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APRESENTAGAO

O presente manual para laboratorio de fitopatologia foi preparado pela
Dra. Myriam Rosa Fernandez, com a significativa contribuicao e com o apoio de
pesquisadores e de auxiliares do Centro Nacional de Pesquisa de Trigo-CNPT,
notadamente da Area de Fitopatologia, no decorrer do Projeto Cooperativo de
Pesquisa em Plantio Direto/'Zero-Tillage Project', sobre manejo conservacio-
nista de solo no sul do Brasil, financiado pela Agéncia Canadense para o De-
senvolvimento Internacional-CIDA/Ministério da Agricultura do Canada. De maio
de 1988 a maio de 1990, a Dra. Fernandez atuou junto a equipe de pesquisadores
do CNPT, e, durante este periodo, desenvolveu atividades de pesquisa em doen-
cas de plantas associadas as praticas de manejo conservacionista do solo.
Atualmente, a referida pesquisadora encontra-se trabalhando como fitopatologa
no Ministerio da Agricultura do Canada, na Estacao Experimeatal de Swift Cur-

rent, em Saskatchewan.

Euclydes Minella
Chefe do CNPT
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INTRODUGAO

Este manual de praticas de laboratorio foi preparado buscando auxiliar
as pessoas que trabalham em laboratorios de Fitopatologia. Sao apresentadas
as técnicas basicas de laboratorio relativas aos patogenos fungicos e bacte-
rianos. O objetivo de sua elaboracao foi o de sistematizar informacdes, pro-
porcionando uma melhor compreensao dos motivos.que determinam a aplicacao de
cada uma das tecnicas mais freqiientemente usadas num laboratorio de Fitopato-

logia.

Objetiva-se, também, levar aos laboratoristas com pratica, e aos ini-
ciantes, conhecimentos que os capacitem a adaptar - ao seu caso particular -

qualquer um dos procedimentos aqui apresentados, bem como orienta-los na ado-

cao de técnicas mais avancadas.



OBJETIVOS DA FITOPATOLOGIA

A Fitopatologia estuda as doengas das plantas, Os organismos que as cau-
sam, as condicOes ambientais necessarias para que haja a infeccao, os mecanis-
mos pelos quais aqueles patogenos provocam as epidemias, as pérdas no rendi-
mento e os métodos de prevencao e controle das enfermidades. Para conseguir
isso, a Fitopatologia se vale dos conhecimentos basicos de outros ramos da

ciencia, tais como a Anatomia e a Fisiologia Vegetal, a Microbiologia, a Eco-

logia etc.

10



MANUTENGAO BASICA DO LABORATORIO

(1) Os balcoes e o equipamento do laboratorio devem ser mantidos sempre sem
po.
(2) Antes e depois de utilizar uma area do balcao, esta deve ser lavada com

alcool ou com outro desinfestante.

(3) A vidraria deve ser lavada com escova e com detergente, enxaguada varias
vezes com agua corrente da torneira, tres vezes com agua destilada e posta pa-
ra secar a temperatura ambiente ou num forno. A vidraria seca deve ser mantida
num ambiente livre de po. Os vidros, de preferéncia, devem ter a abertura co-
berta com papel aluminio, até serem reutilizados. A lavagem inadequada pode
provocar problemas como, por exemplo, residuos de certos détergentes atuando
como bactericidas. Se a limpeza for dificil, usar uma solucao especial, como a

sulfocromica (dicromato de sodio e acido sulfdrico).

(4) O0s frascos com solucoes devem ser adequadamente rotulados, constando a

data de preparo da solucao.

(5) 0 estoque de material rotineiramente utilizado, como papel-toalha, agua
destilada, alcool e outros desinfestantes, deve ser verificado diariamente. Os

recipientes com agua destilada devem ser limpos com periodicidade.

(6) O funcionamento adequado das estufas e dos fitotrons (luz, temperatura

etc.), destiladores e outros deve ser examinado diariamente.

(7) 0Os produtos quimicos e as substancias toxicas devem encontrar—se sempre

armazenados em condicoes de seguranca.
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SEGURANCA NO LABORATORIO

A seguranca no laboratdrio exige o mesmo tipo de atencdo continua que se
dedica a pesquisa. Cada pessoa tem a responsabilidade de conhecer os riscos a
saide e 4 seguranga relacionados com o manuseio dos produtos quimicos que uti-
liza, além dos riscos envolvidos com os equipamentos e as técnicas que esta
empregando, de modo que possa estabelecer disposicOes e procedimentos que di-
minuam a ocorrencia de acidentes e que, quando estes ocorram, limitem OSs seus

efeitos e previnam a sua repeticao.

0 uso de técnicas, de produtos quimicos e de equipamentos novos ou dife-
rentes, exige a leitura cuidadosa das instrucoes. Cada empregado deve conhe-
cer, também, a localizacao das caixas de primeiros socorros, dos colirios e

dos chuveiros de emergencia, para uso imediato em caso de acidente

0 supervisor tem a responsabilidade de transmitir todas as instrucoes ne-
cessarias, inclusive as medidas de seguranca a serem observadas, além de veri-

ficar a execucao das tarefas pelos funcionarios.

A instituicdo, da qual o laboratorio faz parte, tem a responsabilidade de
fornecer as instalacdes, os equipamentos e prover a sua manutencao, proporcio-

nando um ambiente de trabalho seguro.
Alguns riscos a seguranca encontrados nos laboratorios sao:

(1) Radiacao ultravioleta - a exposicdo pode causar cancer de pele e dano
ocular. Pode-se prevenir o problema pela cobertura da fonte de radiacao, pela
protecao da pele ou pelo uso de luvas e de mascaras faciais dotadas de vidros

absorventes da luz ultravioleta.

(2) Produtos quimicos - muitas solu,0es e substancias sao altamente toxicas e
podem, inclusive, explodir, caso nao sejam adequadamente manuseadas, ou causar
lesdes e queimaduras graves. O miximo de cautela é exigido com a manipulagao
de produtos quimicos toxicos ou com produtos cujas propriedades toxicoldgicas
sejam desconhecidas. Como regra geral, o rotulo do recipiente deve ser lido

sempre antes da solucdo ser usada e as instrucoes devem ser estritamente ob-

12



servadas. As substancias toxicas devem ser controladas para que o usuario do
laboratdorio nao as absorva, ingira ou inale. A fim de prevenir a inalacao de
vapores, de gases e de particulas (fumacas, poeiras e aerossois), essas subs-
tancias devem ser sempre manipuladas no interior de uma capela e nao deve ha-

ver contato com a pele.
(3) Comidas e bebidas - em nenhuma hipotese deve ser permitido a alguem comer

ou beber no laboratorio. Os alimentos nunca devem ser guardados num refrigera-

dor onde ha culturas ou produtos quimicos armazenados.
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ESTERILIZAGAO - EXIGENCIA BASICA PARA O TRABALHO COM MICROORGANISMOS

Os fungos e as bactérias podem ser encontrados em todos os lugares: no

ar, no solo, nas roupas, nos cabelos, na agua etc. Em conseqiiencia, a‘ativi-
dade laboratorial, na maioria dos casos, exige técnicas adequadas de esterili-

zacao. A contaminagdo consome tempo e dinheiro, além de alterar os resultados.
Estabelecimento de condicoes assépticas

As condicOes de assepsia sao obtidas através da adocao de procedimentos
que evitam a contaminacao de objetos esterilizados e de culturas puras, des-
truindo-se os microorganismos com o uso de desinfestantes e de outras técnicas

disponiveis.

Uma das principais fontes de contaminacao € a poeira suspensa no ar. Ina-
meros esporos podem ser drasticamente reduzidos, eliminando-se as correntes de
ar. Recomenda-se o fechamento de janelas, de portas, o desligamento de venti-
ladores e de aparelhos de ar condicionado, pelo menos, uma hora antes do ini-
cio dos trabalhos. Depois de lavar as superficies de trabalho com uma solucao
de hipoclorito de sddio comercial a 10 7 ou de alcool a 70 7, pode-se estender
um tecido umedecido sobre a superficie do balcao para retencao dos agentes
contaminadores que se precipitam, evitando que estes, juntamente com as parti-
culas de poeira, se movimentem durante as manipulacoes. Deve-se lavar bem as

maos antes de iniciar o trabalho.

Além disso, existem inumeras camaras assépticas que podem ser utilizadas
para prevenir a contaminacao. A camara asséptica mais simples (Fig. 1) consis-
te de uma caixa feita de material nao poroso, com a parte de vidro inclinada
para a frente e com uma abertura de, aproximadamente 20 cm, para permitir a
livre movimentacido das maos. Na parte interna, podem ser instaladas uma lampa-
da fluorescente e uma de luz ultravioleta. Para minimizar a contaminacao, de-
ve-se ligar a luz ultravioleta, pelo menos, uma hora antes de iniciar o traba-
lho (vide secao sobre Condigdes para Crescimento de Patogenos relativamente ao

efeito da luz ultravioleta sobre os microorganismos e a secao sobre Seguranca

14



para a verificacao dos cuidados a serem observados). As camaras equipadas com
ar forcado através de filtros sao as melhores, porque esses eliminam todos os

microorganismos. Os filtros devem ser substituidos a cada tres meses.

:

\,0,

Fig. 1. Camara asséptica simples.

Métodos de esterilizacao

A esterilizacao pela destruicao dos microorganismos pode ser obtida por
meios quimicos (hipoclorito de sodio, alcool) ou fisicos (calor, luz ultravio-
leta). O uso adequado desses tratamentos deve destruir todos os microorganis-
mos. A selecdo € determinada pelo seu custo, por sua eficiencia e por sua
aplicabilidade. Desgconselha-se a escolha de um método apenas pela sua conve-
niencia, ou o emprego de tempo num processo de esterilizacao desnecessariamen-

te esmerado.

As substancias e os equipamentos a seguir listados atendem grande parte

das necessidades do laboratorio:

15



Substancias e equipamentos 0 que esterilizar

(1) Desinfestantes e esteri- Superficies de trabalho, instrumentos,
itizantes liquidos utensilios e substancias sensiveis ao ca-
lor.
(2) Autoclave Liquidos nao sensiveis ao calor (ingredien-

tes dos meios comuns), instrumentos e equi-
pamentos resistentes ao calor, vidraria,

lotes de materials secos.

(3) Fornb Vidraria, instrumentos metalicos resisten-—

tes a altas temperaturas.

(4) Esterilizantes gasosos Equipamentos e substratos sensiveis ao ca-
lor.

(5) Filtros de liquidos Solucoes sensiveis ao calor.

(6) Filtros de ar Ar para camaras de cultura e de transferen-
cia.

(1) Desinfestantes liquidos e suas utilidades - o etanol (70-95 Z) e o hipo-
clorito de sodio (10 %), normalmente, sao utilizados na desinfestagao de bal-
coes e de instrumentos e no isolamento de microorganismos (vide secao sobre
Isolamento de Fungos e de Bactérias de Tecido Vegetal Infectado). O procedimen-
to mais utilizado na esterilizacao de instrumentos consiste em mergulha-los em
alcool a 70 % e flamba-los no fogo, com um bico de Bunsen ou lamparina, ate que
se tornem vermelhos pelo calor. Isto elimina os agentes contaminantes que se
encontram naquela porcao do instrumento e que sera utilizada na manipulacao do
organismo e/ou do meio. Deve-se, entao, deixar o instrumento esfriar durante

uns 15 segundos, ou imergi-lo em agua ou em agar esteril.
(2) Autoclave - é bastante utilizada por ser uma forma eficaz e de baixo custo

e requerer periodos de tempo relativamente curtos para a destruicao dos mi-

croorganismos. O tempo minimo para a esterilizacdo adequada de liquidos & de 20
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rin para 75 ml, 25 min para 250 ml; 30 min para 500 ml, 35 min para 1000 ml e
45 min para 1500 ml ou mais. Se permanecer na autoclave por tempo excessivo,
o dgar € hidrolisado, resultando num meio espesso, por vezes inibidor. Os ma-
ceriais dificeis de serem aquecidos (0leo, solo, semente e pos) devem ser es-
terilizados em pequenas quantidades, durante periodos mais longos. O periodo
de tempo deve ser aumentado também no caso de materiais altamente contamina-

dos.
As seguintes recomendacoes sao Uteis ac se utilizar a autoclave:

- evitar o preenchimento dos recipientes acima de 2/3 de sua capacidade,
se nao estiverem lacrados, a fim de prevenir o derramamento das solugcoes ao

ferver;

. . L . - .
- usar recipientes bem tampados, se o volume dos liquidos for critico,
para evitar a perda de 3 a 5 7 pela evapcracic, observando, porém, maior tem-

po de esterilizacao;

- fechar os frascos com algodao ou com folha de aluminio - nao se reco-
menda o uso de vedantes excessivamente apertados, pois poderao provocar ex-

plosoes;

- nao esvaziar a autoclave rapidamente, na esterilizacao de liquidos -

as buchas poderao explodir, provocando o derramamento de liquidos (ou do

meio) ao ferver;

~

~
- enrolar as pipetas em jornal ou em papel de embrulho. As placas de Pe-

tri de vidro podem ser colocadas em lotes de seis, ou mais, em sacos de papel

de tamanho apropriado, envoltas em jornais ou em folhas de aluminio;
~ nao deixar material embrulhado com papel no fundo da autoclave;

- nao tampar excessivamente os recipientes vazios e secos, colocando-os

invertidos ou dispondo-os na lateral da autoclave;

- nao embrulhar o lote muito apertado; deixar espago suficiente entre os

materiais;

~ nao encher a autoclave com materiais que exijam tempos de esteriliza-
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cao muito diferentes;

~ verificar as propriedades de sensibilidade ao calor das substancias a
serem esterilizgdas, antes de coloca-las na autoclave. E aconselhavel que a
esterilizacao com autoclave, ou por filtragem ou a gas, de liquidos com car-
boidratos (sacarose, glicose etc.), de substancias de crescimento e de anti-

bioticos, seja feita separadamente.

(3) A4r seco aquecido - este processo requer mais tempo do que a autoclave,
porém & preferivel para a vidraria, devido a auséncia de resquicios de umida-
de. O tempo exigido para a esterilizacao varia de 60 minutos, a 1700C, a

aproximadamente 16 horas, a 1210C,

(4) Esterilizacao a gas - & utilizada, principalmente, no tratamento dg
substancias sensiveis ao calor. Usam-se com maior freqiiencia o doxido de pro-
pileno e o oxido de etileno. O material deve ser colocado num recipiente la-
crado (jarra de vidro ou saco plastico), onde deve permanecer por 16 horas
(oxido de propileno) ou por seis a oito horas (0xido de etileno). Consulte a

secdo de Seguranca para o manuseio dessas substancias.

(5) Esterilizagao de liquidos por filtragem - a esterilizacao por filtragem
(membrana ou filtro de vidro silicoso) pode constituir-se em excelente meio
para eliminar microorganismos dos liquides com o minimo de alteracao nas pro-
priedades do material. E especialmente util no caso das substancias sensiveis
ao calor. Os filtros mais utilizados siao de porcelana, de colodio e de mem-
branas de celulose. Normalmente, a filtragem é auxiliada por um sistema de

vacuo ou de pressao.

(6) Filtros de dr - sio utilizados nas camaras de fluxo laminar ou em cama-
ras assépticas, onde se manipula o material para cultivo ou para transferen-
cia., Esses filtros mantem o ar livre de microorganismos e devem ser substi-

tuidos a cada tres meses.
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T1POS DE MEIOS DE CULTURA
‘ Os meios de culiura (vide formulas no Apéndice %) sao substancias ou so-
lucdes que proporcionan o desenvolvimento de um organismo ou mais. Ha uma
grande quantidade de meios utilizados no isolamento, na manutencao e na pro-
pagacdo de culturas puras de bactérias e de fungos fitopatogenicos. Um meio
adequado para o desenvolvimento de fitopatdgenos deve incluir as fontes dis-
poniveis de carbono, de nmitrogenio, de sais inorganicos, e, dependendo do or-

ganismo, até mesmo de vitaminas e de outros fatores de crescimento.

A maioria dos meios de cultura se enquadra em trés categorias: (1) sin-
tético, (2) semi-sintético e (3) natural. Os meios sintéticos sdo constitui-
dos de ingredientes cuja composicao e concentragdo quimicas sao conhecidas.
Esses meios s3ao uteis nos estudos fisiologicos e descritivos, quando se torna
necessario repetir exatamente um lote anterior do meio ou registrar os efei-
tos da retirada ou do acréscimo de determinada substancia.’Os meios semi-sin-
téticos assemelham-se aos meios sintéticos quanto a possuirem um conjunto co-
nhecido de ingredientes, porém apresentam a diferenca de que, pelo menos al-
guns dos ingredientes, sao de composicdo desconhecida ou variavel. Um meio
sintético, no qual todos os ingredientes sao definidos quimicamente, pode ser
transformado em semi-sintético, acrescentando-se determinada substancia, como
extrato de levedura. Sabe-se que o extrato de levedura contém certas vitami-
nas, mas desconhecem-se as quantidades exatas ou a existencia de outras subs-
tancias que podem estar presentes. O resultado € um meio cuja composicao e
relativamente previsivel, porem nao é completamente conhecida quimicamente.
Os meios semi-sintéticos sao amplamente utilizados nos trabalhos de rotina e
oferecem opcdo entre os meios sintéticos e os naturais. Os meios naturais sao
compostos, parcial ou integralmente, por produtos naturais, como partes de
plantas (folhas, brotos, raizes, sementes etc.) ou de infusoes ou de extratos
de materiais de origem vegetal ou animal. Um pedaco de batata é um meio de
cultura natural, assim como o sao um pedaco de carne ou de pao. Os meios na-
turais, normalmente, sao muito bons e proporcionam a esporulagao de fungos

que, de outra forma, poderia nao ocorrer. Sua principal desvantagem e que po-



dem diferir, significativamente, de lote para lote e, assim, nao fornecem re-

sultados experimentais confiaveis.

De um modo geral, os meios pobres em carboidratos e ricos em substancias
de origem vegetal induzem, ou aumentam, a esporulacdo de fungos fitopatogeni-
cos. Os substratos sem fontes de nutrientes, como o agar—agua, sSao comumente
usados quando se deseja que o desenvolvimento do patogeno em estudo se de a
partir dos nutrientes presentes no tecido contaminado, do qual se esta ten-

tando isolar esses organismos.

Certos fungos patogenicos, como os agentes causais das ferrugens, do oi-
dio, os nematéides patogenicos e as viroses, ainda nao foram cultivados com

exito num meio de cultura.

Tanto os meios s6lidos como os liquidos sao usados na cultura "im vitro"
de fungos e de bactérias patogenicas e seu uso depende do tipo de informacao
que se pretende obter. As culturas liquidas sao usadas principalmente para
aumentar o inoculo de bactérias e de fungos e para estudar a taxa de desen-
volvimento e as propriedades fisiologicas dos organismos quando, por exemplo,
toda a coldnia tem que ser recuperada para pesagem ou para extracao quimica,
ou quando o proprio meio de cultura tem de ser analisado quanto a alteracgoes
quimicas. Os meios liquidos raramente sio usados para fins de identificacao,
porque poucos fungos esporulam bem nestas solucoes. Os organismos em cultura
liquida podem ser cultivados em meio .parado (estacionario) ou em meio agita-
do, num aparelho agitador continuo ou em ar estéril borbulhante. A agitacao
proporciona aeracido e uniformidade no processo de desenvolvimento de organis—

mos.

Os meios s6lidos, normalmente, sdo utilizados no isolamento de bacterias
e de fungos para fins de identificacao e de preservagao de culturas. Os meios
s6lidos sao preparados acrescentando-se agar (normalmente 1,5 7%, embora possa
usar-se 0,75 a 2 %) aos outros componentes dos meios de cultura. O agar e um
polissacarideo complexo obtido de algas e, basicamente, nao tem nenhum valor
nutritivo. O agar possui a propriedade bastante util de formar um gel relati-
vamente claro abaixo de 400C. Funde-se a 800-1000C e tolera as altas tempera-

turas de esterilizacao sem se destruir.

20



Nas primeiras tentativas para isolar um fitopatogeno desconhecido, com
freqiiencia, utiliza-se um "meio padrao de isolamento'. Por exemplo, agar nu-
tritivo (AN), para bactérias, e agar-agua (AA) ou batata-dextrose-agar (BDA),
para fungos. Outros meios mais especificos tambem podem ser usados tanto para
fungos como para bactérias. O exame microscoOpico do tecido infectado, fre-
glientemente, indica o "tipo" de patdgeno envolvido - fungo, bactéria ou acti-

nomiceto - sugerindo, desta forma, os meios provaveis a serem utilizados.

Os meios seletivos podem ser utilizados para a purificacao de culturas

ou para o isolamento de organismos de crescimento lento.

A alteracao do pH do meio impede o desenvolvimento de certos microorga-
nismos. A maioria dos fungos cresce melhor em condigdes acidas (pH 5,5-6,0),
enquanto que o crescimento de bactérias e, geralmente, favorecido por condi-

coes aproximadamente neutras (pH 6-8).

Nos tempos atuais, os antibidticos bactericidas sao bastante utilizados
no isolamento seletivo de fungos do solo e de material contaminado. Quase to-
das as bactérias sdo sensiveis a esses produtos, embora nenhum antibiotico
seja eficaz contra todas. Os antibioticos usados devem ser soluveis e esta-
veis no meio e atoxicos para os organismos a serem desenvolvidos na cultura.
De um modo geral, esses produtos devem ser esterilizados por filtragem e
acrescentados ao agar resfriado antes de este solidificar. No trabalho de
isolamento de rotina, normalmente, usa-se uma mistura de antibioticos, quase
sempre estreptomicina, clorotetraciclina ou neomicina, embora a presenga iso-
lada da estreptomicina iniba o desenvolvimento da maioria das espécies de
bactérias, sem afetar a maioria dos fungos. O Rosa de Bengala (corante) atua
também como inibidor do crescimento de bacteérias e inibe ou retarda o desen-

volvimento de inumeros fungos.

Outros inibidores mais comumente usados nos meios de cultura sao os fun-
gicidas comerciais, os corantes, os detergentes e certos produtos naturais,
como o oxygall. Dependendo de sua concentracao, esses materiais podem inibir
completamente alguns organismos ou retardar o desenvolvimento de fungos de
rapida disseminacio, permitindo, desta forma, a localizacao de organismos de

crescimento lento.
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PREPARO DE MEIOS DE CULTURA

A maioria dos meios rotineiramente usados nos estudos fitopatologicos
pode ser preparada facilmente. De modo geral, observa-se o seguinte procedi-
mento (Fig. 2): os ingredientes, nas quantidades indicadas na férmula ou na
receita, sao colocados num beaker (copo griffin e Berzelius) ou num frasco
Erlenmeyer, com capacidade para 1,5 a 2 vezes o volume final do meio. Ini-
cialmente, os ingredientes sao acrescentados um pouco de cada vez a uma parte
do volume necessario de agua, com constante agitacao, com a finalidade de
dissolve-los completamente e impedir a formacao de granulos. Utiliza-se uma

folha de aluminio ou um tampao de algodao para fechar o frasco ou o beaker.

A seguir, dissolve-se o agar em agua quente, o que pode ser feito imer-
gindo-se o frasco em banho-maria fervente. Apos um periodo variavel conforme
a concentracao, o agar tera se dissolvido e a suspensao mostrar-se-a clara.
Depois da adigcao dos ingredientes ja preparados e da verificacdo do volume
final, agita-se e coloca-se o meio na autoclave, por um periodo de aproxima-
damente 20 minutos, a 121°C (vide processo de autoclavagem na secao de Este-
rilizacao). No caso de haver grandes quantidades em um s6 recipiente, sera
necessario maior tempo de esterilizacao para que as partes centrais sejam

adequadamente aquecidas. E importante que o meio de cultura seja esterilizado

no mesmo dia em que fol preparado.

