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RESUMO

O presente trabalho versa sobre a obtengao da fase
perfeita de Colletotrichum Zzndémuthzanum (Sacc. et Magn.)
Scrib., dirimindo duvidas quanto a sua existencia, susc1tada
pelo primeiro relato feito por SHEAR e WOOD (1913). Apos ter
encontrado duas linhagens heterotalicas que formaram ascospo-
ros em acasalamentos,os autores estudaram alguns fatores am-
bientais que favorecem a reprodugao sexuada, chegando—se as se
guintes conclusoes: per1tec1os se formaram sobre varios meios
de cultura semi-sinteticos em cuja compos1gao entram glucose,
Ca(NO3)2.4Hp0, MgSO,. 7H0 e KH,PO,, agar e agua; a quantida-
de de glucose deve ser igual ou maior do _que 4g/l, a de
Ca(NO5)2.4H50 de 0,15 a 0,60 g/l e a relagao C/N deve estar
entre 29 8 a 89,6:1; a adigao de vitaminas alterou levemen-
te o nivel de aproveltamento de Ca(NO3)2.4H,0, nao havendo
boa produgao de peritecio ao nivel de O 15 g/l mas permitin -
do-se ate o nivel de 1 g/l1, mantendo-se as relagoes C/N mais
ou menos no mesmo nivel; a 1uz, nos estagios final ou inicial
. ou em perxodos alternados acima de 8 horas, inibiu a formagao
de ascosporos, sendo, portanto, essencxal a escurldgo contl -
nua; peritecios se formaram sob condlgoes de pH var1ave1 de
4,0 a 6,0; peritecios ejetam ascosporos em condlgoes de alta

umldade, a temperatura em que foram obtidos os peritecios foi
sempre de 209C.
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Do acasalamento de linhagens conidiais de C.lindemu -
thianum o autor obteve resultados a priori comparaveis aos de
trabalhos geneticos feitos com G. czngulata, chegando-se a con
clusao de que as 11nhagens usadas sao heterotallcas pos31vel-
mente condicionadas por varios fatores geneticos.

Isolamentos ascosporicos foram inoculados, sendo to-
dos patogenicos ao feijoeiro, pelo menos para a variedade Mi-
chelite.

Comparando morfologicamente a fase ascogena de C.lin-
demuthianum com G.cingulata, o autor propoe o nome de Glome-
rella ecingulata (Stonem.) Spauld et v. Schrenk f.phaseoli n.f

INTRODUGAO

A obtengao de variedades de plantas resistentes a
doengas tem sido a meta insistentemente procurada por muitos
pesqulsadores. Entretanto, em decorrencia da variabilidade
dos f1topatogenos, varledades consideradas resistentes a um
patogeno, em determinadas epocas ou locais, passavam a se mos
trar suscetiveis em outras. Atualmente, sabe-se que muitos
fungos fitopatogenicos, dentre os quais Colletotrichum linde-
muthianum (Sacc. et Magn.) Scrib. — agente da Antracnose do
feijoeiro, ocorrem como ragas fisiologicas, especializadas em
afetar determinadas variedades de um mesmo hospedeiro. Ragas
novas podem se originar das existentes, mas os mecanismos res
ponsavels por essas varlagoes nao estao bem estudados para a
maioria dos fungos fltopatogenlcos. Dos casos conhecidos, in
fere-se que a variabilidade pode ser explicada por quatro me-
canismos genetlcos basicos (BUXTON, 1960) mutagao, heteroca-
riose, recombinagao com ou sem um mecanismo sexual e adapta -
cao.

O presente trabalho com C. Zzndémuthzanum visa mostrar
a p0531b111dade de as varlagoes deste patogeno do felJoelro R
serem dev1das a recombinagao sexual. Como a existencia da fa
se ascogena de C.lindemuthianum e, ate o presente momento, um
ponto controvertldo, o trabalho da enfase as condigoes que fa
vorecem a sua ocorrencia.

REVISAO DA LITERATURA

A existencia da fase ascogena de CoZZetotrzchum linde
muthianun (Sacc. et Magn.) Scrib, descrita uma unica vez _por
SHEAR e WOOD (1913) como GZomereZZa lindemuthiana Shear, e um
ponto controvertido. Entre aqueles que, explicita ou implici
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tamente, aceitam as conclusoes de SHEAR e WOOD (1913), figu -
ram MULLER (1926) e ALEXOPOULOS (1966). Por outro lado, se-
gundo ZAUMEYER e REX THOMAS (1957), ninguem tem ainda prova
definida do estagio perfeito de C. lindemuthignum uma vez que
SHEAR e WOOD (1913), ao descreverem os per1tec108 encontrados
abundantemente em apenas uma linhagem, nao conseguiram coni -
dios nem apresentaram evidencias de terem provado o parasitis
mo. EDGERTON (1915) sugerlu que eles podiam ter trabalhado
com uma das especies saprofltlcas de CoZZetotrtchum frequente
mente encontradas em feijoeiro. Tambem VON ARX (1957) nao
aceita o trabalho de SHEAR e WooD (1913), alegando que pes -
qulsadores subsequentes, mesmo apos multas tentativas, nao
consegulram fazer o fungo formar peritecios, e conclui que os
dados desses autores sao hoje em dia encarados com duvida.

VON ARX (1957), fazendo revisao taxonomica do genero
Colletotrichum, com base em caracteristicas morfolagicas da
fase conidiana, colocou aproximadamente 600 especies de Colle
totrichun como sinonimia de Colletotrichum gloeosporioides
Penz., especie tipo que corresponde na fase perfeita a Glome-
rella cingulata (Stonemn. ) Spauld et v. Schrenk.; adm1t1a, en-
tretanto, a espec1a11zagao flslologlca para algumas espec1es,
de acordo com o espectro de hospedeiros, sendo uma dessas for
mas o C.lindemuthianum, parasitando plantas do genero Phaseo-
lus, notadamente P.vulgaris L. Alem dessa espec1a11zagao C.
lindemuthianum se diferenciaria das formas conidianas tipicas
de G. czngulata por suas caracteristicas em meio de cultura de
agar-cereJa micelio mais escuro e crescimento mals lento. Im
plicitamente, essa colocagao baseada em caracteristicas da
fase conidiana, admitia, entao, a possibilidade de realmente
se formar a fase ascogena de C. lindemuthianum, a qual corres-
ponderia, automaticamente, a forma basica C. czngulata. Entre
tanto, devido ao _fato de a existencia da fase ascogena de (.
Ztndémuthzanum nao ser conhecida com certeza, e devido a moti
vos pratlcos, VON ARX achou desejavel manter o _nome especIfi=
co usado ate o momento. Esse ponto de vista nao e, aparente-—
mente, compartilhado por ALEXOPOULOS (1966) que cita o fungo
da Antracnose do feijoeiro como G.lindemuthiana... tacita
aceitagﬁo das conclusoes de SHEAR e WOOD (1913).

