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INTRODUCAO

A variola ou pinta-preta do mamoeiro € uma doenga causada pelo fungo Asperisporium
caricae que infecta folhas e frutos, prejudicando a producao da planta. As lesdes nas folhas
interferem nos processos fotossintéticos da planta e em frutos, depreciam o seu valor comercial
(LIBERATO, 2002). Folhas muito atacada pela doenga tendem a senescer mais rapido e caem
no chao podendo se constituir como uma fonte de inéculo da doenga para novas infecgbes
(ADIKARAM e WIJEPALA, 1995). Os frutos infectados também se constituem em fontes de
doenca que pode ser disseminada por correntes de vento ou respingos da agua da chuva ou de
irrigacdo. As medidas de controle sdo baseadas principalmente na utilizacdo de fungicidas e a
eficiéncia do controle ndo depende apenas dos fungicidas recomendados para o controle da
doenca, mas a tecnologia de aplicacédo torna-se importante dentro do sistema. Trabalhos que
descrevam a viabilidade dos esporos do fungo em folhas senescentes ou caidas no chao, bem
como a viabilidade do fungo apds as pulveriza¢des reforgam as tecnologias desenvolvidas para
o controle da doenga. Rossi et al. (2008) desenvolveram um trabalho para verificar a
germinacdo in vitro dos esporos de A. caricae e concluiram que a porcentagem de germinagao
tende a ser crescente em papel celofane com suspensio de esporos em 6leo mineral, porém o
crescimento de contaminantes prejudicou a contagem dos esporos germinados apés 48h de
incubacao. Portanto, este trabalho objetivou-se desenvolver uma metodologia que favorega a

uma efetiva germinagao dos esporos de A. caricae em um curto espago de tempo.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios in vitro foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Agroindustria Tropical no periodo de abril a julho de 2010. Foram coletadas folhas de mamoeiro
infectadas pelo fungo A. caricae, que foram preservas em camara uUmida (sacos plasticos

umedecidos com ar injetado (sopro)) e armazenadas em geladeira por ndo menos que 48



horas. Apds este tempo foram retiradas 60 pustulas das folhas do mamoeiro distribuidas
igualmente em dois microtubos de 2 ml tipo Eppendorf®: um microtubo contendo 1 ml de éleo
mineral e outro microtubo com 1 ml agua estéril e tween 20 (0,05%). Apds uma ligeira agitagcao
no agitador Vortex® prepararou-se uma suspensdo de esporos na concentracdo de 1,3x10°
esporos/ml.

Foram retirados 100 pl da suspensao de esporos obtidas dos microtubos e depositados
em meios de cultura V8, Agar e BCA (Batata Cenoura Agar), acrescidos de antibiéticos
(Chloramphenicol (0,01%)). Os meios de cultura foram incubados em camaras de crescimento a
26-28°C por 24h e fotoperiodo de 12h.

Foram avaliados com auxilio de um microscopio de luz Nikon Eclipse E200 a viabilidade
do fungo através da germinagao dos esporos, cujo tubo germinativo foi superior a 5um (ROSSI
et al., 2008).

No primeiro ensaio e sobre o meio V8, utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 2 tratamentos (6leo mineral e agua esterilizada com tween 20) e 4
repeticdes. No segundo, utilizou-se o DIC com 4 tratamentos (V8 e Agar) x (6leo mineral e agua
esterilizada com tween 20) e 4 repeticbes. No terceiro, semelhante ao segundo, 6 tratamentos
(V8, Agar e BCA) x (6leo mineral e agua esterilizada com tween 20). Efetuou-se a ANOVA e o
teste de médias Tukey, a 0,01% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ensaio, houve efeito significativo dos veiculos utilizados no preparo da
suspensao do inéculo e a porcentagem de germinagao dos esporos de A. caricae no meio V8
com oleo mineral foi maior que 80%, ao passo que na suspensdo formada de agua + tween

20% a germinacéo foi inferior a 10% (Figura 01).
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Figura 01. Porcentagem de esporos de A. caricae germinados em meio de cultura V8
veiculados com 6leo mineral (OM) e agua + tween 20 (AT). As barras indicam o desvio padrao.



No segundo ensaio, observou-se que houve diferenga significativa entre os meios de
cultura e entre os veiculos utilizados no preparo da suspensdao do indculo e, interagcao
significativa entre estes dois fatores. Verificou-se que em meio V8 com o6leo mineral a
germinagao dos esporos do fungo alcangou 70%, ao passo que no mesmo meio de cultura (V8)
com suspensao veiculada com agua + tween 20 a germinagao nao passou de 1% no periodo de
24h. Quando se testou o meio de Agar tanto com éleo mineral quanto com agua + tween 20,

observou-se que este nao foi importante para a germinagao dos esporos (Figura 02).
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Figura 02. Porcentagem de esporos de A. caricae germinados em meio de cultura V8 e Agar

(AG) veiculado com 6éleo mineral (OM) e agua + tween 20 (AT). As barras indicam o desvio
padrao.

No terceiro ensaio, ja com a inclusdo do meio BCA, a germinagdo dos esporos de A.
caricae seguiu a mesma tendéncia do verificado no ensaio anterior. Novamente, o meio V8 com
a suspensao de 6leo mineral foi 0 melhor tratamento para a germinagdo de mais de 70% dos
esporos submetidas as mesmas condi¢cdes de incubagdo. Excetuando o meio V8, os demais

meios foram estatisticamente iguais tanto com a suspensado em 6leo mineral quanto para agua
+ tween 20 (Figura 03).
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Figura 03. Porcetagem de esporos de A. caricae germinados em meio de cultura V8, Agar (AG)

e BCA veiculado com 6leo mineral (OM) e agua + tween 20 (AT). As barras indicam o desvio
padrao.



A importancia do 6leo mineral na germinagao dos esporos de A. caricae foi verificada por
Rossi et al. (2008). Nossos resultados estdo de acordo esses autores e indicaram que o 6leo

mineral foi o veiculo mais eficiente na germinagao dos esporos do fungo.

Neste ensaio, o efeito provocado pelo meio V8 associado ao 6leo mineral resultou na
efetiva germinacao evidenciada pela emissao de tubos germinativos em cada extremidade dos
conidios ou algumas vezes, em outros locais da sua superficie. Nenhuma formacdo de
apressorios foi observada. Além do mais, o tubo germinativo emitido foi maior que a largura ou

0 comprimento do esporo.

CONCLUSAO
O meio V8 com a suspensao veiculada com 6leo mineral € o mais indicado para a germinacao

dos esporos de A. caricae.
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