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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento in vitro do fungo Bipolaris sorokiniana em meio
batata-dextrose-agar (BDA) modificado mediante a adi¢do de quatro diferentes restritores hidricos (sacarose,
manitol, NaCl e KCI) com diferentes potenciais osméticos (-0,4, -0,6, -0,8 e -1,0 MPa). Como testemunha foi
utilizado meio BDA sem adi¢do de restritor hidrico. Discos de micélio de 5 mm de didametro foram transferidos
para placas de Petri contendo o meio BDA. As placas foram incubadas em BOD a 23 °C com fotoperiodo de
12 horas e a avaliacdo do crescimento micelial foi realizada apds sete dias e expressa em mm/dia. Na
segunda parte do experimento foi realizado o teste de germinacdo das sementes de cevada submetidas a
diferentes tempos de infeccdo do fungo. A avaliacdo da germinacgéo foi realizada com o teste em rolo de
papel e em caixas gerbox, e os resultados foram obtidos apos sete dias de incubacéo. Para avaliar a infec¢édo
do fungo, as sementes foram depositadas em caixas gerbox e avaliadas sob lupa com aumento de até 40X,
apos dez dias de incubacéo. O ensaio foi conduzido com delineamento estatistico completamente casualizado
e 0s dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia. Com os resultados obtidos, concluiu-se que os
restritores hidricos nao interferem no crescimento micelial do fungo. Quando utilizado a sacarose com
potencial osmatico -0,4 MPa no meio, a faixa de tempo para a infeccdo de sementes que apresentou melhor
resultado foi de 72 e 96h, no qual n&o interferiu na germinagéo da semente.

PALAVRAS-CHAVE: Crescimento micelial; Inoculacéo artificial; Restricdo hidrica.

1 INTRODUCAO

O fungo Bipolaris sorokiniana € um importante patégeno da cevada no Brasil. O
patégeno causa as doencas denominadas de macha marrom nas folhas e podriddo comum
das raizes, as quais reduzem o rendimento de grédos da lavoura e a qualidade dos gréos
colhidos (FORCELINI e REIS, 2005).

A gualidade dos gréos da cevada é de extrema importancia devido a sua utilizacao
na producdo de malte, no qual é a principal matéria prima para a industria cervejeira. No
ano de 2019, o Brasil produziu 400.415 toneladas de cevada (NOGUEIRA, 2020),
entretanto esse volume de producdo € insuficiente para o atendimento da demanda
nacional para esse cereal.

Este estudo teve a finalidade de desenvolvimento de uma metodologia para a
inoculacéo artificial de Bipolaris sorokiniana, pois sementes de cevada inoculadas com esse
patdogeno sao utilizadas em diversas pesquisas fitopatologicas, como tratamento de
sementes e desenvolvimento de métodos de manejo das doengas causadas por esse fungo
(FARIAS et al., 2010).

O objetivo do trabalho foi avaliar o emprego de quatro diferentes restritores hidricos
(sacarose, manitol, KCl e NaCl) com em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) no
crescimento micelial de B. sorokiniana e verificar se os restritores hidricos com diferentes
potenciais osmoticos (-0,4, -0,6, -0,8 e -1,0 MPa) possuem efeito deletério na germinacao
das sementes de cevada.
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2 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de
Maringd. No primeiro experimento, foi avaliado o efeito do meio BDA osmoticamente
modificado através da adicdo de quatro diferentes restritores hidricos, sendo eles o manitol,
sacarose, NaCl e KClI, no crescimento micelial do B. sorokiniana. Os potenciais osmoticos
utilizados em cada restritor foram de 0,0, -0,4, -0,6, -0,8 e -1,0 MPa, nos quais as
concentragdes de cada soluto foram devidamente ajustadas e feito a preparacdo do meio
de cultura modificado. Posteriormente, os meios foram vertidos em placas de Petri com 9
cm de didmetro em um volume de aproximadamente 20 mL de meio por placa. Apos a
solidificacdo do meio de cultura, foi realizado a repicagem do fungo, previamente
identificado por PCR, através de disco de micélio de 5 mm de didmetro e transferido para
0 centro da placa de Petri contendo o meio BDA. As placas inoculadas foram mantidas em
camara de crescimento de microrganismo, na temperatura ao redor de 23 °C com
fotoperiodo de 12 horas. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos, no qual quatro eram os restritores hidricos e um a testemunha, no que se
refere ao meio BDA sem adicdo de restritor, e com seis repeticdes (placas) para cada
tratamento. A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada apos sete dias e expressa em
mm/dia, os dados obtidos foram submetidos a analise de regressao.

