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COLECAO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS PARA PESQUISA CIENTIFICA E
ESTUDOS ACADEMICOS

Resumo

A conservacdo de isolados fungicos tém sido importantes na manutencdo de microrganismos,
ao qual contribui com estudos sobre controle de doencas causadas por fitopatdégenos, por exemplo.
Para que o problema das doencas de plantas seja sanado, séo realizados estudos e pesquisas a fim de
desenvolver medidas eficazes no campo e impedir altos prejuizos na lavoura. Sendo assim, alguns
microrganismos ja vém sendo utilizados, sendo necessario explorar novos géneros de espécies para
futuras pesquisas e colecdo de banco de dados. Nesse sentido, para obter novas espécies para
pesquisas e estudos académicos, o presente trabalho consiste no isolamento de fungos fitopatogénicos
e a criacdo da colegdo de isolados fungicos de importancia agricola, além da criacdo de planilha
eletrbnica para identificacdo e organizacdo dos isolados fungos, quanto a sua morfologia, planta
hospedeira e anexo de imagens microscépicas. Para a execuc¢do do trabalho, foi realizada a coleta de
acordo com os sintomas observados em campo, em seguida o material foi armazenado em ambiente
umido, para a formacdo da estrutura reprodutiva. No laboratério, foram preparados meio de cultura
solido, utilizando o método BDA, ao qual ocorreu o isolamento dos fungos, por métodos diretos e
indiretos que apds a inoculacdo foram transferidos para uma incubadora com temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas. Ap6s os isolamentos, as col6nias foram identificadas através de métodos
morfolégicos, tanto por caracteristicas das estruturas reprodutivas quanto da caracterizagdo das
colbnias. Seguindo a metodologia proposta no trabalho, foram criadas exsicatas com material
contendo sintomas dos fungos. Nos isolamentos, realizados com amostras de plantas com sintomas
dos fungos fitopatogénicos, foram obtidos resultados, sendo que, dos fungos isolados, apenas dois
foram adicionados no método de preservacdo da silica-gel, o Asperisporium caricae e Clarohilum

henningsii.

Palavras-chave: Isolamento; Armazenamento; Colecdo de culturas;



COLLECTION OF PHYTOPATHOGENIC FUNGI FOR SCIENTIFIC RESEARCH AND
ACADEMIC STUDIES

Abstract

The conservation of fungal isolates has been important in the maintenance of microorganisms,
which contributes to studies about control of diseases caused by plant pathogens. In order to solve the
plant disease problem, studies and research are carried out in order to develop effective methods in the
field and so avoid high losses. Therefore, some microorganisms are already being used, making it
necessary to explore new genera of species for future research and database collection. In this sense,
in order to obtain new species for research and academic studies, the work consists of isolating
phytopathogenic fungi and creating a collection of fungal isolates of agricultural importance, in
addition to creating an electronic spreadsheet for identifying and organizing the fungi isolates,
regarding their morphology, host plant and attachment of microscopic images. To carry out the work,
a survey was made according to the symptoms observed in the field, then the material was stored in
a humid environment, for the formation of the reproductive structure. In the laboratory, solid culture
medium was prepared using the PDA method, and the fungi were isolated using direct and indirect
methods. After isolation, they were transferred to an incubator with temperature at 25°C and a 12-
hour photoperiod. After isolation, the identification was performed using morphological methods,
both by characteristics of the reproductive structures and the characterization of the colonies.
Following the methodology proposed in the work, exsiccates were created with material containing
fungal symptoms. In the isolations, carried out with samples of plants with symptoms of
phytopathogenic fungi, results were obtained, and of the isolated fungi, only two were added to the

silica gel preservation method, namely Asperisporium caricae and Clarohilum henningsii.

Keywords: Isolation; Storage; Culture collection; Archive;
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1. Introducéo

Os fungos fitopatogénicos refletem desafios para a agricultura por serem dificeis de
erradicar. Para isso, € habitual a utilizacdo de produtos fungicidas, que trazem impactos
ambientais causados pelo uso inconsequente, além de poder causar danos a saide humana. Para
mitigar esse processo, deve-se incentivar a utilizacdo de controle bioldgico como estratégia de
controle alternativo de fungos fitopatogénicos (Maslak, 2018).

Os fungos desempenham um papel importante para a humanidade, por isso é importante
a preservacdo destes para futuras utilizacbes. Novas pesquisas ressaltam a importancia da
preservacao a longo prazo e a manutencdo das caracteristicas do microrganismo (Felipe, et al.,
2019). As micotecas, que sdo constituidas por fungos, conservadas em meios de cultura, formam
colecdes, que a partir deste trabalho é possivel a identificacdo de fitopatdgeno. A identificacéo,
associado a etiologia e formas de disseminacdo, ajudam no desenvolvimento de técnicas de
manejo no campo (Melo et al., 2018).

