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ISOLAMENTO “IN VITRO” DE RAMULARIA AREOLA NA CULTURA DO
ALGODOEIRO

Francyelle Martins', Jalio César Viglioni Penna®, John Allis®, Joyce Dorneles Moura’
e Lucas Kenji Takami’

RESUMO: As condi¢des ambientais que favorecem a producdo do algodoeiro, como
relevo e precipitagdo, também favorece a incidéncia de algumas doengas como a
mancha-de-ramuléria, causada pelo fungo Ramularia areola. Essa doenca provoca
lesoes na folha levando a uma reducdo da area foliar fotossintetizante e
consequentemente a redug¢do da produgdo. Até o momento ndo existem estudos
conclusivos para a caracterizagao do patdogeno, de forma a viabilizar estudos visando o
melhoramento genético voltado a obtencdo de genotipos resistentes. Por isso, este
trabalho teve como objetivo estudar a estrutura morfoldgica, a partir do isolamento e da
multiplicagdo, assim como estabelecer a melhor forma de conservacdo e manutengdo do
isolado. Foi avaliado diferentes métodos de isolamento, multiplicagdo e conservacao. A
avaliagdo foi realizada levando em consideracdo a sua capacidade de reproducdo e
esporulagdo, e a viruléncia do patégeno. Os métodos de isolamento avaliados foram
caracterizados pela eficiéncia e praticidade em retirar as estruturas reprodutivas do
patogeno de folhas oriundas do campo. Para isso foram testados os métodos de
isolamento direto e indireto, nos meios de cultura BDA ¢ V8. O isolamento indireto foi
realizado a partir de fragmentos de folhas de aproximadamente 0,5 cm* contendo uma
quantidade satisfatoria de esporos do fungo. O isolamento direto foi realizado com o
auxilio de uma agulha onde os esporos da folha foram retirados e inoculados em trés
pontos equidistintes de uma placa de Petri, contendo meio de cultura. As avaliacdes
foram realizadas com 3, 15 e 30 dias.Quando foi constatado melhores resultados para os
isolados obtidos através do isolamento direto. Para a conserva¢ao do inoculo, o melhor
resultado obtido foi mantendo-o em o6leo mineral e acondicionado no referigerador,

paralizando o seu desenvolvimento e reduzindo o seu metabolismo.

Palavras-chave: Ramularia areola, indculo, isolamento e multiplicacio.

Cotton disease



Isolation and multiplication of Grey Mildew disease (Ramularia areola) in cotton
(Gossypium hirsutum L. r. Latifolium Hutch).

Francyelle Martins', Julio César Viglioni Penna?, John Allis*, Joyce Dorneles Moura®
and Lucas Kenji Takami’

ABSTRACT -The environmental conditions that favor cotton growth as topography
and rainfall also favors the incidence of some diseases such as grey mildew caused by
the fungus Ramularia areola. In grey mildew infection the surface of the leaves gets
uniformly covered by white powdery growth of the fungus, leading to a reduction of
photosynthetic area. To date there are no conclusive informations to characterize the
pathogen in order to facilitate studies aiming the development of resistant genotypes.
Therefore the goal of this study was to understand the morphological structure, from
isolation, multiplication and also establish the best form of conservation and
maintenance of the fungus isolates. It was evaluated different methods of isolation,
multiplication and conservation. The evaluation was performed considering the ability
of reproduction, sporulation and the pathogen’s virulence. The isolation methods
evaluated were characterized by efficiency and easiness of removing the reproductive
structures of the pathogen from the leaves. For that matter were tested the methods of
direct and indirect isolation in PDA and V8 media. The indirect isolation was performed
from leaf fragments of approximately 0.5 ¢cm’ with a satisfactory amount of fungal
spores. The direct isolation was performed with a needle when the spores were removed
from the leaves and inoculated at three equidistant points in a Petri plate and evaluated
after 3, 15 and 30 days. It was concluded that the best results were obtained from the
direct isolation method. For inoculums conservation, the best results were obtained
when keeping it in mineral oil and storaged in the refrigerator, paralyzing its
development and reducing the fungus metabolism.

Key-words: Ramularia areola, inoculum, isolation, multiplication.

