.
~ Observa-se, no entanto, que a produgao de co-

nidios em uma coldonia nao esta relacionada com seu cresci-
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to. Na presente amostra, o meio ¢ue propicia maior crescimento
em diametro da coldnia & C, seguido de MM, MC e BDA. Ja para conidia-
¢80, o meio que propicia maior conidiagaoc & C, mas.para OS

restantes inverte—-se a ordem, que @ MC, BDA e MM.
4,2,2 - Tamanho dos Conidios e Nimero de Septos de Cochliobolus sativus

A Tabela 18 apresenta a distribuicao das médias-
das medidas para comprimento de 50 conidios de cada um dos
39 isolados escolhidos ao acaso e cultivados em BDA. Essa
distribuicao é apresentada na forma de histograma na Figura

18.

TABELA 18. Distribuicao das Fregliéncias Médias de Comprimen-
‘to (em micra) de Conidios de 39 Isolados de C.
sativus Cultivados em BDA.

Classe das Médias de Freqliéncia
Comprimento
Inferior(u) - Superior (u) Absoluta Relativa
25,0 30,0 . 0l 0,026
30,0 35,0 0l 0,026
35,0 40,0 00 0,000
40,0 45,0 0l 0,026
45,0 50,0 10 0,256
50,0 55,0 13 0,333
55,0 | 60,0 10 0,256
60,0 65,0 03 0,077

- Medidos 50 conidios de cada isolado.

- X = 51,48 + 6,64
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FIGURA 18. Histograma da Distribuicao das Fregliéncias Rela-
tivas das Mé&dias de Comprimento de Conidios de 39
Isolados de (. sativus Cultivados em BDA.

As medidas de largura do conidio e o nuomero
de septos sao apresantados nas Tabelas 19 e Figura 19 e
na Tabela 20 e Figura 20, respectivamente.

TABELA 19. Distribuigao das Fregliéncias Médias de Largura (em
micra) de Conidios de 39 Isolados de (. sativus
Cultivados em BDA.

Classe dés Médias de o Freqliéncia
Largura :
Inferior (u) Superior (u) Absoluta Relativa
14,0 16,0 03 0,077
16,0 18,0 | 12 0,308
18,0 20,0 23 0,590
20,0 22,0 01 0,025

- Medidos 50 conidios de cada isolado.
- %X = 18,15 * 1,15 p
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FIGURA 19. Histograma da Distribuicao das Freqléncias Rela-
tivas das Médias de Largura dos Conidios de 39 Iso-
lados de (. sativus Cultivados em BDA.

TABELA 20. Distribuigao das Fregliéncias Médias do Numero de
Septos de Conidics de 39 Isolados de (. sativus
Cultivados em BDA.

Classe de Médias do Freqliéncias
Numero de Septos
Inferior Superior 7 Absolutas Relativas

02 03 02 0,051
03 04 00 0,000
04 05 07 0,179
05 06 25 0,641
06 07 05 0,128

- Medidos 50 conidios de cada isolado.

- X = 5,30 septos.
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FIGURA 20. Histograma da Distribuicao das Freqliéncias Rela-
tivas das Médias do Numero de Septos dos Conidios
de 39 Isolados de (. sativus Cultivados em BDA.

Na amostra de isolados estudada foram encon-
tradas médias de comprimento de valor mdximo de 62,18 p e mi~
nimo de 29,68 u e para largura maxima de 20,56 p e minima de
14,73 u, mostrando amplitudes de 32,5 u e 5,83 u, respectiva-
mente. Esses dados mostram uma variagao que € bastante gran-—
de inclusive para comprimento. Ja para o numero de septos, o
valor maximo médio é de 6,16 e o minimo de 2,82, mostrando
uma amplitude de 3,34 septos, o que & também bem variavel.

Nas trés tabelas e trés figuras apresentadas

neste item podemos verificar que as médias e as medianas
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coincidem na mesma classe seja de comprimento, largura ou
namero de septos.

Utilizando-se as médias gerais tem-se as se-
guintes relagoes:
- comprimento/largura = 2,84
- comprimento/nimero de septos = 9,71

Os dados dos isolados utilizados neste traba-
lho sao semelhantes aos dois isolados selvagens padroes tes-

tadores usados como controle, cujos resultados foram:

Al8:

comprimento: X = 50,75+ 8,70

largura : x = 17,41+ 1,83
comprimento/largura = 2,91

nimero de septos: =X = 4,44
comprimento/numero de septos = 11,43

(médias de 50 conidios)

A20:

I

comprimento: X 55,33+ 11,48

= 18,43 + 2,09

|

largura :

comprimento/largura 3,00

nimero de septos: x = 5,84

comprimento/nimero de septos = 9,74

(médias de 50 conidios)

Os conidios da amostra estudada apresentaram
COr marrom a marrom escura e paredes grossas.

Ao se realizar esse estudo de medida de coni-

dios e de numero de septos por conidio, observou-se uma sé-
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rie de "anomalias" tais como:

- conidios com ponta bem curva;

- conidios com metade mais clara;

- conidios com septos transversos;

- conidios em S;

- conidios mais claros e mais escuros na mesma colonia;

- conidios bifurcados;

- conidios com falhas de células, etc., alguns deles apre-
sentados na Figura 21.

Verifica-se também que a amostra do  presente
trabalho apresenta os menores valores minimos para amplitude
e média de largura, assim como © menor valor maximo para mé-
dia de largura. O mesmo ocorre com O maior valor maximo e o
minimo para média de comprimento. Isso se deve provavelmente
ao fato de ter-se realizado este estudo com apenas um meio
de cultura (BDA), enquanto que a maioria dos autores citados
na Tabkela 21 utilizaram dois ou mais meios ou o proprio hospe-
deiro.. Segundo DRECHSLER (1923) os conidios em cultura tor-
nam-se menores em comprimento e em largura, podendo reduzir-
se a corpos subesféricos com L ou até sem septos.

Em relacao a morfologia de conidios, que nao
foi objeto de atengao especial deste estudo, mas que descre-
vemos rapidamente neste item, tem concordancia com as des-
cricoes morfoldgicas feitas pelos autores citados na  Tabe-

la 21.
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FIGURA 21. Fotos de Conidios de C. sativus: 21.l. germinagao
bipolar; 21.2. reto com hilo bem salientado; 21.3.
selvagem (superior) e albino (inferior); 21.4.co-
loragao desuniforme (esquerda) e coloragao  uni-
‘forme (direita); 21.5. extremidades curvas; 21.6.
aparente superposicao de septos; 21.7. 8 septos;
21.8. septo transverso; 21.9. biseptado; 21.10.
extremidade bem curva; 2l1.l11. mais claro com fa-
lha entre as células. (Fotos em microscopio otico
com aumento de 400x, com excegao de 21.3 - aumen-
to de 200x e 21.1 - aumento de 100x).
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TABELA 21. Tamanho e Numero de Septos de Conidios de C.sativus

Isolados de Cereais e Gramineas, Incubados em
Meios Naturais ou Sinteticos, Coletados por va-
rios Autores (tamanhos e médias minimas e maximas).

Compriments (11). Largura (u) NO de septos
Autor/ano Ampli- : Ampli- Ampli-
M“ - . - . - 3
tude Media cude Media tude Media

CHRISTENSEN 11,40 33,00 11,40 16,02 0 2,46

1922 117,80 85,58 30,40 23,43 11 7,44
DOSDAL & 65,7
CHRISTENSEN, 1923 83,1
DRECHSLER 25 14 3

1923 134 30 10
MITRA 17 39,5 13 18,0 0 2,03
1930 102 81,2 27 22,4 10 7,69
MITRA 33,0 16,5 4
1931 86,0 23,0 9
ITO & KURIBAYASHI 60,0 17,5 2

1931 108,0 28,0 13
LUTTRELL 60 15 3
1951 120 20 10
LUTTRELL 36 63,8 14 17,7 2 6,0
1955 129 103,9 28 23,4 12 8,9
LUTTRELL 43 19 6
196 3b 109 25 10
WILSON & MURPHY 53,8 17,0 5%

1964 85,8 27,2 7%
ELLIS 40 17 3
1971 120 28 12
Presente estudo 18,52 29,68 9,26 14,73 1 2,44

62,18 10 6.40

1989

101,86

27,78

20,56

* Indica numero modal.
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4.3 - Fertilidade de Cochliobolus satZvus

O estudo da fertilidade dos isolados brasilei-
ros de C. sativus contou com a obtencao da reprodugao sexua-
da, a determinacao da compatibilidade sexual e o estudo da

fertilidade propriamente dito.

L.3.1 - Reproducao Sexuada: Morfologia das Estruturas Repro-

dutivas de Cochliobolus sativus

Apesar de nao se ter realizado um estudo deta-
lhado das estruturas reprodutivas surgidas nos pareamentos
dos isolados de (. sattvus, achou-se de interesse abordar al-
guns aspectos observados no presente trabalho. Tentar-se-a
realizar esta abordagem através de fotografias que ilustram
melhor as estruturas do que uma descricao.

A Figura 22 apresenta fotos de pseudotécios e
do interior dos mesmos: 22.1 - semente de cevada coberta em
parte com conidios, apresentando diversos pseudotécios, gque
sao claros e escuros por ter sido essa semente utilizada em
pareamento de um isolado selvagem com um dos isolados testa-
dores padrdo albino; 22.2 - pseudotécio albino com o bico ja

bem formado, rodeado por outros dois pseudotécios também al-

binos, onde se observa bem a forma globosa dos mesmos;
22.3 - pseudotécio selvagem sobre semente de cevada reco-
berta também por conidios selvagens; 22.4 - pseudotécio

selvagem formado no &gar de Sach, afastado da semente de ce-

vada,e com o bico bastante alongado; 22.5 - pseudotécio rom-
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FIGURA 22. Fotos de Pseudotécios Selvagens e Albinos de (.
sativus. Fotos ao microscdpio estereoscdpico: 22.1
(2,5x), 22.2 (l0x), 22.3 e 22.4 (7,5x); ao mi-
croscopio: otico: 22.5 (50x), 22-6 (200x)
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pido observando-se os conidios e as hifas que o recobrem;
22.6 - porcao do interior de um pseudotécio onde se observam
ascos vazios e ascos com formagao de ascOsporos.

A Figura 23 apresenta varios tipos de ascos e
ascOsporos observados: 23.1 - asco totalmente vazio, sem rom-
pimento de parede ou de estipe, o que demonstra a nao forma-
cao de ascOsporos no mesmo; 23.2 - asco com apenas 1l ascOspo-
ro bem formado e outro abortivo, bem menor em uma das extre-
midades; 23.3 - ascOsporo solto do asco, apresentando bem
as caracteristicas de hialinidade e forma filiforme e asco
sem ascOsporos, mas com material citoplasmatico; pode-se ob-
servar na extremidade oposta a estipe a natureza bitunicada
do asco; 23.4 - asco com 2 ascOsporos bem formados e um abor-
tivo; 23.5 - asco com 3 ascOsporos bem formados. Observa-se
também conidios selvagens e albinos, o que possibilita veri-
ficar o tamanho relativo destes doisatipos de esporos (coni-
dios e ascOsporos) formados por (. sativus; 23.6 - asco va-
zio, com pouco material citoplasmatico e asco com, provavel-
mente, 8 ascOsporos com seu enrolamento helicoidal; 23.7 -
asco com 4 ascOoporos liberando-se do mesmo; 23.8 - asclspo-
ros ainda enovelados em sua hélice, mas ja em processo de
germinagac; 23.9 - cinco ascOsporos ja mais frouxamente de-
senrolados com germinacdo bastante adiantada; 23.10 - ascds-—

poro com pelo menos 9 tubos germinativos.
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FIGURA 23 Fotos de Ascos e AscOsporos de C.
sativus (I) (Fotos ao microscopio
otico: 23.1 (400x), 23.2 a 23.5 e

23.7 (200x), 23.6, 23.8 a 23.10
(100x) .
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A Figura 24 mostra alguns ascos e ascOsporos
com mais detalhes: 24.1 - asco totalmente vazio, Integro on-
de se pode observar em alguns locais atinica dupla; 24.2 -
asco sem ascOsporos, mas repleto de material citoplasmatico;
24.3 - asco com material citoplasmidtico recuado na extremi-
dade oposta a estipe, revelando a presenca de endotinica e
no centro com um asco, abortivo e/ou em formagéo; 24.4 - as-
co com 2 ascOsporos liberando-se pela estipe; 24.5 - ascls-
poros de aspecto filiforme e extremidades afiladas; 24.6 — cbo—
serva-se nesse ascOsporo o grande numero de septos formados,
podem—-se contar pelo menos 13 septos.
A maioria dos ascos observados nos cruzamentos
tinham menos que 8 ascOsporos.
Os trabalhos de KURIBAYASHI (1929), TLTO &
KURIBAYASHI (1931), TINLINE, SALLANS & SIMMONDS (1949), TINLINE
(1951) , TINLINE (1953), SHOEMAKER (1955), HRUSHOVETZ (1956a),
TINLINE & DICKSON (1958) que tratam da reproducao sexuada do
C. sativus, sao confirmados plenamente pelo presente traba-
lho. Em relacao & morfologia, apesar de nao se ter entrado em
maiores detalhes, os resultados apresentados no presente es-
tudo sao semelhantes aos dos autores acima citados. Desta-
ca-se a origem materna do ascocarpo quando do pareamento de
isolados selvagens e albinos pela formagao de ascocarpos bran-
cos e pretos. Essa mesma caracteristica observada acima re-
forca o chamado hermafroditismo ou bissexualidade do C.sativus.
Outro fator a destacar & a grande variabilida-

de encontrada nos cruzamentos em relagao ao nimero de asco-
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FIGURA 24, Fotos de Ascos e AscOsporos -de cC.
sativus (II) (Fotos ao microscdpio
6tico com aumento de 400x).