Apos a esterilizacao, deixa-se o frasco esfriar e, entao, passa-se a mo-
vimenti-lo em rotacdo para misturar o agar; nao se deve agita-lo logo apds a
sua retirada da autoclave, pois o conteudo encontra-se em ponto de ebuligcdo e
um movimento repentino pode provocar sua fervura. Durante o aquecimento, os
meios de cultura podem forcar o tampao para fora do frasco, derramando o con-
teudo, situacao que pode provocar queimaduras e torna-lo contaminado e inuti—

lizavel.
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(Adaptado de Agrios, 1978)

Fig. 2.

Preparo de meios nutritivos solidos em placas de Petri (I) e em tubos
de ensaio inclinados (II).

A = colocar os ingredientes pre-pesados do meio nutritivo em tubo
contendo agua destilada e dissolve-los: B = ferver o agar em banho-
maria ate dissolve-lo; IC = o agar €& adicionado ao meio nutritivo e
autoclavado; ID = deixar esfriar; IE = colocar o meio em placas de
Petri; IF = o meio solidifica-se nas placas.

IIC = o meio € colocado num funil e vertido nos tubos; IID = os tubos
sao colocados no suporte e fechados com tampoes de algodao; IIE = os
tubos sao autoclavados; IIF = os tubos sao colocados na posicao in-
clinada para o meio solidificar.
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0 meio deve ser transferido para as placas de Petri antes de solidifi-
car, enquanto se encontra relativamente quente, ao redor de 50°C (nesta tem-
peratura, pode-se manter o frasco junto ao antebraco). Sc o meio de agar tor-
nar-se solido, este pode ser derretido pelo aquecimento cm banho-maria. Antes
da transferencia, o gargalo da garrafa deve sempre ser flambado numa chama
para eliminar esporos extraviados que, porventura, ali se encontrem. Levan-
ta-se a tampa da placa de Petri, inclinadamente, apenas o suficlente para in-
serir o bocal do frasco (Fig. 3). A tampa da placa nao deve ser agitada no
ar. Quando o agar tiver se transformado em gel, as placas deverao ser inver-
tidas_para evitar-se a condensacao na tampa. Apos, as placas devem ser emba-

ladas e mantidas em posicao invertida, preferencialmente num refrigerador.
1

%% _ Al

certo errado errado

Fig. 3. Tecnica de derramamento em placas.

Se for necessario utilizar o meio de agar em tubos, estes devem rece-
be-lo antes da esterilizacao; apds colocar cerca de 6 a 8 ml, os tubos sao
vedados com tampoes de algodao, esterilizados e deixados para solidificar,
mantendo-os em angulo aproximado de 300 (Fig. 2). Ao distribuir o agar nos
tubos, nao permitir que a ponta do recipiente encoste nas paredes dos tubos
de ensaio. O agar que se depositar nas laterais deixa pegajosos os tampoes de
algodao, dificultando sua remocao e a reposicao. Do mesmo modo, isto facilita

o desenvolvimento dos contaminantes nas laterais, em direcao ao meio.

0 meio pode ser ajustado para um pH otimo, com vistas ao cultivo de bac-

terias ou de fungos, antes da esterilizacao (vide secao sobre pH e sua deter-
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minacio no Apendice 3). Para tornar o meio acido ou alcalino num nivel dese-
jado, acrescentar acido cloridrico (HC1) ou hidrdxido de sédio (NaOH), res-
pectivamente, gota a gota, nao esquecendo de que sao necessarios 1 a 2 minu-
tos para a estimativa correta do pH final, com o uso de papel indipador ou de
medidor de pH. E vantajoso ajustar o pH num meio previamente aquecido. Deve
ser considerado, tambem, que a cada esterilizacao havera uma redugao de 0,1 a
0,2 no pH (isto €, tornando-o mais acido). Os meios de agar também podem ser
acidificados acrescentando-se uma ou duas gotas de acido lactico a 50 % a ca-

da placa de Petri, antes de o meio derretido ser transferido para as placas.

De modo geral, os antibioticos devem ser esterilizados por filtragem e

adicionados ao agar esterilizado, apoOs esfriar e antes de este solidificar.
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PREPARO DE CULTURAS DE FUNGOS E DE BACTERIAS

A transferencia das culturas de placas para tubos, de tubos para placas,
de placas para placas ou de tubos para tubos e feita de modo similar, usan-
do-se uma camara asseptica de transfercncla para evitar a contaminacao. Antes
de iniciar o procedimento, deve-se limpar a arca de trabalho e esterilizar os
instrumentos, conforme detalhado anteriormente (consulte a secao sobre Este-

rilizacao). Uma chama e alcool a 95 7% devem estar sempre a disposicao.

Manusear o tubo, ou a placa com a cultura a ser transferida, com uma mao
e a alca de transferencia com a outra (Fig. 4). Ao realizar uma transferencia
de bacterias de tubos, raspar a alca ao longo da colonia, retirando-a sem to-
car nas laterais do tubo. Passar o bocal do tubo numa chama e repor a tampa
de algodiao. ApoOs, o tubo com o meio esteril e aberto, estriado e fechado de
modo similar. Ao realizar uma transferencia de fungos de placas, usar uma
agulha esterilizada no calor para recortar uma pequena porcao (cerca de 1 mm)
da margem da colonia. Transferir, entao, o quadrado retirado da margem da co-
lonia para uma placa com meio estéril, assegurando-se de que a tampa seja
aberta apenas o suficiente para permitir a passagem da agulha, e proceder a
transferencia. A colocacao do inoculo no centro da placa provocara um desen-
volvimento radial; a maturacao e a esporulacdo ocorrerao no centro da colo-
nia, progredindo em direcdo a margem, onde se encontra o miceélio mais jovem.
Caso o indculo seja colocado em varios lugares na placa, ou em toda a super-
ficie, por weio de uma suspensao de esporos, havera uma rapida producao de

esporos uniformemente distribuidos sobre todo o meio.

Observacao: os tampoes de algodao devem permanecer removidos pelo menor
espaco de tempo possivel e as placas de Petri devem ser abertas apenas o su-
ficiente para permitir a insercao da agulha. Jamais colocar os tampoes de al-
godao ou as tampas sobre a mesa, pois contaminar-se-ao. A extremidade dos
tampoes e a alca nao devem encostar na mao do operador, na mesa, ou em qual-
quer objeto nao esterilizado; os tubos devem ser mantidos nivelados ou incli-
nados até um maximo de 300, em relacao a posicao horizontal, enquanto aber-

tos, a fim de se evitar a precipitacao de agentes contaminadores para dentro

1
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do tubo. Aqueles que caem na borda ou nas proximidades internas desta sao

destruidos pela flambagem, antes de o tampao ser recolocado.

A placa e o tubo devem ser identificados com uma caneta, indicando-se o
tipo de cultura e a data. Deve-se envolver as laterais das placas com uma pe-

licula de parafina, a fim de vedar as aberturas.
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Fig. 4. Teécnicas de transferéncia de fungos e de bactérias de um tubo para
outro (A) ou de uma placa de Petri para outra (B). Observe como sio

manipulados os tubos, os tampoes de algodao, as placas e as agulhas
de transferencia ou as alcgas.



CONDICOES PARA CRESCIMENTO DE PATOGENOS

Fungos

Todos os microorganismos requerem um conjunto de condicoes ambientais
(aeracao, luz, umidade, temperatura etc.) no qual podem se desenvolver e
esporular melhor. Todavia, inexiste um conjunto unico de condicoes para todas
as culturas de fungos patogénicos e as condicoes adequadas para cada organismo
terdao de ser estabelecidas. Classificam-se as condicoes que proporcionam o
crescimento vegetativo e a esporulacdo em minimas e maximas, nas quais, quando
excedidas, ndo ha crescimento. CondigcOes otimas sdo aquelas em que se verifica
melhor desenvolvimento. Estas condicoes otimas podem ser amplas ou restritas.
Vale lembrar que, com freqgiiéncia, se obtém a esporulacdo em condicoes adversas

aquelas exigidas para o crescimento vegetativo.
Temperatura

Embora cada fungo tenha uma temperatura otima de desenvolvimento, normal-
mente a maioria dos fungos isolados da natureza desenvolve-se bem a temperatu
ra ambiente (200-250C). A temperatura pode ser controlada em camaras, em pe-
quenas incubadoras ou em banho-maria. A oscilacao da temperatura deve ser Sem-
pre mantida no minimo, utilizando-se termostatos de precisao e circulacao ade-

quada de ar e de agua.

A quantidade de calor radiante emitido pelas lampadas e os problemas de-
correntes deste fato variardo conforme o tipo de lampada utilizado, além de
outros fatores. Com freqiiencia, pode-se reduzir ou eliminar a influéencia do
calor radiante aumentando-se a distancia entre a lampada e o microorganismo na
placa de cultivo, ou colocando-se um filtro de vidro de absorcao ou refletor

de calor.
Luz

As fontes simples de luz sao:
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(1)  Luz visivel (380-750 nm) - sdo boas fontes as lampadas fluorescentes "luz
do dia". As lampadas incandescentes com filamento de tungsténio emitem muito

calor e isto pode causar problemas a cultura.

(2) UV proximo (NUV) (300-380 nm) - as lampadas fluorescentes 'luz do sol"
emitem um espectro continuo (260-400 nm) que apresenta Sua emissdo maxima em
320 nm. A lampada fluorescente de ''luz negra' também emite um espectro conti-
nuo, porem em ondas de luz um pouco mais longas (310-420 nm), tendo sua emis-
sdo maxima ao redor de 360 nm. Outra fonte prontamente disponivel de UV proxi-
mo de comprimento de onda longo e a lampada fluorescente "luz do dia'; porém,
a quantidade emitida varia consideravelmente, dependendo se a lampada e de

"tipo frio', "padrao", "tipo quente" etc.

(3) UV distante (FUV) (200-300 nm) - a lampada de vapor de mercurio de baixa
pressao ou ''germicida" emite uma linha de espectro com, aproximadamente, 85 7%

da sua radiacao total emitida em 253 nm.

E importante que se tenha presente que o rendimento de algumas lampadas,
como as fluorescentes, varia significativamente, segundo as alteragoes que se

verificam na temperatura ambiente.

A luz pode estimular a reproducao sexuada e a assexuada em quase todos oS
fungos e o seu efeito estd intimamente ligado a nutricao e a temperatura. A
maioria dos fungos sensiveis a luz esporula quando expostos a luz continua,
porém existem alguns, denominados esporuladores diurnos, que exigem um periodo
escuro, seguido de um periodo de luz. Os comprimentos de onda ultravioleta
(UV) e de ultravioleta proximo (NUV) inferiores a 340 nm, normalmente, induzem

a esporulacdo, porém dosagens excessivas poderao inibi-la.

As recomendacgoes gerails para induzir a esporulacao de fungos com luz sao

as seguintes:

(1) usar lampadas fluorescentes de luz negra que emitam radiacao NUV num es-
pectro continuo de 320 a 420 nm, ou lampadas fluorescentes frias, tipo "luz do

dia", que tambem emitam NUV;
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(2) colocar duas lampadas (40 W cada) na posicdo horizontal, afastadas 20 cm,

40 cm acima da placa com a cultura;
(3) usar um ciclo alternado luz-escuro de doze horas;

(4) usar placas ou tubos de plastico ou de vidro, que permitam a passagem de
NUvV.

Em condicoes de alternancia de luz e escuro sob temperatura constante,
com freqiiencia, ocorre um pronunciado zoneamento nas coldnias desenvolvidas em
meio de agar. Este zoneamento pode ser resultado do estimulo ou do retardamen-
to do crescimento provocado pela luz, bem como dos efeitos desta sobre a pig-

mentacao, sobre a producao das estruturas de frutificacio e de esclerdcios.

As "lampadas germicidas'", ou lampadas de vapor de mercurio de baixa pres-
sao, sao utilizadas com freqiiencia nos estudos de mutacao e de efeito letal em
fungos, porque sao de baixo custo e emitem a maior parte de sua energia em 253
nm. Os efeitos letais do UV, geralmente, sao atribuidos aos comprimentos de
onda entre 200-300 nm. O efeito do UV distante na sobrevivencia dos fungos de-
pende de mitos fatores., Os esporos, por exemplo, sao muito mais resistentes
aos efeitos letais do UV do que o micélio vegetativo. Da mesma forma, a sensi-
bilidade dos esporos €, seguidamente, relacionada com a cor; os esporos pig-
mentados, freqlientemente, sobrevivem a exposicoes mais longas ao UV distante
do que os esporos hialinos. Além disso, a espessura da parede do esporo também
pode estar vinculada 2 habilidade dos fungos em tolerar a radiacao. A resposta
de determinados fungos a luz UV depende também da sua condigao fisioldogica no
momento em que se procede a irradiacao. Por exemplo, os esporos hidratados sao
mortos mais prontamente pelo UV distante do que os esporos secos. As condicoes
fisioldgicas das hifas s3o influenciadas pela idade, pela nutricao, pela pre-
senca de produtos de metabolismo, pela concentraciao de ions hidrogenio do
substrato, pela temperatura, pelo tratamento prévio de luz etc., sendo impor-
tante, entao, que se facam todas as tentativas no sentido de padronizar e de

controlar o maior numero possivel de variaveis principais.
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Bacterias

Para a reproducao de bactérias, a temperatura & da maior importancia. A
temperatura otima para o desenvolvimento de bacterias fitopatogenicas encon-

tra-se entre 250-300C. Elas param de se reproduzir entre 330-400C.

Incubadoras

Existe uma grande variedade de incubadoras que podem ser usadas na cultu-
ra de micoorganismos, nas quais a temperatura e a luz sao regulaveis. Esses
equipamentos variam muito quanto as dimensoes, quanto ao custo e quanto a efi-

ciencia.
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ISOLAMENTO DE FUNGOS E DE BACTERIAS DE TECIDO VEGETAL INFECTADO
Aspectos gerais

Ao encontrar-se uma planta infectada, o primeiro passo & tentar isolar o
organismo causador da enfermidade, tanto para fins de identificacao como para
determinacao das caracteristicas de desenvolvimento, ou, entdo, para estudos
adicionais. Isolar um organismo significa mante-lo afastado de todos os outros
organismos, inclusive do que lhes é suscetivel. Isto se denomina cultura pu-

ra.

0 sucesso do isolamento depende da selecao adequada de porgoes do mate-
rial vegetal infectado e, normalmente, da rapida utilizacao deste. E provavel
que os tecidos amostrados durante a fase ativa de uma infecgdo contenham ape-
nas o patogeno responsavel por essa infeccdo, embora as superficies desses te-
cidos, em regra, encontrem-se contaminadas por organismos saprofitas. O iso-
lamento de tecido seriamente deteriorado ou de porcoes mais antigas de tecidos
enfermos e uma tarefa dificil, tendo em vista que organismos secundarios, de
crescimento mais acelerado, podem estar presentes ou que o patogeno tenha mor-—
rido. Se nao for utilizado logo, o material infectado deve ser mantido sob re-
frigeracao, armazenando-o seco, na maioria dos casos, a fim de conserva-lo por

maior tempo.

Independentemente do hospedeiro do qual se pretende isolar o patogeno, &
essencial que este seja colocado em um novo ambiente que favoreca o seu desen-
volvimento, superando seus concorrentes saprofitas. Em regra, isto e mais di-
ficil de se conseguir com fungos e com bactérias do solo do que com aqueles
que contaminam os tecidos das plantas vivas. Um isolamento bem sucedido de uma
cultura depende, basicamente, da capacidade da tecnica em separar determinado
organismo de outros. No isolamento inicial de fungos, é importantissimo que os
primeiros estadios de desenvolvimento sejam observados atentamente. Com fre-
gliencia, o fungo que se busca encontra-se acessivel no inicio do desenvolvi-
mento e pode ser transferido com facilidade. Mais tarde, todavia, pode estar
completamente coberto por outros microorganismos nao desejados. No isolamento

de material recentemente obtido, as primeiras 12-72 horas sao especialmente

33

AlISEDE

A



criticas e, durante esse periodo, nao se deve deixar de examinar as culturas

em espacos nao superiores a 15 horas.
Métodos de isolamento

Os métodos utilizados no isolamento de fungos, e para o desenvolvimento
destes em meio de cultura, dependem de seu habito de crescimento, de seu modo
de nutricao e de sua ecologia. Por exemplo, os organismos de desenvolvimento
lento, com freqilencia, sao obtidos mais prontamente pelo isolamento direto de
esporos do que atraveés do tecido em cultura de agar nutritivo. Devido ao fato
de produzirem grandes quantidades de unidades reprodutivas, as bacterias sao
isoladas mais eficientemente quando colocadas em cultura com diluicoes de te-
cido da planta infectada do que quando esta cultura é feita com partes intac-
tas do tecido. Assim, antes de se iniciar o isolamento, o tecido da planta de-
ve ser examinado, a fim de se verificar se nao ha corpos de frutificacdo, mi-

célio ou células bacterianas.,

Uma vez que as bactérias e os fungos sao, muito provavelmente, onipresen-
tes como contaminadores, e importante que ambos sejam excluidos dos procedi-
mentos, © maximo possivel, nao apenas da superficie do tecido enfermo como,
também, da area de trabalho e do equipamento que serd utilizado (vide secao de
Esterilizagao). Além dos métodos antissépticos, normalmente usam-se desinfes-
tantes, meios seletivos e técnicas especiais, com a finalidade de se estabele-

cer e de manter as culturas puras dos fungos.

Via de regra, recomendam-se os seguintes metodos:

Méetodo Recomendacao
(1) Inducao de crescimento Para infeccoes profundamente instala-
do micélio das e fungos de fraca esporulacgio.
(2) Esporulagao induzida Basicamente para fungos de manchas fo-
liares.
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(3) 1Isolamento direto Organismos que estejam esporulando em
material infectado num estado relati-
vamente puro e para alguns organismos

de crescimento lento.

(4) Teécnica de diluicao Para grandes quantidades de unidades
reprodutivas de bactérias e de outros

microorganismos.

(5) 1Isca Para organismos (normalmente existen-
tes no solo) capazes de se desenvolver
mals competitivamente em certos ma-

teriais.

(6) Inoculacao do hospedeiro Parasitos obrigatorios ou altamente
contaminados e/ou organismos de cres-

cimento muito lento.

(1) Inducdo de crescimento do micelio — Certos organismos que nao frutificam
prontamente no tecido hospedeiro e/ou sao localizados basicamente nos tecidos
internos, ou se encontram na presenca de muitos outros contaminantes, podem
ser isolados colocando-se partes do tecido interno em agar nutritivo ou em

agar-agua (Fig. 5).

A técnica utilizada pode ser adaptada de acordo com o tipo de material,
realizando-se experiencias, até encontrar-se o meétodo mais adequado. Em geral,
lava-se bem o material em agua corrente, enxaguando-o depois em agua destilada
e agitando-o para secar. Apos, o material & imerso em hipoclorito de sodio co-
mercial a 10 %, ou em outro desinfestante, de cinco segundos a alguns minutos,
lavado em agua destilada estéril e agitado para retirar o excesso de liquido.
0 periodo de tempo em que o tecido e mantido no desinfestante varia segundo o
tipo de tecido que esta sendo usado. Por exemplo, o periodo adequado para te-
cidos retirados de madeira, ou para sementes duras, pode ser muito meior do
que aquele requerido para tecidos macios, como folhas, brotos ou plantulas. E
essencial que se experimentem diferentes periodos de tempo para identificar

aqueles que melhor funcionam, lembrando que o tempo de aplicacao do desinfes-

35



Fig. 5.

(Adaptado de Agrios, 1978)

Isolamento de fungos fitopatogenicos de tecido vegetal infectado.

A = planta infectada;

B-C = segmentos da margem da lesao colocados em hipoclorito de sodio a
10 % durante periodos diferentes;

D = segmentos enxaguados em agua destilada esterilizada;

E = pinca esterilizada na chama, usada para transferencia dos segmen-—
tos;

F = segmentos colocados em meio nutritivo numa placa de Petri;

G = segmentos colocados em meio nutritivo na ordem de tempo de imersao
em hipoclorito de sodio;

H = na imersao correta (no exemplo 90") apenas o patogeno sobrevive no
centro do segmento e estende-se para fora do tecido;

I-J = obtém-se uma cultura pura do patogeno realizando-se a subcultura
de um segmento do patogeno desenvolvido na placa anterior, colocando-o
numa nova placa contendo meio nutritivo.
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tante deve ser suficiente apenas para matar os organismos externos. Se a in-
feccao for bem recente e os tecidos da superficie se encontrarem relativamente
livres de invasores secundarios, o uso de desinfestantes pode ser desnecessa-—
rio. Com fregiiéncia, a lavagem desses tecidos, substituindo-se varias vezes a
agua destilada estéril, ¢é um meétodo bastante satisfatorio para se remover a

contaminacao da superficie.

Apds, pode-se colocar o tecido diretamente na placa de Petri, previamente
preparada com agar nutritivo, como BDA, ou em agar-agua. Caso as bacterias se-
jam numerosas, devem—se usar antibioticos ou meios acidificados para reduzir o
numero de colonias (vide secao sobre Tipos de Meios de Cultura). Normalmente,
as placas sao mantidas a temperatura de 200-250C, a fim de permitir o desen-
volvimento do patogeno para fora do tecido e seu crescimento como uma colonia
no meio de cultura. Apos o desenvolvimento, utiliza-se uma agulha de transfe-
réncia para passar pequenas porcoes do agar contendo o micelio da borda das
colonias em desenvolvimento para os tubos de ensaio, ou para as placas com

BDA, a fim de obter-se culturas puras do patdgeno.

Caso se esteja trabalhando com tecidos de madeira ou com frutos, apos de-
sinfestar a superficie, conforme indicado anteriormente, retira-se a camada
externa do tecido, usando-se uma faca ou lamina previamente flambada. O ins-
trumento deve ser flambado cada vez que se fizer uma incisao. Pequenas partes
localizadas na margem do tecido infectado devem ser escavadas com uma faca ou

com uma pinga.

(2) Esporulagao induzida - Quase todos os fungos que atacam as partes aéreas
de uma planta esporularao no hospedeiro, caso sejam mantidas a umidade e a
temperatura adequadas. O método a ser utilizado depende do tipo de material e

da severidade da infeccao causada por organismos secundarios.

0 metodo empregado com maior freqiiencia consiste na colocacdo do material
numa camara umida, feita com uma caixa de plastico, ou numa placa de Petri com
varias camadas de papel de filtro colocadas no fundo, que sio umedecidas com
agua estéril e sobre as quais coloca-se o material (Fig. 6). Os contaminadores

* . . -
de superficie podem ser removidos com uma boa lavagem em agua corrente.

Outro metodo utilizado consiste em cortar uma parte do tecido com a lesao

e uma porcao do tecido sadio e mergulha-los em hipoclorito de sédio a 10 Z ou
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em outro desinfestante, em periodos de tempo diferentes, conforme indicado an-
teriormente. Se o patogeno for de crescimento lento e houver contaminadores,
apos desinfestar a superficie do tecido, corta-lo em pedagos bem pequenos e
seca-los com papel de filtro esteril; usando uma pinca, agite-os para retirar
o excesso de liquido e coloque cinco ou seis pedacos, bem separados, num papel
de filtro esterilizado umedecido, ou em agar-agua. O agar-agua mantém um Su-
primento mais uniforme de umidade e é utilizado para estimular a esporulacao ¢

para retardar o crescimento de organismos secundarios.

Fig. 6. Folhas dispostas numa camara umida que consiste em uma placa de Petri
com papel de filtro umedecido colocado no fundo.

(3) Isolamento direto - Quando o fungo estiver esporulando no tecido infecta-
do, os esporos ou os corpos frutiferos podem, com o auxilio de um microscopio
estereoscopico (ou lupa), ser removidos com uma agulha fina, com microespatula
ou com alca. Os esporos podem ser depositados por movimento estriado da agulha
sobre o dgar ou adicionados a uma ou duas gotas de agua esteril sobre a super-

ficie do agar e ser procedida a estriagem das gotas.

