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1. APRESENTACAO

Figura 1. Logotipo LADIPE Uergs - Unidade Vacaria. Este manual foi desenvolvido pelo

LADIPE®

Laboratério de Desenvolvimento, Inovagéo, Pesquisa e Extens&o da UniverSidade EStaduaI dO RIO
@uergs Vacaria Grande do Sul (UERGS),

Fonte: Autores (2022) unidade Universitaria em Vacaria

grupo de trabalho do Laborat6rio
de Desenvolvimento, Inovacao,

Pesquisa e Extensédo (LADIPE)

(Figura 1), a fim de apresentar informacdes e orientar sobre procedimentos praticos
de rotina em um laboratério que desenvolve seus estudos cientificos avaliando a
atividade de fitopatégenos e seu comportamento frente a possiveis alternativas de
controle. As técnicas aqui apresentadas sdo baseadas em protocolos classicos da
literatural, mas com alguns ajustes que se mostraram necessarios e eficientes no
decorrer dos trabalhos. Por muitas vezes, o grupo se deparou com uma falta de
informacg0des detalhadas, corriqgueiramente dizendo: “o pulo do gato” para ter sucesso
em determinados procedimentos, ja que a literatura cientifica é universal. Por isso,
neste guia propdem-se a esmiucar O passo a passo para O isolamento,
armazenamento e crescimento de fungos fitopatogénicos, abordando desde a
paramentacédo do profissional e informacgdes sobre 0s equipamentos utilizados, até as
técnicas microbioldgicas.

A histoéria do grupo de autores desse manual comegou em 2019, com o inicio
das atividades de pesquisa buscando inibidores naturais para fungos causadores de
doencas em pequenas frutas. O grupo de alunos de iniciacao cientifica e professores
pesquisadores estavam iniciando suas atividades juntos, equipando um laboratério e
tentando ajustar as técnicas basicas a sua pesquisa. Em diversos momentos, por mais
que se fizesse buscas a literatura, sentia-se dificuldades em desempenhar
determinados protocolos por falta de detalhamento das técnicas. O grupo sempre fez

! BERGAMIN FILHO, Armando. Manual de fitopatologia. Sdo Paulo: Agronémica Ceres, 1995.
KIMATI, H. et al. Manual de fitopatologia. S&o Paulo: Agrondmica Ceres, 2005.

CAROLLO, E. M.; SANTOS FILHO, H. P. Manual basico de técnicas fitopatoldgicas: laboratério
de fitopatologia Embrapa Mandioca e Fruticultura. Embrapa Mandioca e Fruticultura-

Folder/Folheto/Cartilha (INFOTECA-E), 2016.




Laboratono de Desenvolvimento! Pesqusa e Extensdo]

©uergs\Vacaria

anotacdes minuciosas, descrevendo todas as etapas realizadas em cada
procedimento e, foi percebido, que havia sido construido um importante material de
orientacdo, entdo decidiu-se por compartilha-lo na forma deste guia.

Por experiéncia propria, sabe-se que o tempo auxilia na execugéo e dominio das
técnicas, por consequéncia, cada um podera modificar etapas das técnicas aqui

apresentadas da forma que melhor se adaptem as suas necessidades e realidades.

2. ORIENTACOES GERAIS DE SEGURANCA E PROTECAO INDIVIDUAL

Em qualquer ambiente laboratorial no qual a pessoa se coloque, é importante
observar as saidas de emergéncia, localizar os extintores de incéndio e acionar
exautores e controladores de temperatura. Ainda, € importante consultar as Fichas de
Informacdes de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQs) dos reagentes que for
utilizar.?

Antes de executar qualquer atividade em laboratorios € fundamental estar
paramentado de acordo com as boas praticas de protecdo individual:

- Vestir jaleco/avental confeccionado com em tecido de composi¢cdo minima em
67% algoddo, com mangas longas e comprimento na altura dos joelhos para proteger
as roupas;

- Utilizar calcados fechados visando proteger os pés contra respingos de
produtos quimicos e cortes por vidraria. Evitar saltos e sapatos com solas deslizantes;

- Vestir calgas compridas confeccionadas em tecidos com baixa inflamabilidade;

- Estar com os cabelos presos para evitar que prendam em materiais e
equipamentos, ou até mesmo, que sejam atingidos por produtos quimicos ou fogo.