160

carpos formados, assim como ao numero de ascos encontrados
nos pseudotécios e o numero de ascOSpoOros nos ascos (estes
variando de 0 a 8), que infelizmente nao foram quantificados
neste trabalho. Esta variabilidade do numero de asc8sporos

nos ascos & também relatada por SOLANGI (1975).

k.3.2 - Compatibilidade Sexual dos lIsolados de Cochliobolus

sativus

Os 62 isolados brasileiros de (. satZvus foram
pareados com os 4 isolados padrao testadores MAT-1 (A20 e K3)
e MAT-2 (Al8 e J1l-15), tendo-se verificado serem 50% isola-
dos MAT-1 e 50% MAT-2, conforme apresenta a Figura 25.

As dificuldades de cruzamento entre isolados
de compatibilidade sexual opostas ja se apresentaram nessa
determinagcao da compatibilidade sexual da amostra de C.sativus
estudada no presente trabalho.

Verifica-se que os isolados MAT-2 testadores
tém fertilidade mais alta, pois com cerca de, no maximo, 2
pareamentos foi possivel estabelecer a compatibilidade se-
xual de 83,86% dos isolados brasileiros. Ja com os testado-
res MAT-1 apenas 51,61% tiveram sua determinacao de compati-
bilidade sexual realizada dessa maneira.

Os casos de nao surgimento de ascos e/ou as-
cOsporos, mesmo apds varias repeticoes dos pareamentos, ocor-
reram principalmente nos pareamentos com o MAT-2 testador

Al8 como o atestam na Figura 25, os pareamentos de AlS8 com
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os isolados 13/81, 58/82, 1004,1009, 19 OPR e 23 OPR, Ja em rela-
cao ao testador MAT-1 K3, houve apenas 2 insucessos, o dos
pareamentos com os isolados 52/80 e 20/81 e com o MAT-1 A20
apenas com o isolado 101/82.

As repeticoes dos pareémentos 20/81 x K3 e
101/82 x A20 foram realizados mais 3 vezes, no entanto houve
problemas de contaminagao do material e de avaria de equipa-
mento, nao possibilitando resultados satisfatdrios. O mesmo
ocorreu com o pareamento 23 OPR x Al8. Devido ao longo tempo
de incubacao para o cruzamento e o tempo hdbil de término da
tese, nao houve possibilidade de repetir esses trés parea-
mentos.

Utilizando-se os dados para determinacao de
compatibilidade sexual dos isolados de (C. sativus com os 4
isolados padrao testadores, pode-se observar na Tabela 22,
que, considerando-se até 5 pareamentos necessarios para ob-
tencao de ascos e ascOsporos em alguns cruzamentos, o nivel
de fertilidade de todas as combinagoes possiveis & de 92,74%.
Ressalta-se que os isolados padrao testadores MAT-1 tem alta
fertilidade, pois os isolados A 20 e K3, ja no primeiro pa-
reamento apresentaram 83,87% e 77,42% de produgao de ascos e
ascosporos, respectivamente. J& o isolado MAT-2 Al8 apesar
de uma fertilidade total de 80,65% necessitou de pareamen-
tos repetidos até 3 vezes para alcancar um nivel de fertili-
dade de 70,37%. Por outro lado, com o primeiro pareamento,
o MAT-2 Jl-15 obteve 67,74% e com pareamentos repetidos até

3 vezes produziu ascos e ascOsporos com todos os 31 isolados
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brasileiros MAT-1 com quem foi pareado.
O fato de ter-se encontrado 50% de isolados

brasileiros MAT-1 e 50% MAT-2 confirma os dados encontrados

por TINLINE (1951) - 46,15% MAT-1 e 53,85% MAT-2, KLINE &
NELSON (1968) - 53,40% de MAT-1 e 46,60% de MAT-2 e por
HARDING & TINLINE (1983) em sua populagao ao acaso 50,77%

MAT-1 e 49,23% MAT-2, J3 na populagao de campo unico, HARDING
& TINLINE (1983) encontraram 38,78% de MAT-1 e 61,22% de MAT-2,

No presente trabalho realizaram—-se 12 pareamen-
tos de isolados de compatibilidade semelhante, com 2 repeti-
¢Oes, os resultados foram os seguintes:

- pareamentos MAT-1 x MAT-1l: 89/82 x 27/81

sem ascocarpo; 27/81 x 12 OPR sem ascocarpo; 89/82 x 28/81
sem ascocarpo; 89/82 x 12 OPR = com prototécio; 27/8l x 28/8l =
com prototécio; 28/81l x 12 OPR = com prototécio;

- pareamentos MAT-2 x MAT2: 1013 x 86/82 = sem

ascocarpo; 1013 x 42/84 = com prototécio; 42/84 x 87/84 = com

prototécio; 1013 x 87/84 = sem ascocarpo; 86/82 x 44/84 = cam
prototécio; 86/82 x 87/84 = com prototécio.

Outro experimento realizado no presente estu-
do foi colocar isolados Unicos em material para cruzamento
(6 tentativas). Destes, 4 nao formaram ascocarpo, mas 2 apre-
sentaram prototécio. Com esses testes comprova-se também o
heterotalismo de C. sativus e a sua auto-esterilidade.

JONES (1971) publica também a caracterizagao

de 50% de (C. satiwvus australianos no grupo MAT-1 e 50% MAT-2.

Esse trabalho &, no entanto, baseado apenas na presenga ou
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auséncia de peritécio, o autor nao verifica a presenca de
ascos e ascOsporos. Esse estudo perde a validade no momento
em que se sabe que prototécios muito semelhantes a pseudoté-
cios (chamados de peritécios por Jones) podem ser formados
apenas por tecido materno tanto em cruzamentos de isolados
de mesma compatibilidade como isolado Gnico em material pre-
parado para cruzamento. Esse fato ja havia sido relatado por
TINLINE (1951) e SHOEMAKER (1955) e confirmado nos dados apre-
sentados anteriormente no presente trabalho.

JONES (1971) relata que 3 dos cruzamentos de
albinos com selvagens sO produziram peritécios brancos. Se
nao houver uma quantidade semelhante de conidios de ambas as
linhagens, no caso albinos e selvagens, nas suspensoes que
serao misturadas para o cruzamento, o resultado podera nao
ser o esperado. No caso do trabalho em questao, o autor nao
contou o nimero de conidios albinos e selvagens de cada sus-
pensao, mas as ajustou para igual opacidade; Como os coni-
dios albinos sao hialinos, a quantidade dos mesmos para igua-
lar a opacidade da suspensao de selvagens deve ter sido maior
que a destes Gltimos, o que pode explicar o aparecimento de
peritécios brancos e o nao de pretos.

Ao publicar seu trabalho sobre o estagio per-
feito de ¢. satiZvus, TINLINE (1951) relata a mudanca morfo-
16gica do isolado 19 apds muitos meses e que o mesmo perdeu
sua capacidade de formar primérdios de peritécio em cultura
simples. No entanto, formava peritécios com isolados de gru-

pos de compatibilidade oposta. O autor sugere que o isolado
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19 original era hermafrodita e que o mutante perdeu sua ca-
pacidade de desenvolver primdrdios de peritécios, isto &€, a
feminilidade, mas reteve o fator masculinidade. Estudos pos-
teriores mostraram ser esta uma mutagao verdadeira.
SHOEMAKER (1955) ja cita, em seu trabalho so-
bre biologia, citologia e taxonomia de (. sativus, isdlados
com problemas de fertilidade. Descreve os isolados 104 c e
104 4, que produzem prototécios irregularmente e sG , puderam
ser classificados para compatibilidade sexual pela presencga
ou auséncia de ascos, pois nao formavam ascOSpPoOros. Cruza-
mentos desses dois isolados com isolados albinos compativeis
resultou na formacao de pseudotécios albinos com ascos. Nao
houve formagao de pseudotécios ou prototécios pretos. Esses
dois isolados foram os menos férteis da amostra. Os isola-
dos 18, 1046, 104 e T6 formavam regularmente ascos e ascOspo-
YOS numerosos.
| Ao determinar a compatibilidade sexual dos iso-
lados brasileiros com os testadores padrao canadenses, en-
contramos alguns casos semelhantes, ja ressaltados anterior-
mente na Figura 25, em que o0 isolado brasileiro produziu as-
cos com ascOsporos com apenas um dos isolados testadores de
compatibilidade oposta. Foram os isolados 13/81, 58/82, 1004,
1009, 19 OPR e 23 OPR da série MAT-1 e 52/80, 20/81 e 101/82
da série MAT-2.
TINLINE & DICKSON (1958) ao descreverem o de-
senvolvimento do peritécio e a heranca de cor de esporo e de

compatibilidade sexual, citam alguns isolados monoascospdri-
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cos que mostram fertilidade tanto inter como intragrupo, is-
to €, reagem com ambos os isolados testadores de compatibili-
dade sexual oposta e com alguns isolados de mesma compatibi-
lidade. As reagoes intragrupo ocorreram mais freglientemente
com os testadores de conidios brancos e raramente com os de
conidios pretos. Nao encontraram isolados homotdlicos. Pos-
tulam a possibilidade de fatores que nao os de compatibilida
de sexual condicionando o heterotalismo no fungo. Como esses
isolados com fertilidade intragrupo se originaram de cruza-
mento entre linhagens irradiada e mutante esponta@neo e uma
linhagem nao tratada, provavelmente tenha também ocorrido mu-
tagao na compatibilidade sexual e foi transmitida para uma
parte da progénie.

Por nao ter-se feito muitos cruzamentos entre
isolados de mesma compatibilidade sexual, nao podemos afir-
mar gque na presente amostra nao possam existir isolados fér-
teis intragrupo. Os cruzamentos intragrupo realizados estao

citados anteriormente neste mesmo item.
4,3.3 - Fertilidade dos lsolados Brasileiros de C. sativus
4,3,3.1 - Pareamentos MAT-1 x MAT-2

A fim de verificar a fertilidade dos isolados
de C. sativus utilizados no presente trabalho, foram parea-

dos em todas as combinagoes possiveis 27 dos 31 isolados

MAT-2 e 26 dos 31 isolados MAT-1.
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Como descrito no capitulo de Material e Méto-
dos e como realizado para a determinacac da compatibilidade
sexual dos isolados brasileiros, aqueles pareamentos que nhao
resultaram em ascos com asc3sporos foram repetidos. Nesse
caso do estudo de fertilidade ocorreu um maximo de até 4 re-
peticdes. Esses pareamentos estao especificados nos quadros
das Figuras 26, 27, 28 e 29, sendo que o quadro da Figura
30 mostra os resultados gerais obtidos nos pareamentos ixe—
presentados nos quadros citados anteriormente.

Como pode ser verificado nos quadros das Figu-
ras 26 a 29, os resultados nao sao constantes, como por exem-
plo, os pareamentos:

- 1012 x 23 OPR: 1?9 pareamento formou pseudotécio com ascos
vazios; 29, 39 e 49 pareamentos, nao ocorreram nhem proto-
técios;

- 51/82 x 76/82: 19 pareamento com pseudotécios com ascos
vazios; 290, 39 e 49 bareamentos, ocorreram apenas proto-
técios;

- 1005 x 13/81: 19 pareamento com pseudotécio com ascos va-
zios; 29 pareamento sem prototécios; 3?9 pareamento com pro-
totécios; 49 pareamento com pseudotécios com ascos vazios.

