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1. INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseoulus vulgaris) constitui uma cultura de
importancia sécio economico no mundo, devido que representa uma fonte
nutricional e proteica (PONPEU, 1987). O Brasil destaca-se como o segundo
maior consumidor (19%), e como o terceiro maior produtor de feijao apos a
Myanmar e a India (FAOSTAT, 2015; FAOSTAT, 2014).). Pese a importancia da
cultura no Brasil, perdas na produtividade acontecem devido a ocorréncia de
doencas fungicas, destacando-se a antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (BARBOSA; GONZAGA, 2012; MANOS;
OLIVEIRA, MARTINS, 2013).

A antracnose do feijoeiro € uma doenca que pode atingir todos os estagios
de desenvolvimento da planta, ocasionando danos severos em plantulas, folhas,
caule, ramos, vagens e/ou sementes (RAVA et al, 1994) com perdas que podem
ser de até 100% da producdo em condi¢cdes favoraveis para a doenca (PASTOR-
CORRALES; TU, 1989; BALARDIN, 1997). Devido a importancia da doenca,
estudos relacionados com a fisiologia do fungo e pesquisas sobre métodos de
controle quimicos, biolégicos ou genéticos sdo relevantes para o combate da
doenca. Esses estudos envolvem na maioria das vezes o cultivo in vitro do
patdgeno e a producdo de inoculo puro em quantidade pré-determinada
(SANTOS et al. 2005).

A obtencao de isolados esporulantes de algumas espécies fitopatogénicas
torna-se uma tarefa de dificil execucédo, sendo necesséaria a padronizacdo das
condicBes ambientais para a esporulacdo dos mesmos (CRUZ; PRESTES,;
MACIEL, 2009). Nesse contexto, a espécie C. lindemuthianum tem-se
caracterizado por ser um fungo de crescimento lento e que, dependendo do
isolado, depende de meios suplementados e diferentes condicbes de
luminosidade para a producdo de esporos em quantidade suficientes usadas para
as pesquisas.

Fatores como a composicdo do meio de cultura, temperatura e
luminosidade séo determinantes para a quantidade e qualidade do crescimento
micelial e esporulacdo dos fitopatdgenos (DHINGRA; SINCLAIR, 1995; NOZAKI
et al, 2004). Condic¢des de luminosidade pode influir na germinacdo de conidios,
taxa de crescimento vegetativo, inducédo da formacéo de estruturas reprodutivas,
pigmentacédo, forma e tamanho de grande parte das espécies fungicas (TEIXEIRA
et al., 2001; SANTOS et al, 2005). Dessa forma o objetivo do presente trabalho foi
testar diferentes meios de cultura e condicdes de Iuminosidade no
desenvolvimento in vitro da raga 81 de C. lindemuthianum
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2. METODOLOGIA

O isolado fungico de C. lindemunthianum pertence a cole¢cdo do LPSFF,
FAEM-UFPel, coletado em Seberi, regido central do estado do Rio Grande do Sul,
sendo obtido de vagens de feijdo, e identificado a nivel de raca como 377.
Preservados em meio Mathur a -5°C, reativados cinco dias antes das instalacées
dos experimentos.

Para verificar o efeito dos meios de culturas e condi¢cdes de luminosidade
sob o desenvolvimento do fungo, foram avaliados didametro da colénia e indice de
crescimento micelial. Os experimentos serdo conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado em esquema bifatorial com 4 repeticbes. Fator A sera
testado o tipo de meio de cultura e o fator B as condi¢gdes de luminosidade.

Para isso, o isolado da raga 81 de C. lindemuthianum foi repicado para os
diferentes meios de culturas Mathur, BDA, Agar Agar (AA), Mathur suplementado
com infusdo de vagem de feijao(MMV), Batata dextrose Agar (BDA)
suplementado com infusdo de vagem de feijao (BDAV) e AA suplementado com
infusdo de vagem de feijdo (AAV). Os meios foram vertidos para placas de Petri
em camara de fluxo laminar sendo utilizado 10 mL por placa. No centro de cada
placa foi acondicionado um disco de 5mm de diametro do isolado.
Posteriormente, as placas serdo submetidas a diferentes condicdes de
luminosidade: 12h luz e 12h escuros, 12h luz por 5 dias + 24 horas escuros por
sete dias a temperatura de 23C. Para suplementar os meios Mathur, Agar Agar e
BDA com vagem de feijdo, 500g de vagens de feijdo paulista, previamente
desinfestadas com hipoclorito 1% foram cortadas em cubitos para serem fervidas
por 10 minutos em 500 ml de agua. Posteriormente a infusdo foi filtrada e
completou-se o volume com agua destilada até 1L e cada meio foi adicionado
conforme as indicacdes da bula.

