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RESUMO

JUNQUEIRA, N.T.V., ZAMBOLIM, L., CHAVES, G.M., & GASPAROTTO, L. Esporulagdo “in vitro”, via-
bilidade dos conidios e patogenicidade de Microcyclus ulei. Fitopatol. bras. 11: 667-682. 1986.

Estudaram-se os efeitos da luz, idade da cultura a ser repicada, densidade de in6culo, de
repicagens sucessivas e idade da cultura, na esporula¢do e germinag@o “in vitro” e patogenici-
dade de Microcyclus ulei. A luz aumentou a produgdo de con{dios, principalmente em culturas
de isolados esporulantes, incubadas a 240C sob regime de luz alternada de ciclos de uma hora de
luz (seis lampadas “Osram”, 40W, luz-do-dia, a 40 cm das culturas), trés horas de escuro, uma
hora de luz, trés horas de escuro, uma hora de luz e 15 horas de escuro, diariamente. A idade
da cultura a ser repicada afetou a producgdo de conidios da cultura subsequente. As repicagens
devem ser feitas de culturas com menos de duas semanas de idade. A viabilidade dos conidios
decresce com o aumento da idade da cultura, sendo maior em culturas com idade de 10 dias.

As repicagens sucessivas ndo afetaram a germinagdo dos conidios nem a patogenicidade,
mas afetaram drasticamente a produg¢do de conidios.

As concentragdes elevadas de in6culo provocaram auto-inibi¢do na germinag@o dos coni-
dios e redu¢do no didmetro das leses, sendo a concentragdo de aproximadamente 2 x 10°
confdios/ml indicada para inoculages.

*Trabalho conduzido no Departamento de Fitopatologia da UFV, sob apoios institucionais da EMBRAPA,
SUDHEVEA, FINEP e CNPq.
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ABSTRACT

Sporulation “in vitro”, viability of conidia and pathogenicity’
of Microcyclus ulei

Studies were made on the effects of age of culture, culture media, light, sub-culturing, age
of culture for sub-culturing and level of inoculum of M. ulei, sporulation and germnation “in
vitro”, and pathogenicity and disease progress. The sub-culturing was made with a culture
macerated in distilled-sterilized water containing mycelia and conidia. The sub-culturing of
cultures more than days old induced a reduction in sporulation of the subsequent cultures. The
succesive sub-culturing did not affect the pathogenicity and germination of conidia, but drasti-
cally reduced their production. High concentration of conidia caused a reduction in the diame-
ter of lesions. The ideal concentration established for inoculation was 2 x 10° conidia/ml with a

70-80% germination rate. Light also affected the sporulation of the cultures.

INTRODUCAO

O cultivo de fungos fitopatogénicos
visando & produc¢@o de inéculo para estudos
sobre a variabilidade fisiol6gica, melhora-
mento visando a resisténcia a doencas, epi-
demiologia e biologia, em geral pode ser
influenciado por alguns fatores como repi-
cagens sucessivas, idade da cultura a ser
repicada, concentragdo e idade dos esporos
¢ luminosidade. Tais fatores podem afetar a
esporulagdo “in vitro”, patogenicidade e/ou
viabilidade do in6culo.

A perda da patogenicidade e/ou redu-
¢30 na esporulagdo ou na viabilidade do in6-
culo por repicagens sucessivas s3o fendmenos
comuns em fungos fitopatogénicos.

A luminosidade, assim como exposi-
¢oes das culturas em luz préxima ao ultravio-
leta, pode afetar a produgdo de conidios de
Microcylus ulei (Holliday, 1970; Chee,
1978; Schrader, 1980; Lieberi et al., 1983).
Por outro lado, a idade da cultura afeta a
produ¢do (Junqueira et al., 1984, Schrader,
1980; Lieberei et al., 1983) e a viabilidade
dos conidios (Chee, 1978; Junqueira et al.,
1984). As informagdes na literatura sobre a
influéncia dos demais fatores sobre a viabili-
dade do in6culo, patogenicidade e produgdo
de conidios “‘in vitro” de M. ulei sdo escas-
sas. Portanto, torna-se necessdrios estudos
mais detalhados sobre estes fatores, visando

facilitar outros trabalhos de pesquisas com
este fitopatégeno.

O presente trabalho teve como objeti-
vo avaliar o efeito de repicagens sucessivas,
idade da cultura a ser repicada, concentra-
¢do e idade dos conidios e diferentes regimes
de luz, na patogenicidade, viabilidade dos
conidios e esporulagdo “in vitro” de Micro-
cyclus ulei (Fusicladium macrosporum Kuy-

per).
MATERIAL E METODOS
1. Técnicas de Repicagem

Os fragmentos retirados de culturas de
M. ulei com 12 dias de idade mantidas no
meio de cultura M4 descrito por Junqueira
et al., (1984) foram macerados em tubos de
ensaio, utilizando-se bastdo de vidro flam-
bado, na propor¢do de 1 grama de cultura
contendo micélio, confdios e/ou conidi6fo-
ros para 10 ml de dgua destilada esterilizada
acrescida de cloranfenicol (50 mg do p.a./1
ou 50 ppm). Uma aliquota de 0,5 ml dessa
suspensdo foi retirada, depositada em frascos
(erlenmeyers) de 125 ml contendo 20 ml de
meio de cultura sélido (item 2.) e espalhada
por toda a superficie do meio. Quando se
utilizaram tubos de ensaio, os fragmentos
de culturas foram pressionados contra a
parede do tubo, até a maceragdo completa,
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e espalhados sobre superficie do meio de
cultura contido no mesmo tubo. Os frascos
ou tubos de ensaios foram incubados a
240C sob luz alternada (ciclos de 1 hora de
luz a 2.000 lux-seis ldmapadas fluorescentes
“Osram”’, 40W, luz-do-dia), 3 horas de escu-
ro, 1 hora de luz, 3 horas de escuro, 1 hora
de luz e 15 horas de escuro, diariamente até
a avalia¢do.

2. Técnica de Inoculagdo

Os clones de seringueira provenientes
do Centro Nacional de Pesquisa de Serin-
gueira e Dendé (CNPSD), Empresa Capixaba
de Pesquisa Agropecudria (EMCAPA) e
Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas
Gerais (EPAMIG) foram cultivados em sacos
de plastico contendo 10 kg de uma mistura
de 70% de solo e 30% de esterco. Apés o
terceiro langamento foliar iniciaram-se as
inoculagdes.