Devido a esse tipo de inconstancia nos resul-
tados dos pareamentos que nao produziram ascdsporos, utili-
zou-se para o quadro geral da Figura 30 o estado de reprodu-
¢ao mais avancgado que tenha ocorrido. Por exemplo, para os
pareamentos 1012 x 23 OPR, 51/82 x 76/82 e 1005 x 13/81, ci-

tados anteriormente, foram classificados em pareamentos que
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formaram ascocarpo e ascos.

Dos 22 pareamentos que nao resultaram férteis,
verifica-se que 7 tém capacidade de formacao de pseudotécio
com ascos e 15 éonseguem formar ascocarpos.

Na presente amostra nao se observou pareamento
que, apesar de uma ou outra vez nao produzir prototécio, nao
o tenha conseguido fazer em pelo menos uma das repetigoces, co-
mo &€, por exemplo, o caso dos pareamentos 51/82 x 45/80,
20/81 x 45/80 ou 1005 x 02/81.

As Tabelas 23 e 24 apresentam, respectivamente,
a fertilidade individual dos isolados MAT-1 e MAT-2, assim
como suas freqliéncias acumuladas ao longo dos 4 pareamentos,
quando necessarios, e a freqliéncia geral por pareamento.

De modo geral, em ambas as tabelas, verifica-
mos que j& no 19 pareamento, onde foram realizadas todas as
702 combinagoes MAT-1l x MAT-2 possiveis, o nivel de fertili-
dade foi de 76,21%.

No 29 pareamento foram repetidos 167 combina-
coes, das quais 84 produziram ascos e ascOsporos. Consideran-
do este 29 pareamento como Gnico, o nivel de fertilidade é
de 50,30%. No entanto, considerando-o no computo geral das

702 combinacgoes, teremos uma freqli€ncia relativa de 11,96%,

que acumulada com o resultado anterior eleva o nivel para
88,17%.

No 39 pareamento foram repetidas 83 combina-
coes, das quais 47 produziram ascos com ascdsporos. Indivi-

dualmente o nivel de fertilidade seria de 56,63%. Considera-
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do no total de pareamentos possiveis & de 6,7%, o que dara
um nivel de fertilidade acumulado de 94,87%.

Ja no 49 pareamento, foram repetidos 36, dos
quais apenas 14 completaram a reproducao sexuada. Neste caso
o nivel individual de fertilidade é de 38,89%. No entanto,
no total das combinagoes possiveis entre 26 MAT-1 e 27 MAT-2 ,
a freqliéncia relativa & de 1,99%, gque acumulada com a dos
resultados dos outros trés pareamentos leva a um nivel geral
de’fertilidade de 96,86%, ou seja, um total de 680 cruzamen-
tos com reprodugcao completa sobre as 702 combinagdoes possi-
veis.

Essas tabelas mostram também a freqtiéncia de
fertilidade dos isolados individualmente. Assim, observa-se
na Tabela 23 que, dos 26 isolados MAT~-1, 14 (53,85%) produ-
ziram ascos e ascOsporos com todos os 27 isolados MAT-2 pa-
reados, sendo que o isolado 12 OPR o fez ja no 19 pareamento
e os isolados 70/83, 89/82 e 67/82 necessitaram de apenas
mais uma repetigao com 1, 2 e 3 isolados MAT-2, respectivamen-
te, para obterem reproducac total com 100% dos isolados MAT-2.

Apenas 6 (23,08%) dos isolados nao consegui-
ram cruzar com um dos isolados MAT-2, 2 (7,69%) e 3 (11,54%)
nao cruzaram, -respectivamente, com 2 e 3 dos MAT-2.

A Tabela 24 mostra que dos 27 isolados MAT- g,
18 (66,67%) produziram ascos e ascdOsporos com todos os 26
isolados MAT-1, porém nenhum o conseguiu ja no 19 pareamen-
to. Os isolados 86/82, 87/84, 1013, 42/84 necessitaram de

mais uma repeticao com 1 isolado MAT-1l. O isolado 109/82 ne-
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cessitou parear com 7 isolados, no 29 cruzamento, ocorrendo
entao produgdao de ascos com ascdsporos com todos.

Cinco isolados (18,52%) nao conseguiram produ-
zir ascos e ascosporos com 1 dos isolados MAT-1: 1 isdlado
(3,70%) nao o fez com 2 MAT-2; 2 isolados (7,41%) nao foram
férteis com 3 isolados MAT-2, sendo que o isolado 51/82 foi
0 de menor grau de fertilidade de toda a amostra, pois nao
produéiu ascos e ascosporos com 9 dos isolados opostos.

Dentre os isolados MAT-1, os 4 com menor grau
individual de fertilidade foram os com 88,88% de sucesso re-
produtivo (isolados 02/81, 79/83, 13/8l1 e 23 OPR).

Entre os MAT-2, com excegao do isolado 51/82
cujo grau de fertilidade individual foi de 65,39%, os 2 iso-
lados com menor sucesso reprodutivo foram os com 88,46% (iso-
lados 20/81 e 1005).

Os isolados MAT-1 13/81l, 19 OPR e 23 OPR e o
MAT-2 20/81, que produziram ascos cém ascOsSporos com apenas
1 dos isolados padrao testadores de compatibilidade oposta tiveram
niveis de fertilidade entre 88,88 e 96,29%.

KLINE. & NELSON (1968) apresentam isolados cha-
mados de fracos, intermediarios e fortes em relagao a ferti-
lidade, resumo este ja bem detalhado no item .2.6.2 da Intro-
ducao. Os autores, no entanto, nao determinam quais as fre-
gqliéncias que indicam estes tipos de isolados. E evidente
que isolados com 4% de fertilidade devem ser de fertilidade
fraca, mas qual o limite maximo dessa fertilidade fraca? B

evidente também que os isolados com 81l% a 20% de fertilidade
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devem ser os fortes, mas qual o limite minimo de fertilidade
forte? E quais os limites da intermediaria? Esse trabalho da
o nivel de fertilidade por isolado, semelhante ao das tabe-
las 23 e 24 do presente trabalho, onde se verifica que os
niveis de fertilidade dos isolados brasileiros sao de 88,89%
a 100,00% para os isolados MAT-1 e de 65,39% a 100,00% para
MAT-2. No caso dos MAT-2 apenas 1 isolado apresentou 65,39%
de fertilidade, os restantes tiveram 88,46% para mais. Se
simplesmente fizermos uma divisao de 1/3 para cada tipo de
fertilidade, citado pelos autores, as classes poderiam ser de
0 a 33,33% fertilidade fraca, de 33,34% a 66,67 intermedia-
ria e de 66,68% a 100,00% forte. Podemos, segundo eles, di-
zer que a populagao de C. sativus estudada, com excegao de
1l isolado MAT-2, & de fertilidade forte.

HOSFORD, SOLANGI & KIESLING (1975) relatam um
mutante, cultivado de um setor branco (1l6M), que cruzado com
o isolado 47 produziu uma progénie bastante numerosa. No en-
tanto, essa progénie nao apresentou fertilidade quando cru-
zada entre si nem com outros isolados férteis. Esses isola-
dos derivados do cruzamento 1l6M x 47 parecem ser totalmente
estéreis. Caso semelhante n3o foi encontrado na amostra do
presente estudo.

Em 1983, HARDING & TINLINE estudaram duas po-
pulacoes de C. satiwvus para fertilidade diferencial. Este
trabalho estd também bem detalhado no item 2.6.2 da Introdu-
cao desta tese. Ao compararmos os dados desses autores com

os do presente trabalho, verificamos diferencas bastante
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grandes, apresentadas na Tabela 25.

TABELA 25, Resultados dos Pareamentos entre Isolados de C.
sativus de Compatibilidade Sexual Oposta.

Resultados cbtidos em percentagem (%)

Autores Ano Sem Pro- Com Pro- Com Com As-
totécio totécio Asco cSsporo

HARDING (a) 23,00 15,00 6,00 56,00

& 1983

TINLINE (B) 32,00 19,00 1,50 48,00

Presente

Trabalho 1989 Zero 2,14 1,00 96,86

A = populagao ao acaso

w
"

populacac de campo Gnico

Também em relacao ao trabalho dos autores aci-
ma citados, a amostra presente apresenta um nivel bem mais
elevado.de fertilidade.

HOSFORD, SOLANGI & KIESLING (1l975) descrevem
gue exames histoldgicos mostraram bloqueios genéticos no de-
senvolvimento sexual anterior & formagao do crozier (pelo me-
nos 3 genes), anterior a formagac do asco e anterior a deli-
mitacao do ascdsporo. Propoem fatores limitantes da reprodu-
cao sexuada, além dos de compatibilidade sexual. HARDING &
TINLINE (1983) sugerem que pelo menos dois caracteres reces-
sivos estao operando em (. sqgtivus: um governando a formagac
do ascocarpo e outro controlando a formacaoc do asco e ascos-

poros.



181

Os dados do presente estudo nao possibilitam
realizar a analise da genetica da fertilidade de (. sativus
a fim de confirmar ou refutar as hipoteses dos dois traba-

lhos acima citado.
4.3.3.2 - Numero de Ascocarpos Examinados por Pareamento

No presente trabalho foi postulada tambem va-
riagcao nos niveis de fertilidade devido a diferencas técni-
cas. A maioria dos autores nao cita o numero de repetigoes de
um pareamento em caso de fracasso, isto &, nao produgao de
ascOsporos, nem quantos pseudotécios sao examinados por cru-
zament® ,Talvez os Unicos autores a detalharem um pouco mais
foram HARDING & TINLINE (1983). Citam gue cruzamentos gue
produziram ascOsporos foram feitos apenas uma vez. Pareamen-
tos que produziram somente prototécio ou nao produziram as-
cocarpo foram repetidos uma vez e pareamentos com ascos va-
zios foram repetidos ao menos trés vezes.

Em correspondéncia recebida do Dr. TINLINE7
(1988), em resposta a perguntas feitas pela autora por mais
detalhes técnicos, o mesmo diz nao poder especificar o nume-
ro de ascocarpos cque deve ser examinado. Na determinagao de

compatibilidade sexual ele seleciona 2 a 6 ascocarpos tipi-

7 TINLINE, R.D. Carta de 16/12/88, Research Station, Sasketoon, Sasket-
chewan, Canada.
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cos gue parecam pseudotécios bem desenvolvidos e os examina
em uma lamina ao microscopio. Se nd3o encontrar ascos e as-
cOsporos, repete o processo mais 2 ou 3 vezes. Se esses tam-
bém forem negativos, o cruzamento & repetido mais uma ou pou-
cas vezes. Ele diz preferir repetir o cruzamento a examinar
todos os ascocarpos produzidos, uma das razoes & gque muitos
destes ascocarpos podem ser prototécios desenvolvidos pelo
isolado dominante.

A variabilidade dos numeros de ascocarpos pro-
duzidos sobre, sob e ao redor das sementes de cevada prepa-
radas para o pareamento de 2 isolados de compatibilidade opos-
ta @ muito grande.,Encontra-se desde 1 ascocarpo apenas em
uma das dez sementes utilizadas por placa de pareamento, até
cerca de 200 corpos de frutificaca@ao espalhados pelas 10 se-
mentes de cada placa. Mesmerntre as 10 sementes de cada
placa, o nimero de ascocarpos & variavel, de zero a deze-
nas.

Outro fator que chamou atencao foi o fato de
gue pareamentos com pecueno numero de pseudotécios, muitas
vezes nem bem desenvolvidos apresentaram ascos com ascOspo-
ros. Em outros com grande numero de ascocarpos, com . pseudo-
técios bem desenvolvidos nao se encontravam ascos e/ou  as-
cOsSporos.

Um dos fatores desta dificuldade de encontrar
ascos e ascOsporos, citado no item 3.3.3 de Material e Meto-
dos, @ o mascaramento dos ascos e ascOsporos pelo material

gue preenche o pseudotécio - parafises e pseudoparafises.De-
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vido a isso optou-se pelo método de microprensagem do mate-
rial na tentativa de obter um melhor espalhamento do inte-
rior do corpo de frutificacgao.

O fato da auséncia de ascos e ascOsporos mesmo
em pseudotécios bem desenvolvidos fez com gue se examinassem
todos os ascocarpos produzidos em cada pareamento. Cada 1la-
mina feita com uma média de 6 ascocarpos (4 a 8) em 1 ou 2
gé;as de agua, sendo o material bem dilacerado e prensado.

A Tabela 26 apresenta a fregliéncia de laminas
feitas por pareamento até a obtencao de asco com ascOsSporos
nos 4 pareamentos realizados.

Com a producao de apenas uma lamina, o nivel
de fertilidade da amostra seria em torno de 58,38%, se forem
considerados apenas os 680 cruzamentos férteis produzidos
no presente trabalho. Caso se considere os 702 pareamentos
realizados, esta freqﬂéncia seria cerca de 56,55%.