Alem desses trabalhos, nada mais se encontra sobre G.
lindemuthiana na literatura a nossa dlsp031gao. Por outro la
do, com referencia a G.czngulata, existem muitos trabalhos so
bre morfogenese e fatores genet1cos que controlam a reprodu -
cao sexuada. Uma sintese desses trabalhos pode ser encontra-
da consultando-se VON ARX (1957), ALEXOPOULOS (1966), FINCHAM
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(1965), TURIAN (1966), RAPER (1966), EMERSON (1966) e ESSER e
KUENEN (1967).

ESSER e KUENEN (1967), baseando—-se em LUCAS (1946),
WHELLER e col. (1948), McGAHEN e WHEELER (1951) e OLIVE(1951)
da a segulnte descrlgao morfologlca de G.cingulata: o c1cLo
sexual se inicia com duas celulas uninucleadas que se desen r
volvem como curtas ramificagoes nas proximidades dos septos
hifalicos; no curso da d1ferenc1agao, a parede do protoperlte
clo se origina de uma das celulas, circundando o ascogonio
que se desenvolve da outra celula; antes de se completar o de
senvolvimento da parede per1tec1al o ascogonio se funde com
uma hifa de copulagao, originaria de uma hifa adjacente aque=-
la da qual se iniciou o protoper1tec1o, seguem-se, entao, a
formagao de hifas ascogenas, o desenvolvimento dos prlmordlos
das ascas, a cariogamia, a meidse, as mitoses pos-meioticas ,
a formagao dos ascosporos; durante o desenvolvimento da asca,
a manta hlfallca do protoperitecio cresce e toma a forma t1p1
ca do peritecio, ficando preta _pelo actmulo de pigmentos de
melanina. Os mesmos autores dao ainda, para G. cznqulata, as
segulntes caracteristicas dlagnoqtlcas reprodugao assexual
atraves de conidios, comportamento sexual compativel, reprodu
gao sexual por gametangiogamia, 8 ascosporos por asca, ascos-—
poros de 24 micra de comprimento por 5 de 1argura, ascosporos
nao arranjados 11nearmente, 4 cromossomas e periodo de gera -
¢ao, sob condigoes otimas, de 9 dias.

WHEELER e McGAHEN (1952), trabalhando com uma linha -
gem autofertil de G.cingulata da batata-doce, relataram os
efeitos de mutantes em 4 loci sobre a reprodugao sexual. TFo-
ram encontrados dois mutantes alelos em cada um dos dois loci
A e B. Mutantes portadores do alelo Al eram sexualmente este
reis, produzindo somente conidios. Mutantes A+Bl e A+B2 pro-
duziram peritecios espalhados mas quase completamente este -
reis devido ao aborto da asca. O alelo A2, quando associado
com B+, era responsavel por aglomerado de peritécios, menores
do que aqueles do tipo selvagem, e, quando associado com os
alelos Bl e B2, aumentou a produgao de pigmentos pretos Las
diminuiu marcadamente a auto-fertilidade. No locus F foi
constatado o alelo _mutante F1 e no locus ST ¢ alelo mutante
stl, ambos responsaveis por completa auto-esterilidade e su-
pressao parcial da formagao de peritecios. WHEELER e DRIVER
(1953) descreveram o gen mutante dwl que bloqueia parcialmen-
te a meiose e tambem controla a produgao de ascosporos peque=
nos; culturas portadoras do gen_dwl sofrem aborto em 70-80%
das ascas, devido a de31ntegragoes nucleares que ocorrem du -

-
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rante as divisoes meioticas. Em vista desses e de outros re-
sultados, WHEELER (1954) mostrou que os efeitos dos mutantes:
que_ levam a esterllldade podem ser representados por blocos
geneticos na sequencia do desenvolvimento normal do pérlteClO
gen Al bloqueando a formagao dos primordios do per1tec1o,gens
Fl e stl bloqueando a plasmogamla, gen B2 bloqueando a fusao
nuclear e gen dwl bloqueando a meiose.

Apesar do avango no estudo genetlco de G. c¢ngulata o]
efelto de condigoes ambientais sobre a d1ferenc1agao de asco-
gonios nesse fungo, segundo TURIAN (1966), e pouco conhecido.
EDGERTON (1914) relata que meios de cultura de vagem—agar e
farinha de avela-agar, espec1a1mente quando acidificados, sao
favoraveis a formagao de perltec1os de G.eitngulata, tanto da
linhagem(+) como do seu cruzamento. WHEELER e col. (1959), re
lataram que a 11nhagem de G. cingulata portadora do gen B2
produzida 2,2 de per1tec1os ferteis no meio de farinha de
aveia-agar, 0,67 em fuba-agar, 0,4% em BDA (batata-dextrose-
agar) e 0,07 num meio sintetico (KHyPO,, 3,4 g; MgSO,.7Hy0,
1,1 g; NaNO3 » 1,3 g; CaCly , 0,03 g; sacarose, 20,0 g ;
biotina, 5 micrograma; 1 ml da solugao padrao de mlcronutrlen
tes; agar, 20 g e agua q.s.p. 1 litro). Chegaram tambem a
conclusao que em relagao a velocidade e intensidade de reagoes
de acasalamento, em cruzamentos de linhagens de gen B+ com as
portadoras de gen B2, o0s quatro meios se ordenaram na sequénv
cia acima citada, com o meio de farinha de aveia sendo muito
superior aos demais. Paradoxalmente, as mais baixas porcenta
gens de peritécios ferteis foram encontradas sobre o meio_ de
farinha de avela, p0831ve1mente devido a intensa compet1gao
entre o grande numero de pe*1tec1os formados para o limitado
suprimento nutricional disponivel.

Mesmo dentro do genero Glomerella e dificil encontrar
literatura a respeito da influencia de fatores ambientais na
formagao de peritecios bem desenvolvidos. Dentro dessa linha
de estudos, merece destaque o trabalho de JENKINS (1962) com
G.magna, agente de uma nova Antracnose em Cucurbitaceas, o
qual observou que a formagao de per1tec103 bem constituidos
estava na dependencia dos segu1ntes fatores: meio de cultura,
presenga do papel de filtro no meio agarlzado, temperatura,pH
e, principalmente, luminosidade continua por um periodo ini -
cial de pelo menos 6 dias.

Se bem que, em Glomerella, sejam escassos os traba =
lhos sobre a influencia do ambiente no desenvolvimento da fa-
se sexuada, a literatura mostra que, quando se consideram ou-
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tros fungos, a reprodugao sexual de muitos deles so ocorre
sob determlnadas condlgoes de temperatura, luz, umidade, con-
centragao hidrogenionica, nutrigao, aeragao, etc. (LILLY e
BARNETT, 1951; HAWKER, 1957; COCHRANE, 1958) 0 estudo des -
ses fatores permite tirar algumas conclusoes. As51m, segundo
HAWKER (1957), as condlgoes que permltem a formagao de espo -
ros sao quase sempre de uma variagao menos ampla do que aque-
las que permitem o crescimento miceliano e as condlgoes que
permitem o desenvolvimento do estagio de esporo perfeito dife
rem usualmente muito mais das suficientes para crescimento ve
getativo do que as que favorecem a reprodugao assexual. Por
outro lado, segundo COCHRANE (1958), nao existe nenhuma formu
la geral para esporulagao e qualquer organismo deve ser estu-
dado individualmente.