As inocula¢tes foram feitas na face
abaxial dos foliolos com idade de 6 a 8 dias
(correspondente aos estddios B; ou B,, des-
critos por Hallé et al., 1978) com uma sus-
pensdo de 2 x 10° conidios/ml provenientes
de culturas com idade de 12 dias, mantidas
nos meios compostos de 6 g de neopeptona,
10 g de sacarose, 20 g de 4gar, 2 g de KH,POy,,
1 g de MgS0O,.7H, 0, 1.000 ml de dgua des-
tilada, 2 ml de Panvit (produto dietético
produzido pelo laboratério Teuto-Brasileiro
Ltda.) adicionado antes ou apds a autoclava-
gem do meio a 1200C por 10 minutos, pH
ajustado para 5 * 0,2 antes da autoclavagem.
O isolamento e o cultivo de M. ulei foi feito
conforme descrito por Junqueira et al.,
(1984).

Os confdios foram dispersos em dgua
destilada. Utilizou-se um atomizador modelo
H; (Paashe air Brush, Chicago, EUA) acio-
nado por um compressor elétrico calibrado
a 18-20 libras. A atomizagdo foi efetuada
até a cobertura completa dos foliolos por
pequenas goticulas, até antes de atingir o
ponto de escorrimento.
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Imediatamente ap6s a inoculagdo, as
plantas foram submetidas a uma cdmara
umida (97 * 2% de umidade relativa) a
240C sob regime de luz alternada de 12 ho-
ras de escuro e 12 horas de luz a 2.000 lux
(Lampadas fluorescentes-40w-luz-do-dia) du-
rante 24 horas. Ap0s este perfodo, as plantas
foram retiradas da camara imida e mantidas
por 8 dias em camaras de crescimento a
240C, 80-85% de umidade relativa, sob o
mesmo regime de luz. Posteriormente, as
plantas foram transferidas para casa-de-ve-
getacdo a 26 = 40C e 78 £ 5% de umidade
relativa.

3. Técnica de Avaliacio dos Ensaios “In
Vitro”

A avaliagdo foi feita aos 12 dias apds a
repicagem, determinando-se o peso do micé-
lio seco e o numero de confdios por mili-
grama de micélio seco. Para determinar o
namero de conidios adicionou-se aos frascos
ou tubos de ensaio um volume conhecido de
dgua destilada, contendo tween-80 a 0,05%.
A seguir os confdios foram removidos por
meio de um pincel n® 14, filtrados em gaze e
quantificados através de cimara de Neubauer.

Para se determinar o peso do micélio
seco, adicionou-se aos frascos ou tubos de
ensaio, contendo as culturas, certo volume
de dgua e esta mistura foi submetida a
90-1000C, por 10 minutos, até a fusdo do
4dgar. O micélio foi recolhido ap6s a filtragem
do meio em gaze fina e mantido a 70°C por
24 horas, antes da pesagem. ;

4. Influéncia de Diferentes Regimes de Luz
na Esporulag¢ao de Microcyclus ulei

As culturas dos isolados provenientes
de Una-BA, Mazagdo-AP e Rio Branco-AC,
com 12 dias de idade, foram repicadas para
erlenmeyers de 125 ml contendo 20 ml de-
meio de cultura composto de 10 g de saca-
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rose, 2 g de KH,PO,, 20 g de 4gar, 1,5 ml
de Panvit, 250 g de batata cozida por 35 mi-
nutos, completando-se até 1.000 ml com
dgua destilada. O pH foi ajustado para 5,0
antes da autoclavagem. Os componentes do
meio de cultura foram misturados e autocla-
vados (1200C, 1 Atm) por 10 minutos. Apos
a repicagem, os frascos foram incubados a
240C sob os seguintes regimes de luz: 1) 24
horas de escuro; 2) 12 horas de luz a 2.000
lux, mais 12 horas de escuro; 3) 1 hora de
luz, mais 24 horas de escuro; 4) ciclos de
0,5 hora de luz, 1,5 hora de escuro, 0,5 hora
de luz, 1,5 hora de escuro, 0,5 hora de luz e
19,5 horas de escuro, diariamente; 5) ciclos
de 1 hora de luz, 3 horas de escuro, 1 hora
de luz 3 horas de escuro, 1 hora de luz e
15 horas de escuro, diariamente. Utilizaram-
se 6 lampadas fluorescentes “Osram”,
40W, luz-do-dia a 40 centimetros das cultu-
ras. As culturas permaneceram sob estes
regimes de luz até a avaliagdo, feita 12 dias
apOs a repicagem.

5. Influéncia da Idade da Cultura de Micro-
cyclus ulei a ser Repicada na Esporulagao
da cultura subseqiiente

As culturas do isolado proveniente de
Rio Branco-AC com 12 dias de idade foram
repicadas para Erlenmeyers de 125 ml con-
tendo 30 ml do meio de cultura descrito no
item 4 e incubadas a 240C, sob regime de
luz alternado (ciclos de 1 hora de luz a
2.000 lux com ldmpadas fluorescentes,
40W, luz-do-dia, 3 horas de escuro, 1 hora
de luz, 3 horas de escuro, 1 hora de luz e
15 horas no escuro, diariamente) por 90,
60, 30, 20 e 10 dias. Ap6s este perfodo,
as culturas foram novamente repicadas,
incubadas a 24°C sob o mesmo regime de
luz até a avaliag@o.

A avaliagdo foi feita 12 dias apos a
repicagem, determinando-se o peso do
micélio seco e o nimero de confdios produ-
zidos/mg de micélio seco.
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6. Influéncia da Idade da Cultura na Germi-
nacdo dos Confdios de Microcyclus ulei

As culturas dos isolados provenientes
dos municfpios de Jucuruaba-ES, Governa-
dor ValadaressMG, Una-BA, Ituberd-BA,
Registro-SP, Rosario Oeste-MT, Benevides-
PA, Rio Branco-AC, Manaus-AM, Humaité-
AM, Librea-AM, Eirunepé-AM, Ariquemes-
RO, Boa Vista-RR e Magazdo-AP, foram
repicadas para tubos de ensaios contendo
5 ml do meio da cultura descrito no item 4
e incubados a 249C sob o regime de luz des-
crito no item 1.

