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Metodologia de esporulação para fungos da família Botryosphaeriaceae
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ABSTRACT

Fungi belonging to the Botryosphaeriaceae family are potential 
phytopathogens of considerable importance in plant disease studies due 
to their cosmopolitan, parasitic and endophytic habit, and great genetic, 
morphological and ecological diversity. The difficulty with sporulation 
and the long periods for such step in the reproductive cycle are the major 
limitations of handling these fungi in vitro. Thus, the present study aimed 
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to test sugar apple fruits (Annona squamosa) as an alternative culture 
medium to obtain sporulation periods shorter than those described in 
the literature. Finally, the use of sugar apple fruits as a culture medium 
proved to be efficient for sporulation of the tested isolates. In addition, 
two of the evaluated isolates were only capable of sporulating in sugar 
apple fruits .
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Os fungos que compõem a família Botryosphaeriaceae (filo 
Ascomycota e ordem Botryosphaeriales) estão comumente associados a 
doenças de plantas lenhosas sendo considerados de hábito cosmopolita 
tanto para o substrato onde são encontrados, quanto para região 
territorial onde se estabelecem (1,2). São considerados extremamente 
agressivos sobre a grande maioria dos hospedeiros, podendo assim, 
serem classificados como ameaça potencial para agricultura (3). Em 
geral, estes fungos são caracterizados por possuírem hábitos parasíticos, 
saprofíticos e endofíticos, além disso, apresentam grande diversidade 
ecológica, morfológica e genética (4). Atualmente este grupo de fungos 
apresentam uma grande importância econômica devido a sua capacidade 
de infectar uma ampla gama de hospedeiros, além dos seus hábitos 
ecológicos em diferentes ecossistemas (4). Os fungos desta família 
apresentam características bastante variadas em meios de cultura 
artificiais, apresentado diferenças na coloração das colônias, velocidade 
de crescimento micelial e esporulação dependendo do gênero e da 
espécie do fungo (6). O objetivo deste trabalho foi estudar a influência 
dos meios BCA, BCA + acícula e frutos de ata em fotoperíodos de 12h 
na esporulação de fungos da família Botryosphaeriaceae obtidos de 
diferentes hospedeiros.

Foram selecionados oito isolados pertencentes à família 
Botryosphaeriacea da coleção de fungos do Laboratório de 
Fitopatologia da unidade da Embrapa Agroindústria Tropical (CNPAT) 
provenientes de diferentes plantas hospedeiras, tais como cacaueiro, 
cajueiro, cirigueleira, mangueira e neem, coletados de diferentes locais 
do Nordeste brasileiro. Sendo que o isolado do cacaueiro foi relatado 
causando sintoma de morte descendente, os isolados do cajueiro 
ocasionando sintomas de morte descendente, podridão preta da haste 
e resinose, o isolado da cirigueleira associado a morte descendente, 
o isolado de mangueira causando morte descendente e o isolado 
de neem causando seca do colo. Estes isolados foram escolhidos 
por apresentarem dificuldade de esporulação em meios de cultura 
convencionais, testados anteriormente. Os 8 isolados foram recuperados 
da preservação do tipo Castellani e colocados para crescer em meio de 
cultura batata-dextrose-ágar (BDA) a 25 °C ± 2 °C. Em seguida, após 
3 dias, discos de micélio de 7 mm de diâmetro proveniente da borda 
da colônia, foram transferidos e colocados no centro de novas placas 
de Petri contendo batata-cenoura-ágar (BCA), BCA + acículas e para 
frutos verdes de ata, cada isolado com três repetições. Os frutos de ata 
passaram por um processo de esterilização em autoclave com pressão 
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RESUMO

disto, este trabalho objetivou testar frutos de ata (Annona squamosa) como 
meio de cultura alternativo, afim de obter tempos de esporulação inferiores 
aos já descritos na literatura. Por fim, a utilização dos frutos de ata como meio 
de cultura demonstrou-se eficiente na esporulação dos isolados testados. Alem 
disso, dois dos isolados avaliados so foram capazes de esporular nos frutos 
de ata.
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de 1atm, durante 15 minutos. As placas de Petri contendo BCA e 
BCA + acícula, foram incubados a 28 ºC ± 2 ºC, com fotoperíodo 
alternado de 12/12h, onde foram avaliados o crescimento micelial e 
a presença de picnídios. Os frutos foram mantidos em câmara úmida 
e temperatura ambiente durante todo o experimento, sendo os mesmo 
armazenados em bandeja de plástico, que foram esterilizadas com 
álcool 70%, e em seguida coberto com um plástico transparente e 
adicionados algodão umedecido com água destilada e esterilizada, 
nas laterais da bandeja sendo substituído a cada dois dias, com 
fotoperíodo alternado de 12/12h. A avaliação de crescimento micelial 
dos isolados foi realizada diariamente (longitudinal e latitudinal) 
com o auxílio de um paquímetro (placas Petri) e uma fita métrica 
(frutos de ata). Já a avaliações da presença de picnídios e esporulação 
foram realizadas com 15 e 30 dias, após a instalação do experimento. 
O teste foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado 
com 3 repetições, sendo cada repetição uma placa de Petri ou um 
fruto. Os dados foram submetidos à análise de variância pelo teste 
F (p<0,05) e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade através do software estatístico R, versão 3. 5. 1.