A influencia dos fatores ambientais na formagao de co
nidios de C. lindemuthianum_foi estudada por MATHUR e col.
(1950), os quais chegaram as segulntes conclusoes. 1) o fungo
nao esporula abundantemente sobre meios 51ntet1cos, 2) nem to
dos os meios sao 1gua1mente satisfatorios; 3) um meio conten-
do glucose, sais minerais e neopeptona deu excelente esporula
gao, tao boa quanto a que ocorre sobre vagem esterilizada ou
vagem—agar; 4) glucose pode ser substituida por quantidades
equivalentes de sacarose, xilose ou galactose, sem afetar a
quantidade de esporulagao, 5) manose, maltose, frutose e lac-
tose foram menos favoravels, enquanto amido solavel, manitol
e sorbitol foram desfavoraveis; 6) neopeptona foi a mais 1im-
portante fonte de nitrogEnio testada para esporulagao; 7) ou-
tras fontes de nltrogenlo, em ordem decrescente de eficiencia
em estimular esporulagao, foram urela, g11c1na arginina, as-—
paragina e nitrato de sodio; 8) conidios nao se formaram abai
x0 do pH 3,0 mas a esporularao aumentou repentinamente no pH
3,6 , foi malor entre pH 5,2 e 6,5 e _moderada acima de 7,7; e
9) variagoes de 1um1n031dade e aeragao nao tiveram efelto so-
bre a esporulacao.

MATERIAIS E METODOS

Os isolamentos utilizados neste trabalho foram: _C- 8,

c-14, c-15, Cc-16, C-17, Cc-19, C-20, C-21 e C~- 22 todos ja uti
lizados por KIMATI (1966); C-31 e C-32, originarios de Jaboti
cabal, 1solados de feljao _Vvagem, em 1969, por K.Nakamura;

C-50, C-51 e C-53, originarios de Brasilia, isolados em 1969
por A.Takatsu; e ragas alfa e Beta, procedentes de Beltsville,
U.S.A. No estudo da influencia de fatores ambientais no de-
senvolvimento da fase perfeita de C.lindemuthianum foram uti-
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lizados os isolamentos C-17 e C-20. O0s isolamentos restantes
foram incluidos no estudo de compatibilidade sexual. O0s iso-
lamentos C-17 e C-20 foram 1nc1u1dos nos_testes de patogenici

dade dos isolamentos ascosporicos originarios do cruzamento
de C-17 e C-20.

Os conidios foram produzidos em caixas de Petri con-
tendo um dos seguintes meios de cultura: 1) MPA (maltose,4,0g;
peptona, 1,0g; agar, 20,0g; e agua, qsp 1 litro), 2) NGA(neo
peptona, 2,00g; glucose, 2,80g; MgS0,.7H,0, 1,23g; KHoPO, ,
2,72g; agar, 20,00g; e agua, qsp 1 11tro), 3) NGAM (o meio
anterior com substltu1gao de neopeptona por igual quantidade
de peptona), 4) NGAG (NGA com substituicao de glucose por
igual quantidade de glicerina) e 5) PLGA (peptona, 5,0g; ex-
trato de levedura, 3,0g; glicerina, 20,0g; agar, 15,0g; agua,
qsp 1 litro). O pH de todos esses meios foi ajustado a 5,5-
6,0 , antes da adigcao do agar e da autoclavagem, exceto o
meio de PLGA cujo pH era de, aproximadamente 7,0. O meio de
PLGA foi desenvolvido por HAYWARD (1964) para estudo de bacte
riofagos de Xanthomonas maZvacearum, mas, ocasionalmente, se
mostrou muito melhor do que o meio de NGCA, desenvolvido por
MATHUR e cols. (1950)para esporulagao de C.Zindemuthianum.

Conidios produzidos em culturas com 5 a 25 dias de
idade, sob condigSes de 209C e escuridao continua, foram sus-
pendidos em agua esterilizada, procurando-se transportar ape-
nas conidios. Nos experimentos de influencia de fatores am-
bientais no desenvolvimento da fase perfeita de C. Zzndemuthza
num, foram utilizados inoculos obtidos pela mistura de coni -
dios das culturas C-17 e C-20; no experimento de compatibili-
dade sexual, os conidios de cada um dos outros isolamentos fo
ram misturados com os de C-17 e C-20 (Quadro IV). O plaquea-
mento foi feito sobre discos de papel de filtro Whatman n® 1,
superpostos na superficie dos meios agarizados vertidos em
caixas de petri, na quantidade de 1 ml da suspensao/placa.
Essa metodologia e semelhante a descrita por JENKINS (1962).

No estudo da influencia da relagao C/N no desenvolvi-
mento da fase perfeita de C.lindemuthianum, 6 niveis d e
Ca(NO )2.4H50 foram combinados com 6 de glucose, sobre um
meio basal contendo KHoPO,, (1,0g), MgS0,.7H,0 (0,58), agar
(20,0g) e agua (qsp 1 11tro) (Quadro 1). No segundo exper1 -
mento foram repetidos os tratamentos do primeiro, mas o meio
basal continha, ainda, micronutrientes e as segulntes v1tam1—
nas: biotina, tiamina, inositol, p1r1dox1na, e acido n1cot1n1
co. (Quadro 2). A quantidade de acido nicotinico foi baseada
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em CAMPBELL (1958) e a dos componentes restantes em LILLY e
BARNETT (1951). Nesses dols experimentos, o pH dos diferen-
tes meios variou de 5,0 a 5,7 , antes da adigao de agar e da
autoclavagem.

No estudo da influencia do pH no desenvolvimento da
fase perfeita de C.lindemuthianum foi utilizado o seguinte
meio: glucose, 6,0g; KH,PO,, 1,0g; MgS0, . 7H,0 , 0,5g; agar ,
20,0g; e agua, qsp 1 litro. O pH foi ajustado antes da adi -
gao do agar e da autoclavagem, usando-se NaOH ou HCl a 1%.
Apos a transferencia dos meios esterilizados para caixas de
petri, foram determinados os pH de todos tratamentos no po -
tenciometro Beckman Zeromatic II, sendo essas leituras consi-
deradas os pH 1inicials dos tratamentos. Foram elas: 3,5 ,
3,7, 4,0, 4,7 , 4,8 , 4,9 , 5,0, 5,2, 5,5, 6,0, 6,5,
7,0 e 7,5.

No estudo da influencia da relagao MgSO4 7H20/KH2P04
sobre o desenvolvxmento da fase perfeita de C.linderuthianum,
foram combinados 5 niveis de KHoPO4 com 4 de MgSO 7H50 (Qua-
dro 3), sobre um meio basal contendo: glucose, 6 6g Ca(NOj3)2.
4H,0 , 0,3g; tiamina, 100 microgramas; biotiga, 5 microgramas;
inositol, 5.000 microgramas; agar, 20,0g; e agua, gqsp 1 litro.
O pH dos diferentes tratamentos variou de 4,8 a 5,7 antes da
adicao do agar e da autoclavagem.