A avaliagdo foi feita aos 10, 12, 14,
16 e 18 dias apos a repicagem, determinan-
do-se a percentagem de conidios germina-
dos, em d4gua-dgar a 1,5%. Para avaliar a
percentagem de confdios germinados, utili-
zaram-se trés tubos de ensaios de cada isola-
do, para cada época descrita acima. Adicio-
naram-se 2 ml de dgua destilada esterilizada
em cada tubo de ensaio, removendo-se 0s
confdios por meio de um pincel de pelo
fino. Apos a filtragem em gaze fina previa-
mente esterilizada os confdios provenientes
de cada isolado foram quantificados através
de uma camara de Neubauer, e as concen-
tragdes ajustadas para 100.000 conidios/
ml. Uma aliquota de 0,5 ml de suspensao
de conidios de cada tubo de ensaio foi
distribufda uniformemente em placa de
Petri contendo 15 ml de dgua-dgar a 1,5%.
As placas de Petri foram incubadas a 240C
na auséncia de luz, até a avaliagdo, feita
12 horas ap0s. ,

7. Efeito da Densidade de Esporos no Pro-
gresso da Doenc¢a 3

Os conidios do isolado provenientes de
Una-BA, foram retirados de culturas com 12
dias de idade mantidas em frascos de 125 ml
com 20 ml do meio de cultura descrito no
item 2. Apo6s a filtragem em gaze fina, esta-
beleceram-se as concentragdes de 2.400.000,
1.200.000, 600.000, 300.000, 150.000,
75.000 e 37.500 conidios/ml.
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De cada suspensdo correspondente as
concentragdes retirou-se uma aliquota de
0,5 mi, que foi distribuida uniformemente
na superficie de placas de Petri contendo 15
ml de dgua-dgar a 1,5%. As placas foram in-
cubadas a 249C na auséncia de luz, e apés
12 horas procedeu-se a avaliagdo, determi-
nando-se a percentagem de conidios germi-
nados.

O volume restante de cada concentra-
cdo foi inoculado conforme descrito no
item 2, em clones Fx 3925 ¢ F 4542.

A -avaliacdo foi feita 15 dias apds a
inoculagdo, determinando-se o numero de
lesdes/8 cm? de superficie foliar e o didme-
tro médio das leses, que foi determinado
por um medidor portdtil de drea, modelo
LI-3000.

8. Influéncia de Repicagens Sucessivas na
Patogenicidade, Esporulacio e Germina-
¢do de Conidios “In Vitro™ de Microcy-
clus ulei

As culturas dos isolados provenientes
de Humaitd-AM, Rio Branco-AC, Mazagio-
AP e Librea-AM foram submetidas a 2, 10,
20 e 30 repicagens sucessivas para tubos
de ensaios contendo 5 ml do meio de cultura
descrito no item 4 a intervalos de oito dias.
Apbs a 12,92, 192 e 293 repicagem, as
culturas foram mantidas por 12 dias e repi-
cadas novamente para frascos de 125 ml con-
tendo 20 ml do meio de cultura descrito no
item 4, completando-se entdo 2, 10, 20 e 30
repicagens sucessivas. Os frascos foram incu-
bados a 249C sob o regime de luz descrito
no item 1. As culturas repicadas na 12, 92 e
192 repicagens foram, anteriormente obtidas
através de reisolamento para evitar a perma-
néncia destas por mais de 15 dias em meio
" de cultura, o que poderia provocar uma re-
dugdo na esporulagdo da cultura subseqiien-
te.

A avaliagdo foi feita 12 dias ap0s a re-
picagem, determinando-se o nimero de co-
nidios produzidos/mg de micélio seco e per-
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centagem de confdios germinados em
dgua-dgar a 1,5%.

Para avaliar o efeito das repicagens
sucessivas na patogenicidade, conidios dos
isolados de Humaitd-AM e Rio Branco-Acre
foram inoculados, conforme descrito no i
item 2, nos clones de seringueira Fx 3864,
IAN 2880, Fx 985, Fx 2804, IAN 3087,
Fx 3925, IAN 6323 e Fx 2261.

A avaliagdo .foi feita 15 dias apds a
inoculacdo, determinando-se o numero de
lesdes/8 cm?* de superficie foliar, didmetro
médio das lesOes e percentagem de lesdes
esporuladas. 1

" RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Influéncia de Diferentes Regimes de Luz
na Esporulacao de Microcyclus ulei

Os dados apresentados pela Tabela 1
indicam que a luminosidade pode aumentar
a produ¢do de conidios de M.. ulei, princi-
palmente pelos isolados “esporulantes”. A
luz ndo afetou a produgdo de conidios do
isolado MZ “pouco esporulante”. Para o
isolado “EIR” (esporulante), maiores produ-
¢0es de confdios foram obtidas quando as
culturas foram mantidas sob os regimes de
luz 3, 4 e 5. Esta produgdo foi aproximada-
mente duas vezes maior do que a da cultura
mantida no escuro. O regime 2 também au-
mentou a produgdo de conidios em relagdo
A cultura mantida no escuro (regime 1). A
produgdo de confdios pelas culturas do iso-
lado RB (esporulante) foi maior nos regimes
4 e 5. A produgdo de confdios por este isola-
do também foi aumentada nos regimes 2 e 3
em relagdo ao regime 1 (escuro).

Holliday (1970) relatou aumento na
produgdo de conidios de M. ulei, ap6s a irra-
diag@o das culturas com mais de 14 dias de
idade, por 30 a 40 minutos com luz de com-
primento de onda proximo a ultravioleta
(300-365 nm). Chee (1978) sugeriu 1 hora
de luz diariamente.

Schrader (1980) relata que culturas de
M. ulei com 14 a 16 dias de idade mantidas
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Tabela 1 — Produgdo de conidios de Microcyclus ulei em diferentes regimes de luz. UFV,

Vigosa, 1985.

Conidios produzidos/mg de micélio seco

Regime
de Luz ** Isolados de M. ulei
EIR* RB MZ

1 132.157.=:11 .02 106.000 + 8,02 33,223 5,20
2 236.732 £ 13,20 178.323 +11,03 31.428 £4,20
3 248.000+ 11,42 208.506 + 12,03 33.530 £ 6,04
4 244 .600 + 15,01 220.000 £ 10,60 30.300 * 7,06
5 247.370£15.31 233.334 £ 13,60 32938 +540

Os ntimeros representam a média de quatro repeti¢Ges.

