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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar linhagens de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli quanto ao crescimento
micelial, formagdo de peritécio e dimorfismo de ascosporos. Foram avaliadas quatro linhagens nos meios de cultura de
folhas de feijoeiro e meio M, e em condigdes com e sem fotoperiodo. O comprimento dos ascosporos da linhagem normal
e da mutante foi determinado. Houve diferenca significativa quanto ao crescimento micelial e tamanho dos ascosporos.
Constatou-se, pela primeira vez, em Glomerella cingulata f. sp. phaseoli dimorfismo de ascdsporos sem indugao.

Palavras-chave adicionais: antracnose, crescimento micelial, morfologia.

ABSTRACT

Dimorphism of ascospores in Glomerella cingulata f. sp. phaseoli

The aim of this work was to characterize Glomerella cingulata f. sp. phaseoli strains for mycelial growth, perithecia
formation and ascospore dimorphism. Four strains were evaluated in common bean leaves and PDA media, with and without
photoperiod. Length of the wild and mutant strains of ascospores was determined. There was asignificant difference for
mycelial growth and ascospore size. This is the first time that ascospore dimorphism has been reported in Glomerella

cingulata £. sp. phaseoli.

Additional keywords: anthracnose, mycelial growth, morphology.

A antracnose, causada por Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Briosi & Cavara ¢
uma das doengas mais importantes do feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.). A ampla variabilidade genética
apresentada por este fungo dificulta a obtencdo de cultivares
que apresentem resisténcia duradoura aos varios patotipos
ja identificados (Talamini ef al. 2004). A fase teleomorfica,
Glomerella cingulata £. sp. phaseoli Kimati (Kimati & Galli,
1970) (Figura 1B) ¢ facilmente obtida em laboratorio por
métodos convencionais (sem inducdo) apesar de ndo ser
encontrada na natureza (Mendes-Costa, 1996; Camargo Jr.,
2004). No entanto, a ocorréncia da fase sexual ¢ fundamental
para andlises genéticas e para o entendimento da estrutura
populacional de fungos. Nos ascos sdo encontrados de 1 a 8
ascosporos, hialinos, de forma alantéide, apresentando, em
média 21,7 pm de comprimento e 6 um de largura (Roca et
al., 2003). A dimensdo e a forma dos ascosporos constituem
importantes marcadores morfologicos (Panaccione et
al., 1989). A ocorréncia de dimorfismo conidial em
Colletotrichum sublineolum P. Henn. foi utilizada para
demonstragdo do ciclo parassexual nesta espécie (Souza-
Paccola et al., 2003). Ascosporos andes de G. cingulata,
isolados de Ipomea, foram obtidos por Wheeler & Driver
(1953) utilizando meio com carbono radioativo. Até o
momento, ndo ha relatos de dimorfismo de ascosporos em
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G. cingulata f. sp. phaseoli. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar linhagens de Glomerella cingulataf. sp. phaseoli
quanto ao crescimento micelial, formacdo de peritécio e
dimorfismo de ascosporos.

O experimento foi realizado no Laboratorio
Multidisciplinar de Biologia do Centro Universitario
de Lavras. As linhagens utilizadas foram provenientes
da Micoteca do Laboratério de Resisténcia de Plantas a
Doencas do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, no esquema fatorial
4 x 2 x 2, utilizando-se quatro repeti¢des. Quatro linhagens
(L20, L42, L81 e L89) foram desenvolvidas nos meios de
cultura M, 10 grs. de sacarose, 20 grs. de Agar-agar, 2 g.
de KH,PO, 1 g de MgSO,7H,0, 6 g de neopeptona, 4 mL
de polivitaminico € 1 L de H,O destilada - (Junqueira et al.,
1984) e de folha de feijoeiro — 300 grs de folha de feijoeiro,
10 grs. de dextrose, 20 grs. de Agar-agar, 1L de HO - e
em duas condigdes ambientais: com e sem fotoperiodo de
12 horas. Todas linhagens foram incubadas e mantidas em
temperatura média de 24 °C. Apos oito dias de crescimento
as seguintes caracteristicas foram avaliadas: crescimento
da coldnia por meio da mensuragdo do didmetro em cm e
formacao de peritécio. Apds 30 dias de desenvolvimento, foi
verificada a formagdo de um setor esbranquig¢ado na linhagem
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FIG. 1 - A. Placa com meio M, mostrando setor mutante da cultura de Glomerella cingulata f. sp. Phaseoli; B. Peritécio em

aumento de 10x; C. Ascésporos mutantes (seta) e normais em aumento de 40x. (barra = 20pm)