No estudo da 1nf1uenula da luz foi utilizado o melo
de cultura de composicao identica ao do experlmento da 1nfluen
cia do pH, com o pH ajustado a 5,3 , antes da pdlgao de agar
e da autoclavagem. As placas semeadas foram submetidas aos
sepuintes tratamentos: 1) luz continua por 26 dias, 2) luz
nos primeiros 20 dias; 3) luz nos primeiros 15 dias, 4) luz
nos primeiros 10 dias; 5) luz nos primeiros % dias; %) luz
nos primeiros 3 dias: 7) escuridao continua por 26 dias, 8)
escuridao nos primeiros 20 dias; 9) escuridao nos primeiros
15 dias; 10) escuridao nos primeiros 10 dias; 11) escuridao
nos primeiros 6 dias; 12) escuridao nos primeiros 3 dias; 13)
alternancia diurno-noturno (8 hs. no claro e 16 no escuro) ;
14) alternancia cada 24 hs ; 15) alternancia cada 48 hs; - e
16) alternancia cada 72 horas. Nos periodos de escuridao _os
tratamentos foram colocados em_ estufa comum e, nos periodos
de 1rrad1agao luminosa, numa camara de 1lum1nagao improvisada,
com controle de temperatura, sendo a fonte luminosa constitul
da de duas 1ampadas fluorescentes GE de 40 watts e uma lampa-
da comum (Sylvania) de 60 watts, colocadas a uma altura de 70
cm das placas em tratamento.
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No estudo da compatibilidade sexual dos isolamentos
de C.lindemuthianum, o meio de cultura foi o mesmo utilizado
no experimento da influencia luminosa.

Nos experimentos até aqui descritos, os tratamentos
ficaram submetidos a condlgoes de temperatura em torno de
209C, e com excegao do experlmento da influencia luminosa,
mantidos sob escuridao continua.

Os tratamentos, via-de-regra com 3 repetigSes, foram
examinados, com idade de 21 a 28 dias, para se determinar a
frequenc1a dos per1tec1os. Foram examinados 10 campos/placa,
ao microscopio estereoscopico (75 aumentos), fazendo-se a con
tagem e, ao mesmo tempo, colhendo os peritecios contados, em
numero var1ave1 de 10 a 30 por placa. Estes foram examinados
ao microscopio composto para se determinar a presenga de as-
cas e/ou ascosporos. A porcentagem de peritecios fertels(com
ascas e/ou ascosporos) foi multiplicada pela freqencia me-
dia das contagens de 10 campos/placa e atribuiu-se-lhe o va-
lor de iIndice peritecial.

Para a observagao de eJegao de ascosporos, culturas
de C-17 x C-20, com idade de 20 a 24 dias, sob condlgoes de
escuridao contInua e 209C, em meio de cultura identica ao usa
do no experimento de luz e em meio de aipo—-agar-—modificado
(extrato de 300 g de aipo; 4 a 10 g de Ca(NO )2. 4H20 20g de
agar e 1 litro de agua), foram transferidas para caixas de pe
tri contendo 10 a 20 ml de agua esterilizada, em pedagos pe-
quenos de mais ou menos 1 a 2 cm2. Para isolamento de ascos-
poros, as mesmas culturas, nas mesmas condlgoes, foram inver-
tidas sobre meios propicios ao desenvolvimento de conidios ,
anteriormente mencionados, justapondo-se os funges das caixas
de petri e vedando-se os bordos com fita adesiva. Culturas
assim tratadas foram mantidas a 209C, sob escuridao.

Nos testes de patogenicidade foram utilizados, alem
dos isolamentos conidiais C-17 e C-20, os isolamentos ascospo
ricos originarios do cruzamento de C-17 com C-20, designados
pelas siglas F1-17, F1-18, F1-24, F1-29, F1-30 e F1-31. O ino
culo foi preparado suspendendo-se os conidios de uma placa ,
produzidos em emio de NGA, ja anterlormente descrito, com ida
de aproximada de 20 dias, em 100 ml de agua esterilizada. As
variedades inoculadas foram: Michelite, Dark Red Kidney e Per
ry Marrow, provenientes de Cornel; as mesmas variedades, nume
radas respectivamente de 150, 151 e 152, provenientes de Bel-
tsville; e as variedades nacionais 105 e 125. Todas ja ti-
nham sido utilizadas por KIMATI (1966), sendo as primeiras va
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riedades diferenciadoras de ragas de C.lindemuthianum, e  as
Ultimas, 105 e 125, resistentes a C-20 e susceptiveis a C-17.
Sementes dessas variedades, recem germinadas e das quais as
testas foram removidas, foram mergulhadas nas suspensoes de
esporos e, logo em seguida, dispostas ao longo de uma armagao
de madeira e tela de arame coberta com papel guardanapo perfu
rado. A armagao de madeira foi construida de maneira a se eil
caixar exatamente numa bandeja no fundo da qual se colocou
agua destilada ate uma altura aproximada de 1 cm. A bandeja
foi, entao, coberta com plastico e colocada numa camara com
controle de luz e temperatura (209C). Essa metodologia esta
de acordo com os trabalhos de VAN DER GIESSEN e VAN STEENBER-
GEN (1957). A leitura dos sintomas fol feita uma semana aESS
a 1noculagao, considerando reslstentes as plantas sem lesoes
ou com 1esoes superficiais, e suscetiveis as plantas mortas
ou com lesoes profundas.

Estudos morfologicos foram feitos no decorrer dos ex-
perimentos, usando-se dois metodos de preparo de laminas: es-
magamento de peritécios colocados sobre uma gota de corante
(lactofenol azul algodao ou acetocarmlm mais gllcerlna), por
pressao de 1am1nu1a, e cortes no microtomo de congelagao (co-
rante acetocarmim mais glicerina). O lactofenol foi prepara-
do de acordo com ALEXOPOULOS e BENEKE (1968) e o acetocarmim
de acordo com SASS (1951) mas misturando—se glicerina em pro-
porgoes variaveis.

RESULTADOS

Os resultados do primeiro~experimento, instalado em
9/8 e colhido entre 1 a 5/9/69, sao apresentados no Quadro 1.
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QUADRO 1 - Influencia da relagao C/N (glucose/Ca(NO )2.4H50)
no desenvolvimento da fase perfeita de C lindemu—
thianum.

Clucose Ca(NO5)2.4H,0 g/l
g/l 0,15 0,30 0,45 0,60 0,75 1,00
1 0,28 0,60 0,23 0,00 0,00 0,00
2 0,81 0,75 1,25 0,00 0,00 0,00
4 0,25  3,50% 3,004 0,24 0,00 0,00
6 0,00  5,10% 9,72%  —- 0,29 0,00
8 0,00  5,40% 4,00% 11,70+ 0,00 0,00
10 0,00 0,00 2,40% 5,12 0,00 0,00

0 meio basal contlnha KH,PO, , 1,00g; MgSO,. 7H20 » 0,50g;
agar, 20,0g; agua dest11ada, qsp 1 11tro Os numeros nas co-
lunas indicam o numero medlo de peritecios ferteis em 10 con-
tagens de_campos mlcroscoplcos (75 aumentos) em cada uma das
2 repetlgoes. Os asteriscos indicam que pelo menos 507 dos
peritecios examinados, numa das repetlgoes, ao 26?9 dia de ida
de, estavam com ascosporos. O trago (--) indica perda de da-
dos por contaminagao do tratamento (Penicillium spp.).