. INTRODUCAO



(&} a{yofiio é considerado a mais importante ﬁl;ra téxtif utifizada. O afjotlfyeiro, € uma Jo/tmta de
aproveitamento mais comJa/eto, além da ﬁﬁra, pode oférecer os mais variados produtos de utifidade, como por
e.xemf/b, o caroco do a/jor[iio  para consumo animal, instrumentos médicos, éleo mineral e  producio de Fiodiesel.

f wma espécie do_género GOSS)/pi um, da ﬁmz’fz’a das ﬂZfVaceae. Fisse  género € composto por diversas
espécies nativas das dreas tropicais da %}}ica, ;zﬂ'a e %mén'ca. %tuafmente, quatre espécies sdc tgarovez'tm[a&
em fa{ya escala, sio elas GOSS)/pium hirsutum, que representa cerca de 9o% da produgio mundial, GOSS)/pium
barbadense, que possui dentro de suas caracteristicas uma ﬁira com mator resisténcia e de alto padrio de
yuaﬂzﬂulé, Gossypium herbaceum e Gossypi um arboreum, produzido principalmente na Ghina e na j;uﬂa.

W; aftima ng‘;*a &011/2012), aJarefuqﬁo mundial de a[yozﬁ?o em Jafuma c@jou a 26,9 milhées de
toneladas, tendo o Drasif como tmportante altado para o crescimento da_produtividade mundial, contribuindo
com 1,96 milh@o de toneladas, sendo que cerca de 0,82 millido de toneladas, féram destinados a exportacio, ou seja,
42,2% da_producio nacional. Stinda em refaciio a produgio brasilfeira, os Eostados que mais contribuem para o
aumento dos indices de produtividade sio o azoato Grossoea Dakia, chegando a produzir cerca de 4 a 5 vezes
mais que Geoids, terceiro Estado  produtor. ( t@m,lou )

s condicées ambientais como precipitacio e temperatura que favorecem a produgio do a/jot[éeiro,
também condicionam o aparecimento de doencas fdnjz'cms, como € o caso da ﬂmcﬁa—d&-@gmu/dn’a, causada
Jaefo funjo Ramularia areola. .f: considerada uma das_principats doencas do a{yoc[bez’ro. Ocorre com maior
ﬁequéﬂa’a na r(yz'ﬁo do cerrado, Jarina(']aa/mente, em Jocais onde nio se costuma adotar a rotacio de cuftura como
pritica cultural. © primeiro relato da doenca ﬁi ﬁito nos Estados Unidos, em 1932. ( f?fﬁngc ?f
WOLF 1932/

Fssa doenga ja féz’ considerada uma doenca de ﬁna/ de ciclo, no entanto, com a expansio dos cultivos e
utifizacio de cultivares susceptivets, efa tem aparecido cada vez mais cedo.

74 dispersio do patégenc é muito rapida, uma vez que, © funjo sobrevive sobre JesGes em restos de
cultura, e os esporoes produzidos sio ﬁa’fmente carregados Joeﬁ: vento. Qﬂtf mzooy)

ﬁentre as cultivares em uso atuafmente, somente a Wj Jo5, possui resisténcia comprovada. gjor
iss0, pode C/l‘éjﬂr a ser realizada oito tgo/z'cm;SeJ s para o controle dua doenca, aumentando drasticamente os custos de
producic.

L6 © momento nio existem estudos conclusivos para a caracterizacio do patigenc, de ﬁrma a

viabifizar estudos visando o melkoramento _genético veltado a cobtencio de gendtipos  resistentes.

(LUCENA 2007)



.. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO DA DOENCA NO BRASIL

O Brasil tem como historico de producao nos ultimos quinze anos um aumento

exacerbado da area cultivada com algodao, principalmente nas condigdes do cerrado



brasileiro, como os estados do Mato Grosso, Goias e Bahia. A busca pela produtividade
alta tem feito com que as tecnologias relacionadas ao desenvolvimento e incorporagao
de cultivares aumentem muito (SUASSUNA et al., 2006).

Os atuais sistemas agricolas do Brasil, cuja forma de desenvolvimento sdo
baseados na revolugdo verde (cultivares melhoradas, irrigacdo e uso de pesticidas) tém
maximizado a produgdo em diversas regides do Brasil. Recentemente, tem-se observado
um aumento na pratica do uso de fungicidas no controle de doengas de plantas, nas
culturas da soja, algodoeiro, milho, cafeeiro e hortalicas. Severas epidemias tém
ocorrido no Brasil, como a cercosporiose do milho, a ferrugem da soja, a mancha de
ramularia do algodoeiro que tem desestabilizado os atuais sistemas de produgao.