- Ter cuidado com o uso de adornos pessoais. Evitar brincos, pulseiras, anéis,
colares, bonés e chapéus pois, além do risco de ficarem presos a algum equipamento,
também sdo pontos favoraveis a retencao de microrganismos e produtos quimicos.

- Nao ingerir comidas e bebidas dentro do laboratério, nem armazenar 0s
mesmos nas geladeiras ou camaras contendo culturas bioldgicas e reagentes.

2 Baseado no Manual de Seguranca de Laboratérios da Universidade Estadual do Rio Grande
do Sul.
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3. CUIDADOS E MANUTENCAO DO LABORATORIO

Manter condicbes assépticas do ambiente, equipamentos e ferramentas
utilizadas nas atividades praticas é fundamental para garantir a reducdo de
contaminacdao e interferéncia nos resultados experimentais.

Todos os materiais utilizados nas técnicas devem ser corretamente embalados,
identificados e, se necessario, descartados seguindo as normas de seguranca.
Quando preparar solugdes ou fracionar reagentes, deve-se identificar corretamente
0S recipientes de armazenamento e datar.

Em caso de utilizacdo produtos quimicos seguir veemente as informacdes
descritas no rétulo e nas FISPQs tendo cuidado com o manuseio. Sempre que
possivel, deve-se utilizar as capelas de exaustdo para que nao ocorra contato e
inalacdo das substancias.

Toda pessoa que trabalhar em um laboratério deve estar ciente dos
procedimentos de utilizagdo correta de cada equipamento e prestar constante

manuten¢cao aos mesmos.

4. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NAS TECNICAS MICROBIOLOGICAS

Para desenvolver as atividades com seguranca e minimizando os riscos de
contaminagdo, equipamentos de esterilizacdo, purificacdo e precisdo sao
importantissimos. O uso correto dos mesmos é fundamental para a seguranga e

qualidade das técnicas.

4.1 Autoclave

A autoclave (Figura 2) é um equipamento utilizado para as esterilizagdes, pois
proporciona que sejam atingidas temperaturas maiores que o ponto de ebulicdo da
agua em condi¢cdes normais de temperatura e pressdo (CNTP), uma vez que
proporciona um aumento da pressao em seu interior e por consequéncia o aumento

da temperatura de ebulicéo.
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Para correta utilizacdo, deve-se primeiro completar o volume de agua até que
atinja o suporte metalico abaixo do cesto cilindrico. O aparelho precisa ser pré-
aquecido até que a agua atinja a temperatura de ebulicdo. Os materiais a serem
Figura 2. Autoclave vertical. esterilizados devem ser adicionados dentro do cesto, apds

0) fecha-se a tampa e as valvulas para que ocorra
pressurizacdo. Monitora-se a pressdo até que atinja,
aproximadamente 1,3 atm, e através da vélvula de
contrapeso estabiliza-se a pressao entre 1,3 - 1,5 atm.

Recomenda-se que a esterilizacado dos materiais ocorra

por 45 min apo6s atingir 1,3 atm. Ao final do periodo, o

aparelho deve ser desligado e as vélvulas abertas para

liberag&o da presséo.
Ao final da utilizacdo e resfriamento, retirar a agua do
Fonte: Autores (2022)  reservatorio e descartar. Limpezas periodicas devem ser

feitas para conservacao do equipamento.