# EIR = Isolado de M. ulei proveniente de Eirunepé-AM; RB =Isolado de Rio Branco-AC; MZ =Isolado de

Mazagao-AP.

%* 1) 24 horas de escuro; 2) 12 horas de luz + 12 horas de escuro; 3) 1 hora de luz + 23 horas de escuro;
4) ciclos de 0,5 hora de luz, 1,5 hora de escuro, 0,5 hora de luz, 1,5 hora de escuro, 0,5 hora de luz e
19,5 horas de escuro, diariamente; 5) ciclos de 1 hora de luz, 3 horas de escuro, 1 hora de luz, 3 horas de
escuro, 1 hora de luz e 15 horas de escuro, 1 hora diariamente.

ewn BSA-0,5% aumentaram significativamen-
te a produgdo de conidios, quando ilumina-
das por um ou dois dias com ciclos de 0,5
hora de luz de uma lampada fluorescente
40W, a intervalos de 1,5 hora de escuro, 0,5
hora de luz, 1,5 hora de escuro, 0,5 hora de
luz e 19,5 horas de escuro. Por outro lado,
Lieberei et al., (1983) verificaram que cultu-
ras de M. ulei mantidas por 14 dias no escu-
ro, quando expostas a 90 minutos de luz
diariamente por um ou dois dias, aumenta-
ram em 13 a 24 vezes a produgdo de coni-
dios em relagdo a culturas iluminadas por 90
minutos diariamente e 45 a 82 vezes quando
comparadas com a produg¢do de conidios de
culturas mantidas no escuro.

No presente trabalho, as culturas dos
isolados ‘‘esporulantes” iluminadas por 12
dias produziram aproximadamente o dobro
de conidios das culturas mantidas no escuro.
Junqueira et al., (1984) analisaram a produ-
¢do0 de confdios de M. ulei em culturas com
diferentes idades mantidas em vdrios meios

de culturas, sob o regime de luz nimero 5,
descrito no item 4. A maior produg@o de
conidios ocorreu em culturas com 9 a 12
dias de idade mantidas em meios de culturas
contendo os aminoécidos treonina, clori-
drato de lisina e triptofano ou contendo
um complexo de vitaminas, sais minerais e
aminodcidos. As culturas mantidas no
meio BDA-02% e BSA-05% (utilizado por
Schrader, 1980) produziram mais confdios
aos 15 dias de idade. Schrader (1980) relata
que as culturas de M. ulei apresentam um
perfodo de fotossensibilidade entre o 149 e
179 dia ap6s a repicagem. Neste periodo
ocorre a maior producdo de confdios. Estes
resultados indicam que o meio de cultura
provavelmente exerce alguma influéncia no
perfodo de fotossensibilidade e produgdo de
confdios por M. ulei. Lieberei et al., (1983)
nfo constataram efeito daluz no crescimento
vegetativo de M. ulei, por outro lado, neste
ensaio, verificou-se um ligeiro aumento no
peso do micélio seco das culturas mantidas
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no escuro. A produgdo de confdios pelo iso-
lado “n@o esporulante” ndo foi afetada pela
luz. Este fato pode ser devido ao perfodo
fotossensivel deste isolado que pode estar
antes ou ap6s os 12 dias, ou devido a insensi-
bilidade deste a luz. Lieberei et al., (1983)
verificaram que culturas de M. ulei com
30 dias de idade ndo formaram conidios,
mesmo quando expostas a luz. Junqueira
et al., (1984) também verificaram que a pro-
dugdo de conidios de M. ulei decresceu em
culturas com mais de 15 dias de idade.

2. Influéncia da Idade da Cultura de Micro-
cyclus ulei a ser Repicada,na Esporulacdo
da Cultura Subseqiiente

Na Tabela 2 sdo apresentados os resul-.

tados referentes & producao de micélio seco
e produgdo de conidios/mg de micélio seco,
em culturas provenientes de repicagens de
culturas de M. ulei com diferentes idades.

Os resultados mostram que as culturas
provenientes de culturas mais velhas produ-
zem menos confdios do que as provenientes
de culturas novas. A maior producdo de
conidios foi obtida em culturas provenientes
de culturas com idade de 10 e 20 dias. A
produgdo de confdios na cultura subseqiien-
te foi menor quando as repicagens foram
feitas de culturas com mais de 30 dias de
idade. Esta queda na produg¢do de confdios
na cultura subseqiiente pode ser devida a um
enfraquecimento do micélio e/ou redugdo
na produgdo ou no potencial e germinagao
dos conidios.

Junqueira et al., (1984) observaram
que os conidios liberados dos conidi6foros
germinam na proépria cultura, as vezes origi-
nando um frdgil crescimento micelial com
conidiéforos que produzem pouco e peque-
nos confdios elipséides, sem septos, comuns
em culturas com mais de 20 dias de idade.

Além da redugdo na produgdo e po-
tencial, a viabilidade dos confdios também
decresce em culturas com mais de 15 dias de
idade, certamente por envelhecimento ou
auto-inibi¢do. Quando as culturas sio repi-
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cadas para BDA ou para outros meios ina-
dequados, apés algum tempo é comum
observar-se a formacdo de um estroma
negro ausente de micélio fértil, que cresce
lentamente sob a superficie do meio de
cultura. Este estroma negro ndo produz
confdios e quando transferido para outro
meio de cultura adequado dificilmente
volta a produzir micélio fértil. Na Tabela
2 observa-se que culturas com idade de 30
dias, mantidas em BDA, quando repicadas
para um meio de cultura adequado, ndo
produziram conidios, e sim alguns estromas
negro e/ou micélios inférteis.

O ndo desenvolvimento do micélio
fértil em culturas de M. ulei mantidas em
meios de cultura inadequados, pode ser devi-
do a autdlise ou encerramento da produ¢do
destes por falta ou esgotamento de nutrien-
tes no meio de cultura. A falta de um
substrato adequado para a manuten¢do do
estddio conidial do M. ulei pode induzir a
formacgdo do estddio picnidial e/ou ascogeno.
Este fato pode ser observado em folhas de
seringueira. As folhas com mais de 14 dias
de idade sd3o imunes ao M. ulei, ao passo
que folhas com até oito dias de idade consti-
tuem substratos adequados para o patdgeno.
Asfolhas com idade de nove a 13 dias permi-
tem a infec¢do, mas ndo ocorre o estddio
conidial, e sim a forma picnidial e/ou asco-
gena. Em meios de culturas inadequados €
possivel que depois de algum tempo possa
ocorrer um estfmulo para a formagdo de
picnidios e/ou pseudotécios, mas, em razao
da falta de algum nutriente e/ou hormonio
essencial, tais estruturas nfo sdo formadas,
limitando-se apenas a produg¢do dos estro-
mas estéreis. :

As culturas com idade de 90 dias
foram submetidas a cinco repicagens suces-
sivas e verificou-se que a partir da terceira
repicagem, a produ¢do de confdios foi apro-
ximadamente igual aquela obtida de culturas
provenientes de repicagens das culturas com
idade de 10 a 20 dias. Ap6s a terceira repica-
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Tabela 2 — Produgdo de conidios em culturas de Microcyclus ulei** repicadas de culturas com
diferentes idades. UFV, Vigosa-MG, 1985.