O aumento na area plantada com algodao no Brasil e as tecnologias que prezam
cultivares cada vez mais produtivas sdo os dois principais fatores que fizeram com que
surgissem problemas importantes na cotonicultura nos ultimos anos. Entre tais
problemas, os principais sdo os fitossanitarios. Pode-se destacar na cotonicultura, entdo,
a mancha de ramularia (UTIAMADA et al., 2003). A doenga em questdo, nos anos em
que a cotonicultura ndo exercia papel tdo fundamental na agricultura brasileira, ocorria
no final do ciclo da cultura e, por esse motivo, ndo se refletia em grandes problemas
fitossanitarios. O que ocorre, atualmente, ¢ uma situacao totalmente diferente: a mancha
de ramularia passou a ser um problema mais precoce, causando desfolha e consequentes
perdas na producdo (SUASSUNA et al., 2005) e se agrava em areas em que as praticas
de rotacdo de culturas ndo sao adotadas.

A doenca mancha de ramularia, causada pelo fungo Ramularia areola, foi
primeiramente descrita em 1890 e, a partir de entdo, relatada em todas as regides
produtoras de algodao no mundo inteiro. Atualmente, ¢ considerada uma das principais
doengas do algodoeiro, devido a varios motivos, tais como o aumento na area plantada,
desuso da pratica de rotacao de culturas, clima tropical favoravel a doenca, manejo da

lavoura e uso de genotipos com baixa resisténcia horizontal (PAIVA, 2001).

2.2 SINTOMATOLOGIA

De acordo com Ehrlich e Wolf (1932), citados por Chitarra (2011) e Suassuna et
al. (2006), os sintomas iniciais da doenca sdo lesdes de formato angular com coloracao
branco azulada na face inferior das folhas mais velhas. Sob condigdes climaticas

favoraveis, que sdo altas umidade e temperatura, acontece a maior possibilidade de



ocorréncia de manifestagdes precoces da doenga, causando intensa esporulacdo do
patogeno. A consequéncia da precocidade da doenca ¢ uma evolugcdo muito rapida dos
sintomas, que ocupam o limbo foliar nas duas faces, provocando queda de folhas.

As perdas sdo varidveis de acordo com alguns fatores, entre eles condi¢des
climaticas, cultivares e densidade de semeadura. Em lavouras cujas condigdes
climaticas sdo de precipitagdes constantes e altas temperaturas, associadas a um denso
dossel decorrente de espacamento menores ou maiores densidades de semeadura, a
doenga tende a ser mais severa, justificando, desse modo, medidas de controle quimico.
No caso das cultivares, o que acontece ¢ que praticamente todas as cultivares utilizadas
no Brasil tem algum nivel de suscetibilidade a mancha de ramularia. No geral, a
tendéncia ¢ que quanto mais produtiva seja uma cultivar, mais suscetivel a pragas e
doencas ela se torna. Por isso, a resisténcia se d4 de forma parcial e estd mais ligada a
arquitetura da planta (copa mais espagada) do que a qualquer outra forma de resisténcia

(SUASSUNA et al., 2006).

2.3 METODOS DE CONTROLE

Os métodos de controle da doenga mais utilizados estdo relacionados aos
métodos quimicos, pelas vantagens de eficicia e facilidades que oferecem,
principalmente por se tratar de necessidade de controle de grandes areas. Aliado a este
método, ha a possibilidade muito valida do uso de métodos fisicos, que sdo o uso de
espacamentos maiores, densidades de semeadura menores e uso de cultivares que
apresentam dossel de plantas mais aerado.

Nesses casos de controle quimico, a recomendacdo ¢ pela aplicacdo de
fungicidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Também, deve-se atentar ao fato da alternancia de grupos quimicos de fungicidas, para
que nao ocorra a resisténcia do patogeno.

Alguns autores recomendam determinar o estadio de desenvolvimento da doenga
para o inicio do uso de fungicidas, que ¢ quando a doenca atinge 25% da area foliar do
terco inferior das plantas (ANDRADE et al., 1999; MEIRA et al., 2005; PRADE et al.,
2000). Outros autores contestam essa tese, principalmente considerando as extensodes
das lavouras brasileiras de algodao. Por isso, consideram que o momento de controle
aconteca anteriormente. Por fim, a partir do momento em que a doenca acontega de

forma mais severa, atingindo as magas, o controle quimico ja ndo ¢ mais eficaz.