Na producdo agricola é importante que a cultura implementada seja protegida contra
a ocorréncia de doencas, uma vez que causam prejuizos muitas das vezes irreversiveis (Melo et
al., 2018). Nesse sentido, é necessario conhecer os causadores das doencas, ao que se referem
principalmente os fungos. Para o desenvolvimento de tecnologias para o controle das doencas,
séo realizados estudos e pesquisas a fim de proporcionar medidas eficazes no campo e reduzir
prejuizos. Nesse cenario, alguns microrganismos fitopatogénicos sdo utilizados no controle
microbioldgico, destacando-se os fungos (Melo et al., 2018). Desse modo, a exploracdo nos
estudos para se adquirir colecBes de isolados de espécies de fungos é fundamental.

Para reunir as informacGes sobre os fungos fitopatogénicos, bem como sua origem,
identificacdo morfoldgica e molecular é necessario a criacdo de cole¢bes para armazenar as cepas
dos fungos (Dias et al., 2018). O processo de isolamento, identificacdo, conservacdo e uso de
microrganismos € uma pratica necessaria para o desenvolvimento de pesquisas, e para a obtengédo
de produtos de interesse econémico (Dellaretti et al., 2014).

A auséncia de isolados de fungos fitopatogénicos para servir de teste em estudos que
buscam potenciais agentes de controle bioldgico, é um fator que foi explorado durante esse
trabalho técnico. Por isso fez-se necessario o estudo detalhado, o que se torna importante a
conservacao de isolados, para que futuros estudos e novas tecnologias sejam desenvolvidas, com

0 objetivo de auxiliar o produtor a minimizar perdas (Melo et al., 2018).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
1. Criar a colecdo de fungos de fitopatogénicos no laboratério da UFS Campus do Sert&o.

2.2. Objetivos especificos

1. Coletar e isolar fungos de interesse agricola, com énfase nos fungos fitopatogenicos de parte
aerea.

2. Associar os fungos a sintomas de doencas foliares em plantas cultivadas;

3. Armazenar os isolados pelo método de silica-gel;

4. Caracterizar a colecdo de fungos fitopatogénicos.

3. Revisao bibliogréafica

3.1. Importancia de colec¢des de culturas de fungos oficiais existentes no Brasil

Segundo o Sistema de Informagé&o sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr), existem
no Brasil cerca de 32 cole¢des de microrganismos, incluindo bactérias, virus, microfungos e
microalgas. Os locais que mantém as cole¢bes de culturas registradas no SiBBr sdo: Na
Fundacdo Oswaldo Cruz, no estado da Amazonia, as culturas que compdem a CBAM séo de
isolados clinicos como: orofaringe e fezes humanas, e provenientes de ambientes naturais como:
agua dos rios, solos e igarapés. O ndmero estimado da colecdo de bactérias é de
aproximadamente 704, sendo que 338 estdo registradas em base de dados (SiBBr, 2025). Na
Universidade Federal do Tocantins, com a colecdo de microrganismos Carlos Augusto Rosa,
onde sdo preservados fungos e bactérias de diversos ambientes e regides brasileiras e
estrangeiras (SiBBr, 2025).

No estado de Goias, especificamente na Embrapa recursos genéticos e biotecnologia,
com a colecdo de microrganismos agentes de controle biologico de pragas na agricultura, que
contém linhagens de bactérias, fungos e virus, mantidos em métodos de preservacéo de longo
prazo (SiBBr, 2025. Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (CMBIio), com
autorizacao de pesquisa nas universidades de conservacao federal (Uc) - SISBIO. Laboratorio
de produtos florestais, com a colecdo de culturas de fungos xil6fagos, contendo fungos

filamentosos, em sua maioria, biodeterioradores da madeira (SiBBr, 2024). Universidade
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Federal de Goias, na colecéo de culturas bacterianas do IPTSP-UFG, estimando-se uma cole¢éo
de 200 exemplares, contendo 30 destes em base de dados (SiBBr, 2025)

No Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana, com a colecdo de virus do IDR -
Parana, contendo estirpes potencialmente protetivas e estirpes fortes do Citrus (SiBBr, 2025).
Total Biotecnologia Industrial e Comercio S/A, com a cole¢do de microrganismos funcionais
de biomas brasileiros, com a preservacdo de algumas bactérias e fungos do género
Trichoderma, Cordyceps, Beauveria, Metarhizium, etc., (SiBBr, 2025). Na Universidade
Federal de Sergipe, com colecdo de culturas de Microrganismos de Sergipe, com
aproximadamente 400 linhagens bacterianas, 1600 linhagens leveduriformes e 100 linhagens
de fungos micelianos isolados de diversos sitios e nichos ambientais em Sergipe (SiBBr, 2025)

Segundo a SBMIC (Sociedade Brasileira de Micologia), existem no brasil 55 cole¢des
de cultura de fungos, podendo ser citada como exemplo os acronimos; BCCp (Biblioteca
Central do Campus do Pici) da Universidade Federal do Ceara, com 921 culturas de fungos;
CCMOI/SE (Colecéo de Cultura de Microorganismos de Sergipe) com 1244 culturas de fungos;
CCMA-UFLA (Colecdo de Cultura de Microbiologia Agricola) contendo 1083 culturas de
fungos; MMBF (Micoteca Mario Barreto Figueiredo) com 942 colec¢des (Sbmic, 2025).

