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Resumo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento micelial in vitro de isolados de Bipolaris bicolor e analisar a
producdo in vitro de conidios de B. bicolor em diferentes regimes de luz (0 hora, 12 horas e 24 horas) a uma temperatura
de 25°C. Os isolados utilizados para a realizagdo deste trabalho fazem parte da Colecao de fungos fitopatogénicos do
Laboratério de Fitopatologia da UEG, Unidade de Ipameri. Os mesmos foram reativados para a realizacdo deste
experimento, em meio BDA (Agar Batata Dextrose). Foram avaliados o crescimento micelial, através de discos de micélio
que foram avaliados diariamente até o quinto dia apds a inoculagdo (DAI) e para a esporulacéo, apés a ultima leitura do
crescimento radial, as placas foram aproveitadas para quantificacdo de producdo de esporos de B. bicolor. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeticdes para cada tratamento e
os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste Scott-Knott (P<0,05), com o auxilio do software Sisvar 5.6.
O crescimento micelial dos diferentes isolados de B. bicolor foi indiferente quanto aos regimes de luz e a produgédo de
conidios de B. bicolor foi superior nos regimes de luz de 12 e 24 h.

Palavras-chaves: Triticum aestivum L., Ascomycota; Helminthosporium sp., Fisiologia de fungos.

Abstract. The objective of this study was to evaluate the in vitro mycelial growth of Bipolaris bicolor isolates and to analyze
the in vitro production of B. bicolor conidia in different light regimes (0 hours, 12 hours and 24 hours) at 25°C. The isolates
used to carry out this work are part of the phytopathogenic fungi collection of the UEG Phytopathology Laboratory, Ipameri
Unit. The bones were reactivated for this experiment using BDA (Potato Dextrose Agar). For mycelial growth evaluations,
through mycelium discs that were evaluated daily until the fifth day after inoculation (DAI) and for sporulation, after a last
reading of radial growth, as plates were evaluated for quantification of spore production of B bicolor The experimental
design used was completely randomized (DIC), with five replications for each treatment and the data were selected for
analysis of variance and test of variance test (P<0.05), with the aid of the Sisvar 5.6 software. The mycelial growth of two
different isolates of B. bicolor was indifferent to the light regimes and the conidia production of B. bicolor was superior in
the light regimes of 12 and 24 h.

Keywords: Triticum aestivum L., Ascomycota, Helminthosporium sp., Fungal physiology.
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Introducéo

O trigo (Triticum aestivum L.) trata-se do
cereal mais produzido e consumido mundialmente,
atrds apenas do milho. No territério brasileiro é
considerado o segundo cereal mais consumido,
podendo ser utilizado na alimentacdo humana e
animal (LINDEMAIER et al., 2020; FIOREZE et al.,
2020). A producdo da cultura no Brasil pode ser
encontrada principalmente nas regiées Sul, Sudeste
e Centro-Oeste, em que as condi¢cdes climaticas sédo
favoraveis (REZENDE et al., 2018). Porém, no Brasil
uma grande quantidade do cereal é importada,
devido aos riscos de perda durante o cultivo e a baixa
rentabilidade (PRANDO et al., 2019). No campo, a
cultura pode ser influenciada por fatores abidticos
(climéaticos) e biodticos (patégenos) que geram
enormes danos, como é o caso do Bipolaris bicolor
(FOCHESATTO et al., 2020).

Tal patdgeno pertencente ao reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Dothideomycetes e denominado
cientificamente por Bipolaris sp. (Sindénimos:
Drechslera sp., Helminthosporium sp.)
(ABOUKHADDOUR et al., 2021). Em torno de 70
espécies hospedeiras sé@o infectadas pelo fungo B.
bicolor podendo ser encontrados em diferentes
partes do mundo, 0 mesmo sobrevive entre safras
atacando sementes de plantas ou saprotificamente,
causando a mancha foliar ou a helmintosporiose
(CARVALHO et al., 2014).

