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Resumo: A falha frequente na obtencdo de um bom rendimento nos cultivos de algas parasitas de
plantas em meio de cultura pode ser devido a um conhecimento limitado das necessidades
nutricionais desse microrganismo. Objetivou-se neste trabalho avaliar o crescimento in vitro de
Cephaleuros virescens em diferentes meios de cultura e sob o efeito de horménios. Para tanto, discos
de agar contendo micélio do isolado H-27-01 de C. virescens, mantidos em meio basico de Bold
(MBB) foram repicados para os meios MBB, meio extrato da folha do hospedeiro agarizado (EFH),
Meio Bristol e meio Trebouxia. Em seguida as placas foram mantidas a 25°C e fotoperiodo de 12 h,
onde foram tomadas as medidas de didmetro das col6nias do 1° ao 4° dia. Além disso, outros dois
experimentos simultaneos foram realizados com 0os mesmos tratamentos, porém com a adi¢do de 150
mg L1 de AIA e 150 mg L1 de GAs. O meio de cultura que proporcionou maior crescimento micelial foi
0 meio Trebouxia, independente do uso de hormonio. O meio MBB apresentou pior desempenho em

todas as avaliagoes.
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| Introducao

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, possuindo um alto
consumo interno, especialmente pela melhoria de renda dos brasileiros, com uma
colheita que excede 40 milhdes de toneladas anuais (Anuario Brasileiro de
Fruticultura, 2013). De janeiro a novembro de 2014, o volume de manga exportado
foi de 120,3 mil toneladas, 8% superior ao ano de 2013. Em receita, o total soma
US$ 146,5 milhdes, 9,1% superior em comparacao a 2013 (Hortifruti Brasil, 2015).
Porém, sdo muitos os problemas encontrados na cadeia produtiva desta cultura, que
em muitos casos sao limitantes a sua exploragcdo comercial tendo em vista as perdas
qualitativas e quantitativas, como as doencas causadas por microrganismos (SALES
JUNIOR et al., 2004).
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Em se tratando desses organismos, pode-se citar as algas do género
Cephaleuros, principalmente por ser amplamente distribuida em regifes tropicais e
subtropicais do mundo (NELSON, 2008; GOKHALE & SHAIKH, 2012). Segundo
Malagi et al. (2011), no Brasil a mancha de alga ja teve incidéncia relatada nas
culturas frutiferas, tais como o abacate, acerola, caju, goiaba, citros e manga. A alga
causa danos consideraveis quando sob condicbes de umidade e temperatura
elevadas, preferencialmente em ambientes que possibilitam a manutencdo de filme
de agua na superficie das folhas, o que é necessario para a sua mobilidade e seu
desenvolvimento (POLTRONIERIL et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2016).

A falha frequente na obtengdo de um bom rendimento nos cultivos de algas
parasitas de plantas em meio de cultura pode ser devido a um conhecimento
limitado das necessidades nutricionais desse organismo, visto que meios contendo
carbono e nitrato ou até hormoénios sdo 0s mais apropriados para o crescimento das
algas (PONMURUGAN et al, 2010; SUTO & OHTANI, 2011). Para exemplificar a
importancia deste tépico, pode-se citar o trabalho de Malagi et al. (2011), os quais
ndo obtiveram sucesso na multiplicacdo da alga em meio de cultura BSA (Batata-
Sacarose-Agar). No entanto, Ponmurugan et al. (2010) ao testarem diversos tipos de
meios de cultura, obtiveram bons resultados com os meios sintéticos Trebouxia e
Bristol, além da inducdo a germinacdo de zooOsporos pelo emprego do hormdnio
acido-3-indolacético (AIA) como componente de alguns dos meios de cultura
avaliados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de colonias de
Cephaleuros virescens em diferentes meios de cultura sem e com adicdo de

horménios: acido-3-indolacético (AIA) e acido-3-giberélico (GA3).