3.2. Importancia de cole¢des existentes em herbarios oficiais no Brasil

Segundo o Sistema de Informacdo sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr), existem
no Brasil 148 colecBes de plantas, incluindo plantas vasculares, algas, fungos, liquenes e
bridfitas. Na Figura 01, esta a representatividades dos estados com cole¢des de plantas. Em
destaque para o estado de Sergipe, existe o Herbario da Universidade Federal de Sergipe (ASE),
até o momento, a colecdo é composta por cerca de 38.500 amostras distribuidas em: cinco
familias de macroalgas; duas de Lycophyta; 17 de monilophyta; trés de Pinophyta; e 162
familias de Magnoliophyta. Sendo que, 0 ASE acomoda trés holotipos, cinco isétopos e nove
paratipos onde pertencem a nove familias de angiospermas (SiBBr, 2025).

De acordo com Dos Santos (2015), Os Herbarios séo colecbes bioldgicas de
plantas, fungos e algas com diversas finalidades, com enfoque na ciéncia e educagdo. As
colecBes sdo importantes para o estudo em taxonomia boténica, subdivisdo geogréafica e
nomenclatura dos nomes botanicos. Os herbarios, dependendo do material de pesquisa, recebem
diversificados nomes, como; Xiloteca (Colecéo de madeiras), Micoteca (Colecdo de fungos),

Carpoteca (Colecdo de frutas e sementes) entre outros (Dos Santos, et al., 2015).
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No inicio da criagdo dos herbarios, os mesmos eram propriedade privada, mas com 0s
inimeros depdsitos de colecdo de espécimes ligadas as instituicdes cientificas e de intercdmbio,
passou a ser comum no século XVIII. A pratica de intercdmbio nesse ramo de estudo, mostra-
se hoje muito importante, logo os acervos, garantem a sobrevivéncia dos considerados registros,
apos destruicdo causadas por incéndios, insetos ou até mesmo guerras. A importancia dos
herbarios assume papel fundamental no ambito regional e micro-regional, sendo registrados
documentos que abrangem a flora, e até mesmo grandes cole¢des (Soares, et al., 2018).

Os herbarios assumem papel importante para a comunidade cientifica e cultural de cada
determinada regido, possibilitando avancos em projetos, pesquisas, aulas praticas e inventarios
acerca da biodiversidade. As colecdes de herbario, se tornam uma ferramenta para o
entendimento sistematico da flora de uma regido ou continente, sendo ainda, um instrumento
instrutivo para os estudantes e técnicos, referéncia em pesquisas, dissertac@es, teses, monografia

entre outros (De Moura, et al., 2021).

Figura 01: Mapa da representatividade dos estados brasileiros com cole¢des em

herbarios

Fonte: SiBBr

Disponivel em:<https://collectory.sibbr.gov.br/collectory/>. Acesso em: 19 fev. 2025.
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3.3. Importancia das colegdes de culturas de fungos

A colecdo de culturas criada na UNESP, € um exemplo da importancia da preservagdo
e prospeccdo da biodiversidade. A universidade iniciou a adequacgéo a fim de atender ao deposito
de fornecimento de material biolégico de classe, juntamente com a Central de Recursos
Microbianos (CRMUNESP). De acordo com Polezel (2015), as cole¢des de cultura mantém a
diversidade bioldgica, onde os microrganismos sdo mantidos de maneira a garantir a viabilidade
e suas caracteristicas originais da cultura. As cole¢des de culturas e a preservagdo sdo importantes
centros de pesquisa, sendo voltada para a industria, agricultura e meio ambiente.
Segundo Silva (2018), os microrganismos mantidos na colecdo de culturas sédo
importantes para diversas finalidades, bem como na fixacdo de nitrogénio e no controle
biol6gico de pragas. Além disso, as culturas puras da colecdo de referéncia sdo papel

fundamental para o ensino e identificacdo de patdgenos.