De acordo com Souza et al. (2002), citados por Meira et al. (2005), os fungicidas
mais eficazes para o controle do patdégeno Ramularia areola sdo os fungicidas dos
grupos dos benzimidazoéis, tridzois e estrobirulinas, apesar destas ja apresentarem
problemas com resisténcia. Assim, tem sido testados com eficicia de resultados, de
acordo com os autores, os fungicidas tiofanato metilico, propiconazol, carbendazim,

procloraz, entre outros.

5 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo estudar metologias de isolamento de
Ramularia areola, a partir de folhas infestados oriundas do campo, assim como a

posterior multiplicagdo e manutencdo do indculo obtido.



+. MATERIAL E METODOS

O projeto foi conduzido na fazenda experimental da Monsanto do Brasil, localizada
a 18°59°52,20” S, 48°04°53,59” O a uma altitude de 893 metros, no municipio de
Uberlandia, onde as folhas infestadas por Ramularia areola foram coletadas e os

esporos inoculados.

4.2 REGIAO DA PLANTA EM QUE AS FOLHAS FORAM COLETADAS



Foram coletadas folhas com uma quantidade satisfatdria de esporos e com boas
condigdes sanitarias, apresentando baixas quantidades de particulas de solo aderido as
folhas, com o intuito de evitar problemas relacionados a posterior contaminacdo da
cultura.

Diante desses aspectos, foram coletas folhas presentes no ter¢o mediano da
planta. ApoOs a coleta, as folhas foram levadas para o laboratério em sacos plasticos e
manipuladas no mesmo dia, para que os esporos retirados tivessem uma maior

probabilidade de estarem vidveis e virulentos.

42 MEIO DE CULTURA ADEQUADO PARA O ISOLAMENTO,
MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DO INOCULO

De acordo com a literatura, os meios de cultura, mais utilizados para isolamento e
multiplicagdo de Ramularia areola, sdo V8 e BDA. O meio de cultura V8 ¢ um suco de
vegetais, composto por, tomate, cenoura, aipo, beterraba, salsa, alface e espinafre,
comumente empregado para promover a esporul¢do da coldnia. Trata-se de um meio
mais rico em nutrientes, de custo mais elevado e preparo mais complexo. Ja o BDA,
Potato-Dextrose-Agar, é bastante utilizado para se conseguir o isolado e apropriado para
condicionar o cresciemento micelial do fungo. Trata-se de um meio de cultura, mais
pratico e de menor custo.

Inicialmente, assim como MENTEN E MARQUES (1979), verificou-se que o
meio de cultura V8, seguido de BDA, s3o considerados uns dos melhores meios de
cultura para o crescimento micelial. Sendo que, o meio mais adequado ao crescimento
inicial do fungo seria 0 BDA e, posteriormente, para uma melhor esporulagdo, o V8.

Para a confec¢ao de 1 litro do meio de cultura V8, sao utilizados 900 mL do
concentrado do suco V8, 100 mL de dgua destilada, 7 g de 4gar e 3 g de carbonato de
calcio. O mesmo ¢ submetido a fervura a fim de diluir o 4gar e por fim, autoclavado a
uma temperatura de 120°C por um periodo de 20 minutos. Para o meio de cultura BDA,
foi utilizado um concentrado em po de Potato-Dextrose-Agar, da marca Merck, foram
adicionados 39 g do concentrado para 1 L de 4gua destilada. A solu¢do também foi

submetida a fervura e entdo autoclavada, a 120°C por 20 minutos.



43 METODOLOGIAS TESTADAS PARA O ISOLAMENTO DO
PATOGENO

Foram testadas duas metodologias para o isolamento do patégeno e diferentes
meios de cultura. Os dois métodos basicos de isolamento que sdo, o0 método indireto € o

método direto, e os meios de cultura BDA, V8 e graos de sorgo.

431 ISOLAMENTO INDIRETO

No isolamento indireto, faz-se a transferéncia para o meio de cultura, de por¢des
infectadas de tecido do hospedeiro.

Foi realizada a assepsia das folhas coletadas utilizando alcool 70%, por um
periodo de 30 segundos, e hipoclorito de sédio nas concentragdes de 2; 3 e 4%, com
durac¢do variando entre 5 e 10 minutos.