Obs.: No momento do fechamento da tampa né&o realizar o aperto maximo das travas
de seguranga, uma vez que apos o ganho de pressao elas apresentam uma resisténcia muito
grande. Ao final da esterilizac&o, abrir as valvulas gradualmente e esperar a liberagéo total da

pressao interna para entdo abrir a tampa.
4.2 Capela de Fluxo Laminar

A capela de fluxo laminar (Figura 3) é utilizada, Figura 3. Capela de Fluxo laminar
o ] ] . com bico de Bulsen.
principalmente, para manuseio de material biolégico por
exemplo, no isolamento de fitopatégenos. Este equipamento
mantém as condi¢es do ambiente interno estéreis, o que é
fundamental para garantir a pureza dos isolados

fitopatogénicos.

Antes do manuseio de materiais biolégicos, o aparelho
deve ser ligado para acionar o exaustor e a luz ultravioleta,
ser higienizado com &lcool etilico 70%, deve-se manter a

tampa fechada e o sistema funcionando por 15 minutos  Fonte: Autores (2022)
antes da manipulacdo dos materiais biolégicos. Em alguns casos, a capela de fluxo

laminar pode contar também com um bico de Bunsen em seu interior, neste caso,
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guanto mais perto da chama forem realizadas as praticas biolégicas, mais eficaz sera

a esterilizacao.

Obs.: Os materiais em embalagens (placas de Petri, laminas, agulhas, isolados) devem
ser abertos, somente, quando ja estiverem dentro da capela de fluxo laminar. O bico de
Bunsen também pode ser utilizado para flambar instrumentos como: bisturi, alca de Drigalski,
laminulas, entre outros. Limpeza perioddicas externas e no filtro do equipamento devem ser

realizadas.

4.3 Destilador

Para todo e qualquer preparo de solucdo ou meio de cultura deve-se utilizar &gua

: : destilada, uma versao livre de impurezas e sais minerais que

Figura 4. Destilador
tipo Pilsen. podem interferir nos processos.

- A 4gua é destilada em um destilador (Figura 4). Para utilizar
’ 1 0 destilador deve-se primeiramente ligar o fluxo de &gua
moderadamente, somente, apos liga-se o disjuntor e, por ultimo,
T 0 botdo de acionamento do destilador. Acompanhar a saida de
agua e regular a vazao para que a temperatura da agua de saida
permanec¢a morna (= 37 °C). Nunca se deve colocar o destilador
em aquecimento sem ter fluxo de agua em seu reservatorio junto
a resisténcia.

Para desligar o equipamento, desativar primeiro o botdo de

acionamento (para cessar o aquecimento), depois o disjuntor
! deixar &agua corrente circulando no equipamento até o
Fonte: Autores (2022) - o sfriamento da resisténcia para entéo cessar o fluxo de dgua.

Obs.: sabe-que a resisténcia ndo esta mais quente quando a agua corrente sai fria do

destilador.
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4.4 Balanca de Preciséo

Existem diferentes tipos de categorias para as balancas. Em procedimentos
técnicos e cientificos quanto maior for a precisado da balanca mais confiaveis serdo os
resultados. Sugere-se utilizar balancas de precisao

Figura 5. Balanc¢a de preciséo - ) L .
analiticas (Figura 5), com medicOes de quatro casas a

" _ﬁ direita da virgula, ou semianaliticas, com sensibilidade para
[ e —— A - . N . . Ve

F trés casas decimais a direita da virgula.
E necesséario ter o habito de calibrar as balancas

rotineiramente. Verificando a marca d’agua, mantendo-a

@ sempre ajustada.

\/

As balancas devem ser acondicionadas em ambiente

com a menor circulacéo de ar e niveis normais de umidade.
Devido a sua preciséo, deslocamentos de ar interferem nas
medicdes. E importante repousa-la em um suporte fixo ou

bancada exclusiva, para protegé-la de vibracbes. Deve-se

Fonte: Autores (2022)

respeitar os limites de pesagem de cada equipamento.

A pesagem de qualquer reagente, solido ou liquido, deve ser realizada em um
recipiente apropriado, nunca diretamente no prato da balanca para evitar danos ao
aparelho e imprecisfes nas medidas. Os recipientes adequados para pesagem sao:
pesa-filtro, béqueres pequenos, cadinhos, vidros de relogio. Atengéo redobrada deve
ser tomada na pesagem de liquidos, principalmente, os corrosivos e volateis. O
recipiente e a substancia submetidos a pesagem, devem estar a mesma temperatura
da balanca para evitar dilatacdo do prato e deslocamento de energia.

