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RESUMO

A cadeia produtiva da cenoura proporciona renda a diversas familias no Brasil e o estado de
Minas Gerais ocupa posi¢cdo de destaque na produgdo e distribuicdo dessa raiz, sendo a cidade de
Sao Gotardo referéncia nacional de producdo. Apesar da alta produtividade as doengas constituem
um empecilho a produgdo, e dentre estas a requeima ¢ a de maior destaque, causando grandes danos
a cultura e prejuizos para o produtor. A doenca ¢ provocada por um complexo etioldgico
envolvendo dois fungos (Alternaria dauci e Cercospora carotae) € uma bactéria (Xanthomonas
campestris pv. carotae), sendo que o fungo A. dauci é o que aparece com maior frequéncia como
causador da doenga. Diante disso ¢ de muita importancia o estudo e pesquisa de materiais
resistentes ou formas de controle eficientes. Para estudos relacionados a métodos de controle ¢é
necessario se ter estruturas desse fungo mantidas em condig¢des controladas. Diante disso, o objetivo
desse trabalho foi isolar e identificar colonias do fungo A. dauci provindas de lesdes de requeima da
cultura da cenoura. Foram coletadas folhas de cenoura com lesdes da doenga no setor de
olericultura do IFMG - Campus Bambui, que foram levadas ao laboratério de fitopatologia da
institui¢dao onde através de isolamento indireto, foram obtidas as colonias, que posteriormente foram
identificadas através de sua descricdo e realizacdo do postulado de Koch. A partir dessas colonias,
pode ser induzida a esporulagdo desses fungos e sua conservacao em condi¢des de laboratdrio, para

que possa servir de material auxiliar a pesquisas realizadas no Campus ou por institui¢des parceiras.
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INTRODUCAO

Em nosso pais, a cultura da cenoura tem grande importancia, ja que seu cultivo emprega alta
tecnologia e assim permite a geracdo de grande numero de empregos tanto diretos, quanto indiretos
em suas diversas fases de produgdo. Segundo dados do IBGE (2009) a cadeia produtiva da cenoura
gerou no ano de 2008, 314,4 mil empregos nas diversas fases da produ¢do, sendo assim fonte de
renda de varias familias.

Apesar da alta produtividade alguns fatores limitam melhores resultados na produgao da
cultura. Dentre esses fatores destacam-se as doengas, que representam os maiores causadores de
danos a cultura. A requeima ou queima das folhas, dentre todas as doengas, destaca-se como a de
maior importancia comercial, j& que hoje se encontra inserida em quase todos os centros de cultivo
de cenoura no pais, e os prejuizos causados estdo ligados diretamente a produtividade e,
conseqiientemente, ao lucro do produtor. A doenga é causada por um complexo etioldgico
composto por dois fungos, Alternaria dauci e Cercospora carotae e a bactéria Xanthomonas
campestris pv. carotae. Os agentes etioldgicos da doenca podem ser encontrados juntos ou
separadamente nas lesdes da doenca.

Pulz (2007), relata que a requeima ou queima das folhas por A. Dauci ¢ caracterizada por
lesdes marrom-esverdeadas de aspecto encharcado principalmente nas folhas, e podem levar a
planta a uma perda de area foliar que varia de 40 a 60%, reduzindo assim consideravelmente a
fotossintese e a producdo de fotoassimilados. Os sintomas caracteristicos da doenca aparecem de 8
a 10 dias apos a infecgdo. Os prejuizos podem ser ainda maiores, quando se trabalha com a colheita
mecanizada, por se prejudicar o arranque das plantas

Segundo Shibata (2008a), o fungo 4. dauci é o que aparece em maior frequéncia em lesdes
da doenga nas plantas de cenoura. Em experimento realizado pela autora, em todas as lavouras
analisadas de diferentes regides produtoras do Brasil e em diferentes épocas de plantio, foram
constatadas a presenca do fungo nas lesdes tipicas da doenca.

Visto a importancia econdmica dos danos causados pela requeima, torna-se de vital
importancia o desenvolvimento de alternativas vidveis ao combate da doenca. Porém o
desenvolvimento de produtos para o controle ou de materiais geneticamente resistentes a doenga
encontra muitas vezes dificuldades para sua realizacdo, devido ao fato que o fungo 4. dauci é de
dificil esporulacdo em condi¢des de laboratorio. Portanto o objetivo deste trabalho foi isolar,
identificar e induzir a esporulacdo deste fungo em condicdes de laboratorio para se criar fonte de
in6culo a ser utilizado em pesquisas de desenvolvimento de produtos para controle da requeima da

cenoura no IFMG — Campus Bambui.
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MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo dos trabalhos foram utilizados os laboratorios de Microbiologia e
Fitopatologia do Instituto Federal de Minas Gerais (IFMG), Campus Bambui.

Para a obten¢do do material infectado com requeima para o isolamento, foi realizado um
levantamento de plantios da cultura no setor de olericultura do campus e nos produtores da cidade
de Bambui. Tendo em maos as informagdes das areas plantadas, o passo seguinte foi a identificacao
dentro dessas areas, quais delas possuiam focos da doenga e em quais estdgios da mesma elas se
encontravam.