O isolamento indireto foi realizado na camara de fluxo de ar unidirecional,
devidamente esterilizada com alcool 70% e com lampadas germicidas por um periodo
de 30 minutos, e com o auxilio de um bisturi previamente flambado. A partir de folhas
oriundas do campo, foram retirados fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? contendo
esporos do fungo. Esses fragmentos foram transferidos, de forma aleatoria, para placas
de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar). Apos a inoculagio, as
placas foram devidamente fechadas com Parafilm, para impedir a entrada de
microrganismos presente no meio ambiente, ¢ entao acondicionadas nos germinadores,
a temperatura de 25°C, por um periodo de trés dias, quando foi realizada a primeira

avaliacao.

432 ISOLAMENTO DIRETO

O isolamento direto consiste na remo¢ao de estruturas do patdgeno, como
esporos ou hifas, com auxilio de uma agulha, e posterior transferéncia para uma placa
de Petri contendo meio de cultura.

Para esse processo, foram retiradas folhas de plantas instaladas no telado da

estagdo experimental que continham uma quantidade satisfatoria de esporos e boas



condi¢des sanitarias. Apos a coleta, as folhas foram levadas para o laboratdrio de
fitopatologia.

Com o auxilio de um microscopio estereoscopico, uma agulha asséptica e uma
lamparina, na camara de fluxo de ar, os esporos da folha foram retirados e inoculados
em uma placa de Petri contendo meio de cultura BDA. Nesse momento, a inoculagao ¢
feita em trés pontos equidistantes da placa. Esse método ¢ utilizado para aumentar as
probabilidades de se obter uma cultura limpa, uma vez que, quanto menos pontos
inoculados, menores sdo as chances de se desenvolver fungos indesejaveis, e caso
contenham fungos oportunistas ou bactérias, a limpeza da placa ¢ facilitada, seja através
da retirada dos microrganismos indesejaveis ou através da transferéncia do isolado de
Ramularia areola para outra placa. Apds a inoculagdo, as placas sdo devidamente
fechadas com Parafilm, identificadas e acondicionadas nos germinadores, por um
periodo de aproximadamente 30 dias.

Transcorrido os 30 dias necessarios para o crescimento da cultura, as placas que
se encontraram totalmente livres de contaminagdes, foram submetidas a um processo de
repicagem. Nesse processo, dessas placas contendo culturas limpas, foram retirados os
esporos e transferidos para outra placa contendo o meio de cultura BDA. Nesse segundo
momento, foram inoculados varios pontos na placa, com o objetivo de se obter uma
maior superficie especifica contendo esporos, uma vez que, o crescimento desse fungo ¢
muito lento e bastante limitado. Apds a repicagem, as placas foram devidamente
fechadas e acondicionadas nos germinadores. As placas foram mantidas a temperatura

de 25°C e com fotoperiodo de 12 horas.



435 INCUBACAO EM GRAOS DE SORGO

A partir de um protocolo vindo dos Estados Unidos, foi testada a possibilidade
de multiplicar Ramularia areola utilizando graos de sorgo como fonte de energia, ja que
se trata de um cereal com elevados indices de lipideos em sua constitui¢ao.

Foi colocado 1 Kg de sorgo em um saco plastico resistente a altas temperaturas,
para que fosse realizada a assepsia dos graos. Para esse procedimento, foram realizados
trés ciclos de autoclavagem, a temperatura de 121°C e com tempo de esterilizacao de 20
minutos. Apds realizado o processo de esterilizagdo, o saco contendo os graos foi
mantido em repouso, dentro do germinador, por 24 horas, para que fosse retirada a
umidade do seu interior, evitando assim o crescimento de bactérias. Todo processo de
inoculagdo ¢ realizado no interior da cadmara de fluxo de ar unidirecional, apos ter sido
devidamente limpa com alcool 70%.

Quando os graos de sorgo encontram-se totalmente secos, em uma placa
contendo o fungo desejado, ¢ feito um corte em forma de cruz para retirar o patdogeno da
placa. Posteriormente, o mesmo ¢ transferido para o interior do saco contendo o sorgo.
Depois de inoculado, os dois componentes, sorgo ¢ meio de cultura, devem ser
homogeneizado para que todos os graos contenham esporos do patégeno. O excesso de

ar no interior do saco foi removido e 0 mesmo lacrado com grampos e fita adesiva. Os



sacos contendo os grios de sorgo e os esporos do patdogeno desejado foram

acondicionados nos germinadores, por um periodo de 20 dias.

