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RESUMO

Manter microrganismos viaveis a longo prazo é o objetivo principal da preservacao
das culturas fungicas, e ha métodos de curto, médio e longo prazo para prolongar a
viabilidade dos fungos. O método mais comum é a repicagem periddica, que é
caracterizado como método de curto prazo, ja a médio e longo prazo destacam-se o
6leo mineral, Castellani, congelamento e papel-filtro. No cultivo da cevada, os fungos
Pyrenophora teres e Bipolaris Sorokiniana causam, respectivamente, a Mancha em
Rede e Mancha Marrom, e podem sobreviver em restos culturais no solo. Visto que,
manter culturas fungicas viaveis por um longo periodo é um desafio, o objetivo deste
estudo € estabelecer e avaliar cinco métodos de conservacao para os fungos P.
teres e B. sorokiniana. Os cinco métodos foram: Repicagem periddica, Castellani,
6leo mineral e congelamento a -80°C em glicerol e em tiras de Papel-filtro. Foram
avaliados cinco isolados de cada espécie, e mensalmente repicados em novos
meios de cultura. O método de preservacgao influenciou o crescimento micelial dos
fungos. Os métodos de preservacdo de Castellani e papel-filtro para Bipolaris
sorokiniana e de repicagem periddica para Pyrenophora teres proporcionaram
melhor crescimento micelial em comparacdo com o0s demais métodos de
preservacao.

INTRODUCAO

A manutencdo de culturas fangicas € fundamental para pesquisas basicas e
aplicadas, e tem como principal finalidade manter os microrganismos viaveis em
longo prazo (GONCALVES et al., 2016). De acordo com o parasitismo do fungo, eles
podem ser agrupados em parasitas obrigatérios, que necessitam da planta
hospedeira viva para completar seu ciclo, e parasitas ndao obrigatérios, ou fungos
necrotréficos que podem sobreviver parte do ciclo de vida em restos culturais
(AGRIOS, 2004).

Para fungos fitopatogénicos de comportamento necrotrofico, a preservacao ex situ,
fora do local de origem, é possivel por meio das colecdes de culturas, que garante a
sobrevivéncia, estabilidade e a pureza de linhagens (BELOTI, 2015).Tratando-se de
fungos necrotréficos, existem diversos métodos de conservacao, e sao divididos de
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acordo com o tempo de armazenamento: (a) métodos de curto prazo, como
repicagem periddica; (b) métodos de médio prazo como 6leo mineral, Castellani,
congelamento e papel-filtro; e (c) métodos de longo prazo, como liofilizacdo e
criopreservacao em -80°C e (GONCALVES et al., 2016).

A cevada (Hordeum vulgare L.) é um cereal comumente cultivado em regides de
clima sub-temperado que favorece a ocorréncia de doencas fungicas como,
Pyrenophora teres e Bipolaris sorokiniana, agentes causais da Mancha em Rede e
da Mancha Marrom, respectivamente (REUNIAO... 2019). Os dois fungos
supracitados comportam-se diferente a depender do método de preservacao, desta
forma este trabalho tem como finalidade estabelecer os meios ideais para viabilizar
os fungos P. teres e B. sorokiniana por mais tempo.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Estadual de Maringa com cinco isolados da colecao de fungos do laboratério, sendo
4885; 4890; 4892; 4893 e 4912 isolados de Pyrenophora teres e 4615; 4669; 4691;
5022 e 5033 isolados de Bipolaris sorokiniana. Os fungos foram previamente
identificados molecularmente pela andlise de sequéncias de DNA da regiao ITS-
rDNA.

Preliminarmente, os fungos foram conduzidos em placas de Petri de 90 mm de
didmetro em meio de cultura de batata-dextrose-agar (BDA), e meio de aveia. O
meio de BDA foi preparado na proporcao de 399 para cada 1 litro de agua, enquanto
para o meio de aveia utilizam-se 60g de aveia e 15g de 4gar a cada 1 litro de agua.
As placas foram mantidas a 20 * 2°C, com ciclo de 12 horas de luz e 12 de escuro,
por sete dias, para serem utilizadas como inéculo.