De posse dessas informacdes, o material escolhido para ser manuseado foi colhido no campo
e encaminhado acondicionado em sacos de papel ao laboratério de fitopatologia para se proceder o
isolamento.

No laboratério, a metodologia utilizada para isolamento dos in6culos do fungo, foi o
isolamento indireto. DOS SANTOS (2010) utilizou esta metodologia para isolamento de outro
agente etiologico, causador de doenga em feijao de corda e outras culturas, porém, diferentemente
do autor, o meio utilizado para plaqueamento neste caso foi o meio BDA (Batata Dextrose Agar)
que segundo PULZ (2007) tém sido utilizado constantemente em trabalhos de desenvolvimento e
esporulagdo do fungo.

Apos a fase final da técnica de isolamento indireto, que se caracteriza pela incubagdo das
placas de petri contendo meio BDA e partes da planta infectadas com requeima pelo periodo de sete
dias, todas as colonias que cresceram na placa, mais precisamente no entorno dos tecidos lesionados
foram repicados a novas placas contendo meio BDA e mantidas em estufa, no escuro a 25° C, até
que se notasse seu desenvolvimento e se tivesse material necessario para a identificagao.

Para se promover a identificacio do fungo, primeiramente foram feitas laminas
microscopicas pelo método de raspagem e colagem com as estruturas fingicas mantidas nas placas
de petri, e posteriormente foi realizada observagdo das caracteristicas da colonia e estruturas do
fungo para identificagdo da espécie.

Finalmente, para validacao dessa prévia identificacao foi realizado o postulado de Koch, que
se caracteriza como uma série de etapas a serem seguidas para confirmagdo da patogenicidade do
fungo ou microorganismo (KOCH, 1981).

Para se promover a esporulacao do fungo, utilizou-se metodologia similar a utilizada por
SHIBATA (2008a), que consistiu em cortar fragmentos da borda da colonia mantida em placa de

petri e transferi-la para erlenmayers (3), contendo BD (Batata dextrose) e mantidas no escuro sob



IV Semana de Ciéncia e Tecnologia do IFMG - Campus Bambui.
IV Jornada Cientifica
06 a 09 de Dezembro de 2011
agita¢do constante (110 rpm) em homogeneizador tipo Shaker por sete dias. Em seguida o micélio
produzido foi homogeneizado e triturado em agitador magnético e da suspensdao de fragmentos de
micélio em meio de cultura, aliquotas de 1 ml que foram retiradas e vertidas em placas de petri
contendo 10 ml do meio V8- 4gar. As placas foram incubadas a 25° C, no escuro por cerca de 8 a 10
dias, e a partir do material destas placas foi preparada a solu¢do de esporos com a mistura de dgua

destilada, para contagem da concentragao esporos em Hemacitometro ou Camara de Neubauer.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A técnica de isolamento indireto, conforme descrita no item anterior se mostrou eficiente
para isolamento e crescimento do fungo A. dauci. Seis dias ap0s a realizagdo do procedimento e sob
incubagdo, ja foram observadas colonias do fungo crescendo nas placas ao lado dos tecidos
infectados. Resultados semelhantes foram alcangados por SHIBATA et al. (2008b), que conseguiu
recuperar inoculos do fungo utilizando metodologia semelhante.

A fase seguinte de realizacdo do experimento, que se da pela identificacdo do fungo,
procedeu-se de forma satisfatoria, sendo observadas estruturas do fungo que se assemelhavam com
as caracteristicas descritas em literatura, porém, foi de vital importancia a realizagcdo do postulado
de Koch para a comprovacdo da identificacio e patogenicidade do fungo. Os sintomas
caracteristicos da doenca puderam ser observadas apds a inoculagdo de estruturas fingicas em
plantas sadias, sendo estes sintomas observados em média de 8 a 13 dias apos esta inoculagao,
confirmando o resultado alcangado em inoculagdo no campo promovida no trabalho de SHIBATA
et al. (2008b).

Quanto a esporulacdo do fungo, esta pode ser observada apds o periodo de incubagao
proposto na metodologia utilizada. Apds a contagem em Hemacitometro ou Camara de Neubauer,
observou-se niimero médio de 13x10° conidios/ml. A partir deste valor, para obtengdo de suspensio
de in6culos para ser aplicada a campo, deve-se ajustar através de diluicdo em agua destilada e

esterelizada, para uma concentracio de 5x10° conidios/ml.

CONCLUSAO

Foi perfeitamente possivel o isolamento e identificagdo de colonias do fungo Alternaria
dauci, a partir de lesdes de requeima das folhas de cenoura coletadas no [IFMG — Campus Bambui,
sendo que também foi possivel a manutencdo das colonias do fungo e sua esporulacdo em
laboratorio, para que estas possam servir de material a ser utilizado em pesquisas de

desenvolvimento de materiais resistentes e produtos para combate da doenca.
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