A partir do terceiro dia apos a repicagem, foi realizada a medicéo diaria
do diametro da col6énia com o auxilio de um paquimetro digital, levando-se em
consideracdo a média de dois diametros ortogonais das colénias em
desenvolvimento, até o decimo segundo dia de crescimento. A partir dos dados
correspondentes ao ultimo dia de avaliacdo serd avaliado o diametro final das
colonas. Os valores obtidos das medicdes diarias das colonias serdo utilizados
para o calculo do indice de velocidade de crescimento micelial de acordo com
Oliveira (1991); ICVM = Y (D-DA) /N, onde IVCM = indice de velocidade de
Crescimento Micelial, D= Diametro médio atua da colonia, DA= Diametro médio
da col6nia do dia anterior, N= nimero de dias apés a inoculacao

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk, & homocedasticidade pelo teste de Hartley e a independéncia dos
residuos foi verificada graficamente. Posteriormente, os dados foram submetidos
a analise de variancia (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto para a variavel de IVCM como de Diametro final da colbénia, ndo
ocorreu interacao dentre os fatores meios de cultura e luminosidade. Dessa forma
procedeu-se comparar os meios de cultura, separadamente de cada condi¢céo de
luminosidade pelo teste de comparagédo de medias de Tukey (p<0,05). Na
condicdo de luminosidade 12/12, os meios Mathur suplementado com vagem
(MV) e Agar agar suplementado com vagem (AAV) apresentaram maior indice de
velocidade de crescimento micelial IVCM em relacdo a esses mesmos meios sem
vagem, Mathur (M) e Agar Agar (AA) (Tabela 1). Destacou-se que o a velocidade
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de crescimento do fungo foi maior no meio BDA que no meio BDA suplementado
com vagem (BDAV). O Meio Agar Agar, para ambas as condicbes de
luminosidade aprestou os menores IVCM comparado com 0s outros meios de
cultura, o que indica que o patdégeno precisa de meios com maior quantidade de
sais e nutrientes para conseguir desenvolver sua fase vegetativa.

Tabela 1. indice de velocidade de crescimento micelial (cm) de C.
lindemuthianum raca 81 quando submetido a diferentes meios de cultura em
condi¢des 12 h luz 12 h escuro e condi¢des

Tipos de Meios de Condicdes de Luminosidade

cultura Luz 12/12 Luz/escuro

M 0.53 ab¥ 0.44 b
BDA 0.52 ab 0.45 b
AA 0.02 c 0.04 c
MV 0.57 a 0.57 a
BDAV 0.44 b 0.47 b
AAV 0.63 a 0.64 a

Y Médias acompanhadas por mesma letra na coluna, comparando os tipos de meio de cultura para
a condicdo de luminosidade 12/12, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Z Médias
acompanhadas por mesma letra na coluna, comparando os tipos de meio de cultura para a
condicao de luminosidade luz/escuro, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Também pode-se dizer que o substrato suplementado com vagem néo foi
essencial para o crescimento, como exemplo os meios de cultura Mathur e BDA,
foram estatisticamente similares em relagcdo a variavel de IVCM quando
comparado como os meios suplementados. No entanto, foi evidente que a infusdo
de feijao adicionada em todos o0s meios para ambas as condicbes de
luminosidade aumentou o a velocidade de crescimento do fungo.

Em relacdo ao diametro final da colbnia, na condicdo de luminosidade
12/12 no meio Agar Agar suplementado com vagem (AAV) e o meio Mathur
suplementado com vagem (MV), o fungo apresentou maior diametro de
crescimento micelial (DCM) (Tabela 2). Para a condicdo Luz/escuro, a variavel
DCM foi estatisticamente maior para o meio AAV seguido pelo meio Mathur
suplementado, concordando esses os resultados com o IVCM, devido que a maior
indice de crescimento micelial o fungo tera provavelmente maior diametro total da
colonia.

No meio Agar Agar, o fungo apresentou pouco crescimento micelial. Esse
meio se caracteriza por ser pobre em sais e acuUcares, elementos nutricionais
esséncias para crescimento de fungos exigentes como C. lindemuthianum.
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Tabela 2. Diametro da colbnia (cm) de C. lindemuthianum raga 81 quando
submetido a diferentes meios de cultura em condi¢cdes 12 h luz 12 h
escuro e condi¢cbes

Tipos de Meios de  Condicoes de Luminosidade

cultura Luz 12/12 Luz/escuro
M 5.24 bc 3 4.69 c¥
BDA 4.79 cd 4.55 c
AA 0.83 e 0.82 d
MV 5.80 ab 5.49 b
BDAV 4.43 d 4.46 c
AAV 6.11 a 5.92 a

3 Médias acompanhadas por mesma letra na coluna, comparando os tipos de meio de cultura para
a condicdo de luminosidade 12/12, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ¥ Médias
acompanhadas por mesma letra na coluna, comparando os tipos de meio de cultura para a
condi¢do de luminosidade luz/escuro, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Segundo Meneses e Silva-Hanlin (1197) metabolitos especificos a cada
espécie fungica estéo envolvidos no melhor desenvolvimento do fungo em alguns
substratos que em outros. Dessa forma destaca-se que quando suplementado o
meio AA com vagem, tanto o indice de velocidade de crescimento micelial como o
diametro final foi estatisticamente maior que 0s outros meios, sendo evidente a
grande especificidade do fungo pelo género Phaseolus.

4. CONCLUSOES

O meio Agar Agar e Mathur, ambos suplementados com vagem
aumentaram o indice de velocidade de crescimento micelial e diAmetro da colonia

O crescimento de C. lindemuthianum raca 81 nao foi estimulado pelo meio
Agar Agar, ndo sendo recomendado o uso do mesmo sem suplementar com
outros nutrientes.
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