20 (Figura 1A). Neste setor foi observado aparecimento de
ascosporos muito reduzidos que surgiram espontaneamente.
Estes ascosporos foram caracterizados através de suas
dimensdes, utilizando-se a relagdo entre comprimento x
largura e formato. Foram medidos, ao acaso, 30 ascdsporos
mutantes da linhagem L20, e 30 de tamanho normal, com
auxilio do software de analise de imagens (Imagen Tool para
windows versao 3.00 - UTHUSCA). A analise de variancia
foi realizada utilizando-se o programa SISVAR. As coldnias
avaliadas apresentaram colorago escura, superficie contendo
pequeninos grumos (aglomeracgdo de peritécios) e levemente
aveludadas no inicio da germinacdo. Houve diferenca
significativa (P<0,05) para os efeitos de linhagens, meios e
ambientes. O meio de folhas de feijoeiro proporcionou maior
crescimento das coldnias nas diferentes linhagens avaliadas.
Como a interacdo linhagens x ambientes foi significativa
(Tabela 1), procedeu-se o desdobramento para avaliar o

crescimento micelial em BOD e estufa, com as linhagens
diferindo entre si apenas quando avaliadas na estufa (Tabela
1). No entanto, todas as linhagens apresentaram maior
crescimento quando desenvolvidas com fotoperiodo de 12
horas. Foi verificada a presenca de peritécios férteis em todas
as linhagens avaliadas. Como ja mencionado, a linhagem 20
apresentou um setor mutante espontaneo, com formacao de
esporos andes. A partir da mensuragdo dos ascosporos da
linhagem normal e do setor mutante, verificou-se que ambos
possuiam formato fusiforme. No entanto, os resultados
obtidos da andlise de varidncia demonstraram diferenga
significativa entre a linhagem normal e a linhagem mutante
quanto ao comprimento dos ascosporos. O tamanho médio
dos ascosporos normais da espécie G. cingulata f.sp.
phaseoli ¢ de 21,7 um de comprimento e 5,76 um de largura
(Roca ef al. 2003; Souza 2005). J& os ascdsporos mutantes,
encontrados na linhagem 20, apresentaram em média 15,1

TABELA 1 - Resumo da analise de varidncia e médias do crescimento micelial (em cm) de linhagens de
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli aos oito dias em dois meios de cultura e diferentes condi¢cdes ambientais

FV oM Fe Pr>Fc
Ambiente 8,482 324.307 0,00*
Meio 0,507 19,409 0,00*
Linhagem 0,090 3,463 0,02%*
Ambiente * Linhagem 0,112 0,112 0,00%*
Ambiente * Meio 0,056 2,157 0,14
Meio * Linhagem 0,006 0,245 0,86
Ambiente * Meio * Linhagem 0,006 0,261 0,85
Erro 0,026
CV (%) = 4,78 *P < 0,05
Meios de cultura Ambientes
Linhagens M Folhas Com fotoperiodo/ Sem fotoperiodo/
3 Feijoeiro BOD Estufa
L20 335D 3,56a 3,70 a 321b
L42 3,20b 341 a 3,68 a 2,92b
L81 326a 34l a 3,77 a 2,90b
L89 337a 351a 3,84a 3,05b

"Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem significativamente pelo teste Scott-Knot (1974) ao nivel de 5%.
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pm de comprimento e 4,4 pm de largura (Figura 1C).
Esses resultados comprovam a ocorréncia de dimorfismo
de ascosporos em Glomerella cingulata f.sp. phaseoli
constituindo-se do primeiro relato nesta espécie em isolados
de Phaseolus vulgaris. As demais linhagens apresentaram
em média as seguintes dimensdes (comprimento x largura)
respectivamente: L42 — 223 pm x 7,2 pm; L81 — 23,8 pm
x 6,4; L89 — 23,5 um x 6,2 um. Na literatura ha apenas o
relato de Wheeler & Driver (1953) sobre a ocorréncia de
ascosporos andes em G. cingulata, através de indugdo com
carbono radioativo apresentando comprimento médio de 9,5
pum para os mutantes e 24,1 pm para os ascOsporos normais.
Os dados citados, comparados com os obtidos, mostram
que a linhagem mutante descoberta ¢ intermedidria entre o
ascosporo normal e o mutante ando relatado por Wheeler
& Driver (1953) podendo ser utilizado como marcador
morfologico em andlises genéticas desta espécie.
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