Idade da cultura

Peso do micélio

Conidios produzidos/mg

repicada (dias) seco/frasco (mg) de micélio seco
10 37,5 198,868
20 373 177,634
30 2.5 138,868
60 27,5 33,030
90 325 23,208
30%* 8,3 0

Os numeros representam a média de quatro repeticoes.

* Culturas estromdticas (sem micélio fértil) mantidas em BDA.

*#¥ Jsolado proveniente de Rio Branco-AC.

gem sucessiva jd havia mais micélio fértil do
que estroma estéril.

Quando os estromas estéreis, mantidos
em BDA (meio inadequado), sdo repicados
para um meio de cultura adequado, o estro-
ma é mantido e raramente ocorre formacao
de micélio fértil e conidios. Esta observagao
indica que alguma “substancia repressora”
pode ter sido induzida pela falta de algum
nutriente no meio. O excesso de sacarose ou
glicose no meio de cultura parece induzir a
producao de estromas estéries. A maior ou
menor quantidade desta substancia, produzi-
da ou acumulada no estroma, pode determi-
nar a presenca ou auséncia de micélio fértil.
A menor produgdo de conidios/mg de micé-
lio seco em culturas provenientes de repica-
gens de culturas com mais de 30 dias de
idade (Tabela 2) pode também ter sua razdo
de ser em uma “repressdo parcial”.

As culturas com idade de 90 dias, man-
tidas no meio de cultura adequado, aparen-
temente ndo sofreram autdlise no micélio,
mas houve formacdo de algum estroma esté-
ril sob a superficie do meio, e possivelmente,
formagdo de alguma “‘substancia repressora”,
porque, ap6s a repicagem desta cultura,
observou-se pouca formac¢do de micélio e
confdios e maior formagdo de estromas.

Com as repicagens sucessivas, aumentou a
producdo de micélio fértil e conidios e redu-
ziu-se a produgdo de estromas.

Com base nestes resultados e por obser-
vagBes visuais sugere-se que as repicagens de
culturas de M. ulei, visando & produgdo de
inoculo, devem ser feitas de culturas com
menos de 15 dias de idade mantidas em
meios adequados.

3. Influéncia da Idade da Cultura na Germi-
nacdo dos Conidios Produzidos

Os resultados apresentados na Tabela 3
indicam que a idade da cultura afeta a germi-
nagdo dos conidios de todos os isolados de
M. ulei estudados. Os conidios obtidos de
culturas com idade de 18 dias foram trés a
dez veses menos vidveis do que aqueles
obtidos de culturas com idade de 10 dias.
A viabilidade dos conidios de todos os iso-
lados de M. ulei apresentados na Tabela 3
foi inversamente proporcional a idade das
culturas.

Em culturas com idade de 10 dias,
as maiores percentagens de conidios germi-
nados foram verificadas nos isolados JUC,
ITB, CNP e RB e as menores percentagens
foram verficadas nos isolados UNA e EIR.
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Tabela 3 — Percentual de germinagdo de conidios de vdrios isolados de Microcyclus ulei, pro-
venientes de culturas com diferentes idades. UFV, Vigosa-MG, 1985.

Idade das culturas (dias)

Isolados Procedéncia

10 12 14 16 18
REG Registro — SP 83,2 67,7 60,2 51,7 333
ROS Rosdrio Oeste — MT 83,0 64,2 §1.3 430 264
RB Rio Branco — AC 88,2 84.6 72,4 66,4 28,7
RBa Rio Branco — AC 83,0 79,5 53,0 25,6 14,7
BV Boa Vista — RR 86,5 66,3 54,6 42,0 343
UNA Una — BA 70,5 524 423 33,6 18,1
ITB Ituberd — BA 93,5 89,0 70,6 480 22,6
JucC Jucuruaba — ES 97,0 88,7 67,0 470 254
BEN Benevides — PA 88,8 85,8 68,0 50,0 31,0
ARE Ariquemes — RO 93,2 86,0 73,0 26,4 84
LAB Librea — AM 79,8 38,6 26,7 18,1 6,7
HM Humaitd — AM 80,0 70,4 50,6 48,7 18,9
EIR Eirunepé — AM 78,5 Tl 52,3 454 26,3
CNP Manaus — AM 923 84,2 68,0 50,6 30,2
CcvV G. Valadares — MG 82,0 132 61,0 413 31,0
MZ Mazagiao — AP 85,0 69,0 57,0 40,0 229

Os nameros representam a média de quatro repetigdes.

Em culturas com idade de 18 dias as maiores
percentagens de germinagdo foram verifica-
das nos isolados BV, REG, BEN, GV e CNP.

Entre os isolados estudados, a variagdo
na viabilidade dos confdios foi evidente em
todas as idades testadas. A queda na viabili-
dade de confdios de M. ulei com o aumento
da idade da cultura foi também relatada por
Chee (1978), que verificou que confdios de
culturas com uma semana de idade apresen-
tavam 55-65% de germinagdo, reduzindo
para 15% em culturas com trés semanas de
idade. A queda na germina¢do de conidios
obtidos de culturas mais velhas certamente
se deve a auto-inibi¢do (Holliday, 1970) ou
ao proprio envelhecimento.

Nas culturas com idade de 18 dias
observou-se, na maioria dos isolados, grande
quantidade de conidios pequenos e mono-
celulares em relagdo aos confdios com duas
ou mais células, ao passo que as culturas

com idade de 10 ou 12 dias apresentaram
pequena quantidade de confdios monocelu-
lares em relagdo aos conidios com duas ou
mais células.