Os resultados mostram que os 9 melhores tratamentos
foram: 14, 15, 20, 21, 26, 27, 28, 33 e 34, compreendendo os
niveis de nltrogenlo 0,30 , 0,45 e 0,60g de Ca(NO )2.4H 0/11-
tro e os niveis de carbono 4,0 , 6,0 , 8,0 e 10, 0 g de gluco-
se/litro. As relagoes C/N, nos 9 melhores tratamentos,variou
de 29,8:1 (4g da glucose para 0,45 de Ca(NOj)2. 4H20/11tro de
meio) a 89,6:1 (8g de glucose para 0,30 de Ca(N03)2 4H,0/1i-
tro de meio).

Em todos os tratamentos se formaram protoper1tec1os,
nos tratamentos em que nao foram observados peritecios fer-
teis,os protoperitecios tenderam a produzir "coils" em massa
amorfa,de aspecto oleoso.Nos tratamentos 3,4,5 e 6 se formaram
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acervulos visiveis a o0lho nu. Em alguns tratamentos, princi-
palmente 1 e 20, foram observados peritecios rostrados com as
COSpoOros emerglndo pelo ostiolo, alguns ascosporos tinham ger
minado logo na salda e apresentavam 1 a 2 septos. Ascosporos
tinham a conformagao alantoide ou e11p501de, sendo mais fre-
quentemente encontrado o primeiro tipo. O numero de ascospo-
ros por asca era, via de regra, quatro.

Os resultados do 29 egsaio, instalado em 15/10 e co-
lhido entre 8 a 11/11/69, estao apresentados no Quadro 2.

QUADRO 2 - Influencia da relagao C/N (glucose/Ca(VO3)2 4H20)
sobre o desenvolvimento da fase perfeita de C.Zlin
demuthianum, quando se usa meio basal com vitami-

nas.
Glucose Ca(NO3)2.4Hp0 g/l
g/l
0,15 0,30 0,45 0,60 0,75 - 1,00
1 0,00 0,18 0,14 0,30 0,05 0,00
2 0,03 0,12 0,22 0,15 0,33 0,88
4 0,00 2,28%* 5,20% 0,18 0,00 0,00
6 0,00 0,45 2,68% 8,50% 4,32* 1,95%
8 . 0,00 1,18 4,41% 3,08% 1,85% 0,32
10 0,00 1,27 1,46% 3,02% 2,60 0,61

O meio basal continha: KH2P04 s 1 Og, MgS0,,. 7H20 » 0,5g; bio
tlna, 5 microgramas; tianina, 100 mlcrogramas, 1n051tol 5000
mlcrogramas, piridoxina, 100 mlcrogramas, acido nicotinico ,
750 mlcrogramas, 2 ml da solugao de micronutrientes; agar,
20,0g e agua, qsp, 1 11tro. Os numeros nas colunas indicam o
numero medlo de peritecios ferteis de contagens em 10 campos
m1croscop1cos (75 aumentos) em cada uma das duas repetlgoes
ao 249 ou 279 dia apos o plaqueamento. Os asteriscos indicam
o8 tratamentos que apresentaram maior porcentagem de perite -
cios com ascosporos.
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Os melhores niveis de Ca(NO3)2.4H50 foram: 0,45 , 0,60
e 0,75g/1; os de glucose se s1tuaram de 4g/1 para cima. Exam
minando-se os 12 melhores tratamentos (aqueles com asteriscos)
nota-se que a relagao C/N varia de 20:1 (6 g de glucose para
1 de Ca(NO3)2.4H20) a 74,7:1 (10g de glucose para 0,45 de
Ca(N03)2.4H,0).

. Protoperitecios se formaram em todos os tratamentos ;
conldios nos tratamentos pobres de peritecio, principalmente
nos tratamentos 1 e 7. Nos tratamentos 4, 5, 6, 11, 12, 16,
17 e 18, o "coil" do protoperitecio apresentou tendencia ao
supercrescimento com rompimento das suas paredes; nos trata -
mentos 25, 30, 31 e 32, o "coil'" apresentou tendencia a se
desfazer tomando um aspecto oleoso. Nos tratamentos em que
se formaram peritecios bem constituidos foram observados doxs
t1pos de ascosporos (alant01des e elipsoides) e alguns perlte
cios rostrados, como na experiencia anterior.

Os resultados do ensaio da influencia do pH no desen-
volvimento da fase perfeita de C.lindemuthianum, montado em
17/9 e colhido entre 8 a 12/11 de 1969, foram os seguintes,em
ntmero medio de peritecios ferteis/campo em 10 contagens mi-
croscopicas (75 aumentos) em cada uma das 2 ou 3 repetigoes :
pH 3,5 (0,00), pH 3,7 (2,10), pH 4,0 (0,08), pH 4,5 (3,23),
pH 4,7 (2,87), pH 4,8 (2,46), pH 4,9 (3,60), pH 5,0 (4,58)
pH 5,2 (2,85), pH 5,5 (2,63), pH 6,0 (3,37), pH 6,5 (0,37) ,
pH 7,0 (0,00) e pH 7,5 (0,0). E preciso assinalar que os
meios com o pH de 3,5 , 3,7 e 4,0 nao se solidificaram, de mo
do que os dados podem ter sofrido essa influencia, apesar deé
se ter colocado de 3 a 5 discos de papel de filtro. Observa-
se que, ex¢1u1ndo os pH 3,5, 4,0, 6,5, 7,0 , e 7,5, 0 nu
mero de perltec1os produzidos f01 muito bom, nao havendo dlfe
rengas multo grandes. Do pH_ 6,5 para cima notou-se abundan -
cia de conldlos, visiveis a olho nu, formando acervulos t1p1—
cos de Colletotrichum. Aparentemente, o0s conidios se origina
ram de protoper1tec10s que nao se desenvolveram normalmente e
que apresentaram tendencias a supercrescimento do "coil" inter
no e fendilhamento da parede.

0s peritecios ferteis obtidos dgste ensaio produziram
novamente esporos de dois tipos: alantoxdes (malores) e ellp-
soides (menores). £stes, aparentemente, sao viaveis, pois o
protoplasma se colore normalmente com os corantes usuals(lac-
tofenol azul, algodao e acetocarmlm) Os ascosporos alantoi-
des, via de regra, sao formados em numero de 4 por asca e oS
elipsoides em numero de 8 por asca. No tratamento em que o
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pH acusou 5,5 , o ultimo tipo de ascosporos foi muito abundan
te.

