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Resumo. O presente estudo teve como finalidade verificar o desenvolvimento dos fungos e eventuais
bactérias que podem ocorrer nos meios de cultivo, que s&@o ricos em nutrientes necessarios para o
desenvolvimento dos microrganismos, situacdo semelhante a que ocorre com a area de cultivo brasileira.
Utilizou-se de base para a pesquisa 0 método BDA (batata, dextrose e agar). Os tratamentos constituiram
guatro procedimentos, onde foram desinfetadas e isoladas parte das folhas dos citrus laranja, manga e
bergamota e parte do fruto da laranja valéncia, para posterior identificacdo de fungos e bactérias que se
manifestaram ap6s 24 horas da implantacdo do experimento. Concluiu-se desta forma que, o0s
microrganismos se desenvolveram de forma satisfatéria fora do seu habitat natural.

Palavras chave: BDA, microrganismos, meio de cultivo.

Abstract. This study aimed to verify the development of fungi and any bacteria that may occur in the culture
media, which are rich in nutrients needed for the development of micro-organisms, a situation similar to what
happens with the area of Brazilian culture, to do so, used If the basis for the BDA search method (potato,
dextrose and agar). The treatments were four procedures, which have been disinfected and isolated part of
the leaves of citrus orange, mango and bergamot and part of the fruit of valencia orange, for identification of
fungi and bacteria that there manifested 24 hours after implantation of the experiment. It follows therefore
that the microorganisms have developed satisfactorily outside their natural habitat.

Keywords: BDA, microorganisms, the culture medium.

Introducao

Meios de cultura é o0 conjunto de
substancias necessarias, tendo um equilibrio de
agentes quimicos e fisicos que proporcionam o
crescimento e multiplicagdo dos micro-organismos.
Sao utiizados em trés diferentes tipos de
consisténcia: forma liquida, sélida e semissdlida
(Dugan et al. 1993).

O meio de cultura BDA é utilizado em
laboratérios e é recomendado para o isolamento,
enumeracdo de leveduras e bolores em alimentos.
Sao técnicas para execucao de meios de cultura,
tipos dos meios empregados para o isolamento e
identificacdo de micro-organismos (Brent, 1987). O
meio de cultura BDA é um dos mais utilizados em

laboratérios. Nesse meio, a batata serve como fonte
de nutrientes, a Dextrose como fonte de agucar
simples e o Agar tem a funcéo de solidificar o meio.

O Brasil é o maior fornecedor de mangas
para o mercado europeu, representando 41% do
total das importagdes em 2008. As mangas estao
creditadas a ser o produto que mais cresce no
segmento de fruta organica tropical (Pay, 2009),
entretanto é constantemente prejudica pelo fungo
Oidium mangiferae Bert.

E caracterizado por um p6 branco (micélio)
sobre as partes doentes. Os frutos afetados néo
crescem e podem cair antes de atingir o tamanho de
uma ervilha. As perdas causadas por este patdgeno
podem superar os 20% (Nofal; Haggag, 2006),
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havendo também diferencas de suscetibilidade
entre as variedades (Ribeiro, 2005).

A clorose variegada dos citros (CVC),
também conhecida como amarelinho, é causada
pela bactéria Xylella fastidiosa que, depois de
transmitida para a planta, se multiplica e obstrui os
vasos do xilema, responsaveis por levar agua e
nutrientes da raiz para a parte aérea. A obstrugdo
dos vasos causa a diminuicdo do tamanho do fruto,
podendo torna-lo inviavel para o consumo (Beretta,
1990).

Esta doenca é wuma anormalidade
observada primeiramente em pomares citricos em
meados de 1987 no Triangulo Mineiro, e das
regides Norte e Nordeste do Estado de S&ao Paulo,
de onde vem se alastrando muito rapidamente (De
Negri, 1990).

Doencas em pds-colheita reduzem a
guantidade e a qualidade de frutos comercializaveis
e, em citros, podem provocar grandes perdas. No
Brasil, dentre as doengcas em pés-colheita dos
citros, o bolor verde (Penicillium digitatum) é a
principal. Seu controle é realizado com fungicidas, e
isolados resistentes do patégeno sdo relatados
(Teixidd et al. 2001), algumas vezes simultanea a
mais de um fungicida (Kinay et al. 2007).

