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INTRODUGAD

0 nitrogénio @ constituinte essencial do tecido fungi
te, ja que estd presente 'em todas moleculas de aminodcidos e con
sequentemente nas proteinas. Tanto os substratos naturais quanto
os sinteéticos e semi-sintéticos utilizados no cultive de fungos,
devem conter uma fonte de nitrogénio, seja ela um composto orga
nicoe ou inorganico. Lilly & Barnett em 1951, observaram gque 0s
fungos apresentam diferengas na habilidade para utilizacdo das
diversas fon%es de nitrogenio. No presente trabalho procurou -se
averiguar o comportamento do fungo Coffetotrichum gossypidi South
var. cephalosporioides Losta, agente causal da ramulose do algp
doeiro, quando cultivado em substrato contendo diferentes fontes
de nitrogenio, com o objetive final de determinar a composigio i
deal para abundante produgao de indculo em curto lapso de tempo.

{1) - Trebalho realizado em 1869, ne laboratdrio da Segac de Fun
gicidas do Instituto Bioldgico de S&o Paulo, sob orienta
gdo do Or. C.A. Campacci.
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0 fungo Cofletotrichum phomoides, quando cultivado em
presenca de nitrato como fonte de nitrogenio, apresentou melhor
crescimento que em nitrito, amonio e diversos aminoacidos, menos
a leucina. Dentre as fontes organicas de nitrogenio, melhor cres
cimento foi observado em asparagina, acido glutamico e glicina
{Kurtz - 1960). Em substrato de cultura contendo nitrogenio sob
a forma de nitrato, o crescimento de Axthrcbothys robusta foi
bastant2 reduzido (Blackburn & Hayes - 1966). Em 1964, Ward obser
vou que, em testes com basidiomicetos, em meio de glucose adicia
nada de sais minerais e suplementado com tiamina e piridoxina,
houve bom crescimento miceliano quando a fonte de nitrogenio foi
a L-glutamina, L-asparagina,'uréia e diversos aminoacidos. Nesse
teste o pH do meio foi mantido na faixa entre 3,0 e 6,0, median-
te o uso de tampac. Para Machophomina phaseofdi, Singh, em 1967
observou que & melhor absorgiao de nitrogenio foi a partir do ni-
trato de potassio, seguindo-se sucessivamente ¢ 3acido aspartico,
a asparagina, a peptona, ¢ tartarato de amonia, a2 ureia e o ni-
trito de sodie. Obteve-se bom crescimento em Pythium aphanideama
tum guando se usou o L-Dracido aspartico e a L-asparagina como
fonte de nitrogenio.

0 fungo Colletctrichum gessypida South var. cephafospe
ticides Losta e pouco estudado com relagao as suas exigencias nu
tricionais e aos fatores ambientais. Excetuando-se os trabalhos
de Malaguti (1955), na Venezuela, sobre o efeitop da temperatura
e tempo para desenvoivimento dos conidios "in vitro", pouco se
estudou a respeito da fisiologia desse patogeno do algodoeiro.

MATERTAL £ METODOS

As cepas de Coffetetrichum gossypii South var. cepha-
Cespuorivides Costa usadas nesse trabalho foram isoladas a partir
de plantas exibindo os sintamas tipicos de ramulose tardia, em
algodoais localizados no municipio de Santa Helena de Goias.

0 teste foi realizado em substrato solido, distribui
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do em placas de Petri tamanho 120 x 20 mm, tendo cada placa rece
bido 30 ml de meio. Para o meio basico foi usada a formula suge-
rida por Lilly & Barnett {1957), e comum a todos os tratamentos
do teste. Todes os substratos recebem dextrose como fonte de car
bono.

Como fonte organica de nitrogenio foram usados 0S5 se-
guintes produtos: peptona, metionina, asparagina e salicitato de
amonia. 0 nitrato de sodio foi usado como fonte inorganica de ni
tragenio. O pH dos diversos substratos foi corrigide para 7,0 an
tes da autoclavagem (120°C/minutos). A identificagdo dos substra
tos foi realizada conforme a relagao abaixo:

T, - mefo basico {testemunha)

- meio baAsico + peptona

- meio basico + metionina

- meio b3asico + nitrato de sodio

- meig basico + salicilato de aménia

— = = = —
o B M —

£
- meio basico + asparagina
+
+

A quantidade da fonte de nitrogenio adicionada foi
calculada de tal forma que, cada Titro de substrato, contivesse'
o equivalente a2 29 de asparagina.

0 delineamento experimental usado foi o de blocos <ca
sualizados cgm cinco repetigdes. Cada placa contendo substrato '
foi inoculada com um disco de agar - 2gua, de 1 mm de diametro,’
contendo hifas do furgo. Logo depois as placas foram colocadas a
incubar em estufa a 28°C.