Nos tratamentos em que o pH foi de 4,0 a 6,0 ,_Obser-
vou-se grande numero de perxtec1os com rostro. A tendencia
do rostro foi de se formar horizontalmente e levemente incli-
nado para baixo, de modo _que, com o escurecimento da parede
do per1tec1o, flcava dificil observa-lo na lupa e mesmo no mi
croscopio composto.

No Quadro 3 estao apresentados os resultados do ensaio
da influencia da relagao MgS0y, . 7H2PO4 sobre a produgao da fa-
se perfeita de C.lindemuthianwn. Foi instalado em 11/10 e co
lhido entre 3 a 9/11/69.

QUADRO 3 - Influencia da relagao MgS0, . 7H O/KH2P04 sobre a
producao da fase perfeita de C.lindemuthianum.

MgS0y,. 7H,0 KHyPO, g/l
g/1 0,10 0,50 1,00 2,00 3,00
0,25 0,90 0,84 0,79 0,39 0,20
0,50 1,28%  1,66% 1,03% 0,10 0,12
1,00 1,92%  1,80% 1,73% 0,28 0,29
1,50 0,46 1,52% 0,58%* 0,38 0,32

O meio basal continha: glucose, 6,00g; Ca(NO3)2.4H,0 , 0,30g;
tlanlna, 100ug; biotina, 5ug; 1n031t01 5.000ug; agar, 20,00g;
e agua destllada, qsp, 1 litro. Os numeros nas colunas indi-
cam a media de contagens de peritecios ferteis em 10 campos

mlcroscaplcos (75 aumentos), em cada uma das 3 repetlgaes Os
asteriscos indicam os tratamentos cuja porcentagem de perlte—

cios com ascosporos era maior do que 207, nas repetlgoes co-
lhidas dias 6/11 e 9/11.

Os resultados indicam que, nas condlgoes do experimen
to, os melhores tratamentos sao a combinagao de 0,10 , 0,50 e

1,00 g de KH,PO4 com 0,50 e 1,00g de MgS0O,.7H,0/litro de meio
de cultura.
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Os resultados do experimento da influencia da luz no
desenvolvimento da fase perfeita de C.lindemuthianum, instala
do em 13/10/69 e colhido entre 7 a 8/11 de 1969, foram os se-
guintes: em todos os tratamentos se formaram protoperitecios;
ascas so foram constatadas nos tratamentos 6 (luminosidade
nos primeiros 3 dias), 7 (escuridao continua), 8 (escuridao
nos primeiros 20 dias), 9 (escuridao nos primeiros 15 dias) ,
10 (escuridao nos prlmelros 10 dias) e 13 (alternancia diarno
-noturno) ; ascosporos so apareceram nos tratamentos 6 e 7,nos
quais a frequencia de peritecios foi, respectivamente, de 3,5
a 5,1 (media de contagens em 10 campos microscopicos em cada
uma das 3 repetigges).

Observou—se, alem dos resultados acima descritos, que
a colonia & tanto mais escura quanto maior o perlodo de ausen
cia de luz e que a exp051gao luminosa inicial & mais eficien-
te do que a final para inibir a formagao dessa coloragao. Nos
tratamentos em que se alterou o regime de luminosidade cada
24, 48 e 72 horas, os protoperitecios tinham tendencia a apre
sentar ''coils" internos mal conformados que supercresciam ex-
travazamento atraves das paredes que se rompiam.

Os resultados do ensaio de compatibilidade sexual de
isolamentos conidiais de C.lindemutiianum, instalado em 5/11
e colhido entre 27 a 30/11/69, sao apresentados no Quadro 4.

_No cruzamento entre C-14 e C-20, observou-se em duas
repetlgoes, a formagao de estruturas semelhantes a protOperl—
tecios, aparentemente, originarios de acervulos cujos conidios
se condensam; tais estruturas eram desprovidas de parede e

nao desenvolveram ascas nem ascosporos em observacoes feitas
ate 9/12/69.

No experimento de ejegao de ascosporos observou-se o
desenvolvimento de grande numero de peritecios rostrados, com
ejegao de ascosporos que puderam ser vistos nas tampas das
caixas de petri, 14 dias apos a transferencia em agua esteri-
lizada, quando o meio de cultura foi o de aipo—agar-modifica-
do. No outro melo de cultura usado no experlmento, descrlto
na metodologia, nao se observou a formagao de muitos perite -
cios rostrados mas se constatou a ejegao de ascosporos.

No experlmento de i1isolamento de ascosporos observou—
se a formagao de colonias conidiais, 10 a 15 dias apos a jus-
taposigao das placas de cultura. Colonias isoladas foram re-
picadas e, posteriormente, purificadas por d11u1gao, em meio
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de NGA, resultando 36 isolamentos ascosporicos dos quais 6 fo
ram utilizados no teste de patogenicidade.

Os resultados do teste de patogenicidade, instalado
em 4/11 e colhido em 2/12/69, apresentados no Quadro 5, indi-
cam que todos os isolamentos testados foram patogenlcos, pelo
menos para a variedade Michelite e 150 (tambem Michelite).
variedades Dark Red Kldney, Perry Marrow, 151 e 152 estao se-
gregando quanto a re51stenc1a ou suscetibilidade. Aparente -
mente, 3 isolamentos ascosporlcos (F1-17, F1-30 e F1-31) es-
tao se comportando como C-20, um dos pais, e 3 (F1-18, F1-24
e F1-29) como C-17, o outro pai.

QUADRO 5 - Teste de patogen1c1dade de C-17, C-20 e 6 isola-
mentos ascosporicos descendentes do cruzamento
C-17 X C-20 (1)

Variedades Culturas de C.lindemuthianum
de

rFeijoeiro C-17 C-20 F1-17 F1-18 F1-24 F1-29 F1-30 F1-31
Michelite S S S S S S S S
Dark Red Kidney R/S R R R S/R R R R
Perry Marrow S/R R R S S/R S R R
150 S S S S S S S S
151 R/S R R R R/S R R R
152 S/R R R S S S R R
105 S R R S S S R R
125 S R R S S S R R

(1) = S indica suscetibilidade; R, resistencia; R/S, 4 ou 3
plantas resistentes para 1 ou 2 suscetiveis; S/R, 4 ou
3 plantas suscetiveis para 1 ou 2 resistentes. Cada
variedade inoculada constou de 5 plantas para cada 1sgQ
lamento testado.

Morfologia da fase ascogena de C.lindemuthianum (Fi-
gura 1).

Peritecios de conformagao mais ou menos arredondada,
de diametro variavel (120 a 210 micra), na maioria dos casos
160 micra. Rostros, quando presentes, medindo 30 a 80 micra
de comprimento, os menores em forma de papila e os maiores



428 Anais da E.S.A. "Luiz de Queiroz"

«

FIGURA 1. A-G. Glomerella citngulata f. phaseolZ.
de peritécios. B) Peritecio com ascosporos soltos.
C) Peritecio rostrado. D) Asca com 8 ascosporos. E)

Conjunto de ascas. F) Asca com 4 ascosporos. G) As
cosporos.