Como forma de controlar esse patdgeno,
vém sendo utilizadas praticas culturais visando a
reduzir o in6culo no campo, o tratamento quimico, a
irradiacdo e a termo terapia. Os tratamentos
guimicos sdo os mais utilizados, em pré e pos-
colheita. No Brasil, os fungicidas do grupo dos
benzimidazéis s8o os mais utilizados, e estes
possuem varias restricdes de uso, como o de
selecionar estirpes resistentes dos patdgenos
guando usados continuamente. Alternativas visando
a reducdo do uso de fungicidas vém sendo
pesquisadas e com resultados promissores no
controle de varios fitopatdgenos. Enfoque particular
vem sendo dado ao controle biolégico e ao uso de
extratos de planta, de produtos alimentares, de
aditivos de alimentos, de residuos da producdo de
alimentos e de conservadores de alimentos no
controle de doencas de plantas de forma geral
(Sholberg & Gaunce, 1995).

A cochonilha Planococcuscitri (Hemiptera:
Pseudococcidae) € conhecida por cochonilha-
branca, cochonilha-dos-citros ou cochonilha-da-
rosetado-cafeeiro. E um inseto sugador de seiva
que coloniza especialmente a regido do pedunculo
dos frutos, produz o “honeydew”, que serve como
substrato para o desenvolvimento da fumagina,
acarretando a depreciacdo dos frutos
comercializados (Gravena, 2003). Esta cochonilha
apresenta uma ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo em regides tropicais, subtropicais e
temperadas, colonizando plantas cultivadas em
condicdes de campo e casa de vegetacdo (Llorens,
1990).

Em pomares citricos, os danos sé&o
ocasionados pela succdo continua de seiva
reduzindo o tamanho dos frutos e injetando toxinas
no ato da alimentacdo, causando deformacfes e

gueda de frutos novos. Em altas populacbes podem
causar desfolhas nas plantas (Gravena, 2003).

Com este intuito este trabalho visa verificar
a manifestacao e proliferacdo de diferentes fungos
de plantas frutiferas de cultivo comercial em meio
de cultura BDA, com o propésito de ampliar
conhecimentos sobre tais doencas.

Métodos
Os experimentos foram realizados no laboratorio de

Biotecnologia Vegetal da FACC - Faculdade
Concordia/SC.
O passo inicial das atividades foram:

esterilizacdo na autoclave (121°C / 30 minutos) das
placas de petri, sendo consideradas, a base
introdutéria dos procedimentos, apds, higienizacéo
com solugdo de alcool 70%, dando sequéncia ao
trabalho com o fracionamento de exatas 20 gramas
de acUcar e 12 gramas de &gar.

Para a mistura dos elementos, o recipiente
utilizado foi uma proveta, na qual, fora inserido
500ml de agua de batata, 500ml| de &gua destilada,
20g de acgucar e 12g de 4gar.

Figura 1: Pesagem dos materiais.
Fonte: Os autores.

Apés agitacao da proveta, e com a solugéo
bem dissolvida, foi isolado exatamente 80ml da
solucdo em erlenmeyer, esses foram tapados com
algodéo e lacrados com elasticos de latex, para que
ndo ocorresse uma explosdo na hora da sua
ebulicdo, tais recipientes foram postos em sacolas
plasticas e apo6s introduzidos na autoclave para sua
esterilizacdo, a funcdo das sacolas plasticas é
apenas a de separar os recipientes.

Durante o processo de esterilizagdo a
autoclave pode atingir a temperatura de 121°C. O
periodo necessério para conclusdo do procedimento
gira entorno de 30 minutos com adi¢cdo de mais 20
minutos para esfriar. Subsequentemente, foram
alocados cerca de 10ml dessa solu¢cdo em cada
placa de petri, constituido um experimento com 4
placas diferentes, foram colocados dentro da
autoclave para repouso até estarem prontas, no
sdbado seguinte.

Os cortes nos vegetais foram realizados por
um bisturi e com o auxilio de uma pinca, onde foi
imergido os materiais por 2 minutos na solucdo de
hipoclorito de sédio 2,5% e agua destilada, findado
o tempo, foi retirado os pedacos de folhas dessa
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solucdo e mergulhados dentro do alcool 70%,
deixando-os ai por mais dois minutos. Estes

procedimentos foram feitos com cortes de folha de
laranja

bergamota, folha de manga, folha de
valéncia e também o fruto da laranja valéncia.