| Material e Métodos

Para avaliar o crescimento in vitro de C. virescens em diferentes meios de
cultura, discos de agar, contendo micélio do isolado H-27-01, pertencente a Colecéo
de Patdégenos de Plantas da Universidade Estadual de Goias (UEG), mantidos em
meio basico de Bold (MBB) foram repicados para os meios (a) MBB [contendo g L1
(1) 25 g NaNOs, (2) 2,5 g CaClz.2H20, (3) 7,5 g MgS04.7H20, (4) 7,5 g K2HPO4, (5)
17,5 g KH2PO4, (6) 2,5 g NaCl, (7) 50,0 g EDTA, (8) 31,0 g KOH, (9) 4,98 ¢
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FeS04.7H20, (10) 11,42 g H3BOs3, (11) 1 ml H2SO4, (12) solucdo de micronutrientes
contendo g L1: 8,82 g ZnS04.7H20, 1,44 g MnCl2.4H20, 0,71 g MoO3, 1,57 g
CuS0a4.5H20, 0,49 g Co(NO3)2.6H20; preparado com 10 mL das solucdes 1-6, 940
mL de agua destilada, 1 mL das solu¢des 7-12 e 22g de &gar], (b) meio extrato da
folha do hospedeiro agarizado (EFH; contendo: 1 L de filtrado a partir de 100 g de
folhas de mangueira ‘Amrapali’ sadias trituradas, 20 g sacarose e 20 g agar), (c)
Meio Bristol [solugdo Bristol (contendo g L1: 0,097 g FeClz, 0,004 g MnClz, 0,005 g
ZnClz, 0,002 g CaCl2 e 0,004 g Na2MoOa4)] e (d) meio Trebouxia (contendo g L-1:10 g
peptona proteose, 20 g glicose, 60 mL solucéo Bristol). Em seguida as placas foram
mantidas a 25°C e fotoperiodo de 12 h, onde foram tomadas as medidas de
didmetro das colbnias do 1° ao 4° dia, obtendo-se os valores médios de duas
medidas diametralmente opostas. Além disso, outros dois experimentos simultaneos
foram realizados com os mesmos tratamentos descritos anteriormente, porém com a
adicdo dos seguintes hormonios: (a) 150 mg L! de acido-3-indol acético (AlA) e (b)
150 mg L1 de &cido-3-giberélico (GAs) e subsequente avalicdo do crescimento
micelial, conjuntamente aos tratamentos sem adicdo de horménio, para comparacao.
Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com 8 placas de Petri para cada tratamento. Os valores dos diametros das
colénias foram utilizados para se calcular a area ocupada pelo micélio da alga do 1°
ao 4° dia de crescimento. Em seguida, para as analises estatisticas, foi considerada
a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM), a qual foi calculada a
partir dos valores diarios de area ocupada por micélio, através da férmula AACCM =
2 [((yl + y2)/2)*(t2-t1)], onde y1 e y2 sdo duas avaliacdes consecutivas realizadas
nos tempos tl e t2, respectivamente. Os valores de AACCM foram submetidos ao
teste de Scott-Knott (P<0,05), com auxiio do programa Sisvar 5.3 (FERREIRA,
2011).

| Resultados e Discussao

O meio de cultura que proporcionou maior crescimento micelial médio de C.
virescens foi 0 meio Trebouxia (AACCM = 73,99), independente do uso de hormdnio
(Tabela 1). Em seguida, o meio EFH proporcionou o segundo melhor crescimento

médio (31,26), exceto na auséncia de horménio (22,75). O meio Bristol foi o que
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proporcionou o terceiro melhor crescimento médio (27,56) da alga (média dos trés
tratamentos: sem hormdnio, AIA e GAs). O meio MBB apresentou pior desempenho
em todas as avaliacbes (sem hormoénio, AIA e GA3), consequentemente,

proporcionando média estatisticamente inferior aos demais meios (17,77).

Tabela 1. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Cephaleuros
virescens em diferentes meios de cultura, sem adicdo de hormdénio e com adicao de

acido-3-indolacético (AlA) e acido giberélico (GA3). Ipameri, Goias.