3.4. Importancia dos métodos de armazenamento de fungos vivos (culturas)

No desenvolvimento de uma biotecnologia, uma das etapas € a manutencdo do
microrganismo viavel geneticamente por longos anos. Para evitar perdas das capacidades
metabolicas do microrganismo, existem diversas formas de preserva-los, levando em
consideracdo a necessidade de cada um, assim evitando perda da sua capacidade biotecnoldgica.
Alguns dos métodos mais utilizados sdo: preservacao por repicagem continua, métodos da dgua
destilada, 6leo mineral, papel filtro e silica-gel sendo este de médio prazo e a liofilizacdo como
método de longo prazo (Unfer et al., 2019).
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1. Meétodo de preservacao da repicagem continua

Esse método consiste na inoculagdo do microrganismo em meio de cultura especifica.
Em seguida o microrganismo é conservado por um tempo em baixa temperatura (4°C), assim
reduzindo o metabolismo e aumentando sua viabilidade nos intervalos de cada repicagem. O
armazenamento dos fungos deve ser em tubos de ensaios ou placas de petri vedadas, visando
reduzir a desidratagdo. A cada 10 e 40 dias, o0 método é repetido com nova inoculag&o,
crescimento e armazenamento (Unfer, et al., 2019).

2.  Método de preservagdo em agua salina estéril

O método de conservacdo fungica proposto por Castellani em 1939, sendo uma técnica
de médio prazo, tem o objetivo de manter conservado culturas de fungos em agua destilada em
temperatura ambiente e armazenadas em frascos de vidro &mbar. Essa técnica é vista como de
facil producdo e baixo custo, sendo conveniente pelo fato de apresentar influéncia de
microrganismos contaminantes, além de ocupar pequeno espaco fisico de armazenamento (De
Paula, et al., 2020).

Segundo Unfer (2019), essa técnica consiste em cultivar o fungo em meio sélido (agar)
utilizando-se frascos de tampa rosca, depois do crescimento fungico a cultura é coberta com a
solucdo e os frascos em seguida sdo armazenados na geladeira ou temperatura ambiente. A
cobertura com a solucdo, visa eliminar o oxigénio presente no microrganismo reduzindo dessa

forma o metabolismo, consequentemente prolongando a cultura.

3. Método de preservacdo com 6leo mineral

Semelhante ao método da &gua destilada estéril, essa técnica consiste em aplicar
camadas de 6leo mineral esterilizado sobre a cultura, isso permitira reduzir a quantidade de
oxigénio no microrganismo, diminuindo assim a taxa de multiplicacdo do agente. O
procedimento é iniciado multiplicando o microrganismo em meio de cultura, apos isso, o frasco
que contém a coldnia do fungo é coberto pelo 6leo mineral esterilizado. Por fim, esse frasco é

armazenado em temperatura ambiente ou refrigerador (Dellaretti et al., 2014).

4. Meétodo de preservacao em silica-Gel
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O método de preservacdo utilizando-se a silica-gel, foi desenvolvido por Perkins (1962),
essa técnica € de baixo custo e o fungo armazenado desempenha alta esporulacdo. Os conidios
sdo envolvidos com uma solucdo de leite desnatado e em seguida guardados em silica-gel. Os
fragmentos de cultura sdo depositados em tubos contendo a silica-gel, sendo a principal fungéo
desta desidratar o conteudo inserido no frasco, favorecendo o processo de preservacao por muito
tempo (Dellaretti et al., 2014).

5. Método da liofilizagéo

Segundo Dellaretti (2014), esse método de preservacao é constituido pela secagem do
material, e a remocdo da agua intracelular a partir do processo de sublimacéo. Os frascos de
vidro liofilizados sdo selados a vacuo, permitindo minimizar riscos de contaminacdo por
microrganismos oportunistas. Essa técnica, permite conservar as caracteristicas fenotipicas dos
isolados, o que assemelha a técnica de castellani. O tempo de armazenamento dessa técnica é
de 17 a 30 anos sem reativacOes, porém, a liofilizacdo pode causar lesbes a alguns

microrganismos, e o resfriamento e sublimacéo podem prejudicar as células.

4. Desenvolvimento do Trabalho Técnico — Colecao de Fungos
4.1. Metodologia
1.  Caracterizacéo do local de coleta

A coleta do material foi realizada no povoado Colénia Treze, municipio de Lagarto,
localizada na regido centro-sul do estado de Sergipe, sua zona climética é definida como
mesorregido agreste sergipano e microrregido agreste de lagarto. O municipio fica localizado a
uma latitude 10 sul e a uma longitude 37° oeste, estando a uma altitude de 183 metros (IBGE,
2024.

O bioma predominante no municipio de Lagarto-SE é a Mata Atlantica (IBGE, 2024).
Segundo dados disponibilizados pela EMDAGRO - Empresa de Desenvolvimento
Agropecuério de Sergipe, em seu histdrico de pluviosidade, Lagarto tem média anual entre 0s
anos de 2000 a 2021 corresponde a aproximadamente 1103 mm (EMDAGRO, 2021). A
temperatura média anual corresponde a 24,5 °C sendo o clima caracterizado subumido a seco e
semiarido (EMDAGRO, 2018).