.“ \‘ \ & ’,~'
Figura 2: Processo de esterilizagdo em autoclave a

121°C por 30min.
Fonte: Os autores.

Depois do processo de imerséo, os cortes
das folhas foram banhados com agua destilada e
alojados dentro das placas de petri, juntamente com
o material que foi desenvolvido no primeiro

momento, tomando o cuidado de vedar em 100%
com o uso de papel celofane, evitando que o
material fosse contaminado com fungos e bactérias
presentes no meio.

i~ ; ; { )

Figura 3: Processo de retirada do tecido vegetal doente.
Fonte: Os autores.

Com o processo concluido as placas de
petri foram depositadas na sala de cultura, da qual,
conta com um equipamento de manutencdo de
temperatura, vulgo ar-condicionado, que tem por
funcdo manter o ambiente da sala em constantes
25°C, sendo analisado periodicamente o
desenvolvimento dos meios de cultura.

Resultados e discussdes

Os resultados obtidos com os diferentes
tratamentos de manifestacdo de doencas de plantas
em meio de cultura BDA estdo evidenciados na
figura 04. Os tratamentos demonstram diferencas
de evolugéo entre si, pois em cada tratamento foi
testado uma doenca diferente em meio de cultura
BDA.

Figura 4: Evolgéo dos meios de cultura pelo método
BDA apos 14 dias. Fonte: Os autores.

No tratamento 1, foi utilizado como material
vegetal folhas de manga infectada com uma doenca
conhecida como oidio, causado pelo fungo Oidium
mangiferae Bert, na qual foi relatada pela primeira
vez no Brasil em 1914, e posteriormente, foi
relatada em varios outros paises (Duarte, 2003).
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Neste tratamento, percebeu-se uma boa
adaptacdo do fungo ao meio de cultura BDA, em
temperatura ambiente controlada de 25°C, sendo
constante em todo decorrer do experimento. O
patégeno se manifestou cerca de 24 horas depois
de ser inserido ao meio de cultura. Como é possivel
visualizar na figura 05 foi verificado um crescente
aumento do fungo apés 48 horas, sendo que se
manifestou gradativamente de forma crescente no
decorrer do teste, chegando ao (ltimo dia, ja
ocupando todo o espago na placa de Petri.

Figura 5: Tratamento com folha de Manga.
Fonte: Os autores.

O ambiente cedido no experimento
demonstrou ser adequado para a o fungo Oidium
mangiferae Bert, sendo que este se adaptou-se de
forma réapida, e se manifestou de modo Aagil.
Segundo Standnik e Riviera (2001) os conidios nao
precisam de um filme de 4gua para germinar, sua
germinacéo dura cerca de 5 a 7 horas a 23°C e 20
% de umidade relativa do ar. O meio de cultura BDA
para este fungo, demonstra ser ideal para a
proliferacdo do mesmo, estando proximo da
realidade do ambiente natural, com temperatura e
nutrientes ideais para seu desenvolvimento,
podendo assim, através destes dados ser
estudados formas de controle deste fungo.

No segundo tratamento T2, foi trabalhado
com folhas de bergamota, aonde as mesmas
estavam contaminadas com a doen¢a chamada
Clorose Varieagada dos citros, transmitida pela
bactéria Xylella fastidiosa.

Por se tratar de uma bactéria, a sua
manifestacdo no meio de cultura demorou mais para
ocorrer em relacdo aos fungos, sendo constatado
sua manifestacdo apenas 72 horas apds a
implantacdo do experimento. Além da demora para
a manifestacdo da bactéria, também foi possivel
perceber que pouco se propagou, criando apenas
uma pequena crosta branca ao redor da folha
infectada. Isso se deve ao fato de a bactéria ndo se
adequar ao meio de cultura, ja que na natureza ela
é transmitida diretamente por inUmeras espécies de
cigarras, e encontram um ambiente mais propicio.

Figura 6: Tratamento com folha de Bergamota.
Fonte: Os autores.
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Segundo Paiva et al. (1996) altas
temperaturas sdo condicSes bioldgicas favoraveis
para propagacdo das espécies, como vegetacado
rasteira abundante, onde muitas buscam alimento.