A) Conjunto
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alongados. O canal do rostro e forrado de perifises h1a11nas
e filiformes. Os rostros podem ou nao ser providos de pelos
pardos. Peritecios rostrados tem aspecto de garrafa abaulada
A parede do per1tec1o e inicialmente hialina e, a medlda que
o peritecio amadurece, se torna enegrecida a partir do apice.
As ascas, em numero medio de 30, medem, ao 259 dia de idade ,
60 X 8 micra (comprimento variavel de 48 a 68 micra), e se
mostram evanescentes ao 28-309 dia de idade, deixando os as -
cosporos livres _dentro do per1tec1o, nos peritecios rostrados
0S ascosporos sao ejetados. As ascas sao envolvidas por para
fises filiformes; delicadas, v151ve15 ate mais ou menos ao
279 dia de idade, a partir de entao mostrando-se evanescentes
Ascosporos de dois tipos: alantoides, medindo em media 20X6,5
micra, e elipsoidais, medindo em media 10x4 micra, sendo que
os primeiros se formam de 1 a 8 por asca (na_maioria dos ca-
sos 4/asca) e os ultlmos, via de regra, em numero de 8 por as

ca. O numero maximo de ascosporos observados, por peritecio,
foi de 60.

DISCUSSAQ

Segundo HAWKER (1957), estudos detalhados do efeito
da natureza e concentragao dos compostos nitrogenados sobre a
esporulagao em fungos sao, surpreendentemente, poucos. Segun
do LILLY e BARNETT (1951), parece ser geralmente aceito que
um equilibrio apropriado entre os constituintes do meio e mui
to importante no crescimento e esporulagcao dos fungos. HAWKER
(1957) e LILLY e BARNETT (1951) citam o trabalho de WESTERGA-
ARD e MITCHELL (1947) em que se constatou a importancia da re
lagao C/N no processo de fertilizagao em Neurospora crassa, a
produgao dos peritecios sendo desfavorec1da por altas concen-
tracoes de glucose e nitrato de potassio. Segundo HAWKER
(1957), ROBINSON (1926) mostrou que, enquanto uma concentra -
¢ao minima inicial de nltrogenlo no mejo de cultura e essen -
cial para o crescimento e produgao de apotec1os por Pyronema
confluens, o processo reErodutlvo e iniciado somente depois
de quase completa exaustao de ion nitrato. Analisando os tra
balhos acima mencionados e alguns outros, HAWKER (1957) faz a
seguinte sxntese. a quantidade minima de nitrogenio permitin-
do esporulacao esta usualmente acima daquela na qual possa
ter lugar o crescimento vegetativo esparso, se a quantidade
for aumentada muito acima do valor minimo, contudo, o cresc1-
mento vegetativo se torna muito vigoroso e a esporulagao e,
frequentemente, inibida; isto pode ser devido a exaustao de
outros nutrientes essenciais pelo micelio em crescimento ou
ao rapido acumulo de substancias deterioradas; compostos ni-
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trogenados podem, contudo, ser lnlbltorlos eles mesmos, e foi
mostrado em varios exemplos que o nltrogenlo ou outro compos-
to nitrogenado particular pode ser usado completa ou quase
completamente antes que possa ter lugar o 1n1c1o dos corpos
frutlferos ou, algumas vezes, a sua maturagao. Essas conside
ragoes sao bem cabiveis aos resultados obtidos na la. e 2a.
experiencias do presente trabalho.

A diferenga obtida no segundo experimento quando com-
parado com o primeiro pode ser explicada do seguinte modo: a
adicao de vitaminas alterou levemente a capacidade de aprovei
tamento dos nutrientes para finalidades de reprodugao sexual.
Essa expllcagao se apoia, em parte, no fato de BARNETT e LI-
LLY (1947) terem provado que a formagao de peritecios do fun-
go C.fimbriata em um meio de cultura era determinada pela quap
tidade de tiamina em relagao com a quantldade de nutrientes
no meio; a abundancia de peritecios e condicionada tanto pela

quantidade de tiamina como pela quantidade de nutrientes do
meio.

MATHUR e col. (1950) relataram que, para a produgao
de conldios de C.lindemuthianum, os esporos com matriz utili-
zados como inoculo estimularam maior esporulagao (conidios)
do _que esporos lavados livres de matriz. Como todas as expe-
riencias do presente trabalho foram feitas com esporos nao la
vados, os resultados da primeira e segunda, bem como das ou-
tras experianclas, podem estar condicionados por possiveis
substancias estimuladoras de formagao de esporos, principal -
mente se considerar que a matriz dos esporos e formada por
vitaminas e que a racga gama de C.Ilinderutitanwn foil comprova-
da ser parcialmente deficiente em biotina e inositol (MATHUR
e col., 1950).

A varlagao de pH inicial que permitiu produgao de pe-
ritecios, 3,7 a 6,5 , e relativamente ampla. Segundo HAWKER
(1957), o pH pode atuar diferentemente sobre os estaglos se-
xual e assexual de um mesmo fungo. Comparando-se, entao, o0s
resultados deste trabalho com o de MATHUR e col. (1950), pode
se observar que a varia§ao do pH para obtengao de perltec1os
e menos ampla do que para a produgao de COHlleS, conldlos fo
ram produz1dos ate um pH proximo de 8,0 e peritecios ate 6,5;
ademais, acima do pH 6,0 , mesmo os nutrientes sendo favora -
velis ao desenvolvimento de peritécios, fol muito abundante o
" numero de acervulos (visiveis a olho nu).

!

Estudos nutricionais do presente trabalho foram fei-
tos com meio basal contendo 1,00 g de KH2P04 e 0,50g de ....



Volume XXVII - 1970 431

MgSO4 7H,0 Os resultados do quarto experimento mostram que
quantldages menores de KH,PO, e maiores _de MgS0,.7H,0 sao mais
apropriadas, se bem que as diferengas nao tenham 5150 grandes.

Apesar da excessiva complexidade do efeito da luz so-
bre a esporulagao de fungos, HAWKER (1957) diz ser possfvel
d1v1d1r grosseiramente os fungos em 4 classes: (1) aqueles
que _ $a0 capazes de produzir esporos viaveis em completa escu-
ridao e que nao produzem esporos em grande numero quando 1ilu-
minado, (2) aqueles que, apesar de serem capazes de produzir
esporos viaveis em completa escurldao, fazem—no mais livremen
te quando iluminado em algum periodo durante o desenvolv1men—
to; (3) aqucles que sao incapazes de produ21r esporos viaveis
na completa ausencia de luz; e (4) aqueles nos quais a esporu
lagao e realmente parallzada ou prevenida pela exposigao lu-
minosa em algum estagio do seu desenvolvimento. O fungo da
antracnose do feijoeiro, para a produgao de conidios, segundo
o trabalho de MATHUR (1950), pertenceria a um grupo interme -
diario entre 1 e 2. Ja para a produgao de ascosporos, o0 expe
rimento sobre a influencia da luminosidade do presente traba-
lho mostra evidencias de que o fungo pertencerla ao grupo 4.
Quanto a luminosidade, portanto, a produgao de ascosporos pe-
lo fungo da antracnose do feijoeiro e bem diferente de Glome—
rella magna, para o qual se observou ser a luz essencial pelo
menos por alguns minutos, nos 5 primeiros dias apos o plaquea
mento dos cruzamentos (WINSTEAD e col., 1966).