A determinagdo do crescimento vegetativo foi realiza-
da pela medigao do diametro médio das colonias, tomados a  cada
24 horas, e a partir do segundo até o sétimo dia apos inoculagiao.
Foram realizadas observagdes a respeito da intensidade de esporu
lagao e aspecto da colonia fungica nos diversos substratos de cul
tura.

RESULTADOS
As medigoes do diametro médio das coldonias, apds 168
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horas de incubagdo, foram realizadas com réqua graduada, inter -
pondo-se a placa entre o observador e um foco de luz, tendo-se '
registrado os resultados expressos no quadro abaixo:

QUADRD I - Crecimento vegetativo de Colletotrichum gos
sypii South. var. cephalosporioides Costa,
em substrato contendo diferentes fontes de
nitrogenio, sendo o diametro médio das co
lonias, apds 168 horas de incubagio a 28°C
expresso em milimetros.

RePETICOLS | Bloco| Bloco| Blocof Bloco| Bloco
TRATAMENTOS I I ilI iy ¥ medio
T, - (testemunha) 74 66 72 | 77 74 72,60
T2 - {peptona) 96 98 100 100 100 98,80
T3 - (metionina) 68 62 67 68 69 66,80
T4 ~ (asparegina) 68 83 76 65 75 73,40
Ty - (nitrato de sddio)l 64 68 71 68 67 67,60
Te - (Salic. de amonia)l 7 6 7 8 7 /4,00
Analise de Variancia
F.¥ G.L 5.0 Q.M F
Tratamentos 5 23.211,80 4.632,36 298,86 '
Blocos 4 29,16 7,29 -
ResTduo 20 310,04 15,50 -
TOTAL 29 23.551,00 - -
F (5,20). 01 = 4,10
C.v, = 6,11%
Teste de Tuckey - (1 %) = 9,69
T2 T4 T] T5 T3 Tb

98,80 73,40 72,60 7,60 66,80 7,00
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DISCUSSAQO E CONCLUSDES

0 crescimento miceliano, de acordo com as confirmagoes
estatisticas, foi notavelmente mais abundante e vigoroso no subs
trato contendo peptona (Tz), seguindo-se asparagina, & testemu -
nha, o nitrato de sodio e a metionina, e finalmente o salicilato
de amonia gque exerceu 0 efeito inibidor do desenvolvimenta do
fungo. Um ensaio preliminar, executado imediatamente antes dessa
experiencia, no qual se usou as mesmas fontes de nitrogenio, in-
dicou a peptona como o tratamento que promgveu maior crescimento
da colonia; a metionina e asparagina comportaram-se como testemu
nhas, enquanto que o nitrato de sodio foi ligeiramente inferior.
Ainda nesse ensaio preliminar, realizado com o objetivo de se
averiguar as principais dificuldades a serem equacionadas no de-
correr da experiencia, observou-se que o salicilato de amonio e-
xerceuy efeito inibidor sobre Cofletotrichum gossypei South var.
cephotospenicdes Costa, mas as colonias de Pendiciffium sp, con-
taminante presente em varias placas desse tratamento, desenvolve
ram-se e esporularam normaimente.

Em substrato contendo peptona (Tz), as colonias desen
volveram-se circulares, bordos bem nitidos, margens ligeiramente
esbranquigadas, mas a cor cinza predominava sobre quase toda a
colonia. Nas proximidades do disco de inoculagdo o micelioc mos -
trou-se cinza pardacento, seguindo-se de um halo claro. Houve es
porulagao abundante, tendo-se observado a formagac de numerosas'
massas rosadas de conidios sob o micelio cotonoso aérec e abun -
dante. Na testemunha (Tl)’ a ausencia de fonte de nitrogenic pa-
rece nao ter prejudicado o crescimento linear das hifas do fun
go, pois esse exibiu colonias pouco densas e esbranquicadas, ex-
ceto nas proximidades do disco de inoculagido, onde o micelio ae-
reo apresentou-se acinzentado. As colonias exibiram formato cir-
cular e mostraram-se inicialmente hialinas, com bordos profusos,
pouco nitidos. Praticamente nao houve esporulacao. As cclonias '
formadas em substratos conteffldo metionina (T3), mostraram-se cir
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culares com bardos ondulados e bem definides. A coloragio predo-
minante foi o cinza, com margens claras. Colonias pouco densas,'
ndo se tendo observado a formagac de massas rosadas de conidios.
No substrato contendo asparagina (Tq), formaram-se colonias den-
sas, cor cinza brilhante, formato circular, bordos nitidos e mar
gens claras, mecilio aéreo comalquns setores radiais. 0 micelio,
@dpesar da cor cinza, mostrava-se |ligeiramente rosado devido a
grande quantidade de conidios formados dispersadamente, sem haver
a formacao de verdadeiras massas de conidios, como ocorreu em ou
tros substrates. A esporulagdo foi menos intensa nos setores ra
diais, e mais abundante nas proximidades do disco de inpculagdo.
0 nitrato de spdio (TS)’ como fonte de nitrogenio no substrato ,
induziu a formagao de colaonias circulares, cinza, de superficies
hetercgeneca e bordos pouco nitidos. Parece ndo ter havido esporu
lagao, nao se tendo observado a formagio de massas de conidios '
nem mesmo nas proximidades do disco de inocutagdo. No substrato’
contendo salicilato de amonia (Tg)» o fungo nao se desenvolveu.
Foram observados certes filamentos micelianos eretos partindoc do
disco-indculo, e assumindo o aspecto de espinhos brancos. Nao o-
correu esporulagao. '