No segundo experimento foi realizado a avaliacdo do tempo de incubacdo das
sementes infectadas. Para fazer a infeccao artificial das sementes de cevada, foi utilizado
placas de Petri colonizadas com B. sorokiniana em meio BDA contendo sacarose com
potencial osmotico de -0,4 MPa. Apés a placa estar totalmente tomada pelo micélio do
fungo, com aproximadamente 10 dias depois da incubacéo, 200 sementes de cevada foram
colocadas nas placas, onde permaneceram por 24, 48, 72 e 96 horas. Posteriormente ao
periodo de incubacgéo, as sementes foram avaliadas de duas formas. A primeira avaliagdo
foi feita em sementes incubadas em meio de cultura sem a presenca do fungo e o teste de
germinacao foi realizado através do rolo de papel germitest, previamente umedecido com
agua destilada. Ja o segundo método, as sementes foram incubadas em meio de cultura
com a presenca do fungo, o teste de germinagao e de infecgéo foram feitos em caixas
gerbox, com 20 sementes, contendo papel germitest umedecido com agua destilada. A
avaliacdo da germinacdo das sementes foi realizada apd6s 7 dias de incubacédo e o
percentual de infeccéo foi feito apds 10 dias.

Para a andlise estatistica, os dados obtidos foram submetidos a analise de regresséo
pelo programa Sisvar.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando analisado o crescimento micelial do fungo B. sorokiniana em meio de cultura
modificado com restritores hidricos, foi possivel observar que, quando comparado com a
testemunha, nenhum restritor hidrico apresentou diferenca significativa (P=0,05). Sendo
assim, todos os restritores utilizados no estudo, foram considerados eficazes no
crescimento do fungo (Figura 1).
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Figura 1: Efeito dos restritores hidrico manitol, sacarose, KCl e NaCl adicionados ao meio de
cultura de batata-dextrose-agar sob o crescimento do fungo B. sorokiniana.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.

Devido ao fato dos restritores hidricos ndo terem apresentado diferenca, a sacarose
foi a substancia escolhida para realizar os préximos experimentos e o potencial osmaotico
foi de -0,4 MPa. Ao analisar os resultados da infec¢édo foi possivel observar que quanto
maior o tempo de inoculacdo da semente, maior a taxa de infec¢éo. A relagdo entre a média
de infecgéo e a duracdo do tempo de inoculagdo foi descrita por regresséo linear (Figura
2). O tempo que apresentou maior indice de infeccao de 96 horas, com a média de 90,8%
respectivamente.
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Figura 2: Efeito do tempo de inoculag&o do fungo B. sorokiniana na infeccdo de sementes de
cevada em meio de cultura BDA com sacarose e potencial osmético de -0.4 mpA.
Fonte: Dados da pesquisa, 2021.
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Quanto a germinacao de sementes, com os dados obtidos, foi possivel observar que
nao ocorreu diferenca significativa entre o tempo de exposi¢cao das sementes de cevada ao
fungo cultivado em meio de cultura modificado, contendo sacarose como restritor hidrico.
Sendo assim, o restritor hidrico ndo interferiu no poder germinativo da semente (Figura 3).
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Figura 3: Germinacdo de sementes de cevada submetidas a diferentes tempos de incubacdo em
meio de cultura BDA contendo sacarose como restritor hidrico com potencial osmético de -0.4
MPa.

Fonte: Dados da pesquisa, 2021

4 CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente trabalho, foi possivel concluir que os restritores hidricos utilizados
no estudo, que séo eles o manitol, sacarose, NaCl e KCI, n&do influenciam negativamente
no crescimento micelial do fungo B. sorokiniana, portanto, podem ser utilizados em
protocolos de inoculagéao deste fungo em sementes. O tempo de exposi¢cdo das sementes
ao fungo no meio de cultura com o restritor hidrico ndo influenciou a taxa de germinacao
das sementes.
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