Considerado um dos principais patégenos e
mais prejudiciais a cultura do trigo, o B. bicolor gera
perdas que variam de 20 a 80% na produtividade
dessa graminea (RIBEIRO e CASTLHOS, 2018).
Para transformar esse cenario tornam-se
necessarios novos estudos e o desenvolvimento/uso
de tecnologias e técnicas que visam obter
maximizacao dos lucros e minimizacdo de perdas e
custos de producdo (OZELAME e ANDREATTA,
2016).

O patégeno B. bicolor é conhecido por
ocasionar uma doenga que gera prejuizos nocivos as
lavouras, causando manchas e pequenas lesdes nas
folhas das plantas (XIAO et al., 2022). Espécies que
fazem parte deste género infectam os hospedeiros
em todos os estddios de crescimento da planta
(JAYAWARDENA et al, 2021). A doenca é
transmitida de um ano para outro, através de restos
culturais, sementes, plantas voluntarias e por indculo
gue ha no solo. Além disso, a infeccao foliar acontece
em temperaturas maiores de 18°C e mais de 15
horas de molhamento foliar (MEHTA, 1998). Os
sintomas iniciais sdo lesfes necréticas pardas sobre
o limbo de primeiras folhas com o comprimento que
difere de 1 a 2 milimetros. Em outras folhas, alguns
sintomas dependem do clima, por exemplo, em
regides frias as lesbes sdo escuras e retangulares e
em regides quentes sao cinzas e elipticas (REIS &
CASA, 2005).

Outros sintomas também podem ser
visualizados na parte central das glumas, sendo
lesdes elipticas com o centro claro e com bordos
pardo-escuros. Ja as sementes infectadas
apresentam a ponta do escudete negro (MONTEIRO
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et al., 2017). Contudo, a doenca néo atinge apenas
perdas de rendimento, mas também a perda de vigor
e potencial germinativo (FINCH-SAVAGE e BASSEL,
2016). O controle do patégeno deve ser realizado por
meio do manejo integrado, utilizando sementes
sadias e tratadas, cultivares resistentes ou
tolerantes, aplicacéo de fungicidas em partes aéreas,
rotacdo de cultura e controle biolégico (REIS e
CASA, 2007; DUHATSCHEK et al., 2017).

A caracterizacao fisiol6gica de doencas é de
suma importancia pelo fato de disponibilizar uma
bibliografia completa e concreta, tendo por objetivo
fornecer informagGes de politicas publicas de defesa
fitossanitaria, contribuindo para o diagnéstico e
tomada de decisbes de diferentes patégenos
(GOMES e PENA, 2016). O crescimento micelial e a
esporulacdo sdo afetados por temperatura,
luminosidade, meio de cultura e potencial
hidrogeniénico (GOMES et al., 2017).

Portanto, o conhecimento acerca dos efeitos
ambientais durante o processo de desenvolvimento
do fungo contribui nas estratégias de manejo de
doencas, seja quimico, cultural ou genético (ZAINAB
et al., 2016; PEREIRA et al.,, 2016). Diante deste
contexto, objetivou-se avaliar o crescimento micelial
e producdo de conidios in vitro de B. bicolor em
diferentes regimes de luz a 25°C.

Materiais e Métodos
Isolados de Bipolaris bicolor

Os isolados fazem parte da Colecdo de
fungos fitopatogénicos do Laboratério de
Fitopatologia da UEG, Unidade de Ipameri. Utilizou-
se seis isolados que foram reativados para a
realizacdo deste experimento, em meio BDA (Agar
Batata Dextrose), a partir das amostras mantidas em
baixa temperatura. Os isolados encontram-se
preservados em meio BDA a uma temperatura de
5°C pelo método de Castellani.