Apés a utilizacdo da balanca, deve-se realizar a limpeza do equipamento com
auxilio de um pincel, retirar o prato para verificar se ha residuos das pesagens em
baixo.

Deve-se manter a camara fechada e utilizar a balanca conectada a um
estabilizador ou nobreak, pois oscilagBes na corrente elétrica acabam prejudicando
sua precisao.

Obs.: Tomar cuidado ao retirar a base de metal pois, em alguns modelos, existem quatro

calcos de borracha removiveis logo abaixo.
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4.5 Incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D)

A incubadora BOD (Figura 6) desempenha a importante funcéo de proporcionar
um ambiente controlado em condi¢cdes de temperatura, umidade, oxigénio e
luminosidade para armazenamento e desenvolvimento de diversos patdégenos. As
condicbes mais comumente utilizadas para as praticas microbiolégicas séao:

Figura 6. Incubadora BOD ~ t€mMperatura de 24 °C e fotoperiodo de 12 horas. As

condi¢Oes ideais para a utilizagdo deste equipamento

€ um ambiente com poucas variacdes de temperatura,
realizacdo de limpezas peridédicas com solucdo de
alcool etilico 70% nas paredes, filtro e ventoinha, a fim
de manter as condi¢cBes assépticas, bem como, evitar
acumulo de residuos e/ou agua proveniente do fluxo
de ar, abrir a porta somente quando necessario para

manter a temperatura interna regular.

Obs.: Todos os materiais bioldgicos armazenados no

Fonte: Autores (2022)

equipamento devem estar corretamente embalados e

vedados para evitar a contaminagao do ambiente e oferecer riscos aos isolados de patégenos.

5. ASSEPSIA DO AMBIENTE E DOS INSTRUMENTOS PARA ENSAIOS
MICROBIOLOGICOS

Uma das principais dificuldades encontradas na realizacdo de experimentos
biolégicos é a contaminacao por diferentes microrganismos, uma maneira de reduzir
este risco é realizar a limpeza e esterilizagcdo do ambiente de trabalho: bancadas,
armarios, prateleiras, mesas, equipamentos e instrumentos antes e apos a sua

utilizacao.

5.1 Higienizac&do das méaos

Antes de qualquer procedimento deve-se realizar a higienizacdo das maos com

agua e sabao (Figura 7).




fo A \ (2 )

. — 7\ Y R" J
0. Lave as maos com agua. 1. Cologue o sabonete. 2. Com movimentos circulares,
esfregue a palma das maos.
s % s N 1 )
e = N o N 4
3. Depois, esfregue a parte 4. Junte as maos e entrelace os 5. Em seguida, feche as maos
interna dos dedos com dedos para frente e para tras. e esfregue uma na outra com
movimentos verticais. movimentos verticais.
0 X [ X (o )

\ v S S 2
6. Aperte o deddo com uma das 7. Faga movimentos circulares 8. Lave as maos com agua.
maos e faga movimentos para na palma de uma das maos.

frente e para tras.

P o k. . 11 B
5 F
\ J 3 y
9. Enxugue bem com uma 10. Use uma toalha de papel 11. Pronto, agora suas maos
folha de papel. para desligar a agua. estdo limpinhas!

Fonte: Agéncia Estadual de Vigilancia Sanitaria (AGEVISA/PB)?3

5.2 Assepsia do espaco de trabalho

8 AGEVISA. Agéncia Estadual de Vigilancia Sanitaria. 1 Seminario Estadual de Seguranca do
Paciente. Paraiba. 2021.
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As bancadas e os demais moveis do laboratério podem ser limpos utilizando
solucdes de alcool etilico 70% ou de hipoclorito de sodio (NaClO) 2%. Recomenda-se
a limpeza inicial com 4gua e sabao e logo apos a esterilizacdo da superficie utilizando
alguma das solucdes deixando secar em temperatura ambiente por alguns minutos.
O chéo também deve ser esterilizado utilizando solucdo de NaClO 2% ou outro

produto asséptico disponivel.