(4) Técnica de diluicao - Este método é usado para isolar bactérias patogeni-
cas ou qualquer outro organismo que produza grandes quantidades de unidades
reprodutivas, como e o caso dos fungos de grande esporulagao. Da mesma forma,
os organismos de crescimento mais lento que, normalmente, sao sobrepujados por

outros em plaqueamentos de tecido, podem ser detectados por este método. Uti-
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liza-se esta tecnica também para separar organismos que crescem juntos numa

cultura, como fungos contaminados com leveduras ou com bactérias.

Observar o seguinte procedimento: colocar quatro gotas de agua destilada,
senaradas e eqiiidistantes, numa placa de Petri e uma gota de agua em cada uma
das outras quatro ou cinco placas. Retirar uma pequena parte do tecido infec-
tado da planta afetada, utilizando um escalpelo esterilizado, colocando-a em
uma das gotas existentes na primeira placa. Apos, esmagar o tecido infectado
com o escalpelo. Passados cinco a dez minutos (tempo necessario para que as
bactérias se separem do tecido da planta), usar uma alca de transferencia,
previamente flambada e resfriada, para transferir uma porgao de agua contendo
as bacterias da primeira gota para a segunda, na mesma placa. Agitar bem a se-
gunda gota com a alca de transferencia e, sem coloca-la na chama, transferir
una alga cheia da segunda para a terceira gota, e assim sucessivamente. Repe-~
tir esse procedimento com as placas restantes, obtendo uma diluigao progressi-
va da quantidade de bactérias existentes na primeira gota. Apos, acrescentar o
agar nutritivo fundido e resfriado a cada placa, inclinando-as e girando-as

para obter uma distribuicdo uniforme das bactérias no agar.

Caso se tenha interesse em averiguar a quantidade de esporos ou de bacté-
rias por grama da amostra original, observar o seguinte procedimento (Fig. 7):
triturar um determinado peso seco (por exemplo, 1 grama) de material, distri-
buindo-o em 9 ml de agua destilada colocada em um tubo de ensaio. Usando uma
pipeta esterilizada, transferir 1 ml dessa solucao para um segundo tubo que
contenha 9 ml de agua, também esterilizada. Isso resulta numa diluigdo de 10”2
da massa de esporos ou de bacterias existente no material original, sendo pos-

3 -y
, 10 7, ou mesmo su-

sivel repetir o processo até se atingir diluigdes de 10
veriores, se necessario. Coloca-se uma aliquota de 1 ml da diluicao na super-
ficie dos meios de agar, espalhando-a uniformemente. Alternativamente, po-
der-se-ia usar uma pipeta e passar a diluicao para uma placa de Petri, acres-
centando-se o meio de agar fundido e resfriado, conforme descrito acima. Ob-

ter-se-a maior precisao preparando varias placas para cada uma das diluigoes.
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Fig. 7.
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1:1000

1:10 1:100 1:1000
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(Adaptado de Agrios, 1978)

Isolamento de bacterias fitopatogenicas de tecido vegetal infectado.
A = planta infectada;
B-C = cortar pequenas areas infectadas ou a margem das areas malores;

colocar em hipoclorito de sodio a 10 % durante periodos diferentes;
D = usando uma pinga esterilizada, lavar os segmentos de tecido em

agua destileda;
E = colocar as partes de tecido em tubos com agua esterilizada e mace-

rar;
F = preparar a diluicao seriada transferindo 1 ml de suspensoes de
bacterias de um tubo para o seguinte;

G = colocar 1 ml de cada diluicao em placas de Petri; adicionar o agar
derretido depois de esfria-lo; agitar levemente e deixar endurecer;

H = em poucos dias surgirao colonias isoladas em uma das placas, ou em
mais;

I = realizar a subcultura nas placas.
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Decorridos alguns dias de incubacao, surgirao colonias com densidades va-
riadas, dependendo da diluigao feita. Nas placas preparadas com as diluigoes
mais altas, os organismos crescerao em colonias individuais, que se desenvol-
vem presumivelmente de esporos ou de células bacterianas isoladas. A estimati-
va mais precisa da concentracao de um organismo numa amostra e obtida em di-
luigoes que promovem o surgimento de 50 a 100 colonias por placa. A quantidade
presente mna amostra original pode ser calculada aproximadamente, selecionan-
do-se as placas que apresentam 40-100 colonias e anotando-se a contagem das

colonias. De posse dessa informacao, realiza-se o seguinte calculo:

Quantidade de colonias, por grama de amostra original =

numero de colonias/placa
fator de diluicao

(5) Iséa - Inimeros fungos possuem exigencias nutricionais bastante especifi-
cas e sao especializados no uso de materiais que outros utilizam com dificul-
dade ou nao utilizam. Tira-se vantagem desse fato introduzindo determinada
substancia no ambiente para colonizacdo e, posteriormente, recuperando-a para
isolamento do fungo que a colonizar. Alguns produtos normalmente utilizados

como iscas sao: cenoura, pedacos de maca, madeira e polen.

(6) Inoculacao do hospedeiro - Quando os materiais infectados se encontram
severamente contaminados, ou ha dificuldades para isolar o organismo usando-se
meios comuns, ou no caso de parasitos obrigatorios, pode-se purificar o orga-
nismo atraves da inoculacao direta do hospedeiro. Desta forma, selecionam-se

sO os organismos parasitas.
Isolamento de patogenos do solo

(1) Metodo de plaqueamento: - Colocar pequenas porcoes do solo suspeito de
conter o patogeno numa placa com meio de agar, usando a ponta de uma espatula
ou escalpelo esterilizados numa chama de alcool. Apos, colocam-se as placas
numa incubadora, observando-as em intervalos regulares. As placas com solo

original normalmente sao preparadas num meio ndo nutritivo, como agar-agua.
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0 desenvolvimento do fungo e menos intenso em agar-agua do que em BDA ¢ € mais
facil transferir partes das colonias individuais do primeiro do que do ultimo.
Quando o patogeno é um fungo, o crescimento das bactérias contaminantes pode
ser evitado acidificando-se o meio, conforme indicado na secao Tipos de Meios
de Cultura. Quando o patogeno a ser isolado for uma bactéria, usar o agar nu-
tritivo ou outro meio especial (vide segao sobre Tipos de Mecios de Cultura e
consultar as formulas no Apendice) acrescentando-se um fungicida (benomyl ou

cycloheximide), a fim de se evitar a contaminacao com fungos nao desejaveis.

(2) Metodo de diluigdo - Misturar bem o solo com agua esterilizada e delxar
assentar. Apos, observar procedimento similar ao indicado na secao Teécnica de
Diluicao: misturar bem um volume de sobrenadante com nove volumes de agua, ob-
tendo uma diluigao de 1/10; fazer varias diluicoes seriadas adicionais e
acrescentar um volume pequeno e conhecido a uma placa de Petri esterilizada.
Colocar o meio de agar fundido, ja resfriado a aproximadamente 379C, nas pla-
cas. Um ou dois dias depois, pode-se repicar, individualmente, as colonias de

organismos para outros meios de cultura.

(3) Metodo de armadilha ou ‘de isca Usando o procedimento indicado na secao
de Isca nos Métodos de Isolamento, verifica-se, por exemplo, que um dos fungos
do solo mais facilmente isolavel com essa tecnica e Thielaviopsis basiicola:
algumas particulas de solo sao colocadas sobre a superficie de uma rodela de
cenoura esterilizada, as placas sdo incubadas e podem ser observadas uma sema-

na mais tarde.
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DESCONTAMINACAO DE CULTURAS

Aspectos gerails

A contaminacao de culturas é sempre um problema a ser enfrentado no labo-
ratério. Os piores contaminantes, normalmente, sio os fungos, porém as bacte-
rias e as leveduras tambem podem ocorrer, principalmente quando se tentam iso-
lamentos de produtos naturais. As colonias de bactérias e de leveduras desen-
volvem-se na superficie das culturas novas e simplesmente suprimem o cresci-
mento destas ultimas. Os actinomicetos tambem podem aparecer nas culturas:

eles produzem grandes quantidades de esporos e sao dificeis de eliminar,

A contaminacdo pode originar-se de fontes diferentes. Primeiramente, a
area de trabalho deve ser mantida a mais limpa possivel, conforme indicado na
secdo sobre Esterilizacao. No entanto, apesar de a limpeza ser essencial, esta
nio evita completamente a contaminagao. Caso nao se obtenha uma cultura pura,
mediante o uso das tecnicas anteriormente discutidas. (vide segao de Isolamento
de TFungos e de Bactérias de Tecido Vegetal Infectado), sera necessario utili-
zar um dos procedimentos de '"descontaminacao'. Ha duas formas de se realizar a
purificacdo de culturas: mecanica ou quimica. Na primeira, o organismo em
questiao ¢é separado fisicamente do restante, enquanto, na segunda, depende da
fisiologia do organismo. Com freqiiencia, podem-se obter vantagens com o0 uso

simultaneo destas tecnicas.
Métodos mecanicos

0 modo mais simples de separacao de fungos e distribuir seus esporos so-
bre o meio de cultura, de modo que as colonias resultantes nao se desenvolvam
juntas durante certo periodo. O método de estria em placa & usado com essa fi-

nalidade.

Metodo de estria em placa - E um procedimento muito simples e confiavel, usado
para separar bactérias ou fungos dos propagulos de outros organismos (Fig. 8).
Consiste em colocar a mistura de esporos em um lado de uma placa de Petri com

agar (é melhor utilizar 2,5 % de agar, a fim de tornmar o meio firme e facil de
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estriar sem perfurar a superficie com a alga) e estriar aquele lado para cima
e para baixo, :té que os esporos se encontrem uniformemente espalhados ao lon-
- go de uma lirha. Esterilizar a alca, deixa-la esfriar e fazer uma segunda
estria em angulo reto em relacdao a primeira, ao longo do outro lado da placa.
Dessa operacgao resulta uma segunda linha contendo menos esporos do que a pri-
meira. Repetir esse procedimento uma terceira vez, fazendo surgir uma outra
linha. Caso seja mnecessario, tracar uma quarta linha, cuidando para que esta
nao cruze sobre a primeira. Decorridos um ou dois dias, uma das estrias apre-
sentara varias colonias isoladas que podem ser transferidas. As estrias ini-

ciais estardo muito populosas e as subseqilentes mais diluidas.

(Fonte: Malloch, 1981)

Fig. 8. Técnica de estriagem. O indculo de esporos (I) € estriado entre os
pontos a-al; usando uma alga esterilizada, tracar uma segunda estria
entre b-b1l, observando angulo reto em relacao a primeira estria, se-
guindo um terceiro angulo reto entre c-cl. Fazer uma quarta estria,
d-d1, no centro. Cada estria posterior contém menos esporos e colo-
nias resultantes do que aquela que a precedeu.
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Este procedimento pode ser realizado tambem de modo um pouco diferente
(Fig. 9). Tracar a primeira estria ate que esta quase atinja a metade da pla-
ca. Esterilizar a alca e estriar para frente e para tras, em angulos retos em
relacao a primeira estria. N3o estriar repetidamente numa mesma area; tracejar
uma linha em zigue-zague. Girar a placa 90° e repetir a operacao com a alca
esterilizada. Cuidar para nao tocar na primeira estria. Girar a placa 900 mais
uma vez e estriar novamente com uma alca esterilizada, tocando apenas nas ul-

timas estrias feitas.
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Fig. 9. Execucao de estrias em meio de cultura em uma placa de Petri. As 1li-
nhas continuas indicam as novas estrias a serem feitas, e as linhas
tracejadas mostram a localizacao das estrias feitas anteriormente.
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Metodo de diluigao - Pode~se atingir um resultado semelhante ao método de es-
tria em placa usando-se diluicoes, conforme comentado na secao que trata das
tecnicas de isolamento. Este método mostrar-se-a mais util do que a tecnica da
estriagem, nos casos em que as leveduras e as bactérias superem em crescimento
o fungo que se deseja isolar. Entretanto, algumas vezes, o numero de cclulas
de leveduras e de bacterias excede tanto ao de esporos do fungo desejado que

as diluicoes tornam-se inuteis.

Metodo de inversao do agar - Esta técnica pode ser utilizada para separar
fungos de bacterias e de actinomicetos. Numa coldnia mista de superficie que
contenha fungos e bacterias, os fungos se desenvolvem para baixo, para dentro
do agar, enquanto as bacterias permanecem na superficie. Para inocular uma
placa contendo agar nutritivo padrao, espalhar uma suspensao de esporos em sua
superficie. Com um escalpélo, remover um anel convexo de agar na parte lateral
da placa e inverter todo o disco de agar restante, a fim de que sua superficie
repouse de modo perfeitamente plano na base da placa de Petrl. Apos a incuba-
cao, o fungo se desenvolve através do agar para produzir micélio aereo na su-
perficie, enquanto as bactérias e os actinomicetos sao confinados a interface

entre o agar e a base da placa.
Métodos quimicos

Podem-se usar, tambem, produtos quimicos ou explorar diferencas nutricio-
nais existentes entre os microorganismos. A tecnica basica consiste em usar
antibioticos para desestimular as bacterias, conforme ja foi discutido (vide
secao sobre Tipos de Meios de Cultura). O meio Rosa de Bengala de Martin con-
tém o corante Rosa de Bengala, que atua como inibidor do crescimento de bacte~
rias e de muitos fungos, podendo ser adicionado a qualquer meio. Os meios se-
letivos tambem podem ser usados, dependendo do fungo que se pretende isolar

(vide formulas no Apendice 2).
Acaros

Os acaros constituem um dos piores agentes de contaminacdo. Eles sao se-
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res diminutos, por vezes com menos de 0,1 mm de comprimento, e podem assumir
cores diversas. Aqueles que mais comumente contaminam as culturas sao de colo-
racao branca a creme e se movem com lentidao. Alimentam-se de fungos e mo-
vem-se de uma colonia para outra, deslocando, neste processo, esporos de fun-
gos e de actinomicetos e células bacterianas., Uma vez instalados numa colecao
de culturas, s3o extremamente dificeis de serem controlados; normalmente, de-
ve-se retroceder e reisolar todas as culturas, a fim de purifica-las. As ve-

zes, todas as culturas podem ser perdidas.

Se houver acaros numa placa ou tubo, separa-la(o) das(os) demais imedia-
tamente e procurar isolar o fungo numa cultura pura, livre de acaros, colocan-
do-a durante varios dias numa caixa vedada contendo naftalina ou paradicloro-
benzeno. Estas substancias provocarao a morte dos acaros, preservando os fun-
gos, embora os agentes contaminadores introduzidos pelos acaros igualmente so-
brevivam. E melhor livrar-se da cultura contaminada, esterilizando a placa ou

o tubo.
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ISOLAMENTO MONOSPORICO

Apos isolar-se um fungo de um hospedeiro, é altamente, recomendavel que se
purifique a estirpe, de modo a se obter uma série de culturas de esporos indi-
viduais. Este procedimento assegura a presenca nao so de uma unica especie,

mas, também, de uma unica raca da especie.

Observam—-se os seguintes passos: distribuir os esporos contidos numa gota
de agua na superficie do agar (3 a 4 7), usando uma alca de Drigalsky ou uma
espatula. Apos a germinagao, com o auxilio de microscopio, localizar um esporo
separado. Usando uma agulha histologica ou uma microlanga, cortar um pedago do
agar que o contem, Transferi-lo, entao, para uma placa de Petri ou para um tu-
bo com agar. Cuidar para nao encostar o pedaco de agar ou o instrumento de
transferencia em nada que possa contamina-los. Este metodo pode ser utilizado

no laboratorio, sem necessidade de uma camara de esterilizacao.

Outro método usado e o isolamento de colonias individuais derivadas de
esporos isolados. ApoOs preparar uma placa de isolamento com esporos bem dis-
persos, conforme indicado antes, estes sao localizados com a placa invertida,
marcando-se aqueles adequadamente isolados. Incubar a placa e deixar desenvol-
ver até que as colonias se tornem visiveis. Com um pequeno escalpelo, remover

cada colonia livre de contaminacao para um meio de agar adequado.



POSTULADOS DE KOCH OU REGRAS DE PROVA DA PATOGENICIDADE

Quando um patogeno é detectado numa planta doente, ele e identificado por
referencias existentes em manuais especiais; caso se confirme que esse é rela-
tado para aquela especie vegetal, o diagnostico da enfermidade pode ser consi-
derado completo. No entanto, se o organismo encontrado parece ser o agente
causal da doenca, sem haver relatos anteriores que o confirmem, € necessario
observar os passos abaixo para verificar a hipotese de que o patogeno 1isolado

¢ realmente o agente causal da enfermidade:

(1) O patogeno tem que ser encontrado associado as plantas doentes examina-

das;
(2) O patogeno deve ser isolado e cultivado em cultura pura;

(3) 0 patogeno da cultura pura deve ser inoculado em plantas sadias da mesma
espécie ou da mesma variedade da qual foi isolado e na qual deve produzir o

mesmo tipo de sintoma encontrado anteriormente;

(4) 0 patogeno deve ser reisolado em cultura pura e suas caracteristicas de-

vem ser exatamente iguais aquelas observadas no item 2.

Se todos os passos acima forem seguidos com resultados positivos de ino-

calacao, o patogeno isolado & apontado como o agente responsavel pela doenca.

0 uso desses postulados exige testes rigorosos com plantas testemunhas
adequadas, nao inoculadas e nao tratadas, submetidas a identico rigor como as
plantas inoculadas ou tratadas. Via de regra, e necessario repetir os experi-

mentos para se estabelecer sua validade.

Os postulados de Koch sao viaveis com alguns patogenos, tais como fungos,
tactérias e nematoides. Por outro lado, como os virus e os fungos biotroficos
rnao podem ser cultivados em meios de cultura artificiais, e mais dificil a
prova de patogenicidade pela observacao ~strita dos postulados de Koch. No en-
tanto, isto e possivel pela inocula¢lo em plantas sadias com tecnicas espe-

ciais (vide secdo de Parasitas Obriec it min.).



TECNICAS PARA A INOCULACAO DE PLANTAS

Com a finalidade de testar a patogenicidade dos fitopatogenos, de estudar
os processos de infeccio ou para qualquer outro propésito experimental, sao
realizadas inoculacdes artificiais no laboratorio, em casa de vegetacao e no

campo.
Preparo do indculo de fungos e de bactérias

0 indculo de fungos ou de bactérias e preparado pelo cultivo em meio de
agar (vide secdo sobre Preparo de Meios de Cultura), em placas de Petri ou em
frascos, conforme Comentado anteriormente. Dependendo do patdégeno, esse inocu-
lo pode se desenvolver em outro substrato, por exemplo, em graos de trigo. Ou-
tros grios, integrais ou moidos grosseiramente, que proporcionam fontes nutri-
cionais satisfatérias sao a aveia, a cevada, o centeio, o arroz, a ervilha, o
feijao e a soja (desidratados ou naturais). Por exemplo, para se obter grandes
quantidades de indculo de certos patogenos, como Gibberella zeae, um substrato
comumente utilizado é o colmo da planta de milho, e para Helminthosporium sa-
tivum sao os graos de sorgo. Observa-se o seguinte procedimento no preparo de
indculo de partes vegetais: colocam-se cerca de 25 ml de agua e 8 g de graos
num frasco Erlenmeyer de 150 ml de capacidade. Os graos sao deixados de molho
por 16 h, decantando-se o excesso de agua e, depois, levados a autoclave por
30 minutos ou mais. Apds esfriar, introduz-se assepticamente uma suspensao de
esporos ou uma parte de agar com o patégeno no substrato e este e incubado du-
rante uma semarna, aproximadamente. Deve-se acrescentar agua esterilizada ao
substrato, caso este comece a secar. A fim de estimular a esporulacao e de
evitar a formacao de micélio, os frascos devem ser agitados manualmente, du-

rante alguns segundos, todos os dias.

Pode-se, também, preparar o indculo de bactéria em meios de cultura 1i-
quidos, agitando-os continuamente durante o seu desenvolvimento, a fim de pro-

vocar a aeracio e a renovacido de nutrientes na superficie do meio.
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Preparo da suspensao de inoculo e estimativa de sua concentracao (demsidade do

inoculo)

As suspensoes de esporos de fungos e de celulas de bactérias podem ser
preparadas do seguinte modo: acrescentar um volume conhecido de agua destilada
esterilizada as placas de Petri, aos tubos de ensaio ou aos frascos que contem
o patogeno em cultivo. Os frascos e os tubos sao agitados para se obter uma
suspensao de esporos. No caso de placas e tambem de tubos de ensaio, os espo-
ros dos fungos ou as células das bactérias sac transferidos para a agua pela
raspagem do substrato, usando-se um escalpelo flambado. A suspensao em agua de
todas as colonias a serem utilizadas pode ser coletada num recipiente esteri-
lizado, determinando-se o volume final. Tendo em vista que uma quantidade ra-
zoavel de micélio, ou de outros materiais que nao sejam esporos, € normalmente
transportada junto, é necessario filtrar a suspensao atraves de uma ou de mais
camadas de gaze, dependendo do tamanho e da morfologia dos conidios. No caso
de bactérias desenvolvidas em cultura liquida, elas devem ser separadas dos

meios por centrifugacao ou por filtragem.

Para se estimar a concentracao de esporos, deve-se fazer uma contagem
destes usando uma camara de Neubauer, tambem denominada hemocitometro, utili-
zada na contagem de celulas sanguineas, assim como o € na de esporos e na de
células de algas (Fig. 10). Essa camara é formada por uma lamina de microsco-
pio especial, mais espessa do que as comuns, dotada de uma camara com 0,1 mm
de profundidade. A base de cada uma dessas camaras e marcada com uma grade
"Neubauer' de 9 mm quadrados (3 mm de cada lado), subdivididos em nove quadra-
dos principais de 1 mm de lado. Para determinar a concentracao de esporos numa
suspensao, coloca-se uma gota desta sobre a grade e abaixa-se, cuidadosamente,
uma laminula sobre ela, de forma que nao haja formacao de bolhas de ar entre a
lamina e a laminula. Se os esporos forem grandes, conta-se sua quantidade em
cinco camaras, as quatro dos cantos e a do meio. Tendo em vista que o volume
em cada quadrado principal e de 0,1 mm3, a concentracao de esporos, em quanti-
da®e’ de esporos por ml, é calculada da seguinte maneira: a soma de esporos em
cinco quadrados principais X 2000. Se os esporos forem pequenos, usa-se 0 qua-

drado central principal, que é subdividido em 25 quadrados pequenos de 0,2 mm
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de cada lado. Cada um desses, por sua vez, e dividido em 16 quadrados menores,
com 0,05 mm de cada lado. Calcula-se, entao, a quantidade de esporos por ml do
seguinte modo: quantidade de esporos no quadrado central principal X 10.000.
Pode-se simplificar essa operacao, contando-se a quantidade de esporos em ape-
nas uma parte do quadrado principal. Por exemplo, se apenas cinco quadrados
pequenos forem contados, calcula-se o numero de esporos por ml assim: soma de
esporos em cinco quadrados pequenos X 50.000; ou, se oito quédrados pequenos

forem contados: soma de esporos em oito quadrados pequenos X 31.250.

F_1 mm.ﬂ

N
/

/
\C —7
|
Fig. 10. Grade '"Neubauer" - 0Os quadrados principais sao de 1 mm e os secunda-

rios sao de 0,2 mm.