Em seguida, foram realizadas as repicagens nos diferentes tipos de conservagao.
Para o método de repicagem periddica, realizou-se a transferéncia de material para
uma nova placa a cada 30 dias. Para o método de 6leo mineral, transferiu-se
fragmentos de micélio a tubos de ensaio e apos 5 dias, foram cobertos com dleo
mineral esterilizado. No método Castellani, 20 discos de micélio de cada isolado
foram transferidos a tubos de ensaio e cobertos com agua destilada esterilizada. No
congelamento foram preservados 20 discos de micélio em criotubos, cobertos com
solugdo de glicerina e mantidos em freezer a -80°C. Por fim, foram preservados
fragmentos de papel-filtro em microtubos de 1,5 mL em freezer a -80°C.

Os cinco métodos descritos acima representam os 5 tratamentos, e cada tratamento
foi armazenado em triplicata. Apdés a repicagem, as placas foram mantidas em
camara de crescimento de microrganismos nas mesmas condi¢coes padronizadas de
temperatura e luz. A variavel resposta analisada foi o crescimento micelial apés 7
dias de repicagem, medido em centimetros, e foi repetido 9 vezes, ou seja, ao longo
de nove meses do projeto. Por fim, utilizando o software R, os dados coletados
foram submetidos a analise descritiva. As medidas de crescimento micelial tomadas
no ultimo més do experimento foram submetidas a de variancia utilizando o teste F
(p < 0,05). Quando houve significancia, as meédias foram comparadas pelo teste de
Tukey.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise estatistica das médias de crescimento micelial de P. teres
apos 280 dias de armazenamento, apresentada na Tabela 1, o método de
preservacao que apresentou maior crescimento micelial foi repicagem periodica.
Entretanto, para o fungo B. sorokiniana, os melhores métodos, foram Castellani e
Papel-filtro. O método de preservacdo em glicerina reduziu drasticamente o
crescimento de ambos fungos.

Tabela 1. Crescimento micelial, em centimetros, dos fungos Pyrenophora teres
e Bipolaris sorokiniana apés armazenamento por nove meses em diferentes
meios de cultura

Tratamentos Crescimento micelial (cm)  Crescimento micelial (cm)
de P. teres de B. sorokiniana
1. Castellani 3,56 ab 8,07 a
2. Glicerina 0,41 c 0,01c
3. Oleo Mineral 3,49 ab 3,11b
4. Papel-filtro 3,22b 8,07 a
5. Repicagem periddica 6,03 a 2,45c

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 1 - Crescimento micelial (cm), durante 9 meses, de novembro a julho de 2024/25. Tratamento
(Trat.) 1: Castellani; Trat. 2: Glicerina; Trat. 3: Oleo Mineral; Trat. 4: Papel-filtro; Trat. 5: Repicagem
Periddica.

Ademais, é possivel observar no grafico da Figura 1, o comportamento do
crescimento micelial submetido aos 5 tratamentos, no decorrer das 9 repeticoes, de
novembro de 2024 a julho de 2025. Consoante aos resultados da analise estatistica,
as linhas de tendencia do grafico demonstram que, para B. sorokiniana, os melhores
tratamentos foram o0 1 e 0 4, sendo Castellani e Papel-filtro, respectivamente, e para
P. teres, foi o tratamento 5, 0 método de Repicagem Periddica.

CONCLUSOES

O método de preservacao influenciou o crescimento micelial dos fungos. Os
métodos de preservacédo de Castellani e papel-filtro para Bipolaris sorokiniana e de
repicagem periodica para Pyrenophora teres proporcionaram melhor crescimento
micelial em comparacdo com os demais métodos de preservacao.
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