Observa-se na Figura 02, a representatividade da localidade de estudo. O esforco de coleta
ocorreu principalmente em Lagarto, mas também foram encorpados & colecéo, isolados proveniente
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de outras localidades descritas posteriormente de acordo com a necessidade.

Figura 02- Localizacéo da area de coleta
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Fonte: Trindade, 2021.

2. Coleta do material

As coletas foram realizadas de acordo com os sintomas observados nas folhas da cultura,
em campo, algumas espécies vegetais cultivadas na localidade foram coletadas como exemplo;
A culturas da mandioca (Manihot esculenta Crantz), citros (Citrus sinensis L.), capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schumach) e mamao (Carica papaya L.). Para cada doenca encontrada
foram coletadas no minimo trinta folhas com sintomas e armazenadas em sacos plasticos para
transporte para o laboratorio.

As amostras foram observadas com o auxilio de lupas no laboratério em busca da presenca
de fungos associados aos sintomas. Na auséncia de esporulacdo dos fungos, o material foi
armazenado em ambiente Umido, com isso foi necessario criar uma cadmara Umida, para
favorecer o crescimento e a formacéo da estrutura reprodutiva, para esse ambiente foi utilizado
pedacos de algoddo umedecidos e recipientes fechados por até 48 horas. Uma vez observada a
esporulacdo, laminas de microscopia foram preparadas para identificacéo dos fungos associados.
Depois da identificacdo, parte das amostras foi selecionada para isolamento e outra parte para

herborizagcdo em prensa botanica.
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3. Isolamento dos fungos e meio de cultura

e Isolamento direto e indireto

Para realizar o isolamento direto, ao observar a esporulacdo dos fungos em lupa
estereoscopica, os esporos foram coletados com um estilete estéril e transferidos diretamente para
meio de cultura em placas de petri. As placas foram seladas com filme PVC, identificadas e
transferidas para incubadoras BOD em temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas (Bueno, et
al., 2022).

No método indireto de isolamento, o maior objetivo foi criar uma alternativa para que
se reduza a possibilidade de contaminacdo de microrganismos saprofitos. Para isso, a técnica
consistiu no corte de fragmentos do tecido vegetal doente na intersecdo entre a area do limbo
foliar sadia e com sintoma. Esses fragmentos foram higienizados utilizando solugéo de alcool
70% por 30 segundos, em seguida transferidos para um recipiente contendo hipoclorito de sédio
(NaClO) com concentracdo de 1,5% por 3 minutos, apds esse procedimento o excesso do NaCIO
foi retirado com &gua estéril, secando o material com papel autoclavado. Apoés isso, cada
fragmento da amostra foi depositado sobre o meio de cultura nas placas de petri em posicao
equidistante umas das outras.

As placas foram vedadas com papel filme (tipo PVC) e transferidas para a incubadora,
com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, a fim de proporcionar um ambiente
controlado para o patégeno (Bueno, et al., 2022). Apds o micélio ja desenvolvido, foram
efetuados recortes deles com o auxilio do estilete estéril, os recortes foram feitos em formatos
retangulares, com tamanho de 2 mm aproximadamente. As estruturas foram depositadas em
novas placas de petri contendo meio de cultura, dessa forma, chegando a cultura pura do fungo
alvo da coleta.

e Meios de cultura

Para a rotina de isolamento, o0 meio de cultura utilizado foi o BDA (Batata-Dextrose-
Agar). No laboratorio, foi utilizado o BDA industrializado, ja contendo os trés componentes no
mesmo recipiente, para cada 1 litro de agua, foi adicionado 39 gramas do BDA, segundo
instrugdes do fabricante. O meio de cultura, assim que preparado, foi esterilizado, a fim de que
ndo ocorressem contaminagdo de organismos presentes no ambiente. A esterilizagdo foi feita

em autoclave a 120 °C em torno de 20 minutos.
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4.  Caracterizagdo dos fungos coletados

As caracterizacdes dos fungos se deram por morfologia das coldnias e das estruturas
reprodutivas. Para caracterizacdo das coldnias, discos de meio de cultura contendo micélio
foram depositados no centro da placa de petri contendo meio de cultura BDA. As coldnias foram
incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas e avaliadas ap6s 5 dias de crescimento.

Para a caracterizacdo das estruturas reprodutivas, foram montadas ldaminas para observacao
em microscopia Optica de campo claro. Apds isso, foram observadas as principais
caracteristicas microscopicas como tipos de hifa, tipo de estrutura reprodutiva e tamanho dos
esporos (Salla et al., 2014).