A suspensao de esporos pode, entao, ser ajustada aquela concentragao de-

sejada, atraves da formula: Vf = Vi x %%’ onde: Vf = volume final da suspen-

saoy; Vi = volume inicial conhecido da suspensao; Ce = concentragao de esporos

encontrada com a camara de Neubauer; e Cd = concentragao de esporos desejada.
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Inoculacao de folhas e de colmos com fungos e com bacterias

Se as bacterias ou os fungos que estao sendo usados sao capazes de pene-
trar diretamente ou através de aberturas naturais, a infeccao ocorrera apos a
suspensao das células da bacteria, ou de esporos do fungo, ter sido depositada
sobre a superficie, por exemplo, da folha de uma planta suscetivel, desde que
as condicoes ambientais tenham sido satisfeitas. As folhas, os colmos e outros
orgaos aéreos das plantas podem ser inoculados com suspensoes de esporos de
funzos ou de células de bacterias da seguinte maneira (Fig. 11): acrescenta-se
uma gota de agente umidificante, como Tween 20, a suspensao dos esporos do
fungo ou de bactéria (preparada conforme indicado antes). A suspensdo € colo-
cada num atomizador limpo com o qual se pulverizam as plantas. Essas plantas
devem ser mantidas numa camara, ou numa sala-com a temperatura proxima a oti-
ma, para o desenvolvimento do inoculo usado. A maioria dos esporos dos fungos
e muitas células de bacterias exigem umidades relativas proximas a 100 7, para
melhor desenvolvimento nas areas de infec¢ao, bem como para penetracao e para
infeccao subseqiientes. Portanto, as plantas inoculadas, normalmente, tem que
ser mantidas em camaras umidas, sob campanulas, ou envoltas em sacos plasticos
umedecidos, durante 12-48 horas, apos a inoculagao. No caso das bacterias, ob-
tem-se melhores resultados quando as plantas sao inoculadas em.casa de vegeta-
cdo, de preferencia entre as 9 horas da manha e as 3 horas da tarde, periodo

em que é mais provavel que seus estomatos encontrem-se abertos

Pata inocular plantas com fungos ou com bactérias que causam infeccoes
sistemicas (como os organismos que provocam murcha), nos casos em que as in-
feccoes permanecem localizadas (como no carvao do milho), e quando a penetra-
cao ocorre gpenas atraves de lesoes (como na galha da coroa), podem-se injetar
suspensoes de esporos de fungos ou de celulas de bactérias nos tecidos susce-
tiveis da planta, com o auxilio de uma agulha hipodérmica esterilizada. Pali-
tos infectados com esses organismos tambem podem ser inseridos nos colmos, pa-

ra que a inoculacao tenha éxito.

Se forem necessarios ferimentos para que ocorra a penetragao, pode-se

usar uma agulha esterilizada com algodao absorvente enrolado em sua volta. Mo-

53



lha-se a agulha numa suspensao de inoculo do patogeno wusando-a, em seguida,
para perfurar a planta, deixando, desta forma, uma gota de suspensao no orifi-

cio.

Fig. 11. 1Inoculagao de plantas por atomizagao. (A) Pulverizar uma suspensao
de células bacterianas ou de esporos de fungo sobre as plantas
usando um atomizador. (B) Cobrir as plantas com um saco plastico u-
medecido, a fim de manter alta umidade.

Para inocular espigas de trigo com Gibberella zeae, o agente causal da
giberela, usa-se uma agulha hipodérmica, injeta-se uma gota da suspensao de
esporos, com cerca de 4 x 10° conidios/ml, na espigueta central, durante a an-
tese. Normalmente, inoculam-se duas a tres espigas por planta. Apos, mantém-se

as plantas numa temperatura aproximada de 259C e alta umidade, conforme comen-
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tado anteriormente.
Inoculacao de plantas com patogenos de raizes e do solo

No caso de fungos que causam tombamento ou murcha, ou de fungos e de bac-
terias que invadem as ralzes, pode-se incorporar o inoculo ao solo no qual sao
colocadas as sementes ou as plantas. Podem ser usados os seguintes tipos de
inoculagao: suspensoes de células de bacterias ou de esporos de fungos, um pe-
queno quadrado de meio de cultura infectado com os organismos, micelio de fun-
gos triturado com agua num liquidificador, ou fungos desenvolvidos em grdos

esterilizados de cereais.
Ambientes controlados

Ha uma grande quantidade de estruturas e de equipamentos, variando desde
as casas de vegetacao até as camaras de crescimento, que podem ser utilizados
para controlar o ambiente, especialmente a temperatura, a luz e a umidade. Es-
ses equipamentos diferem em sua capacidade e em sua eficiéncia no controle de

cada um desses parametros e seu custo varia consideravelmente.
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COLETA E PRESERVACAO DE PLANTAS INFECTADAS

O material para exames futuros pode ser mantido como cultura viva ou como
material seco. Muitos especimes podem ser mantidos sob refrigeracao, um pouco
acima de 0°C. Os patogenos desses especimes podem ser isolados apds um periodo
de armazenamento de varias semanas. O material a ser armazenado deve ser-cuil-
dadosamente selecionado no campo e envolvido em papel encerado, ou colocado em
sacos de plastico. Essas colecoes podem ser acondicionadas em latas grandes,

ou em jarras de vidro, e armazenadas.

Alguns materiais sao armazenados em melhores condigoes se forem prensados
e desidratados. O material vegetal pode ser mantido temporariamente entre fo-
lhas de jornal ou em sacos de plastico e, apos, transferido para uma prensa,
onde e desidratado; posteriormente, pode ser armazenado, sob baixa umidade,

num refrigerador.

As vezes, pode ser necessario guardar o material molhado. O formol-acido
acetico-alcool (FAA) e um bom agente mortifero e fixador. Para o preparo do
FAA, mistura-se 5 ml de formalina comercial + 5 ml de acido acético glacial +
90 ml de etanol a 50 7Z ou 70 7. Apos um tratamento de uma hora, pelo menos,
com FAA, pode-se armazenar o material permanentemente em formalina comercial a

5 Z.
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MANUTENCAO E PRESERVACAO DE CULTURAS

Uma vez obtida uma cultura pura, e que esta esteja se desenvolvendo bem
num recipiente adequado, ela pode ser armazenada. Nao ha um metodo universal
para a conservacao de fitopatogenos. A escolha do metodo deve basear-se na na-
tureza do patogeno, nas vantagens e nas desvantagens de cada metodo e nas ins-

talagoes disponiveis.
Fungos

Culturas de dgar em temperdatura ambiente ou em refrigerador-— O meétodo mais
simples de armazenamento, para se manter um fungo numa forma viivel e numa
cultura pura, consiste em transferi-lo a intervalos determinados para tubos
de cultura com meios de agar, recentemente preparados. Este método de preser-
vagao por transferencias periddicas exige meios que permitam: um minimo de
crescimento do micélio e um maximo de esporulacdo; que as transferencias sejam
realizadas usando-se esporos (as transferencias de micélio devem se restringir
a fungos que nao esporulam); que as transferencias sejam feitas apenas das
porcoes mais jovens da colonia; e, que, se forem utilizados tubos de cultura

com tampa rosqueada, nao se aperte muito a tampa.

No entanto, as culturas armazenadas em temperatura ambiente exigem cons-
tantes cuidados e atencao em sua manutencao, pois tendem a secar rapidamente,
dependendo do clima local. O periodo de tempo entre as transferencias das cul-
turas de agar, em tubo de ensaio, para os meios recem preparados, varia con-
forme o tempo de sobrevivencia do fungo e depende da temperatura de armazena-
mento e da umidade. Quando o material é armazenado em condigOes que permitem
uma rapida desidratacao das culturas, as transferencias devem observar inter-
valos curtos. Sempre é aconselhavel que se armazenem culturas em estoque em
dois locais diferentes, em amostras duplicadas, para assegurar a manutencao da

cultura e evitar perdas.

Os fungos insensiveis ao frio devem ser refrigerados, entre 4° e 10°C,

depois de a colonia haver coberto a superficie de agar. Nessas condigoes, a
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taxa de crescimento, o desenvolvimento excessivo do micelio aéreo e a secagem
do fungo sao reduzidos. Para evitar ou reduzir ainda mais a secagem das cultu-
ras armazenadas, passa-se o tubo numa chama e empurra-se o tampao de algodao
para a posicao logo abaixo da boca do frasco, cobrindo-a com tampas de metal,
com folha de aluminio, com plastico ou com parafina. No caso de baixa tempera-
tura, isto diminui a necessidade de se transferir os fungos para novos meios,
quando comparado a temperatura ambiente, porque essas culturas permanecem via-
veis durante mais tempo. Normalmente, o periodo de transferencia varia entre
seis e oito meses. As culturas tambem podem ser preservadas, com sucesso, CO-
locando-as em congelamento profundo (-100 a -200C). Um freezer doméstico aten-
de satisfatoriamente essa finalidade. Em qualquer um desses metodos, conside-
rando-se que alguns fungos sao sensiveis ao frio, seria necessario manter du-
plicatas das culturas, por outros meios, durante pelo menos uma ou duas trans-

ferencias, antes de se confiar no armazenamento a frio.

E importante lembrar que, quanto mais tempo o fungo for mantido na cultu-
ra em condicoes artificiais, maior sera a possibilidade de ocorrerem altera-
coes, nao apenas nas suas caracteristicas nutricionais e fisiologicas como
também nas morfoldgicas. Um fenomeno comum que ocorre com fungos fitopatogeni-
cos, mantidos em meios artificiais durante-longos periodos, consiste na perda
de sua patogenicidade ou, pelo menos, verifica-se um decréscimo em sua viru-
lencia. Depois de muitas transferencias em varios meios, diminui a intensidade
da esporulacgao. Além das alteracoes genéticas que podem ocorrer durante o pro-
cesso de cultura, ha uma profusao de nutrientes no meio que diferem dos nu-
trientes fornecidos pelo hospedeirc original ou pelo substrato. Essa modificda-
cao ou degeneracao da cultura em estoque, com freqliencia, pode ser corrigida
colocando-se o fungo em cultura, em condicoes de poucos carboidratos (pdr
exemplo, no solo) ou no substrato original, ou passando por um hospedeiro ve-
getal adequado varias vezes, isto e, inoculando uma planta suscetivel e reiso-

lando o fungo.

Metodos para periodos prolongados — Para evitar as transferencias freqiientes

de fungos, ou sua colocacao em meios de cultura artificiais durante periodos
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prolongados, podem ser usados os seguintes métodos:

(1) Discos de agar em agua esterilizada fria - Discos de inoculo retirados

das margens da colonia sao colocados em tubos com agua esterilizada e armaze-
nados mno refrigerador. Ao se utilizarem novamente as culturas, retiram-se os

discos da agua, colocando-os em meios de agar recentemente preparados.

(2) Conservacao de culturas em meios em tubos de ensaio com o uso de oleo -

Deve-se usar parafina refinada ou 6leo mineral, apos um periodo de esteriliza-
cao de cerca de 45 minutos e da secagem com calor seco a 1009C. Em condicgoes
de assepsia, verte-se o O0leo esterilizado sobre a cultura ativa em desenvolvi-
mento. A cultura deve ser totalmente coberta pelo o0leo, porém, este nao deve
cobrir a superficie da colonia de fungos em mais do que 1 cm, pois isto afeta-
ri a aeracdo. As culturas em 6leo podem ser armazenadas a temperatura ambien-
te, num refrigerador ou numa camara fria. Os tubos e os frascos tem que ser

armazenados com a parte superior voltada para cima.

Para reativar as culturas, drenar o excesso de oleo, remover a massa de
micélio com esporos e estriar num meio adequado. A primeira cultura desenvol-
ver-se-a lentamente, devido a presenca do 6leo; serdo necessarias duas a tres
transferencias para se recuperar a taxa de crescimento original. Além disso, o

excesso de 6leo pode ser removido com agua destilada, antes de estriar.

Esta tecnica evita o ressecamento da cultura e reduz a taxa de metabolis-—
mo do organismo. No entanto, o crescimento ainda continua e, as vezes, ocorre
variacio nas caracteristicas bioquimicas e morfologicas das racas conservadas
durante longos periodos. E importante inspecionar regularmente a viabilidade

dos 1isolados.

(3) Cultura desidratada - O patogeno pode ser cultivado em cultura e, quando

as colonias se encontram plenamente desenvolvidas, o meio € retirado com um
escalpelo esterilizado, colocado entre duas folhas de papel absorvente esteri-
lizado e posto para secar num dessecador que contenha cloreto de calcio ou ou-

tro dessecante, numa temperatura de 00 a 200C. Apds a secagem, o material e
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colocado em recipientes lacrados e armazenado num refrigerador ou a temperatu-
ra ambiente, em baixa umidade. O periodo de sobrevivencia e superior ao obtido

com agar.

(4) Conservacao em palha ou em graos esterilizados - Alguns fungos podem se

desenvolver em palha ou em graos esterilizados na autoclave. Esses materials
sio inoculados com o fungo e, apos a incubacao, sao dessecados, preferencial-
mente, num dessecador mantido num refrigerador. Apés, os materiais sao coloca-

dos num refrigerador ou num freezer.

(5) Conservacao de culturas em solo ou em areia esterilizados - Em regra, es-

se método assegura a sobrevivencia do fungo durante um longo tempo. O solo a
ser usado deve passar pela autoclave durante uma hora, ou durante 20 minutos,

em dois dias consecutivos. Duas variantes podem ser utilizadas:

a) Acrescentar uma suspensdo de esporos, numa pequena porcao de agua esteri-
lizada, ao solo seco esterilizado e, apos, misturar no tubo, secar rapidamen-
te ao ar, a temperatura ambiente, deixando a tampa frouxa durante alguns dias;
ap6s, guardar o material num refrigerador. Na realidade, isto é conservacao de

esporos.

b) Adicionar uma suspensao de esporos ao solo esterilizado umedecido e in-
cubar este material, a fim de permitir o desenvolvimento do organismo. Desta
forma, sao.mantidos o micélio e as unidades propagativas da segunda geragao. A

secagem ocorre lentamente.

(6) lLiofilizacao ou secagem a frio — Este & um bom método de manutencao para

a maioria dos fungos, especialmente daqueles que formam esporos em grande
quantidade. O principio da liofilizacdo reside na reducao do teor de agua do
esporo para 2 a 3 %, através da secagem a alto vacuo, e do armazenamento na
auséncia de oxigenio e de vapor de agua. A secagem e realizada num estado de
frio. Quando as células s3o secadas nessas condigbes, permanecem em dormencia
durante longos periodos e, ao serem reconstituidas ou retornarem aos meios

normais, via de regra, desenvolvem-se bem.
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As etapas basicas da liofilizagao sao: a) pre-congelamento de uma suspen-—
sao de celulas; b) secagem a vacuo em estado congelado, a baixa temperatura;
c) secagem continua a vacuo, a temperatura ambiente; d) lacre das ampolas a
vacuo.

Os organismos que serao liofilizados devem ser colocados em cultura sob
condicoes otimas. As culturas de fungos devem ser incubadas a fim de favorecer
a esporulacao e a maturacao dos esporos. Normalmente, as suspensoes de celulas
sao preparadas num coloide, como o leite desnatado ou soro, ou em glicose ou
sacarose a 10 7. A maior parte dos uredosporos da ferrugem sao liofilizados

sem um coloide.

Bacterias

De um modo geral, em condigoes de laboratorio, as bactérias fitopatogeni-
cas retem sua virulencia durante um longo periodo de tempo, porém algumas es-
pecies perdem sua viabilidade relativamente rapido. Em regra, as bactérias do
genero Pseudomonas sao capazes de manter sua viabilidade por muitos meses, sem
a necessidade de transferencia, enquanto que as Xanthomonas perecem em uma ou

duas semanas em meios bacteriologicos comumente utilizados.

Os métodos usados com maior freqiiencia para a conservacio de culturas
sao: oleo mineral e liofilizacao ou secagem rapida em estado frio, conforme

anteriormente comentado para os fungos.
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PARASITAS OBRIGATORIOS - FUNGOS CAUSADORES DE FERRUGENS

Aspectos gerais

Como os parasitas obrigatdrios nao podem ser cultivados em meios de cul-
tura artificiais, as técnicas usadas em seu manuseio diferem de modo conside-
ravel daquelas descritas anteriormente. Somente os agentes causais das ferru-
gens serao discutidos nesta secdo. As técnicas descritas serao aquelas comu-
mente usadas com os fungos causadores de ferrugens do trigo, porém a maioria
delas sao aplicaveis, tambem, aos fungos de ferrugens de outras espécies de

plantas.

Embora a maioria destes fungos produza cinco tipos distintos de estrutu-
ras frutiferas, com cinco formas diferentes de esporos, os uredosSporos Sao 0S
mais importantes na maioria dos estudos patologicos das ferrugens do trigo.
Estes esporos sao produzidos repetidamente na planta hospedeira, durante o

crescimento desta.

Coleta de uredosporos

As seguintes técnicas podem ser utilizadas na coleta de esporos dos fun-

gos causadores de ferrugens:

(1) Manutengao em folha seca -- Esta é a técnica mais simples para a preserva-
cao de uredosporos e nao requer equipamento especial. E empregada, principal-
mente, para coletas a campo e consiste em se cortar folhas com sintomas, colo-
cando-as em envelopes de papel encerado. As folhas sao, assim, prensadas ¢
deixadas secar completamente. Nao mais do que 6 a 8 folhas devem ser colocadas
em cada envelope, de modo que a uvmidade seja reduzida e a prensagem facilita-
da. As folhas coletadas, normalmente, secam, de modo adequado, em 24 horas, a
temperatura ambiente. Cuidado deve ser tomado para nao se expor ¢ material co-

letado a temperatura extremamente alta, em qualquer momento.

(2) Remogao de uredosporos por batida da folha - Os orgaos severamente infec-
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tados siao batidos com um bastao, enquanto mantidos sobre um funil, papel ence-
rado, folha de aluminio, ou outro recipiente qualquer. Os uredosporos, entao,
podem ser transferidos, por gravidade, para frascos proprios de armazenagem.
Esta técnica requer relativamente poucos equipamentos e é util nos casos em
que grandes quantidades de uredosporos devem ser coletadas e quando nao € ne-
cessario um grau elevado de pureza, como ocorre na coleta de esporos em casa

de vegetacao que se destinam a inoculagoes a campo.

(3) Sucgaa - Esta tecnica requer frascos para coleta e equipamento para pro-
ducao de vacuo. Oferece a vantagem de se ter os uredosboros acondicionados
imediatamente, em condigoes ideais de armazenagem, logo apos a coleta, redu-
zindo-se, assim, o tempo de manuseio e o risco de contaminagao. A massa de u-
redosporos deve ser secada antes de ser armazenada. A exposicao por 24 h a
temperatura ambiente e a umidade relativa moderada e, normalmente, suficiente

para a sua secagem.
Preservacao de uredosporos

Uma vez que a viabilidade dos esporos dos fungos causais de ferrugens de-
cresce com o tempo, € sempre importante mante-los em condigoes de temperatura
e de umidade relativa baixas. As colecoes de uredosporos, sob refrigeragao,
permanecem viaveis por tres a seis meses. Em climas secos, a secagem ao ar por
24 a 36 h geralmente e suficiente. Em areas mais umidas, um dessecador pode
ser necessario, de modo preferencial, para substancias como o cloreto de cal-
cio ou a silica gel. Os esporos devem ser secados, no laboratdrio, sem receber
calor solar. Para preservacao por tempo longo, recomenda-se a liofilizacao

(vide secao de Manutencao e Preservacao de Culturas).
Multiplicacao do inoculo dos fungos causadores de ferrugens
A multiplicacao do inoculo dos fungos causadores de ferrugens pode ser

feita pela inoculagao artificial de plantulas ou de plantas adultas. As plan-

tulas, desenvolvidas em vasos ou em bandejas, em casa de vegetagao, sao inocu-
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ladas no estadio de primeira folha. Os esporos sao coletados quando a infeccao
atinge seu desenvolvimento maximo, normalmente 10 a 14 dias apés a inoculacao
sob condicoes otimas. A multiplicacao do indculo pode ser obtida mais rapida-
mente, empregando-se plantas adultas em vez de plantulas. As plantas cultiva-
das em vasos, em casa de vegetacao, devem ser inoculadas no estadio de perfi-

lhamento ou de emborrach~mento.

0 inoculo das ferrugens é coletado usando;;e qualquer uma das técnicas

descritas anteriormente.
Inoculacao de plantas com os fungos causadores de ferrugens

Antes da inoculacao, as folhas sao esfregadas brandamente, para remover a

camada de cera existente em sua superficie.

(1) Atomizacao de suspensao de esporos - Uma suspensao de uredosporos em 6leo
ou em agua, a qual o agente umidificante foi acrescentado (uma a duas gotas de
Tween 20 por litro de agua), € pulverizada levemente sobre as plantas com um

atomizador.

(2) Inoculagao com espatula ou com espatula-lamina - Esta é uma técnica util
quando se tem pequena quantidade de inoculo disponivel. Os uredosporos de pre-
servacoes secas, ou os de uma unica pustula em folhas verdes, sao transferidos
diretamente com o emprego de uma espatula, cuja ponta tenha sido umedecida com
agua estéril, para as folhas a serem inoculadas. Deve-se tomar cuidado para
nao ferir a folha. Outra opcdo consiste em transferir, com a espatula, os ure-
dosporos para uma pequena gota de agua sobre uma lamina de microscopia e, en-
tao, distribui-los sobre a superficie da agua por agitacao enérgica com a pon-
ta da espatula. A seguir, os esporos sao transferidos para as folhas, umedeci-
das previamente, pela distribuicao das goticulas de agua sobre a superficie da
folha, wusando-se o dedo polegar, ou o indicador, para suporte da folha contra
a lamina. Tanto as maos como a espatula devem ser limpas antes de cada inocu-

lacao. A 1imersao da espatula em acetona proporciona esterilizacao satisfato-

ria.
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(3) Inoculacdo com cotonete — Os esporos sao colocados numa extremidade do
cotonete. Posteriormente, uma gota de agua ou de -0leo ‘mineral e acrescentada a
ele. Os esporos siao, assim, transferidos para as folhas pelo esfregamento com

0 cotonete.

(4) Inoculagdo por imersdo - Esta & uma técnica facil e ridpida para a inocu-
lacao de um pequenoc numero de plantas; quando se dispée de quantidades limita-
das de uredosporos. Estes sao postos a flutuar na superficie da agua contida
num beaker ou num copo descartavel. As p15ntqlas a serem inoculadas, cultiva-
das em vasos, sao invertidas e as folhas imersas dentro da suspensao. Os ure-

dosporos aderem as folhas no momento em que elas sdo retiradas da agua.

(5) Inoculagdo pelo esfregamento de folhas - Quando se dispoe, como inoculo,
de plantulas com a frutificacdo ativa, a inoculacao é feita pela inversio das
plantulas infectadas sobre as plantulas a serem inoculadas e por esfregamento
leve das folhas umas contra as outras. Esta e uma técnica util quando se tem
muitas plantas para inocular e quando se dispde de grande quantidade de inocu-
lo.
]
(6) Inoculacao com ptneel - Um pincel pequeno, de pelo de camelo, pode ser

usado para a distribuicao de uma suspensao de esporos em agua sobre as folhas.

Apos as plantas terem sido inoculadas com‘qualquer uma das técnicas ante-
riormente descritas, elas sao cuidadosamente pulverizadas com agua e mantidas
sob alta umidade relativa, no minimo de 6 a 8 horas, em ambiente escuro, a
temperatura de 180C a 259C. Findo o periodo de incubacao, as plantas devem ser

mantidas sob fotoperiodo de 12 horas.
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EXAME MICROSCOPICO
Aspectos gerais

Muitos fungos e suas estruturas sao prontamente visualizados através de
um microscopio de dissecagdo ou lupa. O tecido infectado ou a placa de agar
podem ser observados diretamente com este tipo de microscopio, sem haver in-
versao de imagem. Os detalhes das estruturas dos fungos e a relacao desses pa-
togenos com os tecidos e com as celulas da planta hospedeira sao mais bem ob-

servados por meio do microscopio composto (vide segao de Microscopia).

As caracteristicas de desenvolvimento de uma colonia de fungos em cultu-
ra, num meio de agar, podem ser observadas, diretamente, atraves do microsco-.
pio, colocando-se a placa de Petri, sem a tampa, sobre a platina do microsco-
pio, tendo ou nao sido colocada uma laminula sobre a margem de avanco da colo-
nia de fungos. Os organismos‘e suas estruturas tambem podem ser observados
preparando-se laminas de microscopio. Pode-se preparar uma lamina de microsco-
pio sem perturbar a colonia, colocando-se uma laminula esterilizada sobre.a
superficie do agar numa placa de Petri, dispondo-a proxima a uma cultura em
desenvolvimento, de modo que a hifa cresga por cima da superficie da laminula.
0 micélio, ao atingir uma area de baixa nutricao, freqiientemente, e estimulado
para produzir esporos. Decorridos 1 ou 2 dias, pode-se retirar a laminula e
inverté-la numa solucdo de montagem adequada, ou examina-la ao microscopio di-
retamente. As estruturas fungicas tambeém podem ser montadas nas laminas dire-
tamente do meio de agar (vide secao de Montagem e Coloracao de Fungos para E-

xame Microscopico).