5.2.1 Preparo da solucéo de hipoclorito de sédio (NaClO) 2%

O procedimento descrito neste guia € de preparacdo de uma solucdo 2% massa
de soluto/volume de solvente (%p/v)*. Interpreta-se, como a solucdo sendo produzida
pela dissolucdo de 2g de soluto (Hipoclorito de sédio) em 100 mL de agua destilada.
Como esta é uma solucdo amplamente utilizada na rotina de higienizacéo das praticas
apresentadas, indica-se preparar volumes maiores da mesma, respeitando a
proporgao entre os constituintes da solucéo.

Para o preparo de 1 L da solugéo de hipoclorito de sédio (NaClO) 2%, pesa-se
20 g de NaClO em um béquer, dissolve-se o0 soluto em uma quantidade de agua
destilada e transfire-se para um baldo volumétrico de 1 L com auxilio de um funil e de

Figura 8. Preparo de soluc&o de NaClO. um bastéo de vidro. Deve-se fazer ao
menos trés lavagens do béquer com

cerca de 10 mL de &gua destilada

97 cada, transferindo o liquido para o
» E » » » baldo volumétrico, lava-se também
o funil com &gua destilada. ApGs

completa-se o0 volume da solucao
Fonte: Autores (2022) considerando o menisco do baldo
volumétrico (Figura 8). Tampa-se o baldo para homogeneizar bem a solucgéo.

Obs.: Tome cuidado para ndo verter a mistura hipoclorito de sédio e 4gua para fora do
baldo volumétrico, comprometendo a concentracdo, e ndo utilize volumes grandes de agua
destilada nas lavagens para ndo ultrapassar o menisco. Quando proximo ao menisco acerte

o volume final com auxilio de uma pipeta de Pasteur ou conta gotas

4 LENZI, E. et al. Quimica Geral Experimental. 2° Ed. Rio de Janeiro: Editora Freitas Bastos, 2012.
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5.3 Higiene dos instrumentos de trabalho

A limpeza de instrumentos de manuseio como pingas, bisturis, alcas e agulhas
histolégicas deve ser realizada da seguinte forma:

1- Antes da utilizagdo, os instrumentos devem ser mergulhados em alcool etilico
70% e flambados em contato com a chama de uma lamparina ou do bico de Bunsen,;

2- Durante a utilizacdo dos instrumentos para praticas de manuseio de
patdgenos, os mesmos devem ser mergulhados em alcool etilico 70%, o excesso pode
ser removido com papel autoclavado e em seguida flambados na chama. Repetir o
procedimento apds cada corte ou contato com material bioldgico.

Ao final do experimento, é necessario realizar a higienizacdo dos instrumentos,
para aqueles resistentes a temperaturas elevadas recomenda-se a esterilizacdo por

meio de autoclave.

5.4 Esterilizagdo e acondicionamento das placas de Petri

As placas de Petri devem ser lavadas com agua e sabdo, secas em estufa na
temperatura de 70 °C. Posteriormente, esterilizadas em autoclave por 45 minutos,
encaminhadas novamente a estufa para a completa secagem e ao final embrulhadas
em duas camadas de papel autoclavado.

Obs.: Nos primeiros procedimentos de esterilizacdo das placas realizados pelo grupo,
estas eram lavadas, secas manualmente com pano autoclavado e embrulhadas em papel
antes da esterilizacdo na autoclave, contudo, percebeu-se melhora na eficiéncia da

esterilizacdo na autoclave sem o embrulho.