Avaliacéo do crescimento micelial de Bipolaris bicolor
sob diferentes regimes de luz

Discos de micélio (7 mm @), contendo
micélio dos seis isolados de B. bicolor foram retirados
de colbnia com aproximadamente dez dias de idade
e transferidos para o centro de placas de Petri (85
mm &) contendo meio BDA (cinco placas de Petri por
isolado). Em seguida, as placas foram mantidas em
incubadoras tipo BOD ((Demanda Bioquimica de
Oxigénio) na temperatura de 25°C em diferentes
regimes de luz (0 hora, 12 horas e 24 horas),
utilizando-se lampadas fluorescentes de 20W, 75RS
(marca Philips®), durante 5 dias. O crescimento
radial do micélio foi avaliado diariamente até o quinto
dia ap6s a inoculagdo (DAI) nas placas de Petri, a
partir da média de dois diametros diametralmente
opostos, com auxilio de um paquimetro digital. O
delineamento experimental utilizado na avaliacdo do
crescimento micelial e esporulacao de B. bicolor foi o
inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeti¢cdes
para cada isolado de B. bicolor.
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Avaliacdo da esporulacdo de Bipolaris bicolor sob
diferentes regimes de luz

Ap6s a ultima leitura do crescimento radial (5
DAl), as placas foram aproveitadas para
qguantificacdo da producéo de esporos pelos isolados
B. bicolor nos trés regimes de luz aos quais foram
submetidos a 25°C. Para tanto, um total de 10 mL de
agua destilada esterilizada (ADE) foram adicionados
em cada placa de Petri, seguido da liberacdo dos
esporos com alca de Drigalsky. Em seguida, os
esporos foram recolhidos em Becker e filtrados em
gaze esterilizada. As concentrac6es das suspensfes
obtidas foram mensuradas em cAmara de Neubauer,
realizando-se a contagem de esporos cinco vezes
em cada placa (CARVALHO et al.,, 2008). O
delineamento experimental utilizado na avaliacdo do
crescimento micelial e esporulacdo de B. bicolor foi o
inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeti¢cdes
para cada isolado de B. bicolor.

Analises estatisticas

Os resultados relacionados ao crescimento
micelial e esporulac¢éo foram submetidos a analise de
variancia e ao teste de Scott-Knott (P<0,05), visando
verificar diferencas entre os isolados quanto ao
crescimento micelial e producdo de esporos. Além
disso, foi realizado o desdobramento estatistico para
obter as médias sobre o crescimento micelial e
esporulacdo com diferentes regimes de luz. Estas
analises foram realizadas no programa estatistico
Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011).

Resultados e discussao

A éarea abaixo da curva de crescimento
micelial (AACCM) dos isolados de Bipolaris bicolor,
guando submetidos a crescimento sob diferentes
regimes de luz, apresentaram médias de crescimento
de 80,19, 86,22 e 82,59 cm? para os regimes de 0, 12
e 24 h de luz, respectivamente, ndo diferindo entre si
(Tabela 01). Este comportamento foi reproduzido
para quase todos os isolados. Somente F-24-04 e F-
24-05 apresentaram reacdo a luz quanto ao
crescimento  micelial. Para ambos, melhor
crescimento foi verificado no regime de 12 h de luz.
Entre os isolados é importante mencionar que F-24-
01 apresentou média geral superior aos demais,
enquanto F-24-02 apresentou média geral inferior
aos demais isolados.

Quanto a esporulacdo, ao se observar as
médias gerais dos isolados em cada regime de luz,
verificou-se que no escuro (0 h de luz) a esporulacéo
foi inferior em relac@o aos outros regimes os quais
apresentaram valor médio superior a 3,0 x 10°
conidios/mL (Tabela 02). O isolado F-24-01
apresentou valores inferior de esporulacao, inclusive
ndo esporulando quando no escuro. As melhores
médias de esporulacdo foram obtidas para F-24-04,
inclusive quando houve incidéncia de luz (12 e 24 h
de luz), o que contribuiu para este isolado apresentar
esporulacdo superior aos demais.