5. Armazenamento dos fungos em silica-gel

A partir de cada coldnia com estruturas reprodutivas presentes, os fungos foram
armazenados em um método de longa duracdo (mais de trés anos a depender do fungo). Assim
que as estruturas reprodutivas foram observadas na coldnia, uma solucdo estéril de leite
desnatado a 10% foi depositada nas placas e as coldnias raspadas com alca de Drigalski estéril.
Pequenos pedacos de papel filtro (< 5 mm), foram embebidos com essa solugéo contendo 0s
esporos dos fungos e posteriormente, depositados sobre um papel filtro que os separam da silica-
gel que estara na parte inferior do frasco ambar de 30 ml, antes da utilizacdo dos frascos ambar,
todos passaram por uma esterilizagdo a seco em estufa por 4 horas em temperatura de 160 °C.
Os frascos foram fechados e armazenados na geladeira por tempo indeterminado (Unfer et al.,
2019).

6.  Criacdo da colecéo de culturas de fungos

A colecdo estd sendo mantida e armazenadas em geladeiras no Laboratorio 05 da UFS
Campus do Sertdo e no Laboratério LAFIBIO campus S&o Cristovao. As informacdes de cada
isolado foram organizadas levando em consideracdo a data do isolamento, nome do coletor e
nome do fitopatdgeno. Todas as informacGes sobre a caracteriza¢do dos isolados encontrados
também serdo organizadas em planilhas do Excel contendo todas as informagdes obtidas nas

avaliagdes dos isolados. Os isolados estdo disponiveis para futuras pesquisas de interesse da
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UFS em especial para o Laboratério de Defesa Vegetal do Campus do Sertdo e do Laboratdrio
LAFIBIO da UFS Séo Cristdvéo.

7. Criacgao do herbario micolégico

Foi produzido um herbéario contendo todos os fungos coletadas em campo, todas com
sintomas de doencas causadas por fitopatdgenos. Essa técnica é de suma importancia, pois trata-
se de exsicatas com sintomas de fitopatdgenos que podem comprometer culturas de importancia
agricola, nesse sentido, o microrganismo mais comum na herborizacdo sdo os fungos por
suportar o processo (Andrade et al., 2016).

Essa técnica consistiu na identificagdo através dos sintomas de doengas fungicas, em
seguida foram coletadas aproximadamente 15 folhas, identificado a doenca relacionada aos
sintomas, com o auxilio dos isolamentos realizados em laborat6rio, materiais académicos e
manuais, bem como o livro de fitopatologia, foi possivel identificar a doenca das plantas
coletadas. Para a elaboracdo das excicatas, alguns procedimentos técnicos e metodoldgicos
como prensagem, secagem do material e montagem foram realizados. Os processos de
herborizacdo consistem nas seguintes etapas: Prensagem, que é a organizacao das amostras em
uma folha dobrada de papel ou jornal, separadas por laminas de papeldo e em seguida
sobrepostas por uma moldura de madeira, sendo apertadas por cordas para fixar o material,
nessa etapa foi fundamental anotar no caderno de campo o mesmo nimero de coleta contido no
material prensado, posicionar folhas do ramo com ambas as superficies (face abaxial e adaxial)
para 0 mesmo lado da amostra, facilitando a identificacdo da exsicata.

A préxima etapa consistiu na secagem do material, ou seja, a desidratacdo que apds a
confirmacg&o de que o material esta seco, 0 mesmo foi removido da prensa e guardado em pacotes
por folhas de papel. Por dltimo, foi feito a montagem do produto final, que se refere a
exsicata, onde é identificado por etiquetas com todas as informacdes de coletas (Freitas et al.,
2022).
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4.2. Resultados

O trabalho de conclusé&o de curso foi realizado no Laboratorio LAFIBIO, sendo isolados
cinco tipos de fungos fitopatogenicos (Quadro 01). As plantas com presenca de sintomas como
a ferrugem e oidio ndo foram isoladas em meio de cultura, por se tratar de fungos biotroficos,
ou seja, sua alimentacdo é por meio do tecido vivo do hospedeiro, onde sobrevivem dos

nutrientes providenciados por ele durante periodos prolongados (Andrade et al., 2016).

1. Exsicatas

As plantas que apresentaram doencas causadas por fungos biotroficos foram coletadas
para confeccdo das exsicatas, sendo que, as demais doencas que foram isoladas em meio de
cultura, uma parte do material também foi prensada com a mesma finalidade. No quadro 01,
estdo descritas as culturas, doencas e fitopatdgenos que foram coletadas para realizacdo das

exsicatas.

Quadro 01: Relagdo das plantas coletadas de acordo com a doenca e fitopatogeno

Culturas Doencas Fitopatogénicas Fitopatdgenos
Capim - Elefante

(Pennisetum purpureum) Mancha Foliar de Cochliobolus
purp Bipolaris heterostrophus
Cajueiro (Anacardium Mancha Angular Septoria sp.

occidentale)
Amoreira (Morus nigra) Ferrugem Gymnosporangium mori.
Mandioca (Manihot esculenta)

Cercosporiose Clarohilum henningsii
Mamoeiro (Carica papaya) Variola Asperisporium caricae
Laranjeira (Citrus sinensis) Mancha Graxa Zasmidium citri

Fonte: Proprio autor, 2025.