6. PROCEDIMENTOS DE ISOLAMENTO E CONSERVAGCAO DE
PATOGENOS

Integrantes do grupo de pesquisa LADIPE trabalham com isolamento e
conservacdo de patdgenos causadores de doencas em vegetais. Inicialmente, a
espécie doente é coletada, realiza-se a identificacao do agente causal e parte-se para
o isolamento dos patégenos em meio de cultura sélido. Uma coleta correta do material
vegetal € fundamental para o isolamento dos patdgenos, nesse sentido outros
colaboradores do grupo publicaram em 2019 o manual intitulado “Diagnostico e
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controle de doencas de plantas: conhecimentos basicos e recomendac¢des para coleta
de amostras de plantas e informagdes importantes sobre o local de cultivo”.®

Por sua vez, como ja citado, o presente guia presta-se a descrever e instruir o
passo a passo das técnicas partindo do microrganismo identificado.

6.1 Preparo e utilizacdo de meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)

Diversos sdo os meios de cultura possiveis, contudo o meio de cultura
comumente difundido é o BDA que pode ser encontrado pronto ou preparado em
laboratério. A seguir é descrito o preparo do meio BDA a partir de 200 g de batatas:

As batatas devem ser lavadas, descascadas, cortadas em pedacos e
adicionadas em uma vasilha, ou pote para utilizacdo em micro-ondas, juntamente com
1 L de 4gua destilada. Submete-se a mistura ao processo de cozimento, em micro-
ondas, por aproximadamente 5 minutos.

Obs.: acompanhar o processo para que nao haja derramamento de agua e perda de
solugdo. Para saber o ponto de cozimento realizar o corte da batata com uma faca.

Apods, com o auxilio de uma peneira, filtrar as batatas, acondicionar a agua do

cozimento em uma proveta com capacidade para Figura 9. Processo de diluicao utilizado
para meio de cultura BDA.

ocorra a homogeneizacao da mistura.
Obs.. Este processo deve ser realizado

rapidamente para que ndo ocorra a solidificacdo do
agar. Pode-se também adicionar aproximadamente

100ml de caldo no erlenmeyer, agitar e apds completar 0 ponte: Autores (2022)

1L e completar seu volume com agua destilada.

Em 4 erlenmeyers adicionar 250 ml desta

solucéao juntamente com 5 g de Dextrose-Anidra,

59 de Agar neutro, em seguida, agitar até que

volume até 250ml.

Realizada a homogeneizacgao, tampar o erlenmeyer com uma bucha de algodao
e papel aluminio (Figura 9). Em seguida, encaminhar os erlenmeyers com meio de
cultura para esterilizagdo em autoclave durante 45 minutos conforme os passos ja

5 BOCCHESE, C. A. C; BEZ, F. S; BUNEO, T. R; NEGRETTI, R. Diagnéstico e controle de doencas
de plantas: conhecimentos basicos e recomendacdes para coleta de amostras de plantas e
informacdes importantes sobre o local de cultivo. Uergs. Vacaria. 2019.
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descritos (secao 4.1). Depois o0s recipientes com os meios devem ser vedados com
plastico filme para diminuir as contamina¢des por contato com o0 meio externo e, ao
final, serem armazenados em refrigerador para futura utilizacao.

Obs.: Em alguns procedimentos foi observada a contaminacédo dos meios de cultura
pelo contato com o algod&o na hora da homogeneizacéo, por isso passou-se a adicionar uma
barra magnética ao conjunto e fazer a homogeneizacao em placa de agitagéao.

Para utilizacdo do meio de cultura, o mesmo deve ser aquecido em micro-ondas
novamente para liquefazer e se tornar manipulavel. Esse processo leva cerca de 3
minutos.

Para garantir melhores condi¢cdes assépticas, o preparo de placas deve ser
realizado dentro da capela de fluxo laminar. Os recipientes contendo o meio de cultura
ja fundidos devem ser abertos, apenas, dentro da capela de fluxo laminar. Para o
isolamento de fungos, recomenda-se a adicdo de antibidtico, a dosagem varia de
acordo com o tipo escolhido, além disso, para evitar a perda de eficiéncia, o antibiético
deve ser adicionado ao meio de cultura com temperatura em torno de 40 °C.