Em Glomerella cingulata se conhecem formas homotali -
cas e heterotalicas e nestas o heterotalismo esta acondiciona
do por varios fatores geneticos, conforme WHEELER (1954). Os
resultados obtidos no experimento sobre cruzamento de isola -
mentos conidiails mostram que o fungo da antracnose do feijoel
ro se assemelha muito as llnhagens heterotallcas de C. c&nqula
ta, comprovando uma vez mais que Glomerella e evidentemente
um genero de transicao com respeito ao mecanismo sexual. Os
resultados obtidos no presente trabalho podem ser interpreta-
dos do modo semelhante aos dos trabalhos com Glomerella cingu
lata apresentados por WHEELER, 1954, i.e. na base de gens que
bloqueariam o desenvolvimento da fase ascogena em diferentes
estagios, como por exemplo, formagao das celulas iniciais,
plasmogamia, cariogamia, meiose, mitose, etc. Pode-se tambem
1nterpretar, ainda na base de gens, que os fatores geneticos
necessarios para a producao da fase ascogena estao incomple -
tos nos diferentes 1solamentos, complementando—se integralmen
te em algumas comblnagoes com a linhagem C-17.

As observagoes feitas sobre a ejegao de ascosporos sao



432 Anais da E.S.A. "Luiz de Queiroz"

semelhantes aquelas de KAISER e LUKEZIC (1966) em G.cingulata,
fase perfeita do Gloeosporium musarum Cooke e Massee, agente
da Antracnose da banana, 0os quals observaram ejegao de ascos-
poros, em condlgoes de alta umidade relativa (100%) ou presen
¢a de filme de agua, ate uma distancia horizontal de 26 mm e
dlstanc1a vertical de 17 mm em ar parado. VON ARX (1957) tam
bem relata ser importante a alta umidade para o desenvolv1men
to de rostro em G. ctngulata de folhas de orquldeas Entretan
to, o ultimo autor nao cita nada sobre ejecao de ascosporos ,
parecendo, portanto, ser o trabalho de KAISER e LUKEZIC(1966)
o primeiro a comprovar esse fato. Nessas c1rcunst5nc1as, o
presente trabalho torna-se uma comprovagao de que em G. etngu-—
lata os ascosporos podem ser ejetados com violencia.

As duvidas surgidas com relacao ao trabalho de SHEAR
e WOOD (1913) relatando pela primeira vez a fase ascogena de
C. lindemuthianum, foram em parte devidas a falta de provas de
patogenicidade. Essa duvida particular foi d1r1m1da para o
presente trabalho, pois todos os isolamentos ascosporicos ino
culados se mostraram patogenicos, pelo menos para a variedade
Michelite, como mostram os resultados do Quadro 5. Entretan-
to. os resultados do presente trabalho nao permitem assegurar
se as culturas ascosporicas sao originarias de peritecios au-
tofecundados ou cruzados uma vez que 0s ascosporos isolados
foram obtidos ao acaso de peritecios ao acaso e, segundo DRI-
VER e WHEELER (1955), linhagens auto-estereis de G. ctngulata
podem ser autofecundadas por indugao de hormonios sexuais em
culturas acasaladas.

Observagoes morfologicas mostram que tamanho de peri-
tecios, ascas e ascosporos caem dentro dos limites descritos
para G.ctngulata (JENKINS, Jr., 1962 e Von ARX, 1957). Seguin
do, portanto, o ponto de vista de Von ARX (1957) de que C.lin
demuthianum deve ser visto como forma especializada da forma
basica G.cingulata, o autor propoe o nome de Glomerella eingu
lata (Stonem.) Spauld. et v.Schrenk f. phaseoli H.Kimati n.f.

CONCLUSOES

Do presente trabalho podem ser tiradas as seguintes
conclusoes:

l. Foi obtida a fase perfeita de Colletotrichum lindemuthia-
num (Sacc. et Magn.) Scribn., agente da antracnose do feljoel
ro, a qual se propoe o nome de Glomerella cingulata (Stonem.)
Spauld. et v. Schrenk. f.phaseoli n.f.
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2. A obtengao da fase perfeita de C.lindemuthianum depende
de fatores geneticos e ambientais.

2.1. As linhagens do fungo da antracnose do feljoelro se
comportaram como heterotallcas, havendo formagao de perite -
cios bem constituidos so em determinados acasalamentos.

2. 2 Dos fatores ambientais ensaiados, foram 1mportantes:
nutrlgao ( Ca(NO3)2 4H20 e glucose em determinados niveis e
relacoes), pH de 4 a 6 e ausencia de luz. A umidade foi im-
portante para o desenvolvimento de peritecios rostrados e eje
gao de ascosporos. -

3. 1Isolamentos ascosporicos foram patogenicos ao feijoeiro ,
pelo menos para a variedade Michelite.

SUMMARY

This paper deals with the perfect stage of Colletotri
chum lindemuthianum (Sacc. et Magn.) Scribn. Two isolates
which formed fertile perithecia when paired were used to de -
termine some enviromental conditions favorable to sexual re -
production; perithecia were formed in a semi-synthetic medium
contaniming glucose, Ca(N0,)2.4H,0, JgSO4 7V20 YHqP04 agar
(20g/1) and water (1 1iter§ the favorable quantity of glucg
se and Ca(NO )2.4H0,0 was, respectively, 4-10 and 0,15-0,60 g/
1, malntalnlng a “C/N ratio between 29,8:1 and 89,6:1 ; when
vitamins were added to the medium, the favorable quantity of
Ca(N0O5)2.4H,0 varied from 0,3 to 1,0 g/1, maintaining the
quantity of glucose and the C/N ratio approximately the same;
the most favorable quantity of KH,PO, and MgSOA.7H20, were,
respectively, 0,1-0,5 and 0,5-1,0 g/l; light was inhibitory
to sexual reproduction, fertile perithecia being obtained on-
ly in conditions of continuous darkness or when the periodo
of light do not exceed the first 3 days of incubation; the
pH range favorable to fertile perithecia formation was 4,0 to
6,0; high humidity was important for beaked perithecia forma-
tion and for ascospores ejection.

In paired cultures, the conidial isolates behaved as
heterothalic, fertile perithecia being formed only in determi
nate matings; some matings resulted in few fertile perithecia;
others gave rise to perithecia with asci only, or to protope-
rithecia only.

Morphologically the ascogenous stage of C.lindemuthia
num fell into the broad description of Glomerella cingulata.
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Since C.lindemuthianum is pathogenic only to Phaseolus spp.it
is proposed for the perfect stage the name Glomerella cingula
ta (Stonem.) Spauld. et v.Schrenk. f.sp.phaseols n.f.
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