A primeira etapa, que consiste na prensagem do material para confeccdo das excicatas é
demonstrado logo abaixo na Figura 03. O material representado, se refere & cultura do cajueiro
(Anacardium occidentale L.), que foi coletado na UFS S&o Cristovao. A doenca foi identificada como
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Mancha de Septoria, ao que se observando as folhas, as mesmas apresentaram lesdes arredondadas,
halo clorético e manchas irregulares (Martins et al., 2018). Para todas as culturas coletadas com

sintomas de doencas fitopatogénicas, seguiu-se 0s mesmos procedimentos de prensagem.

Figura 03: Etapa de prensagem do material coletado

Fonte: Proprio autor, 2025.

Seguindo ainda a mesma etapa, ap0s o material estar revestido por papel jornal, ele foi
colocado sobre dois pedacos de papeldo (Figura 04) para garantir maior firmeza e fixacdo das
posicdes das folhas (lado abaxial e adaxial). Segundo Freitas (2022) na auséncia de estufa de
secagem, como foi o caso, uma alternativa é deixar a prensa posta em local ensolarado, ou
préximo a uma fonte de calor, trocando os papéis diariamente.
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Figura 04: Etapa de Prensagem do material

Fonte: Préprio autor, 2025.
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Apo6s o material estar totalmente seco, 0 mesmo foi removido da prensa de papeldo e
guardado em sacos de papel Kraft de 5 kg, identificados e organizados (Figura 05), para serem
levados para UFS Campus do Sertéo, onde ficardo para fins de pesquisas e consultas.

Figura 05: Identificacdo da exsicata

Fonte: Proprio autor, 2025.

2. Isolamentos

Os resultados dos isolamentos foram obtidos através dos cinco tipos diferentes de fungos
coletados em campo, sendo que, apenas dois foram submetidos ao armazenamento da silica-gel.
Todos os isolamentos foram repetidos, pois a presenca de microrganismos oportunistas dificultou a
etapa de repicagem e consequentemente o armazenamento. Os fungos armazenados em silica-gel
foi o Clarohilum henningssi e 0 Asperisoporium caricae, mesmo com a presenga de contaminantes
nas placas foi possivel obter cultura pura e preserva-los em fracos contendo a silica-gel.
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Figura 06: Isolamento indireto em camara de fluxo laminar

Fonte: Préprio autor, 2024.
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No isolamento indireto, com o meio de cultura vertido nas placas de petri e com todo os
materiais esterilizados, os fragmentos foram submetidos a higienizagdo e a triplice lavagem,
secados com papel filme e adicionados nas placas em posic¢oes equidistantes, identificados e
vedadas com papel filme (Figura 07), ap0s isso, foram armazenadas na BOD por 7 dias ou até o
desenvolvimento micelial. Apos esse periodo de incubacéo, foi realizado a repicagem, para garantir
a purificacdo das culturas, dessa forma os fragmentos foram depositados em novas placas com
meio de cultura estéril, sendo possivel produzir coldnias puras dos fungos isolados (Duin et al.,
2015).

Figura 07: Placas de petri vedadas e identificadas.

Fonte: Proprio autor, 2024.

Segundo Bueno et al., 2022, em seu guia pratico para isolamento e conservagédo de
fungos fitopatogénicos, manter as condi¢cdes assepticas do ambiente, ferramentas e
equipamentos nas atividades do laboratério, é de suma importancia para conter 0s riscos de
contaminagdo e interferéncias nos resultados experimentais, sendo que, as principais
dificuldades encontradas nos experimentos bioldgicos é a contaminacdo por diferentes
microrganismos (Bueno et al., 2022).
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Quadro 02: Relacao dos fungos isolados quanto ao meio de cultura e método de isolamento

Fitopatdgenos Meio de cultura Metodo de isolamento
Clarohilum Henningsii BDA Indireto
Asperisporium caricae BDA Indireto/Direto
Zasmidium Citri BDA Indireto
Septoria Anacardii Freire BDA Indireto

3. Armazenamento de fungos fitopatogénicos preservados no método silica-gel

. Clarohilum henningsii

Fungo causador da doenga conhecida como “mancha parda da folha”, a cercosporiose
(Figura 08) se favorece em regides chuvosas, sendo uma doenca que se espalha de maneira
muito elevada, onde as perdas relacionadas a essa doenga, dificilmente ultrapassa o percentual
de 20% da produtividade. Os sintomas ficam visiveis nas folhas em formato de manchas
necroticas, e com a evolucdo da doenca, as folhas se mostram amareladas, secas e
consequentemente caem (Martinazzo et al., 2017).