Os conidios com duas ou mais células
obtidos de culturas da maioria dos isolados
com mais de 18 dias de idade apresentaram
baixo percentual de germinagdo, em relagdo
aos confdios monocelulares. Os confdios
monocelulares provavelmente sdo produzi-
dos a partir de um frdgil crescimento micelial
com conidi6foros velhos ou oriundos de
micélio senescente ou enfraquecido em virtu-
de do esgotamento do meio de cultura.

Com base nos resultados apresentados
na Tabela 3, sugere-se que os conidios a se-
rem utilizados em trabalhos, nos quais a sua
viabilidade seja importante, devem ser reti-
rados de culturas com 10 a 12 dias de idade.
A viabilidade dos conidios obtidos de cultu-
ras com idade de 12 dias é menor do que a
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dos conidios obtidos de culturas com menos
de 10 dias de idade, mas, conforme relatado
por Junqueira et al., (1984), a maior produ-
¢do de conidios ocorre em culturas com 12
dias de idade. Este aumento na producdo
de confdies em culturas com 12 dias pode
compensar a menor viabilidade desses coni-
dios.

4. Efeito da Densidade do Iné6culo no Pro-
gresso da Doenga

Os resultados apresentados pela Tabela
4 mostram uma redug¢@o no percentual de
confdios germinados com a elevacdo da
concentragdo do indculo. Nas concentra-
¢des acima de 600.000 conidios/ml de
in6culo, a percentagem de conifdios germi-
nados é menor, em relagdo as concentragoes
abaixo de 300.000 conidios/ml. A germina-
¢do dos confdios nas concentracfes de
37.500 a 300.000 confdios/ml ndo foi
afetada. Estes resultados evidenciam a exis-
téncia de auto-inibicdo na germinacdo
dos conidios em concentragGes acima de
300.000 confdios/ml. Holliday (1970) relata
auto-inibicdo na germinagdo de conidios de
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M. ulei em concentra¢des acima de 450.000
conidios/ml de in6culo.

O ntimero de lesdes/8 cm? de superfi-
cie foliar, apresentado pela Tabela 4, decres-
ce gradualmente com a redu¢do na concen-
trag@o do indculo. O decréscimo do nimero
de lesdes foi menos acentuado em concen-
tragdes acima de 300.000 conidios em am-
bos os clones, possivelmente em virtude da
reduc@o na germinag@o por auto-inibi¢do. O
nimero de lesdes foi mais elevado no clone
F 4542 (H. benthamiana) em todas as con-
centragdes (Tabela 4). O maior niimero de
lesdes neste clone pode ser devido a uma
maior quantidade de pélos existentes nos fo-
liolos jovens e/ou devido ao menor desenvol-
vimento foliar. Os foliolos do clone F 4542,
além de apresentarem grande quantidade de
pélos, sdo menores do que os foliolos do
Fx 3925 quando adultos. A presenga de
pélos pode melhorar a reten¢do dos conf-
dios na superficie foliar e a molhabilidade.
O menor desenvolvimento do foliolo contri-
bui para uma menor dilui¢do do nimero de
lesGes.

Chee (1976) atomizou discos de folhas
com 1,5 cm de didmetro, de dois clones de

Tabela 4 — Efeito da densidade do in6culo no progresso da doenga. UFV, Vigosa-MG, 1985.

Lesdes/8 cm? de su-
perficie foliar

Diametro médio
das lesdes (mm)

Con{dios/ml* Germinagdo
“In Vitro” Clones
(%)
Px 3925 F 4542 EX 3925 F 4542

2.400.000* 42,6 78,40 96,3 0,64 0,54
1.200.000 61,4 56,00 69,0 1,04 0,76
600.000 692 38,80 513 1,54 0,92
300.000 126 26,60 39,1 2,03 1=31
150.000 76,0 17,36 304 2,22 1,69
75.000 76,7 8,80 71 2,38 2,08
37.500 76,6 4,07 T3 243 2,14

Os nimeros representam a média de quatro repetigdes.

Isolados de M. ulei proveniente de Una-Bahia.
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seringueira nas concentragdes de 10°, 10°,
4 x 10*,8x 10° e 1,6 x 10° conidios/ml de
inoculo, constatando um decréscimo gradual
no numero de lesdes com a reducdo concen-
tracdo do in6culo. O nimero de leses tam-
bém diferiu de clone para clone.

Os resultados referentes ao efeito da
densidade do indculo sobre o didmetro mé-
dio das lesdes (Tabela 4) mostram que o dia-
metro médio das lesGes em ambos os clones
decresceu com o aumento da concentragdo
do inéculo. As concentragdes abaixo de
150.000 conidios/ml ndo afetaram o dia-
metro das lesdes. O maior didmetro de le-
soes para ambos os clones foi obtido das
concentragdes de 37.500 e 75.000 conidios/
ml de in6culo. Chee (1976) constatou que o
didmetro médio das lesGes ndo foi afetado
pelo aumento na densidade de inoculo. Este
autor verificou que o didmetro da lesdo no
clone 4/5 obtido pela maior concentragdo
de inéculo foi de 0,86 mm e pela menor
concentragdo foi de 0,864 mm. Para o clone
270 o didmetro obtido foi de 0,683 mm para
a maior concentragdo e 0,663 mm para a
menor concentra¢do. A redu¢do no didmetro
médio das lesdes com o aumento da densi-
dade do indculo pode ser devida a substéancias
toxicas elaboradas na interagdo patbgeno-
hospedeiro, menor fluxo de nutrientes da
célula do hospedeiro para o patogeno pela
redugdo da drea de tecido do hospedeiro
disponivel, ou em virtude da auto-inibi¢do
por substancias téxicas do proprio patégeno.

O didmetro médio de lesdes pode
também ser afetado pela idade dos coni-
dios. Confdios do isolado de Una retirados
de culturas com idade de 9 e 25 dias, quando
inoculados em folfolos diferentes da mesma
folha do clone IAN 6323, apresentaram res-
pectivamente lesdes com didmetro médio de
2,6 mme 1,53 mm.