Em face das observagoes acima mencionadas, e conside-
rando-se os resultados obtidos nessa experiencia, podemos conclu
ir que:a

a - a substancia usada como fonte de -nitrogenio no

substrato de cultura afeta sensivelmente o cresci
mento meceliano, a intensidade de esporulagao e o
aspecto morfologico da colonia de Coflfetotrichum'
gossypidi South. var. cephalosporioides Costa. A
peptona (Tz) foi a2 melhor fonte de nitrogenio tan
to para crescimento miceliano quanto para esporu-
lagdo, seguindo-se a asparagina que, apesar de ndo
diferir estatisticamente da testemunha em relagio
a0 crescimento do micelio, provocou intensa espo-
rulagac.
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b - o salicilato de amonia inibiu fortemente tanto o
crescimento do micglio gquanto a esporulacao do
fungo. Essa inibi¢ac exercida sobre Cotletotrichum
gossypidi South. var, cephalosporicides Costa nac
e generalizada para outros fungos.

¢ - das fontes de nitrogenic testadas, pode-se afir -
mar que a peptona € a mais recomendavel quando se
pretende produzir, a curto prazo, inoculo em coni
dios e fragmentos de hifas.

d - a adigao ou nao de fontes de nitrogenio ao substre
to, parece nao afetar profundamente o crescimento
linear das hifas desse fungo, mas sim a ramifica-
cdo e pigmentagdo das mesmas, pois o micelio mos-
trou-se claro e pouco denso na testemunha.

RESUMO

Nesse trabalho procurou-se observar o efeito de diver
sas substancias nitrogenadas scbre o crescimento miceliano, espo
rulagac e aspectos morfologicos das colonias do fungo Cofletotrd
chum gossypil South. var, cephalospondioides Costa em substrato '
s6lido. Usoy-se um substrato sintetico como meio-basico e a este
se adicionou peptona, metionina, asparagina, nitrato de sodio ou
salicilato de amonia, conforme o tratamento. A testemunha nido re
cebeu qualquer fonte de nitrogenio., Concluiu-se que a peptona foi
o melhor tratamento para esporulagac e crescimento miceliano, se
guindo-se a asparagina que foi eficiente na indugao da esporuia-
g20. 0 salicilato de amonia exerceu efeito inibidor do crescimen
to vegetativo e da esporulacdo do fungo. Para produgdo de indcu-
lo, a curte prazo, recomenda-se o0 uso da peptona como fonte de
nitrogenio. Foram observadas diferengas na pigmentagao, bordos e
densidade das colonias. A esporulaci3c, embora abundante em subs-
tratos contendo peptona e asparagina, ocorreu em forma de verda-
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deiras massas localizadas de conidios na primeira, e como coni -
dios dispersos na segunda.

THE BEHAV1OR OF THE FUNGUS Cotfetotrichum gossypii SOUTH VAR. ce
phatosponioides Costa IN SUBSTRATE CUNTAINING
DIFFERENT SOURCES OF NITROGEN

SUMMARY

In this experimenf, the effect of different nitroge -
nous substances on the mycelium growth, sporulation and morpholo
gical aspects of the colonies of the fungus Coffetotrichum gossy
pii South. var. cephalosporioides Costa planted in a solid subs-
trate were observed. A synthetic substrate was used as a basic
medium, and to this was added peptone metionine, asparagine, so-
dium nitrate or ammonium salicylate, according to the treatment.
The control (group) received no nitrogen whatsover. It was con -
¢luded that peptone was the best treatment for sporulation and
mycelium growth, and that the nest best was asparagine which was
heipfull in inducing sporulation. Ammonium salicylate inhibited'
the vegetative growth and the sporulation of the fungus. For the
producfion of inocule, over a short period of time, the use of
peptone as source of nitrogen is recommended. Differences in the
pigmentation, edges, and density of the colonies were observed .
Sporulation, though abundant in the substrate containing peptone
and asparagine, ocurred in the form of Tocalized masses of coni-
dia in the first and as dispersed conidia in the second.
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