E evidente gue guanto maior o nimero de lami-
nas examinadas e, portanto, maior o numero de ascocarpos ve-
rificados, maior sera a possibilidade de se encontrar pseu-
dotécios ferteis.

Pelos resultados deste trabalho, sugere-se o)
exame de pelo menos 5 laminas, caso nao haja possibilidade
de esgotar o material, pois este numero (cerca de 30 asco-
carpos) ja da uma certeza de encontrar pelo menos cerca de
94% de pseudotécios com ascos e ascOSporos.

Ao examinar todos os corpos de frutificagao

produzidos tem-se certeza da fertilidade ou infertilidade do
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pareamento, pois detectar—se—é.mesmo aqueles pareamentos que
produzem ascos e ascocarpos com baixa fregtiéncia.

Os resultados do presente trabalho mostram que
a diferenca na técnica de leitura dos pareamentos pode levar
a diferencas nos niveis de fertilidade. Como demonstrado pe-
los quadros das Figuras 26, 27, 28, 29 e 30 e nas Tabelas 23
e 24 se os isolados forem pareados 1 vez o nivel de fertili-
dade @ um (no caso 76,21%). Se, no entanto, os pareamentos
com resultados negativos forem realizados novamente, o ni-
vel de fertilidade aumentara, como o que foi encontrado no
presente trabalho: com um 29 pareamento o nivel de fertili-
dade elevou-se para 88,17%, no 39 pareamento foi para 94,87%
e no 49 pareamento para 96,86%. Esse tipo de enfoque modifi-
ca também a fertilidade individual dos isolados como verifi-
cado nas Tabelas 23 e 24. Para MAT-1 no 19 pareamento os ni-
veis individuais foram de 51,85% a 100,00%; j& no 29 parea-
mento foi de 59,26% a 100,00%; no 39 de 81,48%, a 100,00% e
no 49 de 88,88% a 100,00%. Para MAT-2 no 19 pareamento o ni-
vel foi de 53,85% a 96,15%; nos 29, 39 e 49 pareamentos o
isolado menos fértil permanece em 65,39%, mas os anteriores
a ele em nivel de fertilidade passam de 53,85% no 19 para
76,93%, 84,62% e 88,47% e o isolado com 61,54% no 19 parea-
mento passa para 69,23%, 80,77% e 88,46%, respectivamente,
nos 29, 39 e 49 cruzamentos, sendo que ja& no 29 pareamento
ocorrem isolados com 100,00% de fertilidade.

Outro fator extrinseco que modifica o nivel de

fertilidade & o nuimero de ascocarpos examinados. No presente
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trabalho optou-se por examinar todos produzidos em cada pa-
reamento, fazendo laminas com 4 a 8 ascocarpos cada. A Tabe-
la 26 mostra a freqfiencia de laminas feitas por  cruzamento
até obtencao de ascos com ascOsporos. Na tabela sao conside-
rados apenas o0s 680 cruzamentos gue resultaram em ascOspcros.
Pode-se observar que a freqliéncia acumulada considerando os
4 cruzamentos eleva o nivel de fertilidade total de 58,38% a
100,00%, se forem examinados todos oOs ascocarpos. Conside-
rando-se os 702 pareamentos realmente realizados, as fre-

gliéncias acumuladas serao: 1 lamina = 56,55%; 2 laminas

77,49%; 3 laminas = 84,19%; 4 laminas = 89,46%; 5 laminas =

91,17%; 6 laminas 92,31%; 7 laminas = 93,30%; 8 laminas =
94,16%; 9 laminas = 95,73%; 10 laminas = 96,15%; 12 laminas =

96,44

oo

; 14 laminas = 96,72%; 22 laminas = 96,,86%.

Além desses fatores extrinsecos nao se pode
deixar de pensar em alguma provavel diferenca genética entre
os isolados brasileiros e os demais. Apesar de dados de ou-
tros autores mostrarem semelhancas entre isolados de diver-
sas localidades geograficas, essa hipdtese nao pode ser des-
cartada, principalmente pelo fato de existirem poucos traba-

lhos sobre fertilidade de C. sativus.

4.4 - Consideracoes Gerais

C. sativus & um fungo de razoavel importancia

econOmica e que apresenta uma grande variabilidade tanto mor-

foldgica como fisoldgica. Variabilidade esta gque pode ter
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varias origens tais como mutacgao, heterocariose, dissociagao
de heterocarios, formacao de diploides através de ciclo pa-
rassexual, diploides e haploides recombinantes resultantes
do ciclo parassexual, heranga citoplasmatica, heranga plas-
midial e elementos transponiveis.

Verificou-se através do presente trabalho que
esta variabilidade dificulta tanto a distingao em grupos co-
mo com muito maior dificuldade a distincao de isolados indi-
viduais.

IBRAHIM & THRELFALL (1966) aplicaram o sistema
de taxonomia numérica atraves de 223 caracteres unitarios,
para os quais foram calculados os coeficientes de similari-
dade e construidas as matrizes de similaridade e os dendo-
gramas de 23 isolados diferentes de Helminthosporium de gra-
mineas. Essa andlise mostrou que o H. sorokinianum (= H.
sativum) € um género claramente distinto QO dos outros iso-
lados. Os autores o classificam como Bipolaris.

Em um resumo apresentado em 1982, DOSTALER et
alii também citam a aplicacao de taxonomia numérica para o
estudo da variabilidade de Bipolaris sorokiniana. Utilizando
analise de "clusters", andlise de componentes principais
(PCA) e analise discriminante, foram caracterizados 4 "Clusters".
A analise discriminante baseada em caracteres morfoldogicos,
fisiologicos e patoldgicos confirmou uma variagao desconti-
nua entre grupos nos 250 isolados estudados. Os caracteres
que pesaram mais fortemente no primeiro componente (PCA) fo-

ram comprimento do conidio e septagao em MM, crescimento ra-
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dial em casaminoacidos (CA) e extrato de batata, micélio aé-
reo em CA, largura do conidio e crescimento radial em MM, ta-
manho do conidio em palha de trigo e comprimento e largura
da lesdo em folhas de trigo. As funcgoes discriminantes de-
senvolveram 4 "clusters" classificando corretamente -86,4%
dos individuos em seus prdprios grupos. Analise discriminan-
te para tipo de coldnia em CA, junto com a variagao para vi-
ruléncia, sugere gue um gradiente de distribuicao (hospe-
deiro, localidade) deve estar associado com a variabilidade
genética descontinua observada em B. sorokiniana.

Em vista dos dados obtidos no presente traba-
lho e os de revisao bibliogrdfica, surgiram algumas suges-
toes:

1 - Tentar uniformizar, nao s para C. sativus,
como para outros fungos altamente variaveis, pelo menos um
minimo de condigOes ambientais gue sejam observadas por to-
dos os pesquisadores para que os diversos trabalhos possam
ser melhor comparados. Tais como: 2 meios em comum (por exem-
plo BDA e Czapek), duas temperaturas em comum, dois tipos
de fotoperiodo, tamanho da placa de Petri utilizada, maneira
de estimar o crescimento da coldnia, etc.

2 - Delinear estatisticamente os eXxperimentos
e, se possivel, utilizar o maior numero de caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas, patogénicas e genéticas para rea-
lizar andlise multivariada.

3 - Avaliar mais detalhadamente os resultados

dos pareamentos entre isolados de (. sativus. Observar todos
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os pseudotécios produzidos ou pelo menos cerca de 30 a 40
por pareamento, assim como realizar até 4 a 5 repetigoes de
um pareamento gue nao produziu ascdsporos, com a finalidade
de uma melhor estimativa da fertilidade desse fungo.

4 - Obter maior numero de marcadores genéticos
para estimular um melhor estudo da genética de C. sativus.

5 - Obter protoplastos de (. sativus com a fi-
nalidade de fusao e regeneragdao para estudos mais ripidos que
nao necessitem de reprodugao sexuada, que & um processo de-
morado (cerca de 50 dias) ou a parassexual, gque também & um

processo bastante dificultoso.



5 - CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho e sua
comparacao com os da literatura revisada permitem concluir
que:

1l - Em termos de morfologia a variabilidade de
C. sativus atinge cor do emaranhado micelial, tipo de bordas
da zona de crescimento, topografia e textura do micélio aé-
reo, presenca de setores na coldnia, ocorréncia e tipo de
zonagao na coldnia, crescimento em diametro da coldnia, co-
nidiacao, tamanho dos conidios e nimero de septos dos mes-
mos. Esta variabilidade apresentada depende tanto do meio
de cultura onde o fukgo €& cultivado como do proprio isolado.

2 - A variabilidade morfologica e de crescimen-
to apresentada pelos isolados brasileiros de (¢. sativus di-
ficulta a diferenciagao dos mesmos tanto individualmente co-
Mo em grupos, no que se refere as caracteristicas estudadas
no presente trabalho e citadas no item 1 destas conclusoes.

3 - Os isolados brasileiros de (. sativus apre-
sentaram o tipo de compatibilidade sexual citado na literatu-
ra revisada, sendo 50% MAT-1l e 50% MAT-2.

4 - 0 nivel de fertilidade dos isolados brasi-

leiros de C. sativus & bastante alto. Apenas um nimero pe-
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gueno de pareamentos resultaram em ascos estéreis ou produ-
ziram apenas prototécios. A quase totalidade dos pareamen-
tos entre os isolados de compatibilidade sexual oposta
(96,86%) resultou em formacao de ascos com asc3sporos.

5 - Em relacao ao estudo de fertilidade, as
diferencas entre o presente trabalho e o de outros autores
deve-se em grande parte 3 técnica de leitura do resultado dos
pareaméntos e do nlimero de repeticoes de pareamentos com re-
sultados negativos. Essas diferencgas podem também ser de
origem genética, mas essa hipotese nao foi testada no pre-

sente trabalho.
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APENDICE 1. Freqgfiéncias de Cores Ocorrentes no Micélio

Coldnias de C.