Apoés a adigcéo de antibiotico deve-se agitar novamente. Ao final, 0 meio pode ser
vertido nas placas de Petri até que preencha todo o fundo. E importante realizar este
processo préximo ao bico de Bunsen deixando as placas semiabertas para minimizar
as contaminacdes (Figura 10).

Ao final, desligar o bico de Bunsen, fechar a tampa da capela por um periodo de
10 a 15 minutos para que ocorra a esterilizagdo com luz Figura 1°-d\éeémj’~:2t° de meio
UV e aguardar a solidificacdo do meio vertido nas placas,
se ndo forem utilizadas no momento, as placas devem ser
vedadas com plastico filme e armazenadas em
refrigerador.

Obs.: O processo de fundigdo do meio pode ser facilitado
com a presenca de uma barra magnética e auxilio de chapa de
agitagdo e aquecimento. Da mesma forma que seu Fonte: Autores (2022)
resfriamento, para a adi¢cdo do antibiotico, é facilitado acondicionando o frasco em uma vasilha
com agua e sob agitacdo. O grupo observou que é muito importante ndo haver contato do
meio de cultura com a bucha de algoddo que tampa o Erlenmeyer, pois isto ocasionou

contaminacgdo dos meios de cultura.
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6.2 Isolamento dos patégenos flingicos®

O isolamento € uma das técnicas utilizadas para identificacdo de patdégenos,
baseada em caracteristicas morfolégicas com auxilio de referéncias literarias
especificas para este fim, cada microrganismo disp6e de uma ou mais técnicas
proprias para isolamento.

As técnicas mais utilizadas de isolamento de fungos fitopatogénicos séo:

a) Isolamento direto: Realizar a higienizacdo primaria do material

contaminado (fruto, folhas, raizes que apresentam os sintomas da doenca) com

solugdo NaClO 2% durante 2 minutos, ap0s  Figura 11. Processo de isolamento direto de
patégenos.

realizar a lavagem do excesso da solucédo de

NaClO 2% com agua destilada autoclavada
deixando secar em temperatura ambiente ou
secar com auxilio de papel autoclavado. Em
seguida realizar cortes no tecido vegetal em

regides marginais aos sintomas (tomar area

com tecido sadio e contaminado), depositar as
parcelas do material cortado sobre a superficie Fonte: Autores (2022)

do meio de cultura equidistantes umas das outras ou ao centro de cada placa em caso
de uma Unica parcela por placa (Figura 11). Ap6s a inoculacdo as placas devem ser
vedadas com plastico filme, identificadas e armazenadas em incubadora BOD.

Obs.: Novos isolamentos podem ser requeridos a fim de obter um isolado puro, uma vez
que o isolamento direto pode atribuir microrganismos contaminantes presentes no material
vegetal ao meio de cultura.

b) Isolamento indireto: Este método € uma alternativa para reduzir as
possibilidades de contaminacdo por microrganismos sapréfitas, pois € realizada uma
nova etapa de isolamento em busca da pureza do patégeno alvo.

Seguindo inicialmente o mesmo procedimento descrito em 6.2a, deve-se realizar
a higienizacdo do material vegetal contaminado com NaClO 2%, efetuar cortes nas
regibes marginais aos sintomas da doenca e deposita-las sobre meio de cultura BDA

endurecidos nas placas de Petri e armazenar em incubadora B.O.D. ApoOs o

6 ALFENAS, Acelino C. Métodos em fitopatologia. UFV, 2007.
BERGAMIN FILHO, Armando. Manual de fitopatologia. S&do Paulo: Agrondmica Ceres, 1995.
KIMATI, H. et al. Manual de fitopatologia. S&o Paulo: Agrondmica Ceres, 2005.
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desenvolvimento do micélio, efetuar recortes deste e, novamente, depositar as
estruturas do patégeno alvo em novas placas de Petri contendo BDA, para chegar ao
meio de cultura puro (Figura 12A).

Pode-se também, depositar as estruturas do patbgeno em material vegetal sadio
e higienizado (Figura 12B), armazenando-o em incubadora B.O.D e, apds o
desenvolvimento dos sintomas, as estruturas do patégeno alvo podem novamente ser
recortadas e isoladas em meio de cultura BDA.

