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O arroz é extensamente cultivado em todo o mundo e constitui base da
alimentagdo em muitos paises, incluindo o Brasil. A principal doenga do arroz é a brusone,
que se caracteriza por formar queimaduras das folhas, apresentando manchas elipticas
com extremidades agudas que comprometem a area foliar fotossintetizante, tendo reflexo
direto sobre a produgéo de grdos (Bedendo & Prabhu, 2005). O agente etiolégico é o fungo
Magnaporte grisea (Herb.) Barr, que corresponde, em seu estadio anamorfico, a Pyricularia
grisea (Cooke) Sacc., caracterizando-se por apresentar conidiéforos simples, longos e
septados, dos quais se originam conidios piriformes com um ou dois septos transversais e
hialinos (OU, 1985). O controle mais efetivo e econdémico da doenca é o uso de cultivares
de arroz com resisténcia duravel (Prabhu & Bedendo, 1991). No entanto, a variabilidade
desse patégeno tem dificultado a obtengéo de cultivares resistentes, sendo fundamental se
conhecer as ragas predominantes em um determinado local para que o melhorista possa
direcionar suas pesquisas. Para esse estudo, € necessario isolar e cultivar esse fungo em
meio de cultura, estimulando a produgao de conidios para obtengéo de inoculo (Xia et al.,
2000).

O cultivo de Pyricularia grisea € feito em varios meios de cultura, dependendo do
objetivo. Para a obtencéo de isolados, utiliza-se de modo geral o meio AA (agar-agua). Ja o
meio BDA (batata, dextrose, agua e agar) é o mais utilizado para o crescimento micelial,
enquanto que, para a esporulagéo, séo utilizados os meios CF (centeio fino, agar e agua),
FT (farinha de trigo, agar e agua), AV (aveia, agar e agua), BDA e FA (farinha de arroz,
agar e agua). No entanto, ha registro na literatura alertando que o comportamento de
diferentes cepas do fungo é diferenciado, dependendo do meio de cultura. Além disso, para
ensaios de determinagdo de ragas, nos quais se faz a inoculacdo em cultivares
diferenciadoras, é necessaria uma abundante produgdo de esporos (Xia et al., 2000).
Qualquer que seja 0 meio e a metodologia de cultivo adotada, cada repicagem pode induzir
ao aparecimento de formas diferentes de viruléncia (Bedendo et al., 1979). Para se obter
resultados confidveis, a cepa estudada deve nédo s6 produzir esporos em abundancia, mas
ser livre de variagdo em laboratério e para isso a otimizagdo do cultivo do fungo in vitro
torna-se necessaria.

Para tal faz-se relevante o estudo do crescimento e esporulagcdo do fungo em
diferentes meios, bem como o surgimento de mutagdes in vitro, objetivando a padronizagéo
do cultivo de P. grisea. Com esse objetivo foi realizado o presente trabalho, no qual foram
testados meios de cultura com diferentes fontes de carboidratos.

Para os testes de cultura in vitro de P. grisea foram utilizadas uma cepa isolada da
cultivar Epagri 108 (isolado 1), e duas cepas isoladas de linhagens do programa de
melhoramento genético de arroz da Epagri - Estagdo Experimental de ltajai (isolados 2 e
3). Estas foram incubadas em camara umida por 24 h a 28 °C sob fotoperiodo de 12 h. Os
conidios que surgiram foram transferidos para placas de Petri contendo meio AA (agar, 15
g L") e crescidos por 24 h a 28 °C. A partir dos conidios germinados, foram realizados
isolamentos monosporicos, que foram crescidos em placas de Petri contendo meio de
cultura BDA (por litro de meio: 200 g de batata, 20 g de dextrose e 15 g de agar) por sete



dias para obtenc@o de micélio. A partir dai, com o auxilio de um furador, as cepas foram
inoculadas em cinco diferentes meios de esporulagdo: 1. FA (50 g de farinha de arroz —
graos de arroz com casca, moidos no liquidificador — e 15 g de &gar); 2. AV (50 g de aveia
e 15 g de agar); 3. CF (50 g de farinha de centeio fino, 15 g agar); 4. FT (50 g de farinha de
trigo e 15 g de agar); e 5. BDA, utilizando-se quatro repeticdbes em um delineamento
completamente casualizado.

As avaliagbes foram realizadas aos seis, nove e doze dias de cultivo, sendo
avaliados os seguintes parametros: (i) crescimento das coldnias; (ii) esporulagéo; e (iii)
formagéo de quimeras (zonas de mutagédo). Apés os 12 dias de cultivo as placas foram
abertas e raspadas com o auxilio de um alga de drigalski para a retirada de micélios e
restos indesejaveis. Em seguida as placas foram cobertas com papel filme plastico
perfurado e incubadas na BOD durante sete dias, estimulando assim a esporulacdo. Apds
o crescimento do fungo, foi realizada a contagem de conidios. Os resultados obtidos aos
seis e doze dias de crescimento (avaliagdes 1 e 3) nos diversos meios foram submetidos a
analise de variancia.