sativus

(60 Isolados,

4 Meios

215

das

de

Cultura, 3 Niveis de Leitura com 3 Repetigoes),

segundo RAYNER (1970).
METOS DE CULTURA
CORES DO [ MM Me BDA TOTAL
HICELIO DAS LEITURA - - — — -
COLONIAS Freqlencia FreqUencia Freglencia Freqlencia Freqlencia
absoluta { relativa absoluta relativa absoluta | relativa absoluta relativa absoluta relativa
12 179 0,9944 179 1,0000 173 0,9611 164 0,911 695 0,9666
00 22 179 0,9944 177 0,9888 156 0,8667 162 0,9000 674 0,9374
BRANCO 33 158 0,8778 174 0,9721 169 0,9389 166 0,9222 667 0,9277
TOTAL 516 0,9556 530 0,9870 498 0,9222 492 0,911 2036 0,9439
12 i}] 0,0056 01 0,0014
o1 28
ROSA 3
TOTAL | 01 0,0019 0l 0,0005
12
02 22 01 0,0056 0l 0,0014
VERMELHO 33
TOTAL ol 0,0019 ol 0,0005
13 01 0,0056 04 0,0222 05 0,0070
04 22 02 0,0111 01 0,0056 03 0,0167 01 0,0056 07 0,0097
PESSEGO 3 05 0,0278 06 0,0335 04 0,0222 o1 0,0056 16 0,0223
TOTAL 07 0,0130 07 0,0130 08 0,0148 06 0,011 28 0,0130
12 05 0,0278 05 0,0070
05 23 06 0,0333 06 0,0083
ESCARLATE 3 01 0,0056 04 0,0222 o1 0,0056 06 ,0083
TOTAL 01 0,0019 15 0,0278 01 0,0019 17 0,0079
13
08 22
MARROM AVERMELHADO 32 02 0,01 01 0,0056 [i]] 0,0056 04 0,0056
TOTAL 02 0,0037 [i]] 0,0019 01 0,0019 04 0,0019
12 02 0,011 02 0,0028
09 22 05 0,0278 01 0,0056 06 0,0083
FERRUGEM ki) 04 0,0222 04 0,0222 o1 0,0056 09 0,0125
TOTAL 04 0,0074 n 0,0204 02 0,0037 17 0,0079
12 01 0,0056 36 0,2000 23 0,1278 60 0,0834
10 23 14 0,0778 05 0,0279 19 0,1056 06 0,0333 44 0,0612
AGAFRAO 3 02 0,01 05 0,0279 23 0,1278 06 0,0333 36 0,0501
TOTAL 16 0,029 n 0,0205 78 0,1444 35 0,0648 140 0,0649
12 01 0,0056 01 0,0014
n 23 01 0,0056 01 0,014
CASTANHO AMARELO CLARO 33 01 0,0056 01 0,0014
TOTAL 01 0,0019 02 0,0037 03 0,0014
12
12 28
CASTANHO AMARELADO 3 02 0,011 02 0,0028
TOTAL 02 0,0037 02 0,0009
13
7 23
VERDE GRAMA a H
33 j 01 0,0056 ] 0,0014
TOTAL i (] 0,0019 ! ‘ ] ¢ 0,0008
12 ol ! 0,005 ‘ |
37 a 03 | o,0167 ol 0 0l 0,0014
L0, ,0056 01 0,0056 05 | 0,0070
CARN a R N
E 33 15 [ 0.0833 04 0,0223 19 | 0,024
- )
TOTAL 19 | 0,0352 04 0,0074 [i]] 0,0019 01 0,0019 25 | 0,016
12
38 22
CORAL
2 . o1 0,0056 o | 0,004
TOTAL | 01 0,0019 o1 | 0,000
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METOS D€ CULTURA
CORES 00 [ MM MC B0OA TOTAL
MICELIO DAS LEITURA - — — S
COLONTAS Freqlencia Freatencia Frequencia Freqléncia Fregléncia
absoluta ‘ relativa absoluta { relativa absoluta j relativa absoluta relativa absoluta relativa
13
40 22
CASTANHO 32 01 | 0,0056 01 0,0014
TOTAL o1} 0,0019 o1 | 0,u005
12 01 0,0056 07 0,0389 04 0,0222 12 0,0167
a1 23 02 0,0111 08 0,0444 02 0,011 12 v,0167
SALMAO 32 01 0,0056 01 0,0056 01 0,0056 03 0,0042
TOTAL 04 0,0074 16 0,0296 07 0,0130 27 | 0,0125
T
12 03 0,0167 03 0,0042
42 22 12 0,0667 12 0,0167
DAMASCO- 32 01 0,0056 14 0,0778 15 0,0209
TOTAL ]l 0,0019 29 0,0537 30 0,0139
12
43 22 02 0,01 02 0,0028
AMARELO TOSTADD 32 o1 0,0056 01 0,0014
TOTAL 03 0,0056 03 0,0014
12
44 22 10 0,0556 10 0,0139
OCRE 32 21 0,1167 21 0,0292
TOTAL 31 0,0574 31 0,0144
12 08 0,0444 06 0,0335 22 0,1222 35 0,1944 71 0,0987
45 22 09 0,0500 18 0,1006 32 0,1778 26 0,1444 85 0,1182
AMARELO 32 06 0,0333 05 0,0279 18 0,1000 36 0,2000 65 4,0904
TOTAL 23 0,0426 29 0,0540 72 0,1333 97 0,1796 221 0,102
12
47 28 o1 0,0056 01 0,0014
AMBAR 32
TOTAL 01 0,0019 01 0,0005
13 04 0,0222 03 0,0168 57 0,3167 01 0,0056 65 0,0904
48 22 58 0,3222 §3 0,2961 n 0,6167 32 0,1778 254 0,3533
OLIVACEQ 32 13 0,6278 75 0,4190 70 0,3839 22 0,1222 280 0,3894
TOTAL 175 0,3241 Kl 0,2439 238 0,4407 55 0,1019 599 0,2777
12
57 28 01 0,0056 o1 0,0014
VIRACEOD 33 2} 0,0056 9] 0,0014
TOTAL ot 0,0019 01 0,0019 02 l 0,0u09
i
12
58 2 01 0,0056 [1}] 0,0014
VIRACED ROSACEQ 33
TOTAL ot 0,0019 0l 0,0005
19 05 0,0278 02 0,0111 07 0,0097
59 22 03 0,0167 17 0,0944 10 0,0566 0 0,0417
T1JoLe 3 06 0,0333 04 0,0223 22 0,1222 07 0,0389 39 0,0542
TOTAL 09 10,0167 04 0,0074 44 0,0815 19 0,0352 76 | 0,0352
13 02 | 0,011 02 0,0028
60 23 01 0,0056 19 0,1056 20 40,0278
TIJOLO ESCURO 3 o1 0,0056 18 | 0,1000 28 0,1556 47 0,U654
TOTAL 01 0,0019 21 0,0389 47 0,0870 69 0,0320
1 02 0,0111 07 0,0391 34 0,1889 38 0,2111 81 0,1127
6 2 15 0,0833 13 0,0726 10 0,0556 14 0,0778 52 0,0723
ROSA AMARELADO 34 12 0,0667 14 0,0782 05 0,0278 10 0,0556 4] 0,0570
TOTAL 29 0,0537 34 0,0633 49 0,0907 62 0,1148 174 0,0807
12 10 0,0556 14 0,0778 24 0,0334
62 23 03 0,0167 01 0,0056 17 0,0944 09 0,0500 30 0,0417
CANELA 32 08 0,0444 01 0,0056 17 0,0944 17 0,0944 43 0,0598
TOTAL i1 0,0204 02 0,0037 a4 0,0815 a0 0,0741 97 0,0450
14 01 0,0056 01 0,0014
63 28 02 0,0111 02 0,0112 10 0,0556 41 0,2278 55 0,0765
SEPIA 32 08 0,0444 a3 0,0168 18 0,1000 73 0,4056 102 0,1419
TOTAL 10 0,0185 05 0,0093 29 0,0537 114 0,211 158 T 0,0732
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METIOS 0E CULTURA
CORES 00 [ MM MC BDA TOTAL
HICELIO DAS LEITURA - ~ — — —
COLON!AS freqlencia FreaQencia Freglencia Frequencia Freqléncia
absoluta | relativa absoiuta relativa absoluta | relativa absoluta relativa absoluta relativa
12 12 0,0667 02 0,0111 12 0,0667 26 0,0362
64 22 27 0,1500 02 0,012 05 0,0278 24 0,1333 58 0,u807
MEL 33 n 0,0611 01 0,0056 07 0,0389 61 0,3389 80 0,113
TOTAL S0 0,0926 03 0,0056 14 0,0259 97 0,179 164 u,0760
18 02 0,011 07 0,0391 31 0,1722 65 0,3611 105 0,1460
65 28 14 0,0778 17 0,0950 20 0,111 68 0,3778 19 0,1655
CAMURGA 32 18 0,1000 17 0,0950 25 0,1389 73 0,4056 133 0,1850
TOTAL 34 0,0630 41 0,0764 76 0,1407 206 0,3815 357 0,1655
12
69 23 0 0,0056 01 0,0056 02 0,0028
VERDE GRAMA ESCURO 32 02 0,0111 12 0,0670 02 0,011 16 0,0223
TOTAL 03 0,0056 13 0,0242 02 0,0037 18 0,0083
18 02 0,0111 04 0,0223 05 0,0278 1 0,0153
28 28 0,1556 25 0,1397 42 0,2333 95 0,1321
VERDE SOMBRIO 3 46 0,2556 42 0,2346 02 0,011 43 0,2389 133 06,1850
TOTAL 76 0,1407 7 0,1322 02 0,0037 90 0,1667 239 0,1108
18
84 22 06 0,0333 06 0,0083
MARROM YIRACEO 32 01 0,0056 03 0,0167 04 0,0056
TOTAL 01 0,0019 03 0,0056 06 0,011 10 0,0046
18
8 22 06 0,0333 06 0,0083
CASTANHO AMARELADO GAMO 32 03 0,0167 01 0,0056 04 0,0056
TOTAL 03 0,0056 07 0,0130 10 0,0046
12
88 2 0t 0,0056 o1 0,0014
MARROM AVELA 32 05 0,0278 01 0,0056 06 0,0083
TOTAL 05 0,0093 02 0,0037 07 0,0032
13
89 28 01 0,0056 ol 0,0014
OLIVACEO AMARELADO 3 o1 0,0056 06 0,0335 02 0,011 09 0,0125
TOTAL 01 l 0,0019 07 0,0130 02 0,0037 10 0,0046
13 02 0,0111 01 0,0056 01 { 0,0056 04 0,0086
90 22 04 0,0223 a1 | 0,0056 05 0,0070
OLIVACEQO ESVERDEADO 34 a3 0,0167 02 0,0112 02 0,01M 03 I 0,0167 0 0,0139
TOTAL 05 0,0093 07 0,0130 02 i 0,0037 05 i 0,0093 19 0,0088
1 .
12 i
22 i
AZUL ESVERDEADO 32 01 ~ 0,0056 i 1] 90,0014
TOTAL ol 0,0019 ! i il 0,0005
12 a7 0,0389 19 0,1061 01 0,0056 03 0,0167 30 09,0417
2% 03 0,0167 05 0,0279 03 0,0167 1 0,0153
CINZA FUMAGA 33 08 0,0447 03 0,0167 [} 0,0153
TOTAL 10 0,0185 32 0,0596 01 0,0019 09 0,0167 52 0,0241
12 01 0,0056 0 0,0014
22
SEPIA ACINZENTADO 32 01 0,0056 01 0,0014
TOTAL 02 0,0037 02 0,0009
18 101 0,5611 91 0,5084 56 0,3111 89 0,4944 337 0,4687
0 22 123 0,6833 137 0,7654 62 0,3444 66 0,3667 388 0,539
CINZA OLIVACEO 32 102 0,5667 141 0,7877 94 0,5222 86 0,4778 423 0,5883
TOTAL 326 0,6037 369 0,6872 212 0,3926 24 0,4463 1148 0,5322
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APENDICE 1. Continuacao..
ME S 0t CULTURA
CORES 00 C MM Mc BDA TOTAL
MICELIO DAS LEITURA -
COLONTAS FreqUéncia Freqtléncia Freqliéncia FreqUéncia Freqléncia

absoluta | relativa absoluta relativa absoluta | relativa absoluta relativa absoluta relativa
13 03 0,0168 10 0,0556 02 0,011 15 0,0209
108 22 04 0,0222 06 0,0335 39 0,2167 33 0,1833 82 0,1140
OLIVACEO ESCURO 33 24 0,1333 10 0,0559 76 0,4222 41 0,2278 151 0,2100
TOTAL 28 0,0519 19 0,0354 12% 0,2315 76 0,1407 248 0,1150
12 01 0,0056 01 0,0014
a 01 0,0056 01 0,0014

CINZA CAMUNDONGO 3?
TOTAL 01 0,0019 o1 0,0019 02 0,0009

12
9 22 01 0,0056 01 0,0014

CINZA CAMUNOONGO ESCURO 32
TOTAL 01 0,0019 01 0,0005

13
120 22 01 0,0056 0! 0,0014
CINZA OLIVACEOD PALIDO 38 01 0,0056 01 0,0056 02 0,0028
TOTAL o1 0,0019 02 0,0037 03 0,0014
18 [0} 0,0056 a1 0,0056 01 0,0056 0t 0,0056 04 0,0056
121 28 . 03 0,0167 03 0.0042

OLIVACEO ACINZENTADO 32
TOTAL 01 0,0019 01 0,0019 01 0,0019 04 0,0074 07 0,0032
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APENDICE 2. F;egﬂéncia dos Tipos de Combinagdes de Cores do
Micelio das ColGnias de (. sativus (60 Isolados,

4 Meios de Cultura, 3 Niveis de Leitura com 3
Repeticoes).

T1POS DE COMBINACOES OE METIOS 0 E CULTURA
CORES DO MICELIO DAS

COLONIAS (NUMERAGAO C MM MC BDA

DAS CORES SEGUNDO = — - 't =z = T Vs 3 T3 > £
RAYNER, 1970) terTura | terTura | LEITURA | LEITURA | LETTURA | LEITURA | LEITURA | LEITURA [ LEITURA | LEITURA | LEITURA | LEITURA

1 COR no % no % ne % ne 3 ne % no % ne % nQ % no % nQ % nQ I %

00 59 {32,78 {02 | 01,1 42} 23,46 05{ 02,78 19{ 10,56
04 01| 00,56
48 01 00,56
65 01| 00,56 | 03| 00,56
105 01 { 00,56
107 01| 00,56 01} 00,56 02| 01,11
108 ’ 01| 00,5602 | 01,11

2 CORES

00-04 02§ 01,11
00-09 01} 00,56
00-10 02 | 01,11 09 | 05,00 04| 02,22 101{ 00,36
00-11 01| 00,56
00-37 02 | 01,11
00-41 01| 00,56
00-45 03 | 01,67 |01 | 00,56 04| 02,2301} 00,56 03 | 01,67 01, 00,56
00-48 04 [ 02,22 {10 05,56 | 03| 01,68 02| 01,12]04 | 02,23 {26 | 14,44 {48| 26,67 | 13| 07,22 | 02| 01,11 | 48| 04,44
00-58 01| 00,56
00-59 03| 01,67
00-61 01 (00,56 |02 | 01,11 03| 01,68 03| 01,68 04 | 02,22 01{ 00,56 { 02{ 01,11
00-62 01} 00,56
00-63 01 { 00,56 02| 01,1103 | 01,67
00-64 01 | 00,56 01 | 00,56 01y 00,56
00-65 02 |01, 06| 03,35} 02} 01,1201 { 00,56 {02 | 01,11 {01 [ 00,56 08{ 04,44 102 01,11