Os resultados deste experimento estão apresentados na Tabela 1.  
Dentre os isolados testados, quando se utilizou os frutos da ata para 
a esporulação, os isolados do Cacau, BOT 04, BOT 456, BOT 466 e 
BOT 457 formaram picnídios muito mais rápido com 15 dias, quando 
comparados aos outros meios testados, no qual não apresentaram a 
presença de picnídios e quando apresentaram não tinham esporos 
(conídios). Esta metodologia com a utilização frutos de ata para 
induzir a esporulação de fungos da família Botryosphaeriaceae foi 
testada pela primeira vez neste trabalho. Até então, os estimulantes 

mais utilizados e descritos na literatura para induzir a esporulação 
de fungos desta família eram através do incremento de acículas no 
meio de cultura, submetidas a luz negra ou o uso meio de culturas 
variados (7,5). Inúmeras suposições podem justificar a ocorrência 
desses comportamentos distintos do material analisado e todas elas 
apontam para a composição química, seja dos frutos, seja dos fungos 
(8,9). Neste experimento, também foi possível perceber que alguns 
isolados foram capazes de formar o corpo de frutificação (picnídios), 
mas não formaram conídios até o período final de avaliação (Tabela 1).  
Vale ressaltar que os isolados BOT 04 e BOT 456, não conseguiram 
esporular em meio BCA e BCA + acículas, sendo capazes de formar 
picnídios e conídios apenas no meio de cultura alternativo (frutos de 
ata).

Alem disso, foi possível verificar que a maior velocidade de 
crescimento micelial foi observada nos meios BCA e BCA + acícula, 
com crescimento diferenciado entre os isolados avaliados. Conforme a 
análise, o isolado BOT 04 cresceu de forma rápida, porém não formou 
picnídio e não esporulou. De modo abrangente, utilizando frutos de 
ata como meio de cultura, os isolados tiveram as menores velocidades 
de crescimento, no entanto, a formação de picnídio e esporulação foi 
mais rápida, com exceção do isolado BOT 220.

Por fim, de acordo com os resultados obtidos conclui-se que a 
utilização do meio de cultura alternativo utilizando frutos de ata foi 
o que apresentou maior rapidez na esporulação dos isolados testados. 
Adicionalmente, os isolados BOT 04 e BOT 456 só foram capazes de 
esporular em frutos de ata. 

Figura 1. Em A, o isolado BOT 466 nos três meios de cultura utilizados. Em B, o isolado BOT 04 com a testemunha ao seu lado esquerdo.
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Tabela 1. Índice de velocidade de crescimento micelial, formação de picnídios e esporulação de isolados de Botryosphaereaceae em três substratos.

(1) Probabilidade maior que F para a interação: Médias seguidas de mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna não diferem significativamente pelo 
Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. + e -, presença ou ausência de picnídios e esporulação.

Isolados
Índice de velocidade de crescimento Presença de picnídios / Esporulação (dias)

BCA BCA+ACÍCULA ATA BCA BCA+ACÍCULA ATA

Cacau 4,88 cA 4,97 bA 3,55 bB +/29 + / 19 + / 11

BOT 04 5,65 aA 5,38 aB 5,80 aA - / - - / - + / 11

BOT 220 3,93 dA 3,95 dA 3,19 cB + / 19 + / 19 + / 29

BOT 344 5,54 aA 5,45 aA 3,36 cB +/- + / 19 + / 19

BOT 456 3,33 eA 3,37 eA 1,73 dB + / - + / - + / 11

BOT 457 5,18 bB 5,24 aB 5,68 aA + / 29 + / 19 + / 11

BOT 464 4,91 cB 5,28 aA 3,65 bC + / - + / - + / -

BOT 466 4,68 cA 4,29 cB 3,38 cC + / 19 + / 19 + / 11

Pr > F 1 0,001 -

CV (%) 4,87 -