Técnica de cultura ‘em laminas

Algumas variacoes do exame microscopico incluem-a colocagdo de culturas
de agar em laminas de microscopio (Fig. 12). A técnica de cultura em laminas e
util para se determinar o modo pelo qual os esporos sao produzidos, bem como

- . . - - - - -3
para se observar as caracteristicas do micelio, dos esporos e dos esporoforos.

As estruturas de esporulacao nao sao perturbadas e os esporos permanecem liga-—
. ‘
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dos aos esporoforos, facilitando sua identificacao. Assim, este método se tor-

na especialmente util naquelas estruturas que tendem a se desintegrar durante

a montagem.

tampa do placa de Petri esteril

@ lamfnula esteril

@ bloco de agar

lamina esteril

bastao de vidro em forma de V estéril

A papel de filtro esteril no ’
.’ fundo da placa de Petri esterilizada

A

Fig. 12. Diagrama esquematizado para o preparo de cultura em laminas (A);
visto de cima (B).
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Colocam-se dois discos de papel filtro umedecidos numa placa de Petri,
sobre os quais sao dispostas uma vareta de vidro em forma de V, uma lamina de
microscopio e uma laminula. A placa de Petri e o seu conteido sio autoclava-
dos. Usando-se um escalpelo esterilizado, corta-se o agar-agua, ou o BDA (2-3
% de agar), colocado em placas de Petri, em quadrados menores do que a laminu-
la. Apos, transfere-se um bloco de agar para a lamina esterilizada da placa de
Petri. Pequenas porgoes de micelio ou de esporos sao transferidas asseptica-
mente de uma cultura do fungo para o ponto mediano de cada um dos quatro lados
do bloco de agar, recobrindo-o, apos, com a laminula esterilizada. Umedece-se
o papel de filtro com uma solugao aquosa de glicerina a 5 7, ou com agua, para
manter a umidade na placa. As placas sao mantidas a 200 - 259C durante alguns
dias, para permitir o crescimento do fungd em diregao a laminula e a esporula-
cdo. O bloco de agar é descartado e a laminula é montada numa gota de solucao
de montagem adequada, numa lamina limpa. Os fungos desenvolvidos na lamina

também podem ser montados. : .

Alternativamente, o fungo pode ser cultivado numa camada de 1,5 mm de es-
pessura de um meio de agar adequado, colocado numa placa de cultura. Retira-se
uma pequena parte de agar da margem da colonia em desenvolvimento, colocando-a
em- incubacio numa lamina esterilizada. Cobre-se o bloco de agar com uma lami-
nula grande e esta € colocada numa placa de cultura esterilizada e revestida
com papel filtro umedecido, conforme indicado anteriormente. Quando se verifi-

car um crescimento adequado, observar o procedimento acima.

As culturas também podem ser estabelecidas em peliculas de agar, como se-
gue: colocam-se uma ou duas gotas de agar derretido no centro de uma lamina,
que é mantida dentro de uma placa de Petri, espalhando-as numa camada fina so-
bre o terco central ou sobre a metade, usando a margem de outra lamina. Ob-
ter-se-a uma pelicula mais uniforme, aquecendo-se a placa e a lamina sobre uma
lampada. Apos o agar haver solidificado, os esporos e o micelio sao colocados
na pelicula de agar e esta e posta na incubadora. Pode-se examinar o desenvol-
vimento do fungo ao microscopio em qualquer momento, diretamente, com baixa ou
com alta magnificacao, colocando-se uma laminula flambada na érpa selecionada.
0 material pode ser cuidadosamente retirado com uma agulha flambada, antes de

se recolocar a lamina na placa de Petri.
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MONTAGEM E COLORACAO DE MICROORGANISMOS PARA EXAME MICROSCOPICO
Fungos

De um modo geral, usa-se agua da torneira ou agua destilada no preparo d
montagens para o exame preliminar de tecidos infectados ou da estrutura do
patogenos. A agua utilizada para fins de montagens deve encontrar-se livre d
sedimentos. Caso seja guardada num frasco conta-gotas, a agua deve ser substi-
tuida com freqiiencia, tendo em viéta que, mesmo neste tipo de recipiente, el:
acumula detritos.rapidamente. Para a montagem do material raspado da superfi-
cie das lesoes: colocar uma gota d'agua numa lamina limpa; mergulhar a ponte
limpa de um escalpelo afiado na gota d'agua, raspar levemente a superficie da
lesao e transferir esse material para a gota na lamina (e essencial que a pon-
ta do escalpelo nao contenha esporos de manipulacoes anteriores). Retirar o
excesso de agua com um papel de filtro, com papel—toélha limpo ou com papel

absorvente. Cobrir e examinar.

O exame microscopico preliminar de estruturas de fungos, inseridas inter-
namente em tecido vegetal, pode ser preparado com montagens esmagadas: colocar
uma gota d'agua, ou de outro fluido de montagem, numa lamina limpa; usando a
ponta limpa de um escalpelo, retirar uma pequena parte do tecido que contem a
estrutura fungica (como picnidio ou peritécio) e mergulha-lo na gota; partir o
tecido com um escalpelo e esmaga-lo com o lado plano do instrumento; cobrir e

esmagar com uma pressao leve ou bater na laminula com o cabo do escalpelo.

Para preparar montagens de fungos em culturas de agar, colocar uma gota
do meio de montagem, ou de agua, numa lamina; usando uma agulha de dissecacao,
ou de inoculagao, retirar uma pequena porcao da colonia, proxima a margem,’ re-
~«vendo-a juntamente com uma camada fina da superficie de agar. Se a colonia

iver espessa e lanosa, talvez nao seja necessario retirar o agar. Colocar a
par da colonia no meio de montagem e, com o auxilio de uma segunda agulha,
raspa~-la para que os filamentos fiquem bem espalhados. Colocar uma laminula
sobre a montagem, baixando um lado antes do outro para permitir a saida de bo-

lhas de ar.
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Em regra, € bastante dificil umedecer o micélio aéreo com agua, em decor-—
rencia da alta tensao superficial. Conseqiientemente, quando o micélio é monta-
do em égda, para exame ao microscopio, verifica-se que boa parte dele encon-
tra-se entremeado com bolhas de ar, prejudicando a visibilidade. Caso o mice-
lio seja antes imerso numa solugao de baixa tensao, como glicerina a 50 7, as
bolhas de ar sio retiradas. Pode-se, entdo, imergir o micélio em agua e .exami-

na-lo.

Existem outras solucoes para montagem que podem ser usadas com fungos.
Algumas dessas colorem o material ou €& possivel adicionar-lhes um corante, ca-
so se deseje. As estruturas de fungos tornam-se mais claras e aparentes se fo-
rem montadas em solucoes como lactofenol-azul de algodao, KOH ou fucsina aci-
dulada. Uma ou duas gotas desses produtos sao acrescentadas a lamina e o mate-
rial e depositado sobre o liquido de montagem, conforme descrito anteriormen-
te, e, apos, € coberto com uma laminula. O material tambeém pode ser montado em
agua e a solucao pode ser adicionada a montagem, colocando-se uma gota da so-
lugao na lamina, na margem da laminula. Apdés, a gota da solucao e absorvida
por baixo da laminula, usando-se um pedago de papel de filtro que é colocado

em contato com a agua na margem oposta da laminula.
Solugoes para montagem e para coloragao
Abaixo siao apresentadas algumas solugoes para montagem e para coloracgao.

(1) Glicerina-agua: uma mistura de 50 % de glicerina pura e 50 % de agua des-

tilada;

(2) Meio de Hoyer: solubilizar 30 g de goma arabica em 50 ml de agua e adi-
cionar 200 g de cloral hidratado. Deixar a solucao em repouso durante varios
dias, agitando—a“pcasionalmente} até. que o material se dissolva. Acrescentar
20 g de glicerina. E Gtil tanto para montagens temporarias como para permanen-

tes;

(3) Solucao de KOH (hidroxido de potassio): usar uma concentracao de 2 a 10
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Z. Tendo em vista que um precipitado desenvolve-se rapidamente, quando mantido
num frasco, a solucao deve ser filtrada antes do uso. A solucao de KOH mos-
tra-se especialmente util nos casos de espécimes desidratados; para raspagens
de lesoes de material desidratado, para o exame direto dessas lesoes com mi-

croscopio binocular e para o amaciamento de tecidos desidratados em geral;

(4) Lactofenol: 20 g de fenol (cristais), 20 ml de acido lactico, 40 g de
glicerina e 20 ml de agua destilada. Aquecer em fogo brando para obter uma ra-
pida mistura no preparo deste meio. E util nao apenas como meio de montagem,
mas atua, também, como solugao mortifera e fixadora. Restaura a turgidez do
material desidratado. Armazena-se melhor o lactofenol em frascos de vidro mar-

rom escuro. Certos corantes podem ser adicionados a mistura (vide abaixo);

(5) Lactofenol - azul de algodao: 100 ml de lactofenol, 1 a 5 ml de solucio

aquosa de azul de algodao a 1 Z e 1 a 2 ml de acido acético glacial;

(6) Lactofenol - fucsina acidulada: 100 ml de lactofenol, 1 a 5 ml de solucao

aquosa de fucsina acidulada a 1 Z e 1 a 20 ml de acido acético glacial;

(7) Lactofenol - anilina azul + fucsina acidulada: 10 ml de lactofenol, 1 a 5
ml de fucsina acidulada, 1 a 5 ml de anilina azul (de solucao aquosa a 1 %) e

1 a 20 ml de acido acético glacial;

(8) Lacto-fucsina: 0,1 g de fucsina acidulada em 100 ml de acido lactico;

(9) Misturas de corantes de fenol: adicionar a 15 ml de fenol, 0,5 a 1 ml de
solugao aquosa de anilina azul a 1 %, ou de fucsina acidulada, e 4 ml de acido
acetico a 30 7. Em fenol-acido fucsinico, pode-se acrescentar 2 ml de FeCl; a
30 7. Se ocorrer excesso de coloracao, substituir a mistura de corantes por
lactofenol, adicionando-o a um lado da laminula e retirando-o do outro lado

com papel absorvente;

(10) Azul de trypan: dissolver 0,1 a 0,5 g de azul de trypan em 100 ml de aci-
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do acético a 45 7. Os especimes de paredes finas colorem-se rapidamente, po-
rem, no caso de fungos que tem paredes espessas, pode-se apressar O Processo

pelo aquecimento. Depois disso, substituir o corante por lactofenol;

(11) Solugao de Melzer: 100 g de cloral hidratado, 5 g de iodeto de potassio,
1,5 g de iodo e 100 ml de agua destilada. A coloragao do amido torna-se azula-
da e, desse modo, muitas estruturas que se tornam azuis sao consideradas posi-
tivas para a reacao amiloide. Aquelas cuja coloracao € vermelha, sao positivas

para a reacao dextrenoide;

(12) Floxina a 1 %: 1 g de floxina em 100 ml de agua destilada. Filtrar antes

de usar. Colore de vermelho o citoplasma das hifas;

(13) Vermelho congo a 1 %Z: 1 g de vermelho congo em 100 ml de igua destilada.

Filtrar antes de usar. Colore as paredes das celulas das hifas.

(14) Azul de tolueno: 0,5 g de azul de tolueno em 100 ml de etanol a 70 7, pa-
ra observacao dos nucleos de fungos. Pode-se melhorar o contraste entre os nu-
cleos e o citoplasma, adicionando-se etanol ou agua destilada ao material co-

lorido.

Tendo em vista que muitas dessas solugoes sao prejudiciais as lentes da
objetiva do microscopio, estas nao devem ser atingidas. Se isso ocorrer, lim-
pe-as cuidadosamente e, em seguida, use agua destilada. Nas lentes dificeis de
limbar, pode-se usar xileno (consulte as instrugoes de manuseio na secao de

Seguranca) .
Montagens permanentes

Para se fazer uma preparagao permanente, deve-se ter o cuidado de usar,
de forma precisa, as quantidades certas dos liquidos de montagem para que,
quando a laminula for colocada, o liquido flua apenas para a beira da laminula
e nao para fora desta; caso contrario, sera impossivel realizar a operacao de

>

lacre. A laminula utilizada deve ser a menor possivel.
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Neste momento, lacrar a laminula com a lamina, usando esmalte de unhas,
passando uma camada fina de esmalte incolor ao redor da lateral da laminula.
Deixar secar e passar uma segunda camada por cima. As camadas subseqlientes de-
vem ser aplicadas com esmalte colorido, pols este é mais encorpado e mais fa-
cil de visualizar. Deve-se aplicar até que a beira afiada da laminula nao seja
mais visivel como uma saliéncia na camada de esmalte. As laminas cuidadosamen-

te lacradas desta forma durarao muitas anos.
Bactérias
Algumas solugoes corantes -

(1) Coloracao negativa, de fundo ou de contraste - Esta técnica demonstra a
presenca, o tamanho e a forma das bactérias patogenicas em tecido vegetal in-
fectado. Uma gota de 2 % da solucao corante vermelho congo em agua destilada e
colocada numa lamina limpa. Uma pequena parte (1-2 mm?) do tecido infectado &
retirada, com um escalpelo esterilizado, da margem do tecido sadioc e do infec-
tado e colocada na gota da solucao de vermelho congo, onde e cortada e esmaga-
da com o escalpelo. Agitar para distribuir bem as bacterias pelo corante. Apos
um a dois minutos, as bacteérias ja se difundiram e as partes.do tecido sao re-
tiradas da lamina e a solucao corante que resta é espalhadi numa pelicula fina
sobre a lamina. Deixar o corante secar, sem aquecé-lo. A pelicula seca recebe
duas a tres gotas de alcool acido (tres gotas de HCl concentrado em 30 ml de
etanol a 95 7). O alcool acido faz com que o corante se torne azul. Deixar o
alcool evaporar. Adicionar uma gota de Gleo de imersdo a porcao colorida da
lamina; esta é examinada diretamente com as lentes de oleo de imersao do mi-
croscopio, sem cobrir com a laminula. Caso nio se tenha lentes de oleo de
imersao, uma gota de Oleo mineral coberta com a laminula pode ser usada com
lente de alta magnificacd3o. As bacterias aparecem como células nao coloridas
(brancas), curtas, em forma de vareta, contra um fundo azul. Se o corante nao
for espalhado em camada bem fina sobre a lamina, esta aparecera preta ou azul
escuro forte e as bacterias nao serao visiveis. Caso se use muito tecido vege-

tal no preparo da lamina, o corante pode ser precipitado e nio proporcionar o

i
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resultado esperado. Para se determinar o tamanho e a forma de um patogeno, po-
dem-se usar bactérias de uma cultura de 4gar, em vez de tecido vegetal.
.

(2) Azul de metileno - Preparar uma solucao diluida das bactérias de uma cul-
tura de agar numa pequena gota d'agua sobre uma lamina limpa. Espalhar esta
gota numa area de bom tamanho, usando a agulha de inoculacao. Deixar a agua
evaporar e, apos, passar a parte inferior da lamina rapidamente por uma chama
de gas, para que as bactérias adiram a lamina. Aplicar uma gota do corante a
mancha, deixando em repouso durante alguns minutos. O corante é preparado com
0,3 g de azul de metileno e 30 ml de alcool etilico, dissolvidos e misturados

com 100 ml de agua destilada.

(3) Coloracao de Gram - As bactérias podem ser identificadas, com base nas
caracteristicas da colonia, em cértos meios de agar e em testes—chave, como a
éoloracio de Gram. As caracteristicas do corante de Gram estao relacionadas
com as propriedades estruturais e quimicas das paredes das celulas e servem

como um passo rapido e basico na identificacao de bactérias fitopatogenicas.

Observar o seguinte procedimento:

a) secar ao ar uma pelicula de bacterias, espalhada bem fina numa lamina
limpa, sem aquecer. As bacterias devem ser retiradas de uma colonia com 18 a
24 horas de desenvolvimento em agar. Aquecer levemente a parte inferior da la-

mina duas vezes para a fixacav das bacterias;

b) preencher a mancha com uma solucao corante de violeta gensiana (2 7 de

violeta gensiana e 1 % de oxalato de amdonio em agua destilada), durante um mi-

nuto;

c) decorrido este tempo, enxaguar em agua corrente da torneira durante al-

guns segundos, retirar o excesso de agua e secar levemente com papel-toalha;

d) preencher a mancha com uma solucao de iodo (1 g de I elementar e 2 g de

KI em 300 ml agua destilada). durante 1 minuto;
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e) drenar a lamina e adicionar gotas de etanol a 95 7% a uma das extremidades
da lamina, enquanto ela € mantida inclinada para que o etanol escorra sobre a
sua superficie. Continuar a lavar até que o alcool fique incolor, indicando
que o corante parou de sair. Se isto for feito durante muito tempo, as bacte-

rias Gram—positivas perdem a cor.
) secar;
g) enxaguar em agua corrente durante uns 2 segundos;

h) recobrir a lamina com solucao de safranina (2,5 7 de safranina em etanol
a 95 7), durante 30 a 60 segundos, a fim de obter a contracoloracao das bacte-

rias;

i) lavar, brevemente, em agua corrente da torneira. Secar com papel absor-

vente e examinar em imersao de oleo.

0 processo de coloragao de Gram separa as bacterias em dois grandes gru-
pos: Gram-positivas e Gram-negativas. As bactérias Gram-positivas retem o co-
rante violeta primario, depois de serem lavadas com alcool, apresentando uma
coloracao que varia de purpura a azul escuro. As bactérias Gram-negativas per-
dem a coloracao violeta apos a lavagem com alcool e adquirem a cor de contra-

coloracao.

Os aspectos mais importantes da coloracaoc sao: uso de reagentes com menos
de um ano de fabricacao (se a solucao de iodo nao for acondicionada num frasco
de vidro marrom escuro, ou armazenada num local escuro, o produto perde a cor
e a eficacia); uso de bactérias recentemente desenvolvidas, idealmente na fase
exponencial (as ceélulas em fase estacionaria podem apresentar uma reacao
Gram-variavel) ; uso de grupos positivos e negativos conhecidos para fins de
controle; as manchas de bactérias tem de apresentar grupos bem distintos, de-

vendo-se evitar aglomerados.
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EXAME DA RELACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO COM MICROSCOPIA ILUMINADA

As relagoes patogeno-hospedeiro podem ser estudadas usando-se cortes a
mao livre, fixados ou nao, ou montagens inteiras. A fixacao do tecido pode ser
feita usando-se o FAA, conforme indicado na secao de Coleta e Preservacao de
Plantas Infectadas. Para outros métodos de fixacao, consulte as fontes apro-

priadas.

Cortes a mao livre

.

08 cortes a mao livre podem ser usados para a observacao de fungos para-
sitas, no interior dos tecidos do hospedeiro, ou para o exame de corpos fruti-
feros dos fungos maiores. Se o material a ser seccionado for suficientemente
firme e grande (colmos frescos, pedagos de frutas, raizes, folhas grossas),
segure-o firmemente entre o polegar e o indicador, projetando um pouco a su-
perficie a ser cortada e, ajustando uma lamina bem afiada no dedo indicador,
corte-o com um movimento obliquo na direcao do operador (Fig. 13). Nao tente
realizar um corte completo através de toda a espessura do material; corte as
secgoes em forma de cunha e t3ao finas quanto possivel. Corte varios segmentos,
antes de retirar a lamina. Essas secgOes acumular-se-ao na lamina. Transporte
as secgOes para a agua ou para o corante a ser usado, num vidro de reldogio ou
numa placa de Petri. As vezes, a operacao pode ser facilitada se a superficie
do material for mantida umida com gotas d'agua. Com a alca de transferencia ou
com uma pinga curvada, transfira os segmentos mais finos para uma gota d'agua
- ou para outro fluido de montagem - colocada numa lamina limpa. Cubra com a

laminula e examine.

Se o material a ser seccionado for mais fragil, como é o caso dos espéci-
mes desidratados, das folhas finas ou dos colmos finos, proceda do seguinte
modo: usando um escalpelo afiado, separe, até uma profundidade de 1,5 cm, ou
mais, um pedaco quédrado de cenoura, ou de outro material que possa ser usado
como apoio, e insira o espécime na fenda, dirigindo-o. Segurando firme o peda-
co de cenoura entre o polegar e o indicador, coloque a lamina na parte supe-

rior do dedo e corte a cenoura e o especime com um movimento em direcao ao
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Fig. 13. Corte a mao livre de material vegetal = (A) colmos, raizes, frutos e
folhas espessas; (B) para cortar folhas delicadas e colmos finos,
usa-se um pedaco de cenoura ou outro material de apoio.
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operador. Apos, prossiga segundo descrito acima. Geralmente, a operacao e fa-
cilitada embebendo-se o material a ser seccionado em agua ou em KOH diluido,

antes de inseri-lo na fenda.

Os cortes de material vegetal também podem ser feitos com um microtomo.
Coloracdo dos cortes a mao livre. :

Os ‘espeécimes nao fixados podem ser colocados numa placa com uma solucao
corante, como vermelho de rutenio (0,01 Z de solucao aquosa), ou azul de to-
luenoA(O,OS 7 em solucdo tampao de fosfato 0,1 M, pH 6,8). O desenvolvimento
do processo de coloracao € observado ao microscopio. Quando se verificar uma
coloracao suficiente, o material e retirado e lavado, durante 1 ou 2 minutos,

com 4gua destilada e montado em glicerina ou em outrd liquido de montagem.

Os cortes de tecido fixados podem ser coloridos com azul de algodao e/ou
fucsina acidulada. Para colorir com fucsina acidulada, os segmentos sao cober-
tos numa lamina com lacto fucsina acidulada a O,bS 7 e aquecidos numa chama,
ate que o liquido desprenda vapor, durante alguns minutos (nao deixar ferver).
O excesso &e corante é drenado e coloca-se uma gota de azul de algodao a 0,25
% em lactofenol sobre cada segmento. Apés, aquecer o material até que este
solte vapor (sem ferver). O excesso de corante é lavado e a montagem e feita

em glicerina.

Montagens inteiras
As montagens inteiras proporcionam uma compreensao mais clara das rela-
coes patogeno-hospedeiro em tres dimensdes, desde a germinagao ate a penetra-

cao e a colonizacao do tecido.

A clorofila e outros pigmentos da planta sao extraidos fervendo-se o te-
cido ou o orgao vegetal em alcool a 80 Z e, apos; procedendo-se ao seu clarea-
mento. Este processo oferece uma visao mais definida da hifa do fungo entre as
células hospedeiras ou dentro dessas. Ha méto@ps diferentes que podem ,(Ser usa-

. . ~ N 3 - 3
dos na clarificacao de tecido vegetal. E importante lembrar que o uso dessas
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tecnicas pode desalojar os esporos dos fungos ou as células das bactérias da

superficie da folha.

(1) Cloral hidratado - O tecido vegetal permanece embebido numa solucao .aquo-
sa saturada de cloral hidratado (250 g de cloral hidratado em 100 ml de agua
destilada) de um a sete dias. O aquecimento do especime na solucao de dloral
hidratado apressa o processo de clarificacao, porem tem de se usar chama bem
branda. A coloracdo diferencial do tecido hospedeiro e do micelio e obtida
dissolvendo-se azul de algodao a 0,1 %, ou azul de metileno, e fucsina ‘acidu-
lada a 0,2 %, na solucdo de cloral hidratado. Os espeécimes ja clarificasos po-
dem ser coloridos em azul de algodao a 0,1 %, ou em azul de trypan em lactofe-

nol, e aquecidos de dois a trés minutos. Usa-se, apos, um liquido de montagem

para montar os especimes.