00-70 02 | 01,11 foa | 02,22 04| 02,23] 04| 02,23]02 | 01,12
00-90 01 | 00,56 03{ 01,68 01{ 00,56
00-105 05 [02,78 |01 | 00,56 18§ 10,06 { 02| 01,1201 { 00,56 o} { 00,56 01| 00,56
00-106 01 | 00,56
00-107 83 | 46,11 |33 (18,33 |0a| 02,22 | 89| 49,72} 57| 31,84 {25 | 13,97 {22 | 12,22 {03 01,67 |01 00,56 | 21| 11,67 | 05| 02,78
00-108 01 00,56 | 02| 01,12 o1 | 00,56 {09 | 05,00 {02} 01,11 | 05| 02,78 03| 01,67
00-118 01 | 00,56
00-121 01 | 00,56 01| 00,56 o1 | 00,56
10-61 01| 00,56
41-48 ot| 00,56
41-107 01} 00,56
45-48 02{ 01,12 01 00,56 {02} 01,11
45-60 01| 00,56
45-61 01 | 00,56
45-63 01| 00,56
45-65 01| 00,56 |02{ 01,11 03| 01,67
45-88 01| 00,56
45-107 o1 | 00,56 03| 01,67
45-108 01 00,56 | 01| 00,56 01| 00,56
48-61 01 | 00,56
48-70 02| 01,11
48-107 02| 01,1
59-60 01 | 00,56
59.69 01 | 00,56
61-62 : 0} 00,56
61-65 : 02| 01,11
61-90 01} 00,56
61107 . : 01] 00,56
61-108 . 01} 00,56

62-107 011 00,56
70-108 01 00,56
89-107 01 | 00,56
107-108 0z| o1,m 02| 01,11

3 CORES

00-01-05 01| 00,56
00-04-10 01| 00,56
00-08-45 01 | 00,56 01{ 00,56
00-04-48 01 00,56 01{ 00,56 01| 00.56
00-04-65 02| 01,1
00-04-107 01| 00,56
00-05-48 01| 00,56
00-05-107 01| 00,56
00-09-45 01| 00,56
00-09-48 01l 00,56
00-09-60 ! : 01| 00.56
00-09-61 01 00,56
00-09-107 o1 00,56 i
00-10-37 01| 00,56 i

00-10-45 01 00,56 01| 00,56 ol o0.s6|
00-10-48 01} 00,56 , ) 06 | 03,33 |03| 01,67 oz{ o,

00-10-61 R St : Horromsst -
00-10-63 : 01| 00,56 i 02100y
00- 10-65 08| 04,44 02| 01,11 09| 05,00 03| 00,56

00-10-70 01 00,56 01| 60,56 !

00-10-105 01} 00,56 | X
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TIPOS DE COMBINAGOES DE
CORES DO MICELIO DAS
COLONIAS (NUMERAGAO

DAS CORES SEGUNDO
RAYNER, 1970)

00-10-107
00-17-107
00-37-45
00-37-61
00-37-65
00-37-107
00-41-48
00-41-65
00-41-107
00-42-48
00-42-63
00-42-107
00-42-108
00-44-48
00-44-70
00-44-107
00-45-48
00-45-61
00-45-62
00-45-63
00-45-64
00-45-65
00-45-70
00-45-90
00-45-105
00-45-107
00-45-108
00-45-119
00-47-107
00-48-59
00-48-61
00-48-62
00-48-63
00-48-64
00-48-65
00-48-69
00-48-70
00-48-89
00-48-90
00-48-107
00-48-108
00-48-120
00-59-60
00-59-61
00-59-65
00-59-107
00-59-108
00-60-62
00-60-107
00-61-62
00-61-63
00-61-64
00-61-65
00-61-70
00-61-90
00-61-105
00-61-107
00-61-108
00-62-64
00-62-65
00-62-107
00-63-64
00-63-65
00-63-70
00-63-105
00-63-107
00-63-108
00-64-65
00-64-69
00-64-70
00-64-107
00-64-108
00-65-69
00-65-70
00-65-107
00-65-108
00-69-70
00-69-107
00-70-84
00-70-86
00-70-107
00-70-108
00-87-107
00-89-107
00-90-107
00-90-108
00-105-107
00-107-108
00-107-121
10-42-63
10-45-65
10-45-107
10-62-63
10-64-65
37-45-64
41-59-60
41-61-65

METOS DE CULTURA
¢ MM MC 80A
5 B 7 T — 22 H T 23 H T 73 kRS
terTURA | LEITURA | LETTURA | LezTurA | LETTURA | LEITURA | LEITURA | LeiTurA | LEITURA | tEITURA [ LEITURA | LEITURA
nO‘LnO:no1nOZnOSnOZHOXHOZHQLZnOZnO%nOZ
05 | 02,78 02| 01.12 o7 | 03,89 02| 01,11 fo06| 93,33
01 | 00,56
01 | 00,56
01 | 00,56
01 00,56
02 | 01,12
02| 01,11
02 | 01,11 {ot| 00,56 01| 00,56 | 01| 00,56
03 | 01,67 01| 00,56
02| 01,11
01| 00,56 |01 00,56
01 | 00,56 01 00,56
011 00,56
01 100,56 |03 01,67
01 | 00,56
03 | 01,67 jo1] 00,56
01 100,56 |oa[ 02,22 {03| 01,67 | 01| 00,56
01| 00,5 | 02| 01,12
02| o1.11
01| 00,56
01 00,56 ‘
01| 00,56 { 01} 00,56 02| o111 o4 02,22{ 05| 02,78[01| 00,56
01| 00,56
01} 00,56
o1 { 00,56 01} 00,56 01y 00,56
02{ 01,11 Jo4 | 02,22 08f 04.47 02| 01,1 10f 05.56 03] 01.67[01| 00,56
01| 00,56
01{ 00,56
01 | 00,56
07| 03,89
01 | 00,56 07| 03,89 [o4| 02,22 ] 02| 01,1
01| 00,56 03| 01,67 {06 03,33 | 01| 00,56
01} 00,56
02 01,11 01| 00,56(01 | 00,56
01| 00.50
03{ 01,68
08| 04,44 |22| 12,22 1| 06,15{08 | 04,47 04| 02,2201 00,56
01| 00,56
01/ 00,56 01| 00,56 01| 00,56
03] 01,67 [31{17,22 |50{ 27,78 34| 18,99148 | 26,82 {01 00,56 {10| 05,56 | 16{ 08.89 04} 02,22{0t | 00,56
01| 00,56 02| 01,11} 13| 07,22 05| 02.78{02 01,1
01} 00,56
01/ 00,56
01| 00,56
01| 00,56
o1 00,56 01| 00,56 02 01,11
01| 00,56
01| 00,56
01| 00,56 01{ 00,56
01 00,56
. 01| 00,56
02| 01,1
01| 00,56 01| 00,56 fu6| 03,33 Jo1| 00,56 05| 02,78} 03 01,67{01| 00,56
02| 01,1
01| 00,56
02| 01,11 01| 00.56 01| 00,56 01| 00.56
01} 00,56 |12] 06,67 } 02| 01,11] 02| 01,12 06 03,35]01( 00,56 |06 | 03,33 12| 06,67| 01| 00,56/01( 00,56
01 00,56
01| 00,56
61| 00,56{ 03| 01,67 0t 00,56
011 00,56 0l 00,56 o1 00,56 02| 01,11} 01 0(]),56
02 01,11
ot 00,56 01| 00,56 | 01| 00,56 05| 02,78|04| 02.22
01f 00,56/02] 01,11
01 00,56
01| 00,56 01} 00,56 06| 03,33)03] 01.67
01} 00,56
011 00,56 01| 00,56{06( 03,33
01/ 00,56 )
03| 01,67 01; 00,56
11} 06,11 ) 15| 08,33 | 03| 01,67 o4 01,12 0z 01,11 01} 00,56{02| 01,11
01| 00,56 01| 00,56 01 00,56|01| 00,56
01| 00,56
01/ 00,56 03 01,67] 02 01,11
ot 00,56 1# 07,26{10} 05,59 {01 00,56 10, 05,56 04 02,22]02| 01,11
o1 00,56
oy 00,56/01} 00,56
05( 02,79
od o1.11
01 00,56
01| 00,56 { 01| 00,56 04 01,12{22f 12,29 oW 00,56
02| 01,11 07| 03,89 01 00.56]01| 00.56 ol 00,56{ 03 o1,67|01] 00,56
01 00,56/ 01} 00,56
02{ 01,12
0} 00,56
01| 00.56
o} 00,56/ 01| 00,56
014 00,56 | 07| 03,89) 01| 00,56f 0Y 01,68 01| 00,56 [ 01| 00,56 | 12| 06,67 22 12,22f 0l 00,56 04 02,2207] 03,89
ol 00,5
01| 00,56
: 01| 00,56
01| 00,56 |
01 00,56
o1l 00,56
01| 00,56
01l 00,56
01| 00,56 01| 00,56
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TIPOS DE COMBINAGOES DE
CORES DO MICELIO DAS
COLONIAS (NUMERAGAO

DAS CORES SEGUNDO
RAYNER, 1970)

42-45-108
45-48-61
45-48-107
45-48-108
45-59-108
45-60-61
45-60-64
45-62-65
45-63-107
45-65-107
45-107-108
48-60-70
48-61-70
48-70-90
48-107-108
59-61-63
59-61-65
60-64-107
60-65-107
61-62-107
61-64-55
61-105-107
62-63-64
63-64-107

CULTURA

c

MC

29
LEITURA

k5]
LEITURA

1 TURA

)

T

LEITURA

T

LEITURA

39

LETTURA

no] s

nQ

¥

4 no

%

nQ

%

ne

t

01

01

01

00,56

00,56

00,56

01
00,56 { 02
01

02

01
]

00,56
01,1
00,56

01,1

00,56
00,56

00,56

01

01

01

01
01

00,56

00,56

00,56

00,56
00,56

0

01
01
a1

01

00,56

00,56
00,56

00,56

00,56

4 CORES

00-~02-45-61
00-04-37-59
00-04-45-48
00-04-48-107
00-04-61-65
00-04-61-105
00-04-65-69
00-04-105-107
00-05-09-43
00-05-10-65
00-05-10-108
00-05-48-107
00-05-48-108
00-05-65-107
00-05-107-108
00-08-42-62
00-09-42-43
00-09-48-107
00-09-62-65
00-09-64-107
00-09-65-84
00-10-11-62
00-10-37-48
00-10-41-107
00-10-42-65
00-10-42-107
00-10-45-65
00-10-48-69
00-10-48-107
00-10-48-108
00-10-59-63
00-10-59-65
00-10-59-107
00-10-59-108
00-10-60-61
00-10-60-62
00-10-61-65
00-10-62-105
00-10-62-107
00-10-64-70
00-10-65-107
00-10-107-108
00-11-48-70
00-37-59-107
00-37-61-65
00-37-61-105
00-37-107-120
00-38-89-107
00-41-45-62
00-41-45-63
00-41-45-65
00-41-48-107
00-42-45-61
00-42-48-59
00-42-48-107
00-42-63-107
00-42-107-108
00~44-48-70
00-44-48-107
00-44-59-61
00-44-59-107
00-44-63-70
00-44-63-107
00-44-65-107
00-44-107-108
00-45-48-59
00-45-48-62
00-45-48-107
00-45-57-61
00-45-59-65

01

01

[}

01

01

01

02
02

0l

00,56

00,56

00,56

00,56

00,56

00,56

01,11
01,11

00,56

)]

01

01
02

01

01

00,56

00,56

00,56
01,1

00,56

00,56
01,1
00,56

00,56
00,56
00,56
00,56

00,56

00,56
01

01
00,56

00,56 | 01

00,56
02

01
01

01
00,56
01

00,56 { 01
01

00,56

00,56
00,56

03

00,56
01
01

00,56

00,56

00,56

00,56

o1, mn
00,56
00,56

00,56

00,56

00,56
00,56

01,67

00,56
00,56

00,56

01,n

01
o

01
01

01
01

01

07|
01

01
01

2}

01

01

00,56
00,56

00,56
00,56

00,56
00,56

00,56

03,89
00,56

00,56
00,56

00,56

00,56
01,11
00,56
o1

00,56
00,56

ol

ol

01

]

00,56

00,56

00,56
00,56
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APENDICE 2. Continuagao.