Meio de cultura AACCM
Sem horménio AlA GA3 Média

MBB 26,39 cA 14,97 dB 11,95 dB 17,77 d
EFH 22,75 cC 38,96 bA 32,27 bB 31,26 b
Bristol 35,21 bA 22,61 cB 24,86 cB 27,56 c
Trebouxia 85,29 aA 74,04 aB 62,63 aC 73,99 a
Ccv 11,69% 12,22% 13,26% 11,78%
Média 42,41 A 37,64 B 32,95 C -

Ao se comparar se a adicdo de hormdnio interfere com o crescimento micelial

de C. virescens, verificou-se que a auséncia de horménio, em média, proporcionou
melhor crescimento micelial da alga (42,41). O meio EFH foi a Unica excecao,
exibindo aumento de AACCM quando a adicdo de hormonios. Ao se comparar 0S
hormbnios, a adicdo de AIA aos meios de cultivo proporcionou maior valor médio de
AACCM, exceto nos meios MBB e Bristol, os quais foram indiferentes quanto ao tipo

de hormonio utilizado.
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Figura 1. Modelos de crescimento micelial de Cephaleuros virescens em diferentes

meios de cultura sem adi¢cdo de horménio.
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Figura 2. Modelos de crescimento micelial de Cephaleuros virescens em diferentes

meios de cultura com adi¢cao de hormonio AlA.
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Figura 3. Modelos de crescimento micelial de Cephaleuros virescens em diferentes

meios de cultura com adi¢cdo de horménio GA3.

O meio de cultura que proporcionou melhor crescimento micelial médio de C.
virescens (AACCM) foi o meio Trebouxia, independente do uso de hormdnio. Uma
explicacdo para tal evento reside no fato de que este meio sintético € o meio mais
completo dentre os meios avaliados, fornecendo nutrientes essenciais (fésforo,
calcio, magnésio, boro, cobre e zinco) para o desenvolvimento de microalgas
(PONMURUGAN et al., 2010). Adicionalmente, Ren et al., (2013) preconizou que 0
meio Trebouxia fornece nitrogénio por meio da Peptona proteose, o qual é um
nutriente essencial ao crescimento de algas. Em estudos recente, Ponmurugan et
al., (2010) testaram diferentes meios de cultura, sintéticos e naturais, para o
crescimento in vitro de C. parasiticus e, de forma analoga, obtiveram crescimento
acentuado em meio Trebouxia. Um crescimento micelial rapido € importante, uma
vez que reduz os riscos de contaminacdo na cultura pura do microrganismo (SALES
CAMPOS e ANDRADE, 2010).

O MBB é um meio que possui mais nutrientes (micronutrientes e
macronutrientes) comparado aos demais meios, porém teve o pior desempenho em
relagdo ao crescimento da colénia de C. virescens. Isso pode estar relacionado ao
fato de ndo se ter fornecido luminosidade constante no experimento, pois quando se
mantem em luminosidade constante mais nutrientes sao requeridos para suprir as
necessidades fisiologicas de C. virescens e manter uma melhor eficiéncia

fotossintética, gerando assim um maior crescimento da alga em condi¢des in vitro
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(OLIVEIRA et al, 2015). Pode-se inferir também ao fato de que o MBB é um dos
meios mais completos porém mais sintéticos também, e a alga se desenvolvem
melhor em meios menos complexos e mais proximos de condi¢cdes naturais onde
elas se encontram (meios ndo sintéticos).

A auséncia de horménio, em média, proporcionou melhor crescimento micelial
da alga. Neste campo de pesquisa, ainda existem poucos estudos relacionados ao
uso de hormoénios para inducdo ao crescimento e reproducdo de algas. A maioria
dos autores relacionam a inducdo de horménios a estimulagdo de formacdo de
gametangio e de zodsporos e ndo ao crescimento micelial da alga. Chowdary (1969)
reportaram que esporangios e gametangios foram produzidos em C. virescens
gquando auxinas (acido indolil-3-acético, indolil-3-butirico e indolil-3-propionico) foram

adicionadas ao meio de cultura.

| Consideracdes Finais

1 - Quando cultivada no meio Trebouxia, independente de uso de horménios,
obteve-se melhor crescimento in vitro de C. virescens.

2 - O MBB teve o pior desempenho em todas as avaliagbes comparado com 0S
demais, sugerindo que este o isolado H-27-01 de C. virescens prefere meios
naturais a meios sintéticos.

3 - A adicdo de hormonios nédo teve um resultado significativo para o crescimento da

alga, evidenciando o papel destes apenas nos processos de gametogénese.
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