Roberto & Yamamoto (1998) constataram
que, em laranjeira em produgdo, as espécies A.
citrina, D. costalimaie O. facialis, foram constantes
em pomares das regides Norte, Noroeste e Centro
do estado de S&o Paulo, sendo que na Regido Sul,
as duas primeiras espécies foram acessorias.

No tratamento T3, foi trabalho com o fruto
da laranja, especificamente com a doenca
Penicillium digitatum, conhecida como bolor verde.
Como se verifica na figura 7, o tratamento com bolor
verde, se manifestou aproximadamente 24 horas
apés a instalacao do experimento, sendo que, se
desenvolveu de forma lenta e desuniforme, como

evidenciado na figura 7, entretanto, se
demonstraram adaptar-se bem ao ambiente
preposto.

Fonte: Os autores.

Varios fatores relacionados com o fruto, o
patdégeno, o clima e as condigbes em pos-colheita
determinam a incidéncia e a severidade das
doencas (Eckert & Eaks, 1989).

Segundo Timmer et al. (2000) a elevada
incidéncia da doenca pode ser atribuida a elevada
producdo de esporos na superficie dos frutos,
facilmente dispersos pelo ar, sendo abundantes nos
pomares. Potencialmente, um Gnico esporo de P.
digitatum pode infectar um fruto e resultar na
producdo de 100 milhdes de esporos, apds sete
dias sob condigbes ambientais 6timas. No entanto,
esporos sdo capazes de germinar e crescer em
temperaturas de 4 a 30°C (Plaza et al. 2003).

Desde os primérdios da agricultura h& cerca
de 10000 a.C. que o homem compete pelos
recursos com varios grupos de organismos
(animais, patogénos e infestantes), designados
coletivamente, como pragas (Oerke, 2005), aos
quais se atribui a perda anual de 10-12% da
producdo agricola (Samways, 1997). Desde 1945
que se tem vindo a registrar um acréscimo
dramético no numero de animais (principalmente
insetos), infestantes e patdgenos de plantas
resistentes aos pesticidas (Brent, 1987) e o uso
destes terem aumentado, as perdas nas colheitas
agricolas devido as pragas nado diminuiram (Oerke,
1995). Estima-se que apenas 0,1% dos pesticidas
aplicados no controle de pragas atingem a praga-
alvo a que se destinam (Pimentel, 1995).

Dentre varios insetos esta a cochonilha-
branca Planococcus citri, que é um inseto sugador
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de seiva, que ataca a laranjeira doce, podendo
ocasionar perdas a producao.

No tratamento T4, foi utilizado como
material vegetal folhas de laranja doce infectada
com uma doenca conhecida como cochonilha-
branca, causado pelo fungo Planococcus citri, a
praga foi registrada pela primeira vez no Brasil em
1938, em Pernambuco. Em 1947, sua presenca foi
constatada no Rio de Janeiro. Atualmente, esta
presente em todos os estados brasileiros. Neste
tratamento percebeu-se uma boa adaptacdo do
fungo ao meio de cultura BDA, em temperatura
ambiente controlada de 25°C, sendo constante em
todo decorrer do experimento. O patégeno se
manifestou cerca de 24 horas depois de ser inserido
ao meio de cultura. Como é possivel visualizar na
figura 08, foi verificado um crescente aumento do
fungo apdés 48 horas, sendo que se manifestou
gradativamente de forma crescente no decorrer do
teste, chegando ao ultimo dia, ja ocupando quase
todo o espaco na placa de Petri. O ambiente
cedido no experimento demonstrou ser adequado
para a o fungo Planococcus citri, sendo que este
adaptou-se de forma rapida, e se manifestou de
modo rapido e agil. O meio de cultura BDA para
este fungo nos demonstra ser ideal para a
proliferacdo do mesmo, estando proximo da
realidade do ambiente natural, com temperatura e
nutrientes ideias para seu desenvolvimento,
podendo assim, através destes dados ser
estudados formas de controle deste fungo.

Figura 8: Tratamento com o fruto da Laranja.
Fonte: Os autores.

Concluséo

A isolac@o pelo método BDA possibilitou a
analise e avaliacdo do comportamento de trés
fungos e uma bactéria que se desenvolveram no
meio de cultura.

Através desta andlise, percebe-se que os
pequenos microrganismos se desenvolvem bem
fora de seu habitat natural.
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