(2) ILactofenol - Os materials vegetais sao imersqs num preparo de lactofenol
{cristal de fenol: acido lactico: glicerina; 1:1:1) durante 12 horas ou mais.
Esses materiais podem ser coloridos com azul de algodao a 0,1 7 ou com fucsina
acidulada em lactofenol, de oito a dez horas, e, apos, descoloridos em acido
lactico. Depois de enxaguados em lactofenol, os materiais sao montados. A fer-
vura em lactofenol, durante 15 a 30 minutos, torna os especimes transparentes
num periodo de tempo muito mais reduzido. Para clarear e colorir os espécimes
em um SO processo, mergulhe-os em lactofenol contendo azul de algodao a 1 % e
cozinhe-os lentamente por, aproximadamente, trés minutos. Os espécimes sao en-

xaguados com agua destilada e montados.
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MICROSCOPIA
Micro?cépio de dissecacao ou lupa

Este instrumento otico é usado para observacoes de material vegetal in-
fectﬁdo com magnificacao relativamente pequena. Em sua amplitude inferior de
magnificagao, este aparelho apresenta o mesmo poder de lentes manuais, porem
vai muito além em sua amplitude superior (x20-x100). Como a imagem nao € in-
vertida, este tipo de instrumento é empregado para dissecagao, por exemplo, de
estruturas de fungos de tecidos infectados para estes serem, posteriormente,

observados sob magnificacoes maiores com o microscopio composto.

Microscopio composto

Este equipamento otico produz uma imagem ampliada e detalhada que pode
ser detectada pelo olho. Todo microscopio composto consiste de um sistema de
lentes: a objetiva, que produz uma imagem ampliada de alta resolucao, e um
sistema de lente ocular, que amplia a imagem produzida pelas lentes objetivas,

porém nao melhora a resolucao dessa imagem (Fig. 14).

(1) TFonte de luz - A fonte de luz tanto pode ser externa como interna. A fon-
te de luz deve estar associada a lente (o condensador do campo) para focalizar
a imagem dos filamentos da lampada na iris localizada embaixo da platina (dia-
fragma do condensador). A intensidade de luz e controlada pela iris de campo

(=diafragma de campo = diafragma du lampada), situada em frente a lampada.

(2) Objetivas - As objetivas determinam a resolucao do microscopio. Para
qualquer aparelho, a resolucao obtida depende do comprimento de onda da luz
(quanto mais curto for o comprimento de onda, maior sera a resolucao) e da
abertura angular das lentes objetivas. A abertura angular determina o angulo
do cone de luz que pode entrar na objetiva: quanto maior for o angulo, maior

sera a resolucao.
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ocular

condensador
diafragama da iris
botao para deslocamento
fonte de luz de encaixe da lamina

base

Fig. 14. Microscopio composto

A abertura angular das lentes objetivas e, normalmente, descrita em ter-
mos de sua Abertura Numérica (A.N.): A.N. = i seno u, sendo u = 1/2 do dngulo
do cone de luz de entrada e i = indice de refragao do meio entre a objetiva e

a laminula.

Se ha ar entre a objetiva e a laminula, a A.N. maior do que 1 nao pode
ser alcancada [porque 1 do ar = 1, e o maior seno de u possivel e 1 (900 =
1)]. Na pratica, a A.N. é limitada ndo somente pelo ar circundando a objetiva,
mas tambem pelo vidro da laminula usada para cobrir o especime . Acrescentan-

do-se oleo entre a lente objetiva e a laminula, permite-se um @ maior, o que
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aumenta o poder de resolucao e o brilho da imagem. O 6leo também aumenta a re-
solugdo devido ao seu indice de refracao ser mais alto. A alta resolucao so-
mente € importante quando sao usadas objetivas de maior aumento; assim, as ob-
jetivas destinadas ao uso com oleo (objetivas de imersaoc em 6leo), normalmen-
te, tem um aumento de, no minimo, 100 vezes. Nunca imerja a objetiva no Gleo,

a menos que tenha certeza de que ela seja propria para este fim.

(3) Condensador - A principal funcao do condensador e produzir um amplo cone
de luz para a objetiva. Cada condensador tem uma A.N. maxima, a qual deve com-
binar, ou ser maior, com aquela da objetiva. Semelhantemente a objetiva, um
condensador pode somente alcancar uma A.N. maior do que 1 se for acrescentado
oleo entre ela e a laminula. A funcao da iris, embaixo da platina, € ajustar a

A.N, aquela apropriada para a objetiva em uso.

(4) Ocular = A lente ocular aumenta a imagem e a focaliza proxima ao olho.
Nao faz sentido aumentar a imagem além do necessario, para se ver todas as ca-
racteristicas que a resolugcao do microscopio pode visualizar. O aumento maximo
util da ocular, para qualquer objetiva, pode ser calculado atraves da formula:
1000 (A.N. da objetiva)/magnificacao da objetiva. Aumentos maiores possibili-

tam uma imagem maior, porém nao melhoram a resolugao.
Ajuste do microscopio para iluminagao de Kthler

Quando se ajusta um microscopio composto, procura-se reproduzir uma ima-

gem de boa qualidade do espécime, para estudo ou para fotomicrografia.
Para uma melhor imagem, todos os microscopios de luz devem ser ajustados

para a iluminacado de Kohler, e o diafragma da iris ajustado a abertura numéri-

*

ca da objetiva.

(1) Ajustamento de um microscopio de aumento pequeno usando uma lampada comum

externa com abertura fixa.

a) Colocar o microscopio de frente para o operador, com o braco voltado na
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direcdo da pessoa e com a base em angulo reto a mesa.

b) Levantar o tubo com o ajuste macrometrico até que as objetivas estejam

distantes da platina.
¢) Colocar a objetiva de 10 X na posicao de uso.

d) Colocar uma lamina sobre a platina, de modo que o espécime localize-se no

centro da abertura da platina.

e) Colocar a lampada a, aproximadamente, 20 cm do espelho, de modo a refle-
tir em seu centro em vez de iluminar a platina. Usar a superficie plana do es-

pelho e o maior diametro da abertura de campo.

f) Movimentar o condensador de baixo da platina para cima, o maximo possi-
vel, e colocar o diafragma da iris do condensador na posigao de abertura maxi-

ma.

g) Observar lateralmente e empregar o ajuste macrometrico para levar a obje-

tiva de menor aumento (10 X) até cerca de 5 mm da lamina.

h) Remover a ocular e olhar para dentro do tubo do microscépio. Ajustar o

espelho até que a fonte de luz esteja visivel no centro do campo de visao.

i) Reposicionar a lente ocular removida e olhar atraves dela, mantendo os
dois olhos abertos. Vagarosamente, levantar o tubo do microscopio, com auxilio

do ajuste macrometrico, até que o espécime na lamina entre em foco.

j) Deixar a objetiva focalizada e mover o botao de foco do condensador até

visualizar os bordos da abertura de campo focados nitidamente.

k) Ajustar o espelho para conduzir a imagem da fonte de luz ao centro do

campo.

1) Para obter a area correta da luz, iluminar o especime e ajustar a distan-
cia da lampada ao espelho, de modo que a abertura de campo preencha apenas o
campo. Reajustar o condensador de modo que a abertura de campo apenas desapa-
reca do campo visual. Se o filamento da lampada ou a escrita na superficie do
globo esta em foco, desfocar o condensador levemente e essas imagens desapare-

cerao.
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m) Para permitir que uma quantidade suficiente de 1luz entre na objetiva,
ajustar o diafragma da iris do condensador do seguinte modo: remover a lente
ocular e ajustar de modo que cerca de 3/4 do fundo da 1lente objetiva sejam

preenchidos com a luz. Repor a lente ocular.
(2) Alta magnificagao usando objetivas secas (40 X).

a) Sempre iniciar o exame de qualquer lamina com a objetiva de menor aumen-
to. Isto permite o ajuste correto do microscopio e a selecdo de uma area dese-

javel para estudo detalhado.

b) Certificar-se de que a parte da lamina a ser examinada esta no centro de
visao do campo de menor aumento. Se uma lamina do tipo Lumley estiver sendo
usada, girar a lampada de modo que a maior das duas aberturas no lado da lami-
na esteja direcionada ao espelho. Centrar a imagem desta abertura no campo de
visao e empregar o botao de focagem do condensador para se certificar de que a

imagem esta nitidamente focalizada.

c) Girar a objetiva de maior aumento (40 X) para a sua posicao. Ao adotar
este procedimento com a objetiva de 40 X, é recomendado observar, cuidadosa-

mente, pelo lado, para certificar-se que ela nao vai focalizar a lamina.

d) Usar o botao de ajuste micrometrico para focalizar nitidamente o objeto.
Quando usar aumentos maiores, manter os dedos no botao de ajuste micrométrico
e move-lo continuamente para a frente e para tras, por uma distancia curta.

Assim fazendo, podem—se ver partes do objeto a diferentes profundidades.

e) Ajustar o diafragma da iris do condensador pelo método usado para o menor

aumento (item 1m).
(3) Aumento maior empregando objetiva de imersao em oleo.

a) Com o espécime corretamente iluminado e focalizado com a objetiva de 40
X, usar o espelho para selecionar a menor abertura de campo, centrando-o no
campo de visao. Lentamente, girar a objetiva de imersdo para a sua posicao de

uso e verificar se ela nao val encostar na lamina.
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b) Colocar uma gota de o0leo sobre a laminula, exatamente sobre a parte ilu-
minada do espécime, e girar a lente de oleo, com cuidado, sobre a gota de

oleo.

c) Focalizar o espécime cuidadosamente; € mais seguro levar a lente o mais
proximo possivel, observando lateralmente e, entao, girar o ajuste micrometri-

co para cima até focalizar o especime.

d) Ajustar o diafragma da iris do condensador e a abertura de campo, do mes-

mo modo como foi feito para as objetivas de 10 X e de 40 X (itens 11 e 1m).

e) Limpar as lentes secas com papel de boa qualidade. Nao raspar com forga

sobre as lentes secas.

(4) Ajustamento de um microscopio avancado (com iluminacao embutida ou com
fonte externa de ajuste da intensidade luminosa e com abertura de campo varia-

vel).

a) Acender a lampada e ajusta-la a uma intensidade luminosa confortavel.
b) Posicionar o espécime na platina.

c) Posicionar a abertura de campo e a iris do condensador em suas dimensoes

maximas.
d) Focalizar o especime com a objetiva de 10 X.
e) Fechar a abertura de campo quase completamente.

f) Usando o botao de focagem do condensador, focalizar a imagem da abertura
de campo fechada, até que esteja razoavelmente nitida no lugar do espécime.
Observar que a imagem do orificio desenvolve franjas fora do foco vermelho ao
azul, a medida que é focalizado para cima e para baixo com o botao de focagem
do condensador. A cor verde indica uma focagem adequada. Nao desfoque o con-

densador para controlar a intensidade de iluminacao.
g)  Abrir a abertura de campo.

h) Remover uma lente ocular.
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i) Examinar o plano focal de fundo da objetiva, olhando dentro do tubo. Fe-
char a iris do condensador, até que cerca de 3/4 do campo da visao sejam man-
tidos claro. Com alguns microscopios binoculares, € dificil ver a imagem da
iris do condensador no plano focal de fundo da objetiva. Neste caso, fechar
completamente a iris do condensador, entao abri-la lentamente e observar o au-
mento do circulo de luz. Havera uma posigao na qual, ao se abrir ainda mais o
diametro da 1iris, n3o se aumentara mais o circulo de luz: fechar um pouco a

iris a partir daquela posicgao.
i) Recolocar a lente ocular no tubo.

k)  Fechar a abertura de campo, ate que ela nao mais projete luz schrec o cam-

po de visao.

1) Ajustar a intensidade luminosa. Nunca mover o condensador ou a iris ou a

abertura de campo para controlar a intensidade de luz.

m) 0 espécime esta agora iluminado adequadamente para a lente objetiva de 10
X. Para qualquer outra objetiva de maior aumento (nao envolvendo oleo de imer-
sdo), girar cuidadosamente a objetiva desejada para sua posicao, cuidando para
nao tocar a lamina ou o seu suporte. Focalizar o especime, remover uma lente
ocular, reajustar a iris do condensador, como descrito anteriormente (4i) (e
necessario abri-lo quando se procede de aumentos menores para maiores), reco-
locar a lente ocular e fechar a iris da abertura de campo, conforme descrito
anteriormente (k). Ajustar a intensidade, até encontrar a melhor resolucao e o

contraste mais adequado.

n) Para lente de imersdo em oleo, certificar-se de que uma parte do espccime
esta no centro do campo visual, como visto com a ultima lente objetiva seca
usada. Isto vai assegurar que ha uma parte do especime no campo visual que es-
ta sendo focado. Remover a lente seca para um lado, girando-a vagarosamente
para a posicdo sobre o espécime; observar com atencao, olhando lateralmente,
para ter certeza de que ela nao encostara na laminula. Agora, gira-la levemen-
te para um lado e colocar uma gota de oleo de imersao sobre o especime e, cui-
dadosamente, girar a lente até que esta entre em contato com o oleo e fique na

posicao correta de uso. Proceder a focagem do especime. Remover a lente ocu-
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lar, como ja descrito, e proceder como em i a 1. Sempre remover o oleo da len-
te e da laminula ao findar o trabalho. Usar papel de lente para esta finalida-

de.

o) Para materiails vivos ou para aqueles sem corantes, ou nos materiais fixa-
dos fracamente corados, o contraste do especime e tarefa dificil. Nao sendo
necessaria uma resolucao perfeita de um especime, o qual nao se pode ver por
falta de contraste, pode-se sacrificar um pouco de resolucao em favor do au-
mento de contraste. Se, pela seqiliencia dos procedimentos descritos nos passos
a-1, nao se pode ver o especime sob baixas intensidades luminosas, fechar a
iris do condensador. Nao desfocar o condensador. Se o contraste do especime
ainda esta muito fraco, pode ser necessario cora-lo, recora-lo ou, talvez, u-

sar um microscopio de contraste de fase ou microscopio de Nomarski.
Tipos de microscopios de luz
Os diferentes tipos de microscopios sao:

(1) Campo brilhante - Como indicado anteriormente, as imagens produzidas pe-
los microscopios comuns de luz, em geral, carecem de contraste. O contraste
entre as diferentes porgoes do especime pode ser obtido tanto pelo uso de co-
rantes como pelo uso de outros recursos oticos. Este ultimo é particularmente

util na observacao de células vivas.

(2) Campo escuro - O objeto é iluminado por um cone de luz oco, de tal modo
que somente a luz dispersada pelo espécime entra na objetiva. Usando este tipo
de otica, os aneis de difracao podem, algumas vezes, ser detectados a partir

de objetos abaixo da resolucao do microscopio.

(3) Contraste de fase - A mudanca de fase, induzida pela diferenca entre o
indice de refracao do espécime comparado ao do meio de montagem, ¢é aumentada
pela passagem de um cone de luz oco atraves do espécime e pela passagem de
raios que nao sao difratados pelo espécimg, através de um anel de fase. Isto

altera os raios nao difratados 1/4 de um comprimento de onda adiante da 1luz
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que nao passa atraves do anel. Desde que, em media, um especime retarda a luz
difratada 1/4 de um comprimento de onda, os ralos difratados e os nao difrata-
dos terminam uma metade de comprimento de onda fora da fase. A interferencia
entre a luz difratada e a nao difratada produz uma imagem do espécime com con-

traste aumentado, porem com halos obvios ao redor de cada estrutura.

(4) Contraste de interferencia (Nomarski) - Este microscopio produz uma ima-
gem de tres dimensOes, sem halos. E usada luz polarizada e o condensador divi-
de o plano de luz em dois raios polarizados dispustos em angulos retos. Estes
viajam juntos e em paralelo atraves do especime. Um prisma de’Wsllaston combi-
na os dois raios que, entao, passam para o analisador. Este coloca os dois
planos de vibracao paralelos um ao outro, de modo que a interferencia pode
ocorrer. O efeito tridimensional e obtido porque os raios, passando muito pro-
ximos atraves do espécime, produzem um efeito estereoscopico. O grau de realce
tridimensional é funcao das diferencas dos indices de refracao nas bordas do

especime.

(5) Fluorescencia - Este e o fenomeno pelo qual a luz de um comprimento de
onda curto e absorvida por uma substancia e e remetida num compriménto de onda
mais longo. Em microscopia de fluorescencia, a luz azul, ou ultra-violeta, é
produzida pelo uso de uma lampada’ adequada e de filtros de excitacao especifi-
cos que excluem a luz de comprimentos de onda indesejaveis. Apos a passagem
atraves do espécime, os comprimentos de onda correspondentes aqueles produzi-
dos pelo filtro de excitagao sao impedidos de alcancar o olho por meio do fil-
tro, enquanto que comprimentos de onda mais longos e especificos sao deixados
passar. A microscopia de fluorescencia e popular devido a sua sensiyaiidade:
os compostos fluorescentes, com freqiiencia, podem ser detectados na concen-
tracao de um para mil (1:1000). Os materiais naturalmente fluorescentes (auto-
fluorescentes) podem ser examinados, ou os fluorocromos especificos, que se

ligam a substancia de interesse, podem ser aplicados. A quantidade de substan-

cia presente pode ser determinada pelo grau de fluorescencia.
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CLASSIFICAGCAO DOS MICROORGANISMOS

Aspectos gerais

. . - . - 4 -
Muitos organismos tem dois nomes, o comum e o cientifico. Algumas vezes,
um organismo tem dois ou mais nomes comuns, mas somente um nome cientifico
aceitavel. O mesmo nome comum pode, também, ser usado para dois ou mais orga-

nismos diferentes.

0 nome cientifico é chamado de binominal latino porque ele é composto de
dois (bi) nomes em latim (nomem). O primeiro nome refere-se ao genero e o se-
gundo a espécie. O genero deve sempre ser escrito com a letra inicial maiuscu-
la. O binomio em latim deve ser italizado, sublinhado ou grifado. Quando o bi-
nomio é repetido em um mesmo texto, fregilientemente o género, porem nunca a es-
pécie, é abreviado, usando-se apenas a letrd inicial (Ex. Gibberela zeae = G.
zeae). Se um bindmio é seguido por sobrenomes de pessoas, isto refere-se a
historia sobre como o organismo foi denominado. Por exemplo, o patogeno Gibbe-
rella zeae (Schw.) Petch nos diz que Schweinitz (abreviado para Schw.) foi o
primeiro a descrever o fungo (porem como Sphaeria zeae, em 1822) e foi Petch
(em 1936) quem classificou a espécie no genero Gibberella. Os sobrenomes colo-
cados ap6s o nome de um fungo que n3o aparece entre parenteses, indicam que
aqueles especialistas nao so foram os primeiros a descrever o fungo, mas tam-
bém classificaram a espécie num genero que os micologistas e os fitopatologos
entendem estar correto. Mas, se alguém entender que a especie se insere melhor
em outro genero (devido as mesmas caracteristicas taxonomicas), esta pessoa
pode, entdo, efetuar a transferencia e os autores originais terao seus nomes
colocados entre parenteses, seguidos pelo nome, oOu nomes, daquele que transfe-
riu a espécie para outro genero, como foli o caso da Gibberella =zeae (Schw.)

Petch.

As espécies semelhantes sao agrupadas dentro de um mesmo genero, os gene-
ros semelhantes em familias, as familias em ordens e as ordens em classes. Ca-
da uma destas divisOes taxonomicas é um taxon (plural taxa). As taxa nao sao

inalteraveis, pois sao categorias criadas pelo homem e, assim, diferentes au-
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tores agrupam diversificadamente os organismos, dependendo de qual caracteris-

tica cada um cré ser mais indicativa das relacOes naturais.
Fungos

Os fungos sao organismos microscopicos que crescem sobre a superficie e
no interior de praticamente todas as substancias de origem animal ou vegetal.
Os fungos sao filamentosos, ramificados, com estruturas filiformes, tendo nu-
cleos verdadeiros e desprovidos de clorofila. Por isso, nao realizam a fotos-
sintese e tem de obter compostos de carbono reduzidos, tais como os acucares,
como saprofitas ou parasitas. Devido a falta de clorofila, os fungos sao con-

siderados pertencentes a um reino proprio.

A maioria das 100.000 especies de fungos conhecidas sao estritamente sa-
profitas, vivendo sobre matéria organica morta, a qual eles decompoem. Destes,
8.000 especies podem causar doencas em plantas e, alguns destes, causam danos
sérios a algumas culturas agricolas. Todas as plantas sao atacadas por algum
tipo de fungo e cada parasita pode atacar uma ou mais espécies. Os fungos pa-
togénicos variam quanto as exigencias nutricionais, desde aqueles que podem
crescer e multiplicar-se somente em associacao com a planta hospedeira (para-
sitas obrigatorios ou biotroficos) a aqueles que podem extrair seus nutrientes
de matéria organica morta, bem como de plantas vivas (parasitas facultativos,

ou necrotroficos).

Os filamentos individuais que formam o corpo vegetativo, ou talo, sao as
hifas. Estas sao coletivamente chamadas de micélio. Em alguns fungos, as hifas
sio cenociticas, isto €, nao apresentam paredes ou septos dividindo-as em ce-
lulas. As hifas produzem ramificacoes especializadas e estruturas para sobre-
vivencia em condicdes adversas (ex: clamidosporos e esclerocios), para absor-
cao (ex. haustorios), e para a reproducao sexual ou assexual. As estruturas
reprodutivas sao, geralmente, formadas em um estado avancado do crescimento
vegetativo e, muito freqlientemente, somente sob certas condicoes, diferentes

daquelas que induzem o crescimento vegetativo.

A cadeia ciclica dos eventos que ocorrem quando um organismo se reproduz
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é denominada ciclo de vida. O ciclo de vida pode ser assexual ou, numa maneira
mais complexa, com ciclos miltiplos, envolvendo tanto a reprodugao assexual
como a sexual. A compreensao dos ciclos de vida dos fungos fitopatogenicos €
importante, porque o avanco da doenca requer a multiplicacao do organismo cau-
sal. Os propagulos do organismo constituem o indculo primario, o secundario e

o de sobrevivencia em seu ciclo de doenca.

0 ciclo sexual é a cadeia de eventos envolvidos na reproducao, atraves de
mecanismos alternados de duplicacao e de divisao do numero de cromossomos da
espécie. A funcio sexual envolve, normalmente, a fusao de organismos hapléides
ou de hifas para formarem dipldoides, os quais serao, subseqiientemente, reduzi-
dos a haploides. Por outro lado, a reproducao assexual e a propagacao do orga-
nismo, sem dobrar ou reduzir o numero de cromossomos. Ela resulta de simples

divisdo interna ou de modificacao externa de uma hifa individual.

Para muitos fungos fitopatogenicos, o ciclo sexual ocorre uma unica vez
durante a estacao de cultivo. O ciclo assexual, por outro lado, normalmente,
ocorre muitas vezes e é, portanto, chamado de ciclo repetitivo. E este ciclo
repetitivo do agente causal que possibilita uma alta taxa de aumento de algu-

mas doencas.

Identificagdo e classificagao de esporos

Esporo é um termo geral emprégado para descrever quase todas as unidades
destacaveis dos talos dos fungos, os quais sao resultado tanto da reproducao
assexual como da sexual. Os esporos e todas as outras partes, fragmentos ou
estruturas de talo dos fungos, que podem crescer e reproduzir o organismo, sao
chamados de propagulos. Estes germinam para originar uma nova colonia quando
se depositam num lugar adequado. Os esporos ocorrem em um arranjo de tamanhos
e formas, mas, apesar de sua diversidade, a forma dos esporos e constante para
determinado fungo, fazendo desta uma das caracteristicas mais uteis em sua
identificacao (Fig. 15). Os esporos podem ser coloridos ou incolores; unicelu-
lares, bicelulares ou pluricelulares; redondos, pontudos, longos ou espirala-

dos; uninucleados, binucleados ou multinucleados; de paredes finas ou de pare-
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des espessas, ou variavelmente esculturados, verrugosos, sulcados, equinula-
dos, ou com outras protusoes. As dimensoes da maioria dos esporos situam-se na

faixa de 2 a 100 um (micrometros); no entanto, o comprimento de algumas poucas'

.

especies pode chegar a 400-500 im.