44 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA REPICAGEM DO INOCULO

441 FRAGMENTOS DO MEIO DE CULTURA CONTENDO ESPOROS
DO PATOGENO

Nesse processo, a repicagem ¢ feita a partir da transferéncia de fragmentos de
meio de cultura contendo esporos para outra placa com meio de cultura.

Esse procedimento foi realizado na camara de fluxo de ar, com o auxilio de um
bisturi e uma espatula. Apds detectar uma por¢do jovem e esporulante da coldnia,
aproximadamente 0,5 cm” dessa cultura foi retirado juntamente com o meio de cultura
que o nutre e transferido para outra placa contendo o meio de cultura BDA. Em seguida,

as placas foram fechadas de forma adequada e preservadas nos germinadores, a

temperatura de 25°C.

442 SUSPENSAO CONTENDO CONIDIOS DO PATOGENO

Nesse método, realizou-se a repicagem a partir de uma soluc¢ao contendo esporos
em suspensao que sao transferidos para outra placa contendo meio de cultura.

Na camara de fluxo, adicionou-se, as placas contendo a cultura, 10 mL de dgua
destilada e autoclavada, e com o auxilio de um pincel os esporos foram retirados. Uma
pipeta foi utilizada para promover a succdo da solucdo, agua e esporos, e transferi-la
para a outra placa contendo meio de cultura BDA. Apds esse processo, as placas foram
devidamente fechadas com Parafilm, armazenadas nos germinadores e mantidas

também a 25°C.

445 TRANSFERENCIA SOMENTE DOS ESPOROS PARA OUTRA
PLACA CONTENDO MEIO DE CULTURA

Nesse processo, retirou-se somente os esporos da colonia pura e inoculados em

outra placa contendo meio de cultura.



Com o auxilio da lupa e de uma agulha, na cdmara de fluxo, os esporos foram
retirados da colonia e transferidos para outra placa com meio de cultura BDA. Nesse
método, foram inoculados varios pontos de forma aleatoria, com o intuito de aumentar a
area contendo esporos em uma placa. Apds inoculadas, as placas foram fechadas e
mantidas nos germinadores, sob temperatura de 25°C até que a cultura atingisse o

tamanho adequado, aproximadamente 1 cm’.



s RESULTADOS E DISCUSSAO

51 REGIAO DA PLANTA EM QUE AS FOLHAS FORAM COLETADAS

As folhas do baixeiro possuem uma grande quantidade de esporos, no entanto,
apresentam particulas de solo aderidas a elas, com isso o risco de haver contaminacgao
no momento da inoculacdo ¢ eminente. Ja as folhas que estdo na parte apical da planta
ndo apresentam quantidades relevantes de residuos de solo, contudo ndo possuem uma
quantidade de esporos adequada para realizar o isolamento. Diante disso, as folhas
foram coletadas do ter¢o mediano da planta, uma vez que, apresentam melhores
condi¢des sanitarias quando comparadas as folhas do baixeiro e uma quantidade
satisfatoria de esporos, quando sdo comparadas com as folhas da parte superior da

planta.

52 MEIO DE CULTURA ADEQUADO PARA O ISOLAMENTO,
MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DO INOCULO

Ap6s realizado alguns experimentos, pudemos verificar que, conseguimos uma
eficiente esporulagdo do fungo, caso colocdssemos as placas de Petri, contendo a
coldnia, sob temperatura de 40°C e umidade relativa de aproximadamente 100%, por
um periodo de dois dias.

A esporulacdo do fungo ocorreu ap6s o mesmo ser submetido a condi¢des de
estresse, uma vez que, foi exposto a uma temperatura muito superior a adequada ao seu
desenvolvimento.

Com isso, foi constatado que, podemos utilizar somente o meio de cultura BDA,
tanto para o crescimento micelial como para a esporulacdo, uma vez que, se trata de um

meio de cultura mais pratico e principalmente, mais barato.

55 METODOLOGIAS TESTADAS PARA O ISOLAMENTO DO
PATOGENO

531 ISOLAMENTO INDIRETO



O isolamento indireto resultou no aparecimento de um alto indice de agentes
contaminantes, sendo eles, fungos oportunistas e bactérias.