Tabela 1. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Bipolaris bicolor isolados de sementes de trigo sob

diferentes regimes de luz?.

Isolados AACCM (cm?)!

0h 12 h 24 h Média
F-24-01 111,46 aA 105,15 aA 99,69 aA 105,43 a
F-24-02 54,13 dA 42,92 cA 52,19 bA 49,75 ¢
F-24-03 79,06 cA 86,31 bA 87,99 aA 84,46 b
F-24-04 75,63 cB 100,16 aA 82,66 aB 86,15 b
F-24-05 70,51 cB 96,20 aA 84,52 aA 83,74 b
F-24-06 90,36 bA 86,60 bA 88,48 aA 88,48 b

Média 80,19 A 86,22 A 82,59 A -

CV (%) 13,07 6,32 15,85 12,05

1As médias seguidas das mesmas letras minlsculas nas colunas e mailsculas nas linhas néo diferem estatisticamente

entre si, segundo o teste de Scott-Knott (p<0,05).

Tabela 2. Esporulacdo de Bipolaris bicolor isolados de sementes de trigo sob diferentes regimes de luz®.

Isolados Conidios mL!

Oh 12 h 24 h Média
F-24-01 - 0,12x10° cA 0,12x10° dA 0,08x10° d
F-24-02 0,12x10° bB 2,68x10° bA 1,66x10° cA 1,49%x105 ¢
F-24-03 1,57x10° aA 2,30x10° bA 2,07x10° cA 1,98x105¢c
F-24-04 0,37x10° bC 8,19x10° aA 5,88x10° aB 4,81x10° a
F-24-05 0,50%10° bC 3,71x105 bB 7,16x10° aA 3,79x10° b
F-24-06 0,12x105 bB 2,94x10° bA 3,45x10° bA 1,17x105¢c
Média 0,44x10°B 3,32x10° A 3,39x10° A -
CV(%) 82,52 25,84 29,24 33,28

1As médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas néo diferem estatisticamente

entre si, segundo o teste de Scott-Knott (p<0,05).
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A luz é uma forte caracteristica ambiental
capaz de modular aspectos importantes da fisiologia
de um microrganismo (BAYRAM et al., 2010).
Desenvolvimento, metabolismo e outros
mecanismos genéticos complexos séo afetados pela
luz em fungos filamentosos (CANESSA et al., 2013).
No entanto, o que ficou evidente no presente estudo
€ que no geral o regime de luz nao interferiu
significativamente o crescimento micelial dos
isolados de B. bicolor, visto que as médias nao
diferiram estatisticamente entre si, 0 que vai de
acordo com Moraes et al. (2011), cuja exposicdo a
luz ndo afetou as taxas de crescimento de B.
euphorbiae, uma vez que o crescimento do fungo foi
essencialmente 0 mesmo para todos os regimes de
luz a partir do sexto dia de incubagéo.

Somente F-24-04 e F-24-05 apresentaram
reacdo a luz quanto ao crescimento micelial. Para
ambos, melhor crescimento foi verificado no regime
de 12 h de luz, corroborando com Channakeshava e
Pankaja (2018), que relataram uma maior
capacidade de crescimento micelial de B. oryzae
guando submetido a exposicdo alternada de luz e
escuro (12 horas de regime cada). Vale destacar que
o regime de 24 horas ndo afetou em maior grau o
crescimento micelial dos referidos isolados quando
comparado com o regime de 0 h (escuro), o contrério
foi observado por Patsa et al. (2018), que relataram
em seu trabalho auséncia de crescimento micelial de
B. sorokiniana em condi¢es de luz continua (24
horas de luz).

