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Introducao

As doencgas de plantas causadas
por fungos sao diagnosticadas ini-
cialmente pelos sintomas que pro-
vocam e, sobretudo, pelos sinais
dos patdégenos presentes no hos-
pedeiro doente (Carollo; Santos
Filho, 2016). Os sinais correspon-
dem as estruturas vegetativas e
reprodutivas do agente causal da
doencga que crescem a superficie
das lesbes. Todavia, para fechar
o diagndstico, torna-se imprescin-
divel proceder ao isolamento do
agente causal em meios artificiais,
visando cumprir a primeira etapa
dos Postulados de Koch (Amorim;
Salgado, 1995; Agrios, 2005).

Ocorre que alguns patégenos sao
de dificil crescimento em meio ar-
tificial, tornando essa etapa muito
trabalhosa e, as vezes, inviavel. E

o caso do fungo Pseudocercos-
pora cruenta (Sacc.) Deighton,
agente causal da cercosporiose
do feijao-caupi, que tem cresci-
mento muito lento em meios arti-
ficiais de cultivo, por apresentar
desvantagem competitiva em rela-
¢ao ao crescimento de outros mi-
crorganismos contaminantes e/ou
endofiticos presentes nas lesdes,
quando se busca isolamento, em-
pregando-se os métodos conven-
cionais (Santos; Athayde Sobri-
nho, 2018). Nesse caso, 0s opor-
tunistas rapidamente colonizam o
meio de cultura em detrimento do
patégeno alvo. Assim, diante des-
sa dificuldade, objetivou-se com
este trabalho desenvolver uma
metodologia alternativa, visando
tornar o processo de isolamento
de P. cruenta mais simples, rapido
e eficiente.



Materiais/Meio
de cultura/
Equipamentos

Materiais

¢ Baldo volumétrico (1000 mL)

e Placas de Petri (10 cm de
didmetro)

¢ Pipeta graduada

¢ Luvas de procedimento

e Lamparina de alcool

e Mascara cirurgica descartavel

e Alcool 70° INPM

 Agar microbiolégico

¢ Filme plastico

e Suco de tomate industrializado

Meio de cultura

e Suco de tomate Agar (STA)

Equipamentos

e Balanga de precisao
e Microscopio estereoscopico
¢ Autoclave

e Capela de fluxo laminar com
ldAmpada germicida

Preparacao para
o procedimento

Antes da realizacado do processo de
isolamento propriamente dito, faz-se
necessaria a realizagéo de algumas
etapas basicas, de forma a garantir
0 sucesso da metodologia. Entre
elas, destacam-se:

a) Preparagao do meio de cultura- O
meio de cultura usado para o fungo
tem como ingredientes o suco de
tomate industrial e agar. Para 1.000
mL, sao utilizados 200 mL do suco de
tomate, aos quais sdo adicionados
20 g de agar bacteriolégico fundente
e agua destilada em quantidade
suficiente para completar o volume
final de 1.000 mL de um baldo
volumétrico de 2 L empregado na
preparagao do meio.

b) Esterilizagdo do meio de cultura
- O meio, depois de preparado, é
esterilizado em autoclave a 121
°C por 20 minutos. Para tanto, o
volume de 1.000 mL é dividido em
quatro erlenmeyers de 500 mL, e
cada um deles recebe o volume de
apenas 250 mL. Em seguida, eles
sao fechados com tampo de algodao
estéril, imediatamente envolvidos
com papel pardo e encaminhados
ao autoclave.



c) Distribuicdo do meio nas placas
de Petri - Ap6s a esterilizacao, o
meio é resfriado naturalmente em
temperatura ambiente e, antes
de solidificar, € cuidadosamente
vertido em placas de Petri
(aproximadamente 20 mL/placa),
em ambiente estéril (capela de
fluxo laminar) ou em bancada
de laboratério, com auxilio de
lamparina de alcool. Todavia,
normalmente, opta-se pelo uso
de uma capela de fluxo laminar,
previamente esterilizada.

d) Vedacado e estocagem das
placas - Apds o meio de cultura
ser vertido nas placas de Petri,
elas sdo vedadas com filme
plastico, estando prontas para
uso imediato ou para estocagem
em geladeira para uso posterior.

Descricao dos
procedimentos

Depois de testadas varias
metodologias (Cordeiro et al.,
2011; Santosetal.,2014), chegou-
se ao presente método que
consiste em coletar uma folha de
feijdo-caupi com sintomas tipicos

da doenga e, sem nenhuma
medida visando a desinfestacdo
da parte atacada, fazer uma
dobradura expondo a parte
abaxial da folha, de modo que o
vértice da dobradura corresponda
ao centro da lesdo para, assim,
expor os conidios e conidiéforos
do fungo. Em uma bancada
de laboratério, previamente
desinfetada com alcool 70° INPM,
abre-se cuidadosamente uma
placa de Petri que contenha
meio de cultura Suco-de-Tomate-
Agar (STA) e depositam-se
delicadamente as referidas
estruturas fungicas na superficie
do meio, tocando suavemente
o vértice da dobradura da folha
sobre o substrato (Figura 1).

Em seguida, fecha-se a placa
de Petri com filme plastico,
flambando previamente suas
bordas. Apdés 15-20 horas, sob
microscopio estereoscopico,
efetua-se a transferéncia das
estruturas em crescimento
(conidios em germinagdo e
micélio em crescimento) na
superficie do meio para uma
nova placa de Petri que contenha
igual substrato. A metodologia foi
validada com o auxilio de cinco
colaboradores, que realizaram o
processo por dez vezes.



Figura 1. Passo a passo do isolamento de Pseudocercospora cruenta a partir de lesées
esporulantes presentes em folhas de feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.].

Resultados

Apo6s arealizagao dos procedimentos
de validagao da presente
metodologia, ficou evidenciado
que em 2 a 3 dias as colbnias
puras de P cruenta estavam
desenvolvidas e prontas para uso.
Na Figura 2, pode-se observar o
inicio do desenvolvimento fungico,
15 horas depois de realizado
o isolamento. Nas setas, estao
destacadas minusculas estruturas
que correspondem aos conidios,
com seus tubos germinativos, além
do crescimento de fragmentos de
algumas hifas ja formando novo
micélio. Neste momento, deve ser
feita a repicagem para outras placas
de Petri que contenham o mesmo
meio de cultura.

Figura 2. Inicio do desenvolvimento de
Pseudocercospora cruenta em meio
STA, 15 horas apo6s o isolamento.

Nas Figuras 3 e 4, sdo mostradas a
colénia pura do fungo, bem desen-
volvida, e a fotomicrografia de hifas
e conidio, respectivamente.
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Figura 3. Col6nia pura de Pseudocerco-
spora cruenta, apos trés dias em franco
desenvolvimento e prontas para o uso.

Figura 4. Fotomicrografia de fragmentos
de hifa, demonstrando a presenga de
conidio do fungo, recuperados a partir
da colbnia pura de Pseudocercospora
cruenta.

Consideracdes

A metodologia aqui descrita é
viavel e apresenta resultados
consistentes de recuperagdo do
fungo Pseudocercospora cruenta,
agente causal da cercosporiose, a
partir de folhas de feijao-caupi com
lesbes esporulantes do fungo. Ela
facilita sobremaneira a recuperagao
do patégeno detectado em campo
de forma simples, rapida, com
baixo custo e elevado indice de
reprodutibilidade.
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