Em relacdo a assepsia, verificou-se que, as concentracoes de 2 e 3% de
hipoclorito de s6dio ndo foram suficientes para eliminar os agentes patogénicos e a
concentracdo de 4% além dos microrganismos oportunistas, o fungo desejado (R.
areola) também foi eliminado. Dessa forma, optou-se por ndo realizar a assepsia antes
de proceder com o isolamento indireto.

Aproximadamente dois dias apds a inoculacdo de partes do tecido foliar,
foi observado um rapido crescimento dos agentes contaminantes oportunistas. A taxa de
crescimento desses fungos € muito superior ao crescimento da R. areola, com isso foi
detectado uma supressao no crescimento do patdogeno em questdo. Além da referida
inibicdo na taxa de crescimento da Ramularia areola, a distingdo da morfologia de
ambos patdgenos se tornou bastante dificultada, com isso, a transferéncia das estruturas
do fungo desejado sem que os microrganismos oportunistas fossem concomitantemente
transferidos, tornou-se impossibilitada.

O principal fator para a ocorréncia dessa grande quantidade de patogenos
indesejados, foi devido, principalmente, a deterioracdo dos fragmentos do tecido foliar
contendo os esporos de Ramularia areola, utilizados como indculo.

Devido aos impedimentos mencionados, o referido método foi considerado

ineficiente.

532 ISOLAMENTO DIRETO

Apoés realizada as duas metodologias descritas anteriormente, isolamento
indireto e a utilizacdo de graos de sorgo como fonte de energia, foi avaliado o
isolamento direto.

Os resultados positivos com a utilizagdo desse método foram observados apos 35
dias, quando obtivemos placas com o fungo Ramularia areola livres de outros
patogenos contaminantes € com tamanho satisfatorio para proceder com a repicagem,

(aproximadamente 0,5 cm?).



Tal procedimento possibilitou, também, o desenvolvimento de um protocolo,
nomeado SOP, que permite aos usuarios do sistema da empresa Monsanto, o
direcionamento para posteriores pesquisas com esse patdgeno. A elaboracdo desse
documento ¢ de grande importincia para que haja economia de tempo e investimentos
com eventuais trabalhos nessa area, uma vez que, todos os procedimentos para o
isolamento, multiplicacdo, manuten¢do e conservacdo desse patdogeno estdo ali de

forma bastante pormenorizada.

553 INCUBACAO EM GRAOS DE SORGO

Os graos de sorgo utilizado como fonte de energia também resultaram em altos
niveis de contaminacgao.

Mesmo apds a submissdo a rigorosos métodos de assepsia, houve um rapido
desenvolvimento de agentes contaminantes nos graos de sorgo. Apesar do repouso de 24
horas apds cada ciclo de autoclavagem, ocorreu a contaminagdo, provavelmente foi
devido a umidade presente no interior dos sacos autoclavados, o que pode facilitar a
proliferacdo de bactérias.

Com isso, por exclusdo dos processos que poderiam levar a tais resultados,
pode-se concluir que a contaminagdo foi oriunda da umidade ainda persistente no
interior dos grdos, levando assim a uma rapida proliferagdo de bactérias e,

posteriormente, o desenvolvimento de uma ampla variedade de espécies fungicas.



Portanto, apesar dessa metodologia, teoricamente, retornar bons resultados
referentes ao volume do patdégeno, devido aos fatos mencionados, esse procedimento

também foi considerado ineficiente.

54 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA A REPICAGEM DO INOCULO

5.2.1 FRAGMENTOS DO MEIO DE CULTURA CONTENDO ESPOROS DO
PATOGENO

Apos 24 horas, observou-se ao executar o procedimento, a presenca de bactérias.

A manifestacdo de tais contaminagdes se deu por bactérias presentes no ar.

Devido a érea especifica do meio de cultura contendo os esporos ser grande, o
contato entre a superficie da porcdo transplantada com o ar se torna consideravel e
assim, mais propensa a transferir os agentes contaminantes para a placa a ser inoculada,

mesmo com o uso de antibioticos. Uma alternativa seria acidificar o meio de cultura.

5.2.2 SUSPENSAO CONTENDO CONIDIOS DO PATOGENO

Esse procedimento, ¢ considerado o mais pratico e rapido método de repicagem,
uma vez que, a quantidade de solugcdo contendo esporos obtida em cada placa, ¢
suficiente para inocular cerca de 7 placas de Petri.