Figura 12. Processo de isolamento indireto de patégenos.

Fonte: Autores (2022)

6.3 Teste de viabilidade de patdgeno

Esta pratica, tem por objetivo testar a viabilidade das estruturas contaminantes
isoladas. Semelhante aos Postulados de Koch, o teste consiste na inoculacdo de
estruturas de um fungo isolado sobre um tecido sadio, acompanha-se a evolucdo da
doenca através da observagéo dos sintomas e sinais apresentados e em comparacao
com a literatura’ determina-se a pureza do isolado, bem como, sua viabilidade

patogénica (capacidade de infectar tecidos novos).

7 BERGAMIN FILHO, Armando. Manual de fitopatologia. Sdo Paulo: Agronémica Ceres, 1995.
KIMATI, H. et al. Manual de fitopatologia. S&o Paulo: Agrondmica Ceres, 2005.

"BARNETT, Horace Leslie et al. Genera ilustrado de fungos imperfeitos. Genera ilustrado de fungos
imperfeitos., n. 3rd ed, 1972.
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Obs.: Para a contaminagdo do tecido sadio pode-se seguir a primeira parte dos

procedimentos descritos no processo de isolamento indireto (Secgéo 6.2-b).

7. CONSERVACAO DE CULTURAS PURAS

ApoOs o isolamento do patdgeno, as técnicas para conservacao de isolados em
culturas puras mais utilizadas séo:
a) Repicagens periddicas:®
Consiste no isolamento de patbgenos em novas placas de Petri a partir de uma
placa matriz pura (Figura Figura 13. Técnica de conservagdo através de repicagens

. . periddicas.
13). Seguindo as praticas

descritas no isolamento do @
patégeno (Sec¢éo 6.2). @ ‘ @ »

Fonte: Autores (2022)

b) Método Castellani:®
Devido a facilidade pratica, este € um dos métodos mais utilizados para a
conservacao de isolados puros pelo grupo LADIPE.  Figura 14. Técnica de conservacéo

. , pelo método Castellani.
Este consiste no armazenamento da cultura em agua

destilada. Deve-se escolher recipientes (podem ser @
tubos de ensaio ou falcons) com tampa, preencher a
metade de sua capacidade com agua destilada
autoclavada e sobre a agua depositar discos de micélio
retirados dos isolados puros (Figura 14). Os frascos
devidamente vedados podem ser armazenados em

BOD (12 a 18 meses) ou em refrigerador.
Também deve-se realizar o teste de viabilidade dos isolados antes de sua

utilizacéo para as praticas ou ensaios.

8 ALFENAS, Acelino C. Métodos em fitopatologia. UFV, 2007.

9 BRAUNA, L. M. et al. Efeito de quatro diferentes métodos de preservacéo sobre o crescimento e a
viabilidade de fungos agentes de controle bioldgico. Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia-Folder/Folheto/Cartilha (INFOTECA-E), 2009.




Laboratono de Desenvolvimento! Inovacdo, Pesquisa e Extensdo)
@©uergs\Vacaria

8. MENSAGEM FINAL

”

No “Guia pratico para isolamento e conservacdo de fungos fitopatogénicos
foram sumarizadas informacfes sobre os conjuntos que compdem o trabalho em um
laboratorio académico:

1) Pessoal: informagbes sobre os equipamentos e acbOes para a protecao
individual e coletiva;

2) Equipamentos: descricdo e dicas para um bom funcionamento dos
equipamentos basicos as praticas de isolamento de fitopatogénicos;

3) Técnicas: apresentacao das técnicas classicas da literatura para o isolamento
de fungos fitopatogénicos, enriquecidas com detalhes que foram fundamentais para o
encontro de caminhos especificos que culminaram no tao esperado éxito de execucéo
e reproducdo das técnicas.

Com este singelo material, espera-se ter auxiliado colegas no desenvolvimento

dos seus trabalhos.
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