A redugdo no didmetro das lesGes inci-
tadas pelos confdios oriundos das culturas
com idade de 25 dias pode ser devida ao po-
tencial do proprio conidio. Os confdios
provenientes de culturas com mais de 20
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dias de idade sdo na maioria pequenos € uni-
celulares, com baixo potencial infectivo. Os
confdios a0 germinarem geralmente emitem
um ou mais tubos germinativos. O tubo
germinativo pode emitir ramificagdes com
estruturas de penetragdo nas extremidades.
O maior ou menor nimero de ramifica¢des
emitidas pelo tubo germinativo, juntamente
com o potencial infectivo do conidio, de-
terminard um maior ou menor didmetro da
lesdo. Os conidios provenientes das culturas
com idade de nove dias tém na maioria duas
ou mais células e sdo vigorosos. Esses coni-
dios, quase sempre, emitem dois ou mais
tubos germinativos vigorosos que geralmente
produzem vdrias estruturas de penetragdo,
além de aumentarem a capacidade de coloni-
zagdo, e, conseqiientemente, incitarem lesGes
com didmetro maior do que aquelas incita-
das pelos confdios pequenos e unicelulares.

A redugdo do potencial dos conidios
de M. ulei pode ocorrer “in vivo”. Chee
(1976) verificou que em lesdes novas a pro-
porgdo de confdios com duas células é maior
do que lesBes velhas. A ramificagdo do tubo
germinativo também pode ser verificada
em meio de cultura ou em dgua-dgar, a 1,5%,
mas s3o mais alongadas do que “in vivo™.

Pelos resultados apresentados na Ta-
bela 4, sugere-se que a densidade de in6culo
de M. ulei a ser utilizada em inoculagGes
deve ser de aproximadamente 200.000 coni-
dios/ml, com aproximadamente 70% de ger-
minagdo.

5. Efeito de repicagens sucessivas na pato-
genicidade, esporulagio e germinac¢do
“in Vitro” de confdios de Microcyclus
ulei

Os resultados apresentados pela Tabela
5 mostram que as repicagens sucessivas nao
afetaram o percentual de confdios germina-
dos dos quatro isolados de M. ulei, tendo ha-
vido, porém, diferenga na germinacdo dos
confdios entre os isolados.

A produgdo de confdios foi drastica-
mente afetada pelas repicagens sucessivas
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Tabela 5 — Produgdo e germinagdo de confdios de Microcyclus ulei provenientes de culturas
submetidas a 2, 10, 20 e 30 repicagens sucessivas. UFV, Vicosa-MG, 1985.

Numero de Con{dios produzidos/mg Germinagdo dos
Isolados repicagens de micélio seco confdios (%)

2 105.055* 1653*
10 105.680 70,5
HM 20 96.186 76 4
30 82.104 ! 74,2
2 98.020 82,5
10 146.000 87,7
RB 20 262.300 80,8
30 260.931 83,0
2 55.200 85,0
Mz 10 43.571 878
30 18.333 84,3
2 145.000 73,4
LAB 10 143.700 70,5
30 86.300 76,0

*0s ntimeros representam a média de trés repeticdes.

HM = isolado de Humaitd-AM; RB = isolado de Rio Branco-AC; MZ =isolado de Mazagao-AP; LAB = iso-

lado de Ldbrea-AM.

(Tabela 5). Em todos os isolados, exceto
com relagdo ao isolado RB, a produgao de
confdios decresceu com o aumento do nu-
mero de repicagens sucessivas. A produg¢do
de conidios comegou a cair a partir de 10
repicagens sucessivas, sendo mais acentua-
da apds 20 repicagens sucessivas. Nas cultu-
ras do isolado MZ (pouco esporulante),
10 repicagens sucessivas foram suficientes
para reduzir drasticamente a esporulacdo.
As culturas deste isolado inicialmente apre-
sentavam estromas escuros com pouco mi-
‘célio, e baixa produgdo de conidios em re-
lagdo aos demais isolados. A partir da sexta
repicagem sucessiva, comecaram a Surgir
pontos miceliais brancos, que se intensifi-
caram a partir da oitava repicagem sucessiva.
Apos a 202 repicagem sucessiva, as culturas

apresentavam-se totalmente cobertas por
um micélio branco, pouco esporulante. Os
estromas escuros sO apareciam em culturas
com mais de 30 dias de idade.

O crescimento micelial claro que sur-
giu nessas culturas pode ser uma variante
(pouco esporulante) com maior capacidade
de crescimento em meio de cultura do que o
isolado original. As repicagens sucessivas
possibilitaram o maior desenvolvimento
dessa variante nas culturas, eliminando to-
talmente o isolado original.

Holliday (1970) relata que a esporula-
¢30 e a patogenicidade de M. ulei provavel-
mente decrescem com o cultivo prolongado
e que podem ocorrer variagdes morfolégicas
incluindo formas estéreis. Este autor relatou
a presen¢a de micélios ndo esporulantes em
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isolados pouco pigmentados. Segundo Tu-
rian (1977), citado por Schrader (1980) e
por Lieberei et al. (1983), para a formagdo
de esporos é necessdria a respiragdo depen-
dente de citrocromos; portanto, a auséncia
de esporulagdo indica defeitos na respira¢do
dependente de citrocromos. As culturas de
Neurospora crassa com tais defeitos sdo de-
nominadas de mutantes “poky” (enfezado).
Conforme descrito por Schrader (1980) e
Lieberei et al. (1983), os isolados de M.
ulei n3o esporulantes podem apresentar
defeitos na respiragdo dependente de citro-
cromos, semelhantes ao mutante “poky” de
N. crassa. A energia necessdria para o cresci-
mento dos isolados ndo esporulantes pode
ser fornecida pelo metabolismo de fermenta-
¢do.

Os conidios produzidos por essas cul-
turas claras, quando inoculados em clones
suscetiveis, produziram lesSes com massa
fingica também clara e com poucos coni-
dios. O reisolamento direto apresentou, em
meios de cultura, crescimento micelial tam-
bém claro e com pouca esporulagio.

O isolado RB (Tabela 5) foi o dnico
que teve a sua producdo de conidios aumen-
tada com as repicagens sucessivas. As cultu-
ras deste isolado apresentaram coloragdo
marrom-oliva até a 52 repicagem. A partir
da 638 repicagem, comecaram a Surgir as
variantes claras, que progressivamente au-
mentaram com as repicagens sucessivas
(Figura 1). A partir da 152 repicagem
sucessiva, as culturas pigmentadas jd haviam
desaparecido totalmente. O aumento na
producdo de conidios deste isolado com
as repicagens sucessivas, pode ser devido ao
surgimento de uma variante mais esporu-
lante do que o isolado original, com mais
capacidade de desenvolvimento em meio de
cultura. A patogenicidade deste isolado ndo
foi afetada (Tabela 6) quando comparada
com a patogenicidade do isolado original
(ausente de variantes) com duas repicagens
sucessivas. A patogenicidade da cultura repi-
cada por 30 vezes (formada por variante ou
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mutante) e da cultura original repicada por
duas vezes (ausente de variante) foi seme-
lhante, quando conidios (2 x 10° /ml) foram
atomizados em foliolos de oito clones de
seringueira. (Tabela 6).