No entanto, quando foi realizado essa metodologia, os resultados, tanto de
crescimento quanto de niveis de contaminagdo, foram nulos. Ou seja, nao houve
nenhum tipo de crescimento micelial.

A hipdtese mais relevante para esse comportamento, ¢ a falta de oxigenagao nas
placas durante a realizagdo do método. Provavelmente, apos adicionar a agua destilada
as placas, o excessivo tempo gasto para a retirada dos esporos causou a morte dos
conidios devido a auséncia de oxigénio. Para tal processo, faz-se necessario manter a
oxigenacao de forma artificial nas placas ou reduzir drasticamente o tempo gasto para se

retirar os conidios.



5.2.3 TRANSFERENCIA SOMENTE DOS ESPOROS PARA OUTRA PLACA
CONTENDO MEIO DE CULTURA

Utilizando essa metodologia para realizar a repicagem do fungo, foram obtidos
resultados positivos em relacdo ao satisfatorio desenvolvimento do fungo, assim como a
obten¢do de baixos niveis de agentes contaminantes presentes nas culturas.

A colonia em questdo apresentou um didmetro satisfatorio em um tempo
considerado normal, tendo em vista o seu lento crescimento. Devido ao diminuto
tamanho do esporo, ao ser transplantado o mesmo ndo agrega agentes contaminantes
presente no ambiente, como por exemplo, bactérias, a sua estrutura. Com isso,
respeitando os processos de assepsia, os indices de contaminagdo nas placas foram

baixos.

55 MANUTENCAO E CONSERVACAO DO INOCULO

Apbs o isolamento do fungo, faz-se necessario, manter um cronograma de
repicagens para que o isolado ndo seja deteriorado pelos acaros. Além disso, entre os
problemas da manuteng¢do, destaca-se o envelhecimento das culturas, que normalmente
acarreta perda de vigor dos conididéforos e diminui¢do da esporulagdo provocado pelo
empobrecimento do meio de cultura e/ou acimulo de metabolitos excretados durante o

desenvolvimento do microrganismo no substrato (APARECIDO et al., 2007).




Apesar da necessidade de realizar periddicas repicagens, essa pratica resulta em
problemas tais como perda da viabilidade, mudancas morfologicas e fisioldgicas
(aspecto e coloragdo das culturas), decréscimo e/ou perda da capacidade de esporulagao
e, posteriormente, na maioria dos casos na perda da patogenicidade dos isolados
(BUENO et al., 2006; MEYER et al., 2006; VECHIATO et al., 2003; IGNOFFO et al.,
1982). Por isso, ao repicar o fungo, deve-se transferir apenas porg¢des jovens e
esporulantes da colonia.

Na pratica essas alteragdes que ocorrem nos isolados s3o decorrentes da
constante manipulagdo exigida devido ao método de conservacdo que exigem
repicagens sucessivas (APARECIDO et al., 2007). Uma forma bastante eficiente
encontrada para a conservar o inoculo, foi manté-lo em 6leo mineral e acondicionado no
refrigerador. Dessa forma, o isolado paraliza o seu desenvolvimento e reduz, a niveis
quase nulos, o seu metabolismo, mantendo-se vidvel por um periodo superior a um ano,
0 que ¢ um periodo muito longo, quando comparado com as outras formas de

conservacao do inoculo.




5.« VIABILIDADE E PATOGENICIDADE DO INOCULO

No entanto, para que pudesse ser realizado a correta identificacdo do patogeno e
suas estruturas, o mesmo foi enviado para o Laboratério de Fitopatologia da Monsanto,
em Saint Louis, onde foram realizados testes morfoldgicos e comprovada a identidade e

patogenicidade do fungo em questao.



«. CONCLUSAO

O local de coleta da folhas, na planta, ¢ um fator determinante para o sucesso do
procedimento, levando em consideragdo os aspectos sanitarios da folha e a quantidade
de esporos disponiveis na mesma.

A utilizagdo do método direto de isolamento, assim como a assepsia do ambiente
¢ fundamental para que se obtenha uma cultura limpa, e pura.

A forma adequada de manutencdo e conservacdo do indculo ¢ de grande

importancia para que se tenha o patdogeno sempre disponivel e virulento.
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