00Sporo  z00spordngio

osca com  cleistotécio ascas conidios conidios conidios
0SCOSpOros nuas em picnidio
) conidios em - . .
em acérvulo conidios esporodoquios conidios  conidios clamidosporos

aeciosporos
em 0écio

em basidio espermatogonio em urédio em télia

basidiosporos ' espermdcia,em uredosporos teliosporo

(Fonte: Agrios, 1978)

Fig. 15. Esporos e corpos frutiferos representativos dos principais grupos de
fungos.

Os fungos sao classificados de acordo com o seu método de reproducao se-

xual. Alguns nao tem nenhum estagio sexual conhecido. Ha cinco subdivisées dos
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Eumycota, ou fungos verdadeiros: Mastigomycotina, Zigomycotina, Ascomycotina,
Basidiomycotina e Deuteromycotina (ou Fungos Imperfeitos). Os fungos estao
classificados de acordo com o tipo de esporo sexual caracteristico de cada
sabdivisdo. Por exemplo, os Mastigomycotina, os Zigomycotina, os Ascomycotina
e os Basidiomycotina rroduzem oosporos, zigosporos, ascosporos e basidiospo-
ros, respectivamente. Os Deuteromycotina nao possuem nenhum esporo sexual co-
nhecido; eles apresentam consideravel diversidade e podem ser classificados ou

deseritos de -acordo com o esporo assexual produzido.

Ha varios tipos de esporos assexuals produzidos pelos fungos. Destes, wous
conidios 8ao o grupo mais dificil de ser caracterizado, devido a sua grande
diversidade de formas. A Unica caracteristica que a maioria dos conidios tem
em comum € que eles ocorrem externamente sobre as células que os produzem. Es-
tag celulas suportes de *conidios podem ocorrer dentro de estruturas especiali-
zadas ‘ou caracteristicas. Os conidios originados em hifas, sem nenhum tipo de

estrutura frutifera composta, sao os do tipo mais comumente encontrado.

Desde que cada doenca de planta e, normalmente, causada por um unico fun-
go, e considerando-se que ha mais do que 100.000 espécies diferentes de fun-
gos, a identificacao da especié€ numa planta enferma, ou numa cultura pura,

csionifica que todas as espécies conhecidas, exceto uma, tem que ser excluidas.

As caracteristicas mais significativas dos fungos usadas em sua identifi-
cagao .sdo os esporos e as frutificacdes, ou os seus esporoforos, os quais tem
que ser examinados sob.o microscépio. A forma, o tamanho, a cor e a maneira de
arranjo dos esporos sobre o8 esporoforos ou nos corpos frutiferos sao caracte-
risticas importantes para sugerirem a alguém, com experiencia em taxonomia de
fungos, a classe, a ordem, a familia e o genero ao qual um fungo em particular
pertence. Estas caracteristicas podem ser utilizadas para ‘se ideatificar o
fungo- através de chaves analiticas. Uma vez determinado o genero do fungo, as
descrigoes especificas da espécie podem ser encontradas em monografias de ge-

neros ou em publicacdes especificas em revistas cientificas.

Normalmente, ha listas de patogenos que afetam determinada espccie vege-
tal. Neste caso, podem-se usar indices de hospedeiros como um método rapido

para se identificar o fungo em questao. As listas de hospedeiros, no entanto,
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devem ser consideradas como sugestoes a identificacao do fungo em estudo. A
determinacao final tem que ser baseada em monografia ou em outras publicacces

mais especificas.
Sintomas causados pelos fungos patogenicos nas plantas hospedeiras

Os fungos patogenicos provocam sintomas localizados ou generalizados, po-
dendo ocorrer separada ou simultaneamente em um mesmo hospedeiro, ou, ainda,
suceder um ao outro no mesmo hospedeiro. Em geral, os fungos causam necrose
local ou geral, ou morte de tecido vegetal, hipertrofia, hipoplasia (subdesen-
volvimento de orgaos ou de toda a planta), ou hiperplasia (crescimento exces-

sivo de parte ou de toda a planta).

Em muitas doencas, o patogeno cresce e produz estruturas na superficie do
hospedeiro. Estas estruturas, incluindo miceélio, esclerocios, esporoforos,
corpos frutiferos e esporos, siao chamadas de sinais e sao distintas dos sinto-

mas que se referem somente ao aspecto dos tecidos ou das plantas infectadas.
Os sintomas necroticos mais comuns sao:

(1) Manchas foliares - lesoes localizadas nas folhas dos hospedeiros consi.-

tindo da morie ¢ do colapso das células;

(2) Crestamento - bronzeamento geral extremamente rapido de folhas, de ramos,

de brotos e de orgaos florais, resultaido em sua morte;

(3) Cancro - ferimento localizado ou lesao necrotica, freqiientemente com o

centro deprimido;

(4) Podriddo radicular - desintegracao ou apodrecimento de parte ou de todo o

sistema radicular da planta;

(5) Tombamento - colapso e morte rapida de plantulas em sementeiras ou no

campo; tambem conhecido por "dumping-off'';
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(6) Podridio basal do caule - desintegracdo da parte inferior do caule;

(7) Podridio mole e seca - maceracao e desintegracasé de frutos, de raizes, de

bulbos, de tubérculos e de folhas carnosas;

(8) Antracnose - lesdo necrotica e deprimida, tipo ulcera, em hastes, em fo-

lhas, em frutos ou em flores;

(9) Sarna - lesdes localizadas em frutos, em folhas, em tuberculos etc., em

geral, levemente levantadas ou deprimidas e rompidas.

Sintomas associados com hipertrofia, hiperplasia e distorcao de  partes

da planta.

(1) Hérnia - aparencia dilatada das raizes, com aspecto fusiforme ou clava-

do;

(2) Galhas - partes aumentadas das plantas, normalmente preenchidas com mi-

celio de fungo;

(3) Verrugas - protuberancias, principalmeﬁte em tuberculds e em caules;

(4) Vassoura de bruxa - ramificacao profusa e ascendente de brotos;

(5) Crespeira de folhas - distorgao, engrossamento e encrespamento de folhas.
Outros tres grupos de sintomas incluem:

(1) Murcha - sintoma secundario generalizado, no_qual as folhas ou os brotos

perdem sua turgescencia e prostam-se devido a'dlsudrbios no sistema vascular

de raizes ou de caules;

(2) Ferrugens - pequenas e numerosas lesoes em folhas e em colmos, comumente
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de cor ferruginosa;

v . ¢ 4. - - . -,
(3) Mildios ou oidios - areas clordoticas ou necroticas em folhas, em colmos e
em frutos, normalmente recobertas com micélio esbranquicado e com frutificacao

do fungo.
Bactérias

As bacterias representam um grupo de organismos muito antigo. Sdo mi-
croorganismos simples constituidos de uma unica célula procaricotica (ex. célu-
las contendo um unico cromossomo circular, porém sem membranas nucleares ou
organelas internas). A grande maioria das bactérias sao estritamente saprofi-
ticas e, como tal, sao beneficas, porque contribuem com a decomposicao de
enormes quantidades de materia organica produzida anualmente pela sociedade
humana, pela morte de plantas e de animais. Cerca de 200 especies de bactérias
tem sido encontradas como agentes causais de doencas de plantas. As doengas
bacterianas ocorrem em todos os lugares umidos ou quentes, afetando quase to-
das as espécies de plantas e, sob condigoes ambientais favoraveis, podem ser
extremamente destrutivas. Todas as bactérias fitopatogenicas sao saprofitas

facultativas, podendo ser cultivadas artificialmente em meio nutritivo.

As bacterias podem ter a forma de bastonetes (ou de virgula), ou podem
ser esfericas, elipsoides, espiraladas ou filamentosas. Elas raramente sao
maiores do que 1 ym (micrometro) em diametro, e por isto sao dificeis de serem
visualizadas, mesmo com um bom microscopio. O tratamento com corantes facilita
o exame. Algumas bactérias podem mover-se em meio liquido por auxilio de fla-
gelos, enquanto que outras nao podem faze-lo por si proprias. Células bacte-
rianas individuais tem aparencia hialina ou branco-amarelada sob o microscopio
composto. Quando uma célula sozinha é deixada crescer (multiplicar-se) na su-
perficie; ou dentro de um meio solido, sua progenie logo produz uma massa vi-
sivel a olho nd, chamada de colonia. As colonias de diferentcs especies podem
variar no tamanho, no aspecto, na forma dos bordos, na elevacao, na cor etc,
que sao, algumas vezes, caracteristicas de uma dada espécie. As colonias podem

apresentar desde a fracao de um milimetro ate virios centimetros de diametro e
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sao circulares, ovais ou irregulares. Os bordos podem ser lisos, ondulados,
angulares etc., e, quanto a sua elevacido, as colonias podem ser achatadas,
elevadas, abobadadas, enrugadas etc. As colonias da maioria das espécies sao
brancas ou cinzentas, porem algumas sao amarelas, vermelhas, ou de outras co-

res. Algumas produzem pigmentos que se difundem no meio de cultura.

No estadio vegetativo, a maioria das bacterias multiplica-se por fissao
simples, com impressionante rapidez. A sua importancia como patogenos reside
no fato de que podem produzir um nimero grande de ceélulas em um periodo curto
de tempo. Sob condicoes favoraveis, alguns generos de bactérias podem multi-

plicar-se a cada 20 minutos.

Quase todas as bacﬁérias fitopatogenicas desenvolvem-se, principalmente,
nas plantas hospedeiras como parasitas e parte no solo como saprofitas. Ha
grandes diferencas entre as espécies quanto ao grau de desenvolvimento em di-
ferentes ambientes. Quando no solo, as bactérias vivem, principalmente, em ma-
terial vegetal e, menos freqiientemente, livres, saprofiticamente, ou em seus
proprios exsudatos, que as protegem dos varios fatores adversos. As bactérias
sobrevivem, também, no interior ou na superficie de sementes, em partes de
plantas, em insetos etc., encontrados no solo. Nas plantas, as bacterias podem
sobreviver epifiticamente, em gemas, em ferimentos, em exsudatos ou no inte-

rior de tecidos ou de orgaos infectados.

A disseminacao das bacterias fitopatogenicas de uma planta para outra, ou
de um Orgao para o outro, numa mesma planta, da-se, primariamente, pela agua,
por 1insetos, por outros animais e pelo homem. Mesmo as bacterias flageladas
movimentam-se a distancias muito curtas por seus proprios meios. A chuva, por
sua acao de lavagem ou respingos, transporta e distribui as celulas bacteria-
nas de uma planta a outra, de uma parte para outra dentro da mesma planta e do

sclo as partes superiores das plantas.
Classificagao e identificagao de bactérias

Os generos de fitobactérias mais comumente isolados sao: Pseudomonas,

Xanthomona. (Familia Pseudomonadaceae), Agrobacterium (Familia Rhizobiaceae),
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Erwinia (Familia Enterobacteriaceae), Corymebacterium (Grupo Corineforme) e

Streptomyces (Familia Streptomicetaceae).

A forma e o tamanho das bactérias de uma dada espécie podem variar com a
idade da cultura, com a composigao e com o pH do meio, com a temperatura e com
o método de coloracao. Sob certas condigoes, no entanto, a forma predominante,
o tamanho e o arranjo das células em cultura pura sao claros e estas caracte-
risticas sdo importantes e confiaveis na sua identificacdo. A presenca, o nu-
mero e o arranjo dos flagelos nas celulas bacterianas sao também determinados,

normalmente, quando os flagelos sao coloridos com corantes especiais.

A composicdo quimica de algumas substancias presentes nas celulas bacte-
rianas pode ser detectada com tecnicas especificas de coloracao. A informacao
sobre a presenca ou a ausencia de tais substancias e empregada na identifica-
cao da espécie de bactéria. A reagao da coloracao de Gram diferencia as bacte-
rias em Gram positivas e em Gram negativas. O requerimento nutricional das ce-
lulas bacterianas pode ser usado para sua identificacao, pela determinacao das

substancias que a bacteria pode ou nao usar como fonte nutricional.

Com base nestes testes, e possivel identificar os generos de bactérias
mais comumente isolados. O seguinte fluxograma pode ser empregado como um guia

rapido de identificagao de bacterias:
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Crescimento em meio de cultura
(Vide secao de Formulas de Meios de Culturas
no Apendice 2)

|

Sim

l

Coloracao de Gram

N

Positivas Negativas

Corynebacterium Erwinia
Xanthomonas
Pseudomonas
Agrobacterium

Colonias amarelas em agar YDC

~ I

Positiva Negativa

Erwinia Pseudomonas

Xanthomonas Erwinia
Agrobacterium

/ \

Desenvolvimento em

agar MS ou CVP em agar
Positiva Negativa Positiva
Erwinia Xanthomonas Pseudomonas

Pigmento florescente

KB

N

Negativa
Erwinia
Agrobacterium
Pseudomonas

Desenvolvimento em agar MS ou CVP

/

Positiva

Erwinia

\

Negativa

Agrobacterium
Pseudomonas

Desenvolvimento em agar D-1

/

Positiva

Agrobacterium
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Sintomas causados pelas bactérias fitopatogenicas

A semelhanca dos fungos, as bactérias fitopatogeénicas causam muitos tipos
de sintomas nas plantas infectadas. Elas podem originar manchas foliares e
crestémento, podridoes moles de frutos, de raizes e de orgaos de reserva, mur-
chas, supercrescimento, sarna, cancros etc. Um tipo qualquer de sintoma pode
ser causado por bactérias patogénicas pertencentes a diferentes géneros, e ca—
da um destes generos contem alguns patogenos capazes de causar diferentes ti-

N

pos de doencas.
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APENDICE 1

Instrumentos e equipamentos mais comumentes usados num laboratoério

de Fitopatologia

agulha

( — ) 7

escalpelo

placa aquecedora

L ottt e oo psefaseposfon s e frfos froos k) ———

Pipeta graduada

—_———————- —9»

pipeta de Pasteur
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espatula

langa

tubo de ensaio

1000

‘1

800

|

60

(-]

IEI

frasco de reagente

funil de
separacao

v

vidro de relogio

e
)

placa de Petri
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s

\ =

alca de Drigalsky

frasco de
Erlenmeyer

balao
volumetrico

proveta frasco de
graduada kitazato

Beaker
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APENDICE 2
Formulas de meios de cultura
Para uso geral e para fungos em particular

(1) Agar-Agua (AA)

0 agar e dissolvido na agua por aquecimento. O crescimento dos fungos,
neste meio, e mais longitudinal do que lateral, nao se ramificando tao profu-

samente quanto em BDA.

(2) Batata-Dextrose—-Agar (BDA)

Batata descascada, cortada em fatias ............ 200 g
0 < PP 15 - 20 ¢
Dextrose (0u glicoSe) ..i.euriiieininerieernnnannnn 20 g

Agua destilada «vvevererenrenronrenecionneaneanns 1.000 ml

Cozinhar a batata em 500 ml de agua por 1 hora em um copo de aco inoxida-
vel, ou por 40 minutos em uma autoclave. Ao mesmo tempo, deve-se fundir o agar
em 500 ml de agua. Coar o caldo da batata, através de varias camadas de gaze,
para dentro do agar fundido. Restabelecer o volume de 1.000 ml com agua,
acrescentar e dissolver a dextrose, filtrar atraves de gaze dentro de tubos ou
de frascos de Erlenmeyer. Este meio € indicado para o crescimento de muitos
fungos e de bacterias fitopatogenicas. Ele favorece o crescimento vegetativo e

pode retardar a esporulacao de alguns organismos.

(3) Malte-Agar (MA)
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Agua destilada ......... b e e a ettt e 1.000 ml

Este meio favorece o crescimento de muitos fungos, especialmente daqueles

decompositores de madeira.

(4)

te,

V-8 ou extrato de tomate

Suco V-8 ou extrato de tomate .......ecceveve0e... 200 ml

CaCl3 teveveneeccsnnvnns ceseescsnnonn ceeecessacnne .3 g
Agar ......... ceesenes Cesesecscaeasessaseacenes we. 15 - 20 g
Agua destilada ....... Ceeeetrecececeascassescssss. 1,000 ml

Este meio promove a esporulacdo de muitos fungos. E usado, rotineiramen-

em Fitopatologia e parece ser um bom complemento ao meio de Leonian e ao

BDA. Aqueles fungos que nao esporulam em outros meios, freqiientemente, esporu-

lam de forma abundante em V-8 ou vice-versa.

(5)

Solucao de Czapek em agar

SaCcaro0sSe .ciieeeeeos ceseeanenn eserenaeecesacacssss 30 g
NaNO3 «civveencnnnn ceeecaeenes Ceeressecsescitannans 2 g
KHoPOy (0U KoHPOL) vet vt vveeeneneasenennoesans eio 1 g
MgSO4.7H20 ....c.0n Ceceesseensnne teeeeeeseiaassass 0,5 g
KCL it iiiirieeaeneeronsesesecessesnsonaosasssassses 0,5 g
FeS04.7H20 .vvevn. e teceetcectaseseseessesosenns 0,01 g
Agar .......c000unnn Ceeeeeean Cereeareeraeas ceeeees 15 g
Agua destilada ...vevvviennenn. et e 1.000 ml

Este meio pode ser usado para fungos e para bacterias. Muitos fungos pro-

duzem colonias caracteristicas neste meio, podendo, tambem, exsudarem substan-

cias pigmentadas. O crescimento aereo e eralmente, suprimido e a esporulacao
gm ’ > c

pode ser estimulada. Alguns fungos, no entanto, crescem pobremente neste meio

e podem mesmo deixar de esporular, devido a incapacidade de sintetizar vitami-

nas.

0 uso de K,HPO,, em vez de KH,PO,, induz a um pH mais alcalino, o que e

desejavel para o cultivo de bacterias.
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(6) Agar de Leonian modificado

Maltose ...... e eeescseeatsassetenss s eessaseneen 6,25 g
Extrato de malte ......iceevernnecesonnenncannnnnnss 6,25 g
KHoPOy vovvevnnenns e ieeeeiiiiiettiet e 1,25 g
Extrato de levedura ...i.eecesecsocscocencesancass 1,0 g
MgSO4.7H20 v.oviieiiiiennnennnns O, 0,25 g
Peptona ...eeeeecenes e esecstsetantaastaaeaneoenne 0,625 ¢
Agar ..iiiiiiiiii i, N 20 g
Agua destilada ...viveriniierinenneanns e 1.000 ml

Este € um meio que pode ser usado para propositos multiplos, servindo
também para o crescimento e para a reproducao de muitos fungos. Alguns orga-
nismos nao crescem neste meio, devido a sua inabilidade em usarem a maltose
como fonte de carbono. Este meio pode ser usado para bacterias. A peptona pa-

rece ser desnecessaria para a maioria dos fungos.

(7) Agar Rosa de Bengala de Martin

GliCOSE tivivinernsueenesosesessessansosanssssanoes 10 g
Peptona ....ceceeuenes e se s e b esses et et 5¢g

102 (250 T 1 g
MESOL . TH 20wt e eee e ee e ee eeeeen e aaeeaenenneen 0,5 g
Estreptomicina ...... et teeecaet e 0,03 g
Rosa de Bengala .......iiiiiieiniiieennnnenanennn, 0,03 g
Agar ........... ettt e 15 g
Agua destilada «ueeeiveernerennaranasnntannenenans 1.000 ml

Dez ml de uma solucao estoque de 3,3 g/litro de Rosa de Bengala sao
acrescentados ao meio, apos a dissolugao dos outros ingredientes (exceto a es-
treptomicina). Este meio nao permite o desenvolvimento de bactérias e de ou-

tros organismos que atrapalham o isolamento de fungos de matérias naturais. E

recomendado quando se objetiva reduzir a taxa de crescimento de colonias em

uma mistura de fungos em cultura.
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(8)

(9)

Agar de farinha de milho

Farinha fina de milho amarelo..........couees ce.. 60 g
N . P
Agua destilada ........... C et e ste e eea et 1.000 ml

Agar de farinha de aveia

Farinha de aveia ....eee.evseernsinneeneennennns .. 100 g
S < ceeeesss 15 g
Agua destilada ......cvvuvveennn et eeeas veeeess. 1.000 ml

A farinha de milho, ou de aveia, é acrescentada a agua, sob agitagao

constante, a uma temperatura de 70°C, e mantida a 60°C por cerca de uma hora.

0 volume é restabelecido e o agar e acrescentado e dissolvido por aquecimento.

Este meio € util para o crescimento e para a frutificacao de muitos Mastigomy-

cotina, Zigomycotina, Ascomycotina e Deuteromycotina.

Alguns meios de cultura seletivos:

(1)

Meio de Nash-Snyder

PEPLONA vvvvenseroasssnsessscnaanasens ceeeessesss 15 g

KHoPOy coevvnenne ceeerssaacecesas e saesan ceeeea 1 8

MESO4.7H20 iuiiernieeeriaonnacseasosacsossnsasonns . 0,5¢g

PCNB a 75 Z PM ..iivvnnnn. eesraraaans D -

Neomicing seeeeerreseesasnosnnscscnaosensscnnonses 0,12 g em 100 ml de
agua

StreptomiCiNg seveeeseeseeeaceessanansonann veeeses. 1 g em 100 ml de agua

Agar ....... eeeerresiteaenaesteetenasasans e eees 15 g '

Agua destilada ...... chreaeieseens ettt 700 ml

Este meio permite s6 o desenvolvimento de espécies de Fusarium.
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(2) Meio de Reis para especies de Helminthosporium (Reis, 1983)

BENOMYL .uvevevneoeoeoceeeaenenenencnsasnenannoss 50 mg em 100 ml de agua
Sulfato de estreptomicina ..... Ceeeenaes Ceeeeeeas 500 mg em 100 ml de agua
Sulfato de neomicinag ..eecececeecenes Ceeaeeaeenas 300 mg em 100 ml de agua

Captam (Solucao estoque = 133,33
mg (75 2 pm) em 100 ml
AUA) eerececsocsonnnnne ceetrecscnssessass 3 ml

Botram (=dicloram) (Solugao es-
toque = 200 mg (50 7 pm)

em 100 ml agua) «..oceveenn.. Ceteieeeeeeaes 5 ml
Kgar .....c.iiiiiiinnn. e Cetesecearaenans 10 g
Batata com casca (cortada em fatias) .......... .. 15 ¢

Sacarose (acucar de cozinha) .......ceeeeeeeeane 2,5 g

Agua 6 % 8 6 6 6 0 6000 0000000 Ge0000000 00000000 e 700 ml

Quando a temperatura estiver em torno de 60°C, verter os 100 ml de solu-
cao de benomyl e, apos, os 100 ml da solucao de neomicina e os 100 ml da solu-

cao de estreptomicina.

(3) Meio de Oxygall

DeXLIOSE .ocescescosccoccrncssscsssccssoccscaseasass 10 g
Peptona c.ieieeecesessessecssasscncsscscsesesce-ss 10 g
103 ¢- 1 1 P s T
Streptomicing cviveveceeceescecscccascnsnnsenaaas 0,4 g
0 U ¢ I

Agua destilada ........ cecessesssssssessesssssess 1,000 ml

Colonias de Septoria nodorum, desenvolvidas neste meio, fluorescem quando

observadas sob luz ultravioleta.

Meios naturais

(1) Tecidos de plantas - Os tecidos de plantas esterilizados sao, em geral,

mais favoraveis para organismos patogenicos. Os fungos, freqiientemente, esporu-
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lam mais rapidamente sobre fragmentos de tecidos de plantas do que em agar ou
em meios liquidos. Estes tecidos podem ser esterilizados por calor ou por es-—
terilizagao superficial com desinfestantes, seguidos da remocao asséptica dos
tecidos mais externos. Entre os mais comumente usados, citam-se tecidos de ba-
tata, de cenoura, de beterraba, de ervilha, de feijdo, de trevo e de varios

tipos de madeiras.