T1POS DE coMaxEuAcongoe MELOS 0E CULTURGA
CORES DO MICELIO DAS
COLONIAS (NUMERAGAO 3 MM He 80A

OAS CORES SEGUNDO 13 Fzl B 1k} £ ki T2 5] k5 3 T 7T
RAYNER, 1970) vertura | tertura | ertura | wertura | LeiTura | LErTura | LerTura | LEITURA | LEITURA | LEITURA | LEITURA | LETTURA

nozno:noznolxnoznozw?xnoznoznoznoznoz

00-45-60-63 ] y y ‘ o otj 00,56
00-45-60-70 ] of 00,56
00-45-60-107 i 01f 00,56
00-45-61-107 | 01 00,56,
00-45-62-64 0| 00,56
00-45-62-65 o1l 00,56| 01 00,56
00-45-62-107 01{ 00,56 01 00,56
00-45-63-65 01| 00,56
00-45-63-70 o1 00,56
00-45-63-107 01| 00,56 01 00,56
00-45-64-107 i 03 01,67,
00-45-65-69 i 01§ 00,56
00-45-65~70 01| 00,56
00-45-65-107 01 00,56} O} 00,56 01| 00,56
00-45-70-108 01| 00,56
00-45-87-107 0] 00,56
00-45-107-108 01 00,56
00-48-59-61 01| 00,56
00-48-59-90 01| 00.56
00-48-59-107 01| 00,56
00-48-59- 108 01| 00,56
00-48-60-107 01/ 00,56
00-48-61-62 01| 00,56
00-48-61-107 01| 00,56 [ 01| 00,56 01| 00,56 01 00,56
00-48-62-63 01| 00,56
00-48-62-107 02} 01,1 01| 00,56 | 02| 01,11
00-48-62-108 04 02,22 01 00,56
00-48-63-106 01| 00,56
00-48-63-107 ol 00,56{02] 01,11
00-48-64-70 01} 00,56 | 01| 00,56 01| 00,56
00-48-64-90 ' 0] 00,56
00-48-64-107 01| 00,56 | 01| 00,56 01 00,56 02] 01,11
00-48-65-107 01] 00,56
00-48-69-70 01| 00,56
00-48-70-107 01| 00,56 0 01,1203} 01,68
00-48-70-108 04 01,11102] 01,11
00-48-89-107 01| 00,56
00-48-107-108 03 01,67 us} 02,73
00-57-70-84 01| 00,56|
00-59-60-65 0l 00,50
00-~59-60- 105 01| 00,56
00-59-60-~107 01l 00,56
00-59-61-65 01} 00,56
00-59-61-107 01| 00,56
00-59-65-70 | ol 00,56
00-59-65-107 01| 00,56
00-59-107-108 02 01,11} o5 02,78
00-60-61-107 01| 00,56
00-60-62-70 04 01,1
00-60-63-70 ot{ 00,56
00-~60-63-88 o1l 00,56 .
00-60-64-65 R 01] 00,56
00-60-64-107 04} 02,22
00-60-64-118 01| 00,56
00-60-65-70 03 01,67
00-60-65-87 01f 00,56
00-60-65-107 01f 00,56 01 00,56]02{ 01,1
00-60-65-108 o1 00,56
00-60-70-108 01l 00,56 01} 00,56
00-60-107-108 01} 00,56}01 00,56
00-61-45-65 01 00,56
00-61-62-107 01| 00,56 01| 00,56 01| 00,56
00-61-63-108 01| 00,56
00-61-65-107 01| 00,56 o01{ 00,56 {01} 00,56 { 01| 00,56 o6 03,33
00-61-89-90 ol 00,56
00-61-105-107 ol 00,56
00-62-64-70 01{ 00,56
00-62-64-107 02[ 01,11
00-62-65-70 o1 | 0o,s6
00-62-65-107 . 01} 00,56 03] 01,67
00-62-70-107 01| 00,56
00-62-107-108 01| 00,56 01| 00,56
00-63-64-65 02| 01,11
00-63-64-70 ol 00,56{09 | 05,00
00-63-64-107 oW 00,56}03 01,67
00-63-64-121 01j 00,56
00-63-65-70 03| 01,67{03 ] 01,67
00-63-65-107 06| 03,33706 | 03,33
00-63-65-108 o1 | 00,56
00-63-65-121 01} 00,56
00-63-87-88 01| 00,56
00-63-105-107 01| 00,56
00-63-108-120 01| 00,56
00-64-65-70 03t 01,6702 | 01,11
00-64-65-107 01 | 00,56 01} 00,56 t 01} 00,5601 | 00,56
00-64-70-107 01 | 00,56 01} 00,56
00~64-70-108 01| 00,56
00-64-107-108 01! 00,56 03| u1,67
00-65-70-84 011 00,56
00-65-70-108 01| 00,5601 | 00,56
00-65-107-108 01 | 00,56 02| 01,11 |o2| 01,11 03} 01,6705 | 92,78
00-70-106-107 01 | 00,56
00-87-88-107 01} 00,56
04-61-63-105 01 | 00,56
05-10-37-61 01 { 00,56
09-10-45-107 01 00,56
10-45-62-63 : 1
37-61-70-108 01 | 00,56 or | 00.56
41-42-48-108
41-59-65-70
44-48-62-70

011 00,56
01| 00,56

01 | 00,56
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TIPOS DE COMBINAGOES OE
CORES DO MICELIO DAS
COLONTAS (NUMERAGAO

DAS CORES SEGUNDO
RAYNER, 1970)

44-48-70-107
45-48-59-107
45-48-62-107
45-59-63-65
45-59-65-108
45-60-65-70
45-61-107-108
45-62-63-65
45-63-65-107
45-64-65-85

CULTURA

BDA

InQ

38
LEITURA

3°
LEITURA

&5

58
LEITURA LEITURA

b4

no

ho nO' 1

ho ' T

1100,56

D
D

1]
D1

00,56

5 CORES

00-04-05-60-63
00-04-10-70-87
00-04-41-48-108
00-04-61-62-107
00-05-10-48-107
00-05-48-61-107
00-08-10-45-107
00-08-44-65-107
00-09-37-40-107
00-09-37-45-70
00-09-44-65-107
00-09-64-107-108
00-10-41-42-60
00-10-45-48-59
00-10-45-107-108
00-10-48-63-107
00-10-48-70-107
00-10-59-61-107
00-10-60-107-108
00-12-37-48-107
00-37-59-64~107
00-41-42-63-107
00-41-62-63-107
00-42-45-48-107
00-42-48-59-107
00-44-48-64-107
00-44-63-65-107
00-45-48-64-107
00-45-59-63-70
00-45-60-62-107
00-45-60-63-65
00-45-60-63-70
00-45-60-65-70
00-45-60-70-107
00-45-61-63-107
00-45-61-65-107
00-45-62-65-107
00-45-62-107~108
00-45-63-64-107
00-45-63-65-70
00-45-63-65-107
00-45~64-65-70
00-45-65-70-107
00-45-65-107-108
00-45-84-87-88
00-48-59-62-107
00-48-59-64-108
00-48-59-89-~107
00-48-60-65-107
00-48-61-107-108
00-48-62-107-108
00-48-63-64-65
00-48-89-90-~91
00-59-60-63-107
00-59-60-65-107
00-59-63-65-107
00-59-65-107-108
00-60-61-65-70
00-60-61-65-107
00-60-63~65-105
00-60-64-65-107
00-60-65-107-108
00-61-64-65-70
00-61-64-88-107
00-62-63-64-65
00-62-63-64-70
00-62-63-65-107
00-62-65~107-108
00-63-64-65-70
00-63-64-65-107
00-63-64-65-121
00-64-65-90-108
04-10-59-61-107
05-10-45-62-64
37-48-64-65-70
42-45-64-65-107
45-61-70-84-108

01
01

01
01

01
01

01

00,56
00,56
00,56
00,56

00,56
00,56

00,56

00,56

00,56

00,56
00,56

p1

o1

01

01
o1

[0}

01

01

01
01

00,56

4

00,56

00,56

o, n

00,56
01

00,56

00,56
00,56

00, 56,
00,56
05

00,561 03
00,56]
01

OO,SQ

J -
LEITURA
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T1POS DE COMBINAGOES DE
CORES DO MICELIO DAS
COLONIAS (NUMERACAD

DAS CORES SEGUNDO
RAYNER, 1970)

MEIOS

D E

CULTURA

MM

MC

BDA

T¢

LEITURA

24
LEITURA

T

LETTURA

LEITURA

T

LEITURA

3%

LEITURA

19
LETTURA

LEITURA

T

El

LEITURA

13
LELTURA

LEITURA | U

29

3¢
1TURA

no T

no <

nQ

%

nol 1

ndr %

ol *

no[ 1 |0

% nQ

1

an 3

nQ

) n9

6 CORES

00-04-37-44-63-70
00-04-42-43-65-107
00-08-44-63-65-107
00-10-37-45-59-105
00-10-45-60-62-107
00-12-63-64-65-107
00-45-62-63-65-107
00-45-62-84-87-88
00-45-63-64-70-108
00-48-60-63-70-108
00-59-60-63-64-65
37-44-48-59-61-70

01
[1}]

01

01

00,56
00,56

00,56 }.

00,56

01

00,56

0

01

01

00,56

00,56

00,56

01
00,56

01
01

00,56

00,56
00,56

7 CORES |

00-42-45-59-60~62-65

[o]

00.56|

| |

| |

TOTAL

180

180

180

180

180

180
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APENDICE 3. Freqtiéncias dos Tipos de Combinagdes das Textu-

ras de Capas Micelianas, das Coldnias de C.
sativus (60 Isolados, 4 Meios de Cultura, 3 Ni-
vels de Leitura com 3 Repetigdes) segundo BETTUCCI
& GUERRERO (1971).