Os isolados F-24-02, F-24-03 e F-24-06
apresentaram médias gerais inferior aos demais
isolados. Este fato pode estar atrelado as
caracteristicas intrinsecas das espécies flngicas,
gque podem responder de diferentes formas a
exposicao da luz (AZEEM et al., 2021). Ao contrario
das plantas, os fungos usam a luz como fonte de
informacgdo, mas ndo como fonte de energia (TISCH
e SCHMOLL, 2010), sendo assim, estima-se que a
maioria das espécies de fungos apresente alguma
forma de resposta a luz, variando desde a tomada de
decisfes de desenvolvimento até a reprogramacao
metabdlica e a patogénese (FULLER et al., 2015).

Os fungos geralmente requerem diferentes
condi¢des de luz e temperatura favoraveis durante
seu desenvolvimento, isso porque, alguns fungos
filamentosos liberam a maior parte de seus esporos
durante o dia, enquanto outros exibem padrbes
diurnos mais complexos (ROBERTS e PAUL, 2006),
ou seja, cada espécie tem uma exposicdo diferente
aos padrdes de fotoperiodo de respostas fisioldgicas
(ZOU et al., 2020) e esses fatores influenciam as
fases do seu ciclo de vida (PAPAGIANNI, 2004; DIX,
2012).

O isolado F-24-01 apresentou 0s menores
valores de esporulagdo, inclusive ndo esporulando
guando no escuro. Moraes et al. (2011) relataram
uma maior producéo de esporos por B. euphorbiae
apos a exposicdo ao regime de fotoperiodo de 12 h.
No entanto, a esporulacdo neste regime nao diferiu
daquela na auséncia de luz segundo os autores
mencionados, igualmente encontrado no presente
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estudo. A exposigdo a luz parece ter varios efeitos no
crescimento de diferentes espécies de fungos
(PAWLIK et al., 2020). Além disso, a sinalizacdo de
luz esta intimamente ligada a outras vias, como
esporulacdo assexuada, desenvolvimento sexual,
metabolismo primario e producdo de enzimas
especificas, demonstrando a complexidade da
deteccdo de luz e transducdo de sinal em fungos
(BAYRAM et al., 2016; PAWLIK et al., 2019). Isto
sugere que periodos alternados de exposicao
favorecem todas as reacdes metabdlicas, inclusive
aquelas que ocorrem apenas na presenca e/ou na
auséncia de luz (CANESSA et al., 2013).

As melhores médias de esporulagao foram
obtidas para F-24-04, inclusive quando houve
incidéncia de luz (12 e 24 h de luz). Tal variacdo de
luz ideal para diferentes espécies de fungos, assim
como dentro da mesma espécie, como relatado no
presente estudo, é condizente com trabalho realizado
por Muniz (2022), que relataram efeitos de regimes
de luz afetando de forma diferente o desenvolvimento
micelial de isolados de B. bicolor, fato este que pode
ser explicado pela versatilidade de resposta em
relagdo a luz do género Bipolaris sp. (KUMAR et al.,
2020).

Analisando as associacdes entre o
crescimento micelial e as quantidades de esporos de
isolados de B. bicolor provenientes de sementes de
trigo, pode-se verificar que o fator determinante para
o crescimento micelial e produgéo de esporos foi 0
regime de luz de 0 h (escuro), o qual afetou
negativamente e em maior grau 0 crescimento
micelial dos isolados de B. bicolor e a producéo de
esporos. Contudo, o efeito desse fator ndo se
generalizou a todos os isolados avaliados. O isolado
F-24-03 apresentou maior esporulagdo em todos os
cenérios (0, 12 e 24 h de luz). Esta variagdo, no
comportamento entre os diferentes isolados, pode
ser explicada pela alta diversidade das espécies do
género Bipolaris (NAZARI et al., 2015; KANDAN et
al., 2016; AHMADPOUR et al., 2018).

Concluséo

O crescimento micelial dos diferentes
isolados de B. bicolor foi indiferente quanto aos
regimes de luz. A producéo de conidios de B. bicolor
foi superior nos regimes de luz de 12 e 24 h.
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