(2) Agar de plantas - Alguns meios de agar podem ser feitos de muitas plan-
tas. O caldo qu;nte dos tecidos vegetais é simplesmente acrescentado a solucgao
de agar e a mistura é, entdo, filtrada, distribuida em tubos e esterilizada.
Cerca de 50 g de peso seco de material vegetal sao comumente usados para fazer

um litro de meio de cultura.

(3) Extrato de plantas - Os extratos de varios frutos e de hortalicas sao
meios satisfatorios para os fitopatogenos. O caldo de ameixa é especialmente
favorével.para a germinacao de esporos. Entre os extratos mais comumente -usa-
dos, estao: feijao de corda, feijao de lima, ervilha, farinha de milho, arroz,
batata, malte e raizes de beterraba. Recomenda-se cerca de 50 g de peso seco
do material vegetal para cada 1.000 ml de agua. Nesta base, deve-se usar cerca
de 490 g de raiz de beterraba, 400 g de feijao corda ou 120 g de ameixa seca,

para um litro de meio de cultura.

E desejavel esterilizar o extrato vegetal sem alterar a composicao quimi-
ca pelo aquecimento. O caldo dos tecidos macerados deve ser centrifugado ou
filtrado através de areia, de papel de filtro macerado ou de outro filtro pa-
ra remover as particulas mais grosseiras e, entao, ser passado atraves de um

filtro esterilizado.
Meios de cultura para bacterias

(1) Agar nutritivo (AN)

EXtrato de CATNe .iceceevsscsccsessrsscsscnssssesld 8

PepPLONA +eevsevscenosensconsscescsnasccccsssacsss 2= 10 g
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GlicOSEe .civeveceansonocnns ceetsenen ceeecesasesnases 2,5 g
. P - I AU
Agua destilada ...ceveeivecrrernscnsensasssassses 1.000 ml

(2) Agar de caldo nutritivo de extrato de levedura (NBY)

Caldo NMUETItIVO vevevvvevessosscesscsassssscassse 8 8
Extrato de levedura ...ceeeeecececcenss cereenseses 2 8
KoHPOL «eeenvecenseocconennsssossssensosccscasnes 2 8

KH POk = v vesvnnsonneaneencaseescansesnsnsonsnnes 0,58
Agar ......... S ceeeees teereseseesess 15 g
Agua destilada .seveeeverersencecssnscnsasenssesss 1.000 ml

Apos a autoclavagem, acrescentar 50 ml de uma solucao autoclavada de gli-

cose a 10 Z e 1 ml de MgS0,.7H,0 1M. Ajustar o pH para 7,2.

(3) Caldo de extrato de carne

EXtrato de CAIME «e.svevacssssnssas/oscscscscasnse 3 8
Peptona ...... cieiceseseseeeanoens ceescssnns ceseene D g
Agua destilada ....... ceereeaas teeeeerecessesesss 1.000 ml

Este é o meio liquido padrao para bacteriologia. Deve ter o pH de 6,6 a

7,0.

(4) Extrato de levedura-dextrose-CaCOj3; (YDC)

Extrato de levedura ..ieeeeeceessssasssssseacsses 108

GLliCOSE trevevenvecesecsoscasscsnssnosscessssenee 20 g

Carbonato de GalCio s.vveevernnrncennsnnsneensses 20 g

Y= S o P I

Agua destilada ....eeciviiririeriieectcesiensassss 1.000 ml

A glicose deve ser autoclavada separadamente. O meio autoclavado deve ser

resfriado até 500C, em banho-maria, e o CaCO; acrescentado por agitacdo, an-
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tes de ser vertido nas placas.

(5) Meio de King B (KB)

Protease peptona N? 3 ......... ceetteseceranans .
KoHPO4 .3H 90 v vunienvioiovsesnocesiassnvonnanniosasd
MES0L 2 TH 20 e e veeneennensenneaneaneenneneeanenns
Glicerol ....... feeeattireeeansan PP
- P et
Agua destilada ....veivnrinennennnneenenneeennnnn
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APENDICE 3
0 pH e sua determinagao

0 grau de acidez & definido através da escala de pH. Na expressao 'pH' o
p significa potencial e o H significa concentracao do ion hidrogenio. Uma so-
lucao neutra, como a agua pura, tem pH 7, significando que a concentracao de
H' livre (fons de hidrogénio) e OH™ (fons de hidroxila) é, exatamente, a mes-
ma. Como o pH e expresso em uma escala logaritmica. qualquer valor de pH abai-
xo de 7 é acido e qualquer valor acima de 7 € basico. Quanto mais baixo for o
pH, maior ¢é a concentragao de ions de hidrogenio na solucao. Uma solucao com

. ~ -6 ~
pH 6, por exemplo, contem 10 mol H /litro de solugao.

O pH pode ser medido por colorimetria ou com um medidor de pH. A colori-
metria depende de algumas propriedades dos corantes indicadores, que mudam de
cor em fungao do pH, ou seja, da concentracao de ions H" na solucdo. Dentro de
certos limites, cada cor corresponde a um dado pH. Usando cores padroes para
valores dados, o pH de um meio pode, assim, ser determinado. A desvantagem
deste método € seu emprego quando alguns meios ja sao coloridos. Os papeis in-
dicadores, normalmente, sao apresentados na forma de fitag com a gama de pH
que elas podem determinar. Um pedaco de fita € imerso na solugcao de pH desco-
nhecido e a cor que surge na fita e comparada numa escala padrao. Pode-se usar
um papel de faixa ampla de pH (ex. de 3 a 9) para se ter um valor aproximado
de pH, e, entao, papéis de faixa mais limitada. Deste modo, é possivel deter-

minar-se o pH aproximado de uma solucao.

Com um medidor de pH, o potencial eletrico de uma solucao é determinado
por meio de dois eletrodos colocados juntos em um suporte, oS quais sao imer-
sos na solucao de pH a ser determinado. O aparelho deve ser calibrado, toda
vez que for usado, com solucoes tampao de pH conhecido. Deve-se, de preferen-
cia, usar uma com pH proximo da solucdo que se quer medir. Todas as determina-
coes tem que ser feitas a mesma temperatura. Os eletrodos sao muito delicados
e, quando nao em uso, suas extremidades devem ser mantidas imersas em agua

destilada ou em uma solucao tampao.
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GLOSSARIO

Acérvulo. Corpo frutifero de alguns Deuteromycotina, ou fungos imperfei-
tos. E uma estrutura em forma de pires raso, com uma camada de conidioforos que
sustentam os conidios, que rompem a camada de celulas do substrato, expondo-se

na superficie.

. .~ . . . . + . . -
Acido. Sub3tancia que, ao se dissociar, libera H (ions hidrogenio), tendo

um pH menor do que 7.

Actinomiceto. -Organismo que, normalmente, e <classificado como bacteria,
porem apresenta filamentos semelhantes aos fungos. Tais filamentos raramente

apresentam diametro maior do que 1 m.

Aécio. Corpo frutifero caracteristico das ferrugens, em forma de taca.

Produz aeciosporos.
Aeciosporo. Esporo (de ferrugem) produzido no interior de um aecio.

Agar. Substancia gelatinosa extraida de algas. E empregado como um agente
solidificante na preparacao de meios nutritivos para o crescimento de microor-

ganismos. ,

Alcalino. Pertinente a substancia que libera OH  (ions hidroxila) em

agua, tendo um pH maior do que 7.

Antibiotico. Substancia organica natural que retarda ou previne o cresci-

mento de microorganismos.

Apotecio. Estrutura frutifera de alguns ascomicetos, em forma de taca sés-—
sil ou com uma base. A superficie interna € revestida com um himenio, consis-

tindo de ascas e de parafises (celulas estéreis).

Apressorio. Extremidade dilatada de uma hifa ou de um tubo germinativo que

facilita a fixacao e a penetracao do fungo no hospedeiro.

Area ou regiao de ocorrencia. Regioces geograficas, areas ou paises nos

quais a doenca ocorre.

Asca. Orgao onde ocorre meiose e formacao de ascosporos, semelhante a um

saco. Normalmente, contém oito ascosporos.
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Ascocarpo. Corpo frutifero (ex.: apotécio, cleistotécio, peritécio) dos

Ascomycotina.

Ascomycotina. Subdivisao dos fungos caracterizada“pela producdo enddgena

de ascosporos em ascas.
Ascosporo. Esporo produzido sexualmente no interior de uma asca.

Asseptado (ou nao septado). Filamento de fungos sem paredes celulares

transversais. Tambeém denominado de cenocitico.

Autoecia. Alguns fungos de ferrugens que completam o ciclo de vida em uma

unica especie de planta hospedeira.
Avirulencia. Propriedade de nao causar doenca.

Bacteria. Microorganismo procariotico, unicelular, desprovido de cloro-

fila, que se reproduz por divisao em duas partes (fissao).

Base. Substancia que, em dissociacao, libera OH (ions hidroxila), tendo

pH maior do que 7.

Basidio. Orgdo onde ocorre meiose, em forma de clava, caracteristico dos
Basidiomycotina. Os basidiosporos (normalmente quatro) sao formados externa-

mente em bases (esterigmata) que se estendem do apice do basidio.

Basidioscarpo. Corpo frutifero dos Basidiomycotina.

Basidiomycotina. Subdivisao dos fungos caracterizada pela producao exoge-

na de basidiosporos em basidios.
Basidiosporo. Esporo exogeno dos Basidiomycotina produzido sexualmente.
Cancro. Lesao necrotica nos tecidos das plantas.
Célula. Unidade estrutural dos seres vivos.
Cenocitico. Ver asseptado.

Ciclo de vida. Sucessao de fenomenos ocorrentes durante um periodo de
. A . .
crescimento continuo e de desenvolvimento do organismo (em um fungo, desde a

germinagao do esporo ate a morte normal do micelio).
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Ciclo secundario. Ciclo de vida envolvendo a infeccdo secundaria. Segunda
e demais geracgoes do patogeno na cultura, apos a sua introducao no ciclo pri-
mario.

Citologia. Estudo da celula.

Clamidosporos. Esporo assexual de paredes espessas desenvolvido direta-

mente das celulas de hifas.

Cle€itostecio. Corpo frutifero de alguns Ascomycotina completamente fecha-

do (ex.* estrutura sexual nos oidios).

Colonizacgdo sistemica. Tipo de colonizagao na qual a maior parte ou toda

a planta € envolvida pela doenga.

Conidio. Esporo assexual dos fungos produzidos exogenamente sobre hifas

especializadas (conidioforos).

3 - - » . ~ » L .
Conidioforo. Ramificacao de uma hifa, que sustenta os conidios.

Corte de infeccao. Lugar no hospedeiro suscetivel onde ocorrem as ativi-

¢

dades de incubacao do patogeno; as proximidades de um possivel ponto de infec-
gao.

Cromossomo. Estrutura no nucleo da célula que contém os genes.

. -

Deuteromycotina. Subdivisao dos fungos que abriga as especies cuja repro=

dugao sexual e desconhecida.

Disseminacao. Ato ou maneira de dispersar ou de disseminar o inoculo do
patogeno dentro de uma area mzis ou menos limitada, proxima da fonte de indcu-

lo.

;
Distribuicdo. (a) Ato de transportar e estabelecer um patogeno, além de
barreiras, a outras regices. (b) E a ocorrencia geografica da doenca (sinonimo
de alcance).
Doenca. Processo fisiologico prejudicial, causado pela irritacdo continua
da planta por um agente causal primario, em associacao com o ambiente. A ex-
pressdao da doenca em reacoes patologicas caracterizantes constitui os sinto-

mas.
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Ecologia (aplicada a Fitopatologia). Estudo que trata do efeito dos fato-
res ambientais, tais como solo, clima e cultura etc., na ocorrencia, na seve-

ridade e na distribuicac de doencas de plantas.

Epidemia. Desenvolvimento rapido de uma doenga atingindo um percentual

alto da populacao de plantas.
Epidemiologia. Estudo das epidemias.-
Epifitotico. Ocorrencia subita e destrutiva de uma doenca de plantas.

Erradicacao. Principio de controle de doencas de plantas que consiste em
remover ou em destruir o patogeno estabelecido numa dada area ou regiao (ex.:
.

desinfestacao do solo, rotagao de culturas, manejo de solo etc.).

Eselerocio. Massa dura compacta de tecido fungico, constituida de uma ca-

mada externa melanizada e de uma medula parenquimatica interna. E capaz de so-

breviver por longo periodo sob condigoes ambientais adversas.

Especie. Categoria taxonomica fundamental na classificacao dos seres vi-
vos, numa posicdo sistematica inferior ao genero. Os individuos de uma espécie
sao e permanecem motfologicamente distintos daqueles de outras especies do

mesmo genero.

Esporangio. Corpo frutifero mais ou menos esférico no qual esporos asse-

xuals sao produzidos.
Esporangioforo. Hifa na qual um ou mais esporangios sao produzidos.
Esporangiosporo. Esporo assexual produzido num esporangio.

Esporo. Unidade reprodutiva dos fungos, uni ou multicelular, qué se torna
destacavel do individuo-mae. Pode germinar para dar origem a um novo indivi-
duo.

Esporo de descanso. Esporo de fungo, normalmente de paredes® espessas, que
pode permanecer viavel dormente por um extenso periodo de tempo (ex.: clami-

dosporos, oosporos, teliosporos).

Esporodoquio. Corpo frutifero assexual no qual conidioforos se desenvol-

vem sobre a superficie de uma estrutura em forma de almofada.
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Estagio perfeito (de um fungo). Parte do ciclo de vida durante a qual os

esporos sao produzidos sexualmente.

Estagio imperfeito (de um fungo). Periodo do ciclo de vida diferente da-

quele no qual esporos sexuais sao formados.
Estéril. Que niao produz esporos.

Etiologia. Estudo da causa. Parte da Fitopatologia que trata do agente
causal, da sua natureza, da sua classificacao e das relagoes com a planta sus-

cetivel.

Estirpe. Linha pura (geneticamente homogenea) de um organismo ou de um

isolado. Tambem denominada raca.

, Estroma. Massa de tecido de fungo, freqiientemente melanizado, no qual

sao produzidos corpos frutiferos

Eumycota. Divisao do Reino dos Fungos, abrigando as espécies que apre-

sentam miceélio filamentoso.

Exclusao. Principio de controle de uma doenga vegetal. Consiste em ex-
cluir o patogeno de uma dada regiao ou area (ex.: tratamentos de sementes,

inspecao e quarentena).
Fissao. Multiplicacao de células por divisao simples.

Fonte de indculo. Lugar ou objeto sobre o qual, ou em cujo interior, o
inoculo é produzido, tal como em 6rgdos do hospedeiro suscetiveis ou em algum

objeto do ambiente.
Forma. Subdivisao de uma especie ou de uma variedade. (ver vaca).

Fungo. Organismo aclorofilado cujo corpo vegetativo (talo) consiste de
filamentos (hifas) agregados em sistemas ramificados (micélio).
Fungos imperfeitos. Ver Deuteromycotina.
Gene. Unidade hereditaria, parte do DNA de um cromossomo.
o

Genero. Subdivisao do reino animal ou vegetal englobando espécies.

Germinagao. Crescimento inicial de um esporo ou de uma semente.
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Haustorio. Orgdo de absorcao de certos parasitas.
Hialino. Claro ou translucido.

Hipertrofia. Desenvolvimento anormal dos tecidos devido a um aumento no

tamanho das celulas individuais.

Hifa. Filamento do micélio dos fungos (talo) composto de uma ou mais cé-
lulas cilindricas, as quais aumentam em comprimento pelo crescimento de sua

extremidade. Novas hifas originam-se pelas ramificacoes laterais.
Hospedeiro. Organismo vivo do qual um parasita extrai seus nutrientes.

Imunizacao (em Fitopatologia). Desenvolvimento de plantas resistentes ou

imunes a doencas.

Imunidade (em Fitopatologia). Habilidade de permanecer 1livre de doenca

devido as propriedades funcionais ou estruturais da planta.
In vitro. Em cultura, fora do hospedeiro.
In vivo. No hospedeiro.

Incubacdo. Manutencdo de urganismos em um ambiente favoravel ao seu de-
senvolvimento; fase no desenvolvimento de uma doenca entre a infeccao e o sur-

gimento dos primeiros sintomas.

Infectar. Relativo a um parasita ou patogeno. Ato de penetrar, crescer ou

replicar dentro dos tecidos da planta.

Infecglo. Processo de produzir ou de iniciar a condicao de doenca nos te-

cidos do suscetivel.

Infeccldo primaria. Primeiras infeccoes iniciadas pelo patogeno, apos o

periodo de descanso ou de relativa inatividade.

Inocular. Transferir o inoculo de sua fonte para a corte de infeccao no

hospedeiro.

Inoculo. Porcao de um patogeno que pode ser transferida para a corte de

infeccao (ex.: esporos de fungos, celulas bacterianas).

Intercelular. Ocorrente entre celulas.
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Intracelular. Ocorrente dentro das celulas.
Lesdo. Regiao infectada envolvendo somente uma area localizada da planta.

Levedura. Fungo Ascomycotina ou Basidiomycotina unicelular, no qual pouco
ou nada de um micelio se desenvolve e que, normalmente. se reproduz por gemacao

ou por brotacao.

Macroscopio. Aquilo que pode ser visto a olho nu, sem auxilio de lentes de

grande aumento ou de microscopio.

Mastigomycotina. Subdivisao dos fungos caracterizada pelo micélio assepta-
do, reproduzindo-se organicamenté por esporos éndégenos flagelados (zoosporos)

e sexualmente por heterogamia.

Meiose. Divisdo nuclear constituida de etapas sucessivas, nas quais o nu-
mero de cromossomos e reduzido de diploide (2n) para haploide (1n) e onde ocor-

re a segregacao dos genes.

Micelio. Agregacao de hifas que constitui o talo ou o corpo vegetative de

um fungo.
Micologia. Estudo dos fungos.

Micrometro (im). Unidade de medida microscopica para descricao de dimen-

soes celulares. Equivale a 1/1000 de um milimetro.

Mitose. Processo no qual os cromossomos duplicados dividem-se longitudi-
nalmente e os cromossomos filhos separam-se, entao, para formar doils nucleos

filhos geneticamente identicos.

Necrose. Destruicao rapida das estruturas celulares ¢ conseqiiente morte
das celulas. Podriddes, crestamento e cancros sao exemplos de sintomas necroti-

cos.
Qosporos. Esporo sexual dos Mastigomycotina.
Organismo. Qualquer criatura viva, tanto uni como multicelular,

Ostiolo. A boca ou abertura de estruturas frutiferas dos fungos, tal como

ccorre em peritecios e em picnidios.
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Parasita. Organismo que extrai seus nutrientes das células de um outro

ser vivo, o hospedeiro, n2o contribuindo em nada para a sua sobrevivencia.

Parasita facultativo. Organismo que comumente € um saprofita, porém, sob

certas condigoes, pode tornar-se parasita.

Parasita obrigatorio. Organismo que somente pode viver parasitando outro

organismo.

Patogeno. Agente causal de doenca.

Patogenese. Fase do ciclo de vida durante a qual o patogeno torna-se, e
continua, diretamente associado ao suscetivel vivo. A patogenese inclui a

inoculacao, a incubacao e a infeccao.
Patogenicidade. Habilidade de um patogeno de causar doenca.
Patologia. £ o estudo da doenca.

Peritécio. Corpo frutifero dos Ascomycotina, de paredes espessas, esferi-
co ou em forma de frasco, contendo ascas com ascosporos em seu interior. Os

ascosporos sao descarregados atraves do ostiolo.

pH. Simbolo denotando a atividade de lons hidrogenio numa solugdo. Os va-

lores de pH vao de O a 14 e quanto mais baixo e o valor mais acida a solucao,
. . . + - - ...

ou seja, mais 1lons H ela contem. pH 7 e neutro, menor do que 7 e acido e

maior do que 7 e alcalino.

Picnidio. Corpo frutifero de alguns fungos em forma de frasco e com pare-

des duras, contendo conidios.

Protecao (em Fitopatologia). Principio de controle de doenca de plantas
que consiste em colocar uma barreira protetora entre o suscetivel e o patdgeno

(ex.: pulverizacao ou revestimento com substancias antimicrobianas).

Raca. Subdivisdo dentro de uma especie ou de uma variedade, a qual difere
fisiologicamente (em patogenicidade) de outras formas do mesmo organismo, as-
seme lhando-se, no entanto, morfologicamente. Algumas vezes, e chamada de es-

tirpe ou de forma.

Reproducdo assexual. Qualquer tipo de reproducao nao envolvendo meiose
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(¢x.: reproducao por conidios nos Deuteromycotina). .

Reprodugao vegetativa. Reproducao por esporos vegetativos, por fragmenta-—
cao ou por divisdo do corpo da planta. Cada célula filha individual é identi-

ca, geneticamente, a celula-mae.

Resistencia. Habilidade de uma planta de permanecer relativamente nao -
afetada por uma doenca, devido a heranca genetica e as caracteristicas fisio-

logicas e estruturais.

Rizomorfa. Conjunto compacto de hifas constituido pela uniao longitudinal
de hifas formando um feixe. Apresenta uma cobertura externa dura, crescimento
apical e serve de orgao de sobrevivencia e de transporte de alimentos dentro

do talo.

Saprofita. Organismo que obtém seus nutrientes de matéria organica morta.

Saprofita facultativo. Organismo que normalmente € parasita, porem pode

viver saprofiticamente.
Saprofita obrigatorio. Organismo que somente pode viver em matéria morta.
Septado. Dividido em compartimentos (celulas) por paredes transversais.

Septo. Parede transversal, como ocorré numa hifa ou,num esporo multicelu-

lar.

Sinais. Evidencias experimentais ou incidentais da doenca, distintas das
evidencias patologicas. Os sinais comuns da doenca sao as estruturas do patdo-

geno produzidas dentro ou na superficie das lesoes.

Sintoma. Expressao visivel de uma condicao patologica apresentada pela

planta suscetivel.

Sintomatologia. Parte da Fitopatologia que trata do estudo dos sintomas e

dos sinais da doenga tendo por objetivo a diagnose.

Soro. Grupo ou massa compacta de esporos de fungos produzidos dentro de,

ou sobre, uma planta hospedeira, como ocorre com as ferrugens e com 0S carvoes.

Suscetivel. Uma planta, ou espécie de plantas, passivel de contrair a
doenca. Um termo abreviado denotando uma planta suscetivel ou espécies susce-

tiveis.
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Suscetibilidade. Condigao de ser suscetivel ou a inabilidade da planta de

resistir ou de evitar a doenga.
Taxonomia. Ciencia que trata da classificacao dos organismos.

Tecido. Grupo semelhante de células organizado em uma unidade estrutural

e funcional.

Telinsporo. Esporo sexual de descanso, com paredes espessas, dos fungos

causadores de ferrugens e de carvoes.

Tubo germinativo. Crescimento inicial desenvolvido por um esporo em de-
corréencia da germinagao. Através do crescimento e da ramificacao, normalmente,

um tubo germinativo desenvolve-se dando origem ao miceélio do fungo.

Uredio. Estrutura frutifera dos fungos causadores de ferrugens dentro da

qual os urediosporos sao produzidos.

Urediosporo, urediniosporo ou uredosporo. Esporo sexual de verdo, ou es-

poro avermelhado, produzido pela maioria dos fungos causadores de ferrugens.
Variedade. Subdivisao de uma especie.
Vegetativo. Relativo ou envolvendo propagacao pelos processos assexuais.

Virulencia. Habilidade relativa a causar doenca. Uma medida de patogeni-

cidade.

Zigomycotina. Subdivisao dos fungos caracterizados pelo micélio assepta-
do, reproduzindo-se organicamente por esporos endogenos (esporangiosporos) e

sexualmente por isogamia.
Zigosporo. Esporo sexual de descanso dos Zigomycotina.
Zoosporangio. Esporangio que produz zoosporos em seu interior.

Zoosporo. Esporo contendo flagelos e, portanto, capaz de mover-se na

agua.
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