METITOS Dt CULTURA
TIPOS DE COMBINACOES < o . —
DE TEXTURA OF TT ] ) 3 7 5] 17 7 ) B 3 7
CAPAS MICELIANAS LErTURA | LeITURA | tETTURA | LEITURA | LErTURA | LETTURA | LerTuRA | LETTURA | LETTURA | LETTURA | LEITURA | LETTURA
ol % (no| % Ine{ % |nol % no{ % |no A qno| £ fno| X fno{ X Jnof £ no] % Jee] X
0l 09| s,00|07 3,89 {o6|3,33 [07| 3.9t {05 2,79 {12 6.70 02| 1,11 | 01| 0.56 |05| 2,78 |o4| 2,22 |05} 2,78 |v4| 2.22
02 05| 2.78| 35 19,44 {44 [2a.a8 |[13| 7.26 [14| 7,82 {18|10.06 |s8|32.22 | 50| 27,78 {43 23.89 |37{20'56 |[36[20.00 |31|17.22
04 08| 4,44 0a| 2,23 |oa| 2023 01| "0.56 02{ 1.1
06 03| 1.67] 01 0.56 05| 2,79 0s| 2,79 | 01 056 oz{ 111 o3| 1,67 {o3] 1,67
07 ol 0,56
10 06| 3.33 04f 2,23 |o1{ 0,56 0z| 1.0
12 01| 0:56 fo1] 0.56 |01 0,56
01-02 27 | 15,00{ 33 18,33 |32017,78 |27|15,08 |51{28,49 |51}28,49 | 31[17,22 f 23| 12,78 J26 [14,04 Jeslaz.22 ]s8|32.22 |33]18.33
01-04 05 | 2.78| 11 611 |08| 4,44 fo3| 1.68 |06| 3.35 |12 6.70 03| 1,67 |o1| 0.56 o1l 0.5 oz 1,11
01-06 01 | 0,56{ 04 2.22 J03| 1.67 03| 1,68 | o3| 1.68 [o01| 0,56 | 03| 1.67 01| 0.56
01-07 02 1.11 Jo7| 3.89 |o3| 1,68 |01} 0,56 {03| 1.68 | 01 0.56 | 01| 0.56 03| 1.67 01| 0.56
01-10 02| 1,1 01| 0.56 |o1| 0,56 {01| 0.56 |os| 2.79 | 01 o056 01| 056 o1/ 0.56
01-12 01| 0.56 | 01 0156 04| 2.22 Yosl 2,78
02- 04 39| 21,67 19 10.56 |o6 | 3,33 [18]10,06 [11] 6,15 |03 1.68 {09 5.00 | 06| 3,33 {oa| 2,22 loz| v,11 [oz] 1.11 {011 0.56
02- 06 15| 8.33} 06 3.33 (05| 2,78 {39}21.79 |09} 5.03 |o06| 3.35 | 36{20.00 | 10 5.56 {07|3.89 [16| 8,89 |04| 2,22 |cb| 3.32
02- 07 o1 | o0.56( 08 3.33 {14] 7,78 [o1f 056 |07 3.91 [03] 1368 | 10| 5.56 | 191056 |11 | 6,11 for| 0.se [02| 1.11 |oa| 2.22
02-10 13| 7,22} 0l 0,56 01| 0.56 |19]10,61 |05| 2,79 |o0a| 2.23 {04 2.22 | 02 1,11 10| 5.56 09| 5.00 |o05| 2.78
02-12 02| 1.11] 01 0.56 [02| 1,11 03} 1.68 0d 1.1 02| 1,11 foi] 0.56 {1z| 6.67 [21|11.67
04- 06 01} 0,56
04- 07 01| 0,56] 01 0,56 01} 0,56 ol 0.56 01] 0,5
04-10 05 | 2,78 01} 0,56 |01} 0,56
06 - 07 01 0,56 0d 1,1 01| 0,56 01| 0,56 |ul| 0,56
06- 10 03| 1,67] 01 0.56 05| 2,79 01| 0,56 03| 1.67
06-12 0| 056
07-10 01{ 0,56 |01{ 0,56 J02f 1,12 | 01| 0,56 01| 0,56
07-12 01| 0,56
10-12 01| 0.56 01] 0.56
01-02- 04 oa | 2,22| 14 7,78 |15| 8,33 |01] 0,56 {13 7,26 |19{10,61 ] 03 1,67 |03} 1,67 os| 2,78
01-02- 06 07 3.89 [03{ 1,67 {02| 1,12 [05( 2,79 {03 1.68 {03 1,12 {14 7.78 {07 | 3.89 [03| 1,67 {04| 2,22 { 04| 2,22
01-02- 07 o2 | 1,11} 07 3.89 [13| 7,22 |o2| 1,12 |12 6.70 |o6| 335 | 0 3.89 | og 4,24 {2611ajaa Joa| 222 |os| 2178 Los| 2.78
01-02- 10 0a | 2,22{ 03 1.67 {0a] 2,22 |os| 2,79 04| 2,23 | 05| 2,79 03| 1,67 foz| 1.1 |05 2028 foz| 1.1
0i-02-12 07 1.1 o1 0,56 |02 112 o 1.1 12| 6.67 |32/17.78
01-04-06 1 o1} 0,56 01| 0,56
01-04-07 02| 1.1 o1| 0,56 |o03| 1,68 02| 1,11
01- 06~ 07 03 1.67 J03} 1,67
01-06-10 01} 0,56 01| 0,56
01-06-12 02| 1,11
01-07-10 01 0,56 0] 0,56 01| 0,56
01-07-12 01| 0,56
01-10-12 01| 0,56 01| 0.56
02-04- 06 02 1.1 01| 0,56 o1l 0,56
02-04- 07 o6 | 3,33f 03| 1.67 [02] 1,11 |o6| 3,35 |03| 1,68 ol 0,56 Joz 1,11 Jo3| 1,67
02-04- 10 o7 | 3,891 01| 0.56 01| 0,56 01| 0,56
02- 06- 07 03 | 1,67 010,56 |osf 2,23 o3| 1,68 |3} 1.68 | o 3,33 |09t 5,00 Jo7]3,89 01| 0,56
02-06-10 o2 | 1011 01| 0,56 |03| 1.68 02} 1.12 0| 2,22
02-06- 12 01 0,56 010,56 01| 0,56 | 01| 0,56
02-07-10 o2 | 1,11 02| 1,12 01 | 0,56 01| 0,56 | 01| 0,50
02-07-12 ol 0,56 01| 0,56 |04 | 2.22 01| 0.56 |03| 1.67
02-10- 12 01| 056 02 1,1
04-06- 10 01 0,56
04-07-10 0l 0,56 01{ 0,56 01| 0,56
06-07- 12 01| 0.56
07-10-12 01| 0,5
01- 02- 04- 06 010,56 ol 0,56
01- 02 04- 07 05| 2.78 foi| 0,56 |oz| 1,12 |oa| 2,23 0zl 12171 Joa 2,22
01-02- 06- 07 06 3,33 04| 2,23 |01{ 0.56 o8 4,44 |03{1.67
01-02-07-10 o1 | 0,56 01| 0,56 {01 0,56 o1} 0,56 |02| 1,12 01 | 0.56 01] 0.56
01- 02~ 07- 12 01{ 0.56 03y 1,67 |05} 2,78
01-02- 10- 12 01} 0,56 !
01- 04- 06- 07 ol 0,56
02- 04- 06- 07 ol 0,56
02- 04- 07- 10 1| 0,56
02- 06- 07- 10 o1 | 0,56
02- 06- 07- 12 o1} 0,56
02- 07- 10- 12 0| 0.56 o 1,11 010,56 | 01| 0,56
01 - 02-04- 06- 07 01 | 0,56 '
01- 02- 06- 07- 10 0| 0,56 01 {0.56 ]
ToTAL 180 180 180 179 179 179 180 180 180 180 180 180

01

= acamurcado; 02 = algodonoso; 04 = afelpado; 06 = afeltrado; 07 = flocoso; 10 = sedoso; 12 = aveiludado.
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APENDICE 4. Quadro da Analise da Varidncia dos Diametros das
Colonias de C. satZvus no Meio de Cultura C, na
12 Leituras (com 3 Repetigoes).

Causas da .

Variagﬁo GL SQ QM Valor F
Isolados 59 23,0408 0,5600 2,7892 *=*
Residuo 120 24,0933 0,2008

Total 179 57,1341

K& Slgnlflcatlvo ao nivel de 0,01 de probabilidade ~
Media Geral = 2,5836 cm Coefieiente de Variagao = 17,3437

APENDICE 5. Quadro da Analise da Variancia dos Diametros das
Coldnias de (. sat7vus no Meio de Cultura C, na
23 Leitura (com 3 Repetigoes) .

Causas da

Variagao GL SQ Q“ Valor F
Isolados 59 162,6914 2,7575 2,4643 %%
Residuo 120 134,2750 1,1190

Total 179 296 ,9664

** Significativo ao nivel de O ,01 de probabilidade
Media Geral = 5,2858 cm Coeficiente de Variagao = 20,0127

APENDICE 6. Quadro da Analise da Variancia dos Diametros das
Colonias de (. sativus no_Meio de Cultura C, na
33 Leitura (com 3 Repeticoes).

Causas da

Variacao GL sQ QM Valor F
Isolados 59 341,3017 5,7848 2,8904 **
ResTduo 120 240,1634 2,0014

Total 179 © 581,4651

*% Sipnificativo ao nivel de 0,001 de probabilidade
Média Geral = 7,3464 cm Coeficiente de Variacao = 19,257%
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Quadro da Andlise de Variancia dos Diametros das
Coldnias de (. sativus no Meio de Cultura MM na
12 Leitura (com 3 Repeticoes).

Causas da )

Variaggo GL SQ QM Valor F
Isolados 59. 22,2456 0,3770 2,1609 *=*
Residuo 120 20,9383 0,1745

Total 179- 43,1839

** Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade _
Média Geral = 2,2594 cn Coeficiente de Variagao = 18,4887

APENDICE 8. Quadro da Analise de Variancia dos Diametros das

Coldonias de (. sativus no Meio de Cultura MM na
22 Leitura (com 3 Repeticoes) .

Causas da

Variagao GL SQ ™M Valor F
Isolados 59 104,5315 1,7717 2,1024 **
ResTduo 120 101,1266 0,8427

Total 172 205,6581

#* Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade
Media Geral = 4,6822 cm Coeficiente de Variagao = 19,6067%

APENDICE

9.

Quadro da Analise de Variancia dos Diametros das
Colonias de C. sativus no Meio de Cultura MM na
38 Leitura (com 3 Repetigoes).

Causas da-

Variacio GL - 8Q QM Valor F
Isolados 59 285,8018 4, 8441 2,3789 %
ResTduo 120 244 3484 2,0362

Total 179 530,1502

** Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade .
Media Geral = 6,8286 cm Coeficiente de Variacao = 20,8977
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Quadro da Analise da Variancia dos DiZmetros das

Coldnias de (. sativus no Meio de Cultura MC na
13 Leitura (com 3 Repeticoes).
Causas da i
VariagSO GL SQ QM Valor F
Isolados 59. 17,3985 0,2949 4,1927 **
ResTduo 120 8,4400 0,0703
Total 179 25,8385

*% Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade

Media Geral =

APENDICE 1L

2,0453 cm Coeficiente de Variacao = 12,967%

Quadro da Analise da Variancia dos Diametros das

Coldonias de (€. sativus no Meio de Cultura MC na
28 Leitura (com 3 Repeticgoes).
Causas da .
Var{ agdo GL sQ QM Valor F
Isolados 59 89,0780 1,5098 4,0595 **
ResTduo 120 44,6300 0,3719
Total 179 133,7080

*% Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade

Media Geral =

APENDICE 12

3,9633 cm Coeficiente de Variagao = 15,3877

. Quadro da Analise da Variancia dos Diametros das

Coldonias de (C. sativus no Meio de Cultura MC na

- 32 Leitura (com 3 Repetigoes).

Causas da

Vari ag3o L sQ M Valor F
Isolados 59 217,9357 3,6938 4,908 *=*
ResIduo 120 90,3116 0,7526
Total 179 308,2473

**% Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade _

Média Geral = 5,696l cm Coeficiente de Variagao = 15,2307
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Quadro da Analise da Variancia dos Diametros das
Coldnias de (. sativus no Meio de Cultura BDA
na 12 Leitura (com 3 Repetigoes).

Causas da )

Variacio GL sQ QM Valor F
Isolados 59 16,6118 0,2816 2,8214 **.
ResIduo 120 11,9750 0,0998

Total 179 28,5868

*% Significativo ao nivel de 0,0l de probabilidade

Media Geral = 1,773l cm

APENDICE 14,

Coeficiente de Variacao = 17,817%

Quadro da Analise da Variancia dos Diametros das

Coldnias de (€. sativus no Meio de Cultura BDA
na 22 Leitura (com 3 Repetigoes) .
Causas da
Variagio GL SQ QM Valor F
Isolados 59 98,5958 1,6711 6,2323 %
ResTduo 120 32,1767 0,2681
Total 179 130,7725

** Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade .
Média Geral = 2,9553 cm Coeficiente de Variacao = 17,522%

APENDICE 15. Quadro da Anidlise da Variancia dos Diametros das
Coldnias de (. sativus no Meio de Cultura BDA
na 32 Leitura (com 3 Repeticgoes).

Causas da .

Variac3o GL sQ QM Valor F
Isolados 59 252,1564 4,2738 6,5295 #*
ResTIduo 120 78,5450 .0,6545

Total 179 330,7014

*% Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade

Média Geral = 4,0775 cm Coeficiente de Variagao = 19,8427
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APENDICE 17. Quadro da Andlise da Variancia dos Diametros das
Coldnias de (. sativus nos 4 Meios de Cultura,
na 12 Leitura (com 3 Repeticoes) .

Causas de Variagao GL SQ QM Valor F
Blocos 2 0,7441 0,3721 2,7385 ns
Meios de Cultura 3 63,4363 21,1454 155,6379 #*
Isolados 59 62,8638 1,0655 7,8424 *%
Meios de Cultura x

Isolados 1377 26,4868 0,1496 1,1014 ns
ResTduo 478 64,9426 0,1359
Total 719 218,4736

**% Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade
ns = nao significativo. .
Media Geral = 2,1658 cm Coeficiente de Variagao = 17,0197

APENDICE 18. Quadro da Andlise da Variancia dos Diametros das
Coldnias de (. sativus nos 4 Meios de Cultura,
- na 22 Leitura (com 3 Repetigoes) .

Causas da Variagao GL SQ QM Valor F
Blocos 2 0,6647 0,3324 0,5100 ns
Meios de Cultura 3 542,7071 180,9024 277,5578 **
TIsolados 59  309,6650 5,2486 8,0528 **
Meios de Cultura x

Isolados 177 145,2317 0,8205 1,2589 ns
Residuo 478 311,5435 0,6518
Total 719 1309,8120

*% Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade
ns = nao significativo
Média Geral = 4,2217 cm Coeficiente de Variagao = 19,123%
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APENDICE 19. Quadro da Andlise da Variancia dos Diametros das
Colonias de (. sativus nos 4 Meios de Cultura,
na 3% Leitura (com 3 Repeticgoes).

Causas da Variacao GL SQ QM Valor F
Blocos 2 17,7102 8,8551 6,6588 **
Meios de Cultura 3 1131,6696 377,2232 283,6630 **
Isolados 59. 788,8788 13,3708 10,0545 #=
Meios de Cultura x

Isolados 177 308, 3168 1,7419 1,3099 *
ResTduo 478 635,6582 1,3298
Total 719 2882,2336

*% Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade
* Significativo ao nivel de 0,05 de probabilidade
Media Geral = 5,9872 cm Coeficiente de Variagao = 19,2617%