Em se tratando de um mutante com
maior capacidade de desenvolvimento em
meio de cultura ou obtido por vdrias repica-
gens sucessivas, é possivel que ambos possam
diferir em viruléncia, se foram testados em
um maijor nimero de clones.

As culturas do isolado RB com mais de
15 repicagens sucessivas, formadas totalmen-
te por variantes ou mutantes, produzem co-
nidios deformados, alongados e com uma
propor¢dc mais elevada de conidios multis-
septados (2-6 septos). O percentual de ger-
minacdo desses conidios foi semelhante ao
da cultura original (com duas repicagens su-
cessivas). Observou-se que alguns desses
confdios podem emitir até quatro tubos ger-
minativos. Tanto nas culturas deste isolado
como do isolado MZ, apés 20 repicagens,
houve ligeira formagdo de estromas pigmen-
tados.

As lesoes formadas pela inoculagdo de
culturas claras do isolado RB apresentaram
massa fungica clara, principalmente no clone
Fx2261 e IAN 6323.

O reisolamento direto apresentou em
meio de cultura crescimento micelial claro,
inicialmente com pouca esporulacdo. Esta
esporulagdo foi aumentada a partir da 22
repicagem. Com relagdo ao isolado MZ ocor-
reu o contrdrio. Estas observa¢des indicam a
ocorréncia de duas variantes ou mutantes
diferentes.

Os conidios do isolado RB retirado de

.lesGes com massa fungica clara incitada no

clone Fx 2261 foram reinoculados no mes-
mo clone e reproduziram o mesmo tipo de
lesdo. Quando o reisolamento foi feito, o
crescimento micelial claro foi mantido.
Estas observacdes indicam que tais caracte-
risticas podem ser irreversfveis.

A queda na produgdo de conidios pelo
isolado HM também foi evidente. As varian-
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Fig. 1 — Culturas de Microcyclus ulei em meio de cultura M.4 A. Cultura normal; B. Cultura submetida a
15 repicagens sucessivas.
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85
100
95
100

67,5

RB,
92
0
92
87,5
0
100
59,3

HM30
100
100
100
100
100
50,6

Lesdes com esporos (%)
100

HM,
95
100
0
L
100
100
100

56,2

(mm)

RB,,
1,80
0,54
3.80
0,86
3,60
3.20
2,60
275

RB,
2,00
0,63
4,00
1,20
2.80
2,80
2,30
171

2,30
3,70
1,20
1,30
2,00
2.20
2.10
1,87

Didmetro médio das lesGes
HM 30

RB, RB;, HM,

superficie foliar

Nimero de lesdes/9 cm? de
HM;,

HM,

isolado de Humaitd-AM, submetido respectivamente a duas e trinta repicagens sucessivas.

Clones
Fx 3864
IAN 2880
Fx 985
Fx 2804
IAN 3087
Fx 3925
IAN 6323
Fx 2261

Tabela 6 — Patogenicidade de Microcyclus ulei apds duas e trinta repicagens sucessivas. UFV, Vigosa-MG.
RB 5 RB3O =isolado de Rio Branco-AC, submetido respectivamente a duas e trinta repicagens sucessivas.

Os nimeros representam a média de trés a seis repeticdes.

HM2 e HM30

tes claras comecaram a surgir a partir da
102 repicagem, mas foram pouco freqiientes
até a 302 repicagem. A esporulagdo do iso-
lado “Lab” também foi drasticamente redu-
zida em cultura com 30 repicagens, mas ne-
nhuma forma ou variante clara foi observa-
da. Observaram-se também algumas variantes
pigmentadas (coloragdo escura) ndo esporu-
lantes.

As culturas dos isolados de M. ulei, em
sua maioria, podem estar associadas com
bactérias que aparentemente ndo afetam as
culturas repicadas por poucas vezes. Muitas
repicagens sucessivas favorecem o desenvol-
vimento destas bactérias, que podem modifi-
car as caracteristicas morfolégicas da cultura
e afetar drasticamente a produg¢do de coni-
dios e ainda prejudicar as inoculagdes. Os
tratamentos com antibiéticos comuns e/ou
culturas monospéricas ndo eliminaram esta
bactéria das culturas. Um isolado provenien-
te de Jucuruaba-ES, com trés repicagens
sucessivas, era altamente esporulante, produ-
zindo aproximadamente 450.000 conidios/
mg de micélio seco (Junqueira, 1985). Ap6s
a 82 repicagem, a producdo de conidios
reduziu-se drasticamente para 150.000 coni-
dios/mg de micélio seco. A massa fingica e
os confdios deste isolado apresentavam-se
com grande quantidade de bactérias.

Os resultados apresentados |pela Ta-
bela 6 mostram que a patogenicidade dos iso-
lados de M. ulei “HM” e “RB” ndo foi afe-
tada pelas repicagens sucessivas. O isolado
HM nio esporulou no clone Fx 985 e o iso-
lado RB ndo esporulou nos clones Fx 3925,
Fx 2804 e IAN 2880. Langdon (1965)
relata perda da patogenicidade de M. ulei
apés um prolongado perfodo de cultivo,
ressaltando a necessidade de inocula¢Ges no
hospedeiro, seguidas pelo reisolamento.
Miller (1966) também verificou que a
patogenicidade de M. ulei decresce apos
seis meses de cultivo e as culturas tomam-
se avirulentas no final de 12 meses de culti-
vo. Por outro lado, Gonsalves (1970) obteve
abundante esporulagdo em folhas inoculadas
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com esporos de culturas submetidas a repi-
cagens sucessivas por quase um ano.

Com base nos resultados apresentados
pela Tabela 5, sugere-se que as culturas de
M. ulei ndo devem ser repicadas por mais de
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10 vezes, porque pode acarretar redu¢d@o na
esporulagdo, aparecimento de variantes, for-
mas estéreis ndo esporulantes e aumento na
populagd@o de bactérias, principalmente aque-
las associadas ao patdgeno.

s e s
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