As espécies do género Cercospora € caracterizado pela formacdo de células
conidiogénicas geniculadas, os conidios sdo formados nos conidiéforos sendo liberados
lateralmente e pelas extremidades. Os fungos Cercosporoides, desenvolvem modificagdes na
sua germinacéo, penetracdo, colonizacdo e esporulacdo, podendo penetrar tanto por via direta

ou aberturas naturais, por sua acdo de toxinas (Andrade et al., 2016).

Figura 08: Cercosporiose na cultura da mandioca Clarohilum henningsii

Fonte: Proprio autor, 2024.
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Apds a realizacdo da repicagem do fungo Clarohilum henningsii, ja com a placa contendo
a cultura pura do microrganismo (Figura 09), foi iniciado o processo de preservacédo do fungo na
silica-gel (Figura 10). O método da silica-gel, que utiliza o leite desnatado, visa a protecéo de
esporos dos fungos e seu armazenamento em gel de silica, podendo permanecer viavel por 4-5
anos (Unfer et al., 2019).

Figura 09: Placas da repicagem do fungo Clarohilum Henningsii em meio BDA

Fonte: Proprio autor, 2024.

Figura 10: Etapa da preservacdo do fungo em silica-gel

Fonte: Proprio autor, 2024.

O fungo apresentou dois morfotipos, ou seja, duas formas miceliais de desenvolvimento,
onde foram observados por laminas de microscopia, sendo os dois morfotipos preservados em

silica-gel (Figura 11), ap6s feito o processo de preservagdo, os frascos ambar foram
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armazenados em geladeira com identificacdo.

Figura 11: Preservacdo em silica-gel do fungo Clarohilum Henningsii
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Fonte: Préprio autor, 2024.

. Asperisporium caricae

Fungo causador da doenca variola, conhecida também por “Pinta-Preta” (Figura 12).
Essa doenca é uma das que mais causam danos econdmicos na cultura, pois provoca danos no
desenvolvimento da planta, atingindo diretamente a area fotossintética das folhas, por
intermédio de lesdes arredondadas (Vivas et al., 2015).

O Asperisporium caricae € um fungo anamorfico, do qual sua fase perfeita é
Mycosphaerella caricae. Pertencente a familia Mycosphaerellaceae, € um hifomiceto
cercospordide, seus conidioforos sdo de cor olivacea, ndo contendo ramificagdes formando
esporodoquio espesso, 0s conidios sdo de coloracdo marrom-escuro, apresentando cicatrizes na

base (Silverio et al., 2015).
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Figura 12: Variola na cultura do mamoeiro causada pelo fungo Asperisporium

caricae

Fonte: Proprio autor, 2024.

Das seis placas com o fungo jad desenvolvidos, duas apenas conseguiram ser
recuperadas, pois as demais tinham a presenga de outros microrganismos oportunistas bem
desenvolvidos (Figura 13). O Asperisporium caricae, apresenta crescimento lento, por esse
motivo é cultivado com dificuldade em meio de cultura artificial, sendo que o didmetro das suas
coldnias atinge a faixa de 2 mm em aproximadamente dois meses de cultivo artificial (Oliveira
et al., 2009).

O isolamento foi realizado duas vezes, sendo que no primeiro as placas foram tomadas
inteiramente por contaminantes, sendo descartadas, ja no segundo isolamento foi possivel

recuperar o fungo A. caricae, pelo método da repicagem.
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Figura 13: Fungo Asperisporium caricae isolado em meio de cultura BDA

S

Fonte: Proprio autor, 2025.
No processo da repicagem (Figura 14) foram utilizadas trés novas placas de petri
contendo meio de cultura BDA, das trés placas, apenas duas ndo foram contaminadas por

microrganismo oportunistas, sendo estas utilizadas para a preservacao.

Figura 14: Placas da repicagem do fungo A. caricae em meio de cultura BDA

Fonte: Proprio autor, 2025.

Na preservacdo do fungo Asperisporium caricae (Figura 15), foram utilizados dois
frascos ambar para armazenamento dos esporos, sendo gue as placas contendo a repicagem do

material foram armazenadas na BOD para futuras utiliza¢cdes e manutencgdo do fungo.

Figura 15: Preservacdo em silica-gel do fungo Asperisporium caricae
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5. Consideracoes finais

Diante de todas as etapas descritas no trabalho, foi possivel desenvolver as técnicas de
coleta de material, identificagdo quanto ao agente causador da doenca de planta, e, por
conseguinte, os isolamentos para obtencéo de culturas puras do microrganismo para preservacao
no método silica-gel. Essas cole¢es ficardo disponiveis na universidade para continuidade de
trabalhos futuros, visando a colaboragdo em pesquisas e estudos académicos.

Essa colecdo consistiu na coleta do material apenas da parte aérea, sendo possivel em
futuros trabalhos a complementacdo de outras partes, bem como da parte radicular, flor, fruto
entre outros. Por fim, os resultados foram todos obtidos, seguindo as etapas descritas na

metodologia, e adaptacdo no decorrer