Para os dados de crescimento, ndo houve diferencas significativas entre meios e
entre isolados, em ambas avaliagbes. No entanto, houve interagdo significativa entre
isolados e meios, indicando que os isolados apresentam crescimento diferenciado nos
meios testados (Tabela 1). Os dados médios de crescimento séo apresentados na Tabela
2. Observa-se que 0 meio 5 (BDA) induziu a um crescimento inicial mais rapido, diminuindo
com o passar do tempo. Ja o meio 1 (FA) induziu ao menor crescimento inicial e a um
baixo crescimento final.

Com relagao a produgao de esporos, as analises estatisticas indicaram que nao
houve diferengas significativas entre tratamentos, com um alto coeficiente de variagdo. Os
dados médios, por meio de cultura, séo apresentados na Tabela 3.

No tocante a formagao de quimeras (zonas de mutacédo) aos doze dias de cultivo,
verifica-se que os meios 1 (FA) e 5 (BDA) induziram a uma maior formagéo de quimeras,
enquanto que o meio 4 (FT) ndo apresentou nenhuma quimera, quando todos os isolados
sao considerados (Tabela 3). Analisando-se cada um dos isolados, verificou-se que o
isolado 1 nao apresentou formacéo de quimeras em nenhum dos meios. Para o isolado 2, o
meio 5 (BDA) foi critico, apresentando em média 4,5 zonas de quimera por repeti¢céo; os
meios 1 e 2 (FA e AV) apresentaram, em média, 1,5 zonas de quimera por repeticdo. Para
o isolado 3, 0o meio 1 apresentou 2,5 zonas de quimera por repeticdo, enquanto que o0 meio
3 (CF) apresentou uma zona de quimera por repeti¢ao.

Tomando-se os trés parametros em conjunto, conclui-se que nenhum meio
isoladamente é eficiente para induzir um bom crescimento dos isolados, alta producédo de
esporos e auséncia de mutagées. Para o crescimento, todos os meios testados apresentam
resultados satisfatorios. No entanto, os meios 1 (FA) e 5 (BDA), que apresentaram o maior
nimero de conidios, também apresentaram as maiores taxas de mutacédo. Isto permite
sugerir que, quando da produgéo de conidios para inoculagdo em ensaios de determinagao
de ragas, deva ser utilizado mais de um meio de cultura, j4 que as respostas dos isolados
diferem de meio para meio, e que seja dada especial atengdo ao surgimento de mutagoes,
eliminando-se placas que sejam suspeitas de mutagao do fungo.
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Tabela 1. Resultados da andlise de variancia para diametro médio das colOnias de trés isolados de
Pyricularia grisea (1, 2 e 3) crescidos em cinco diferentes meios de cultura, avaliados aos seis e 12
dias. Epagri, Itajai, SC, 2007.

Tratamento Avaliagao 1 (6 dias) Avaliagao 3 (12 dias)
GL® Valor de F G.L. Valor de F
Tratamentos A (meios) 4 10,66 4 5,62
Tratamentos B (isolados) 2 322,99 2 168,86
Interagéo A x B 8 4,35+ 8 3,65*
Residuo 45 45
Total 59 59
Coef. de variagéo = 6,9% Coef. de variagéo = 4,6%

@' G.L. = Graus de liberdade
® **, significativo ao nivel de 0,1%; ***, significativo ao nivel de 0,01%

Tabela 2. Diametro médio das coldnias de trés isolados de Pyricularia grisea (1, 2 e 3) crescidos em
cinco diferentes meios de cultura, avaliados aos seis e 12 dias. Epagri, Itajai, SC, 2007.

Diametro
Tratamento Avaliacao 1 (6 dias) Avaliacdo 3 (12 dias)
cm
Meio de cultura
1 (FA) 3,90 8,15
2 (AV) 414 8.26
3(CF) 433 8.63
4 (FT) 421 8.51
5 (BDA) 4.66 7.98
Isolados
1 3,83 7,01
2 3.36 9.00
3 5.58 8.90

Tabela 3. Produgdo média de conidios e formagao de zonas de mutagdo (quimeras) em cinco meios

de esporulagdo testados para Pyricularia grisea apés doze dias de crescimento. Epagri, Itajai, SC,
2007.

. Diametro
Meio de cultura Conidios Zonas de quimera
—NameropormLx10% - v NUmero —--——--
1 (FA) 54,55 1,33
2 (AV) 23,76 0,50
3 (CF) 17,12 0,33
4 (FT) 17,13 0,00
5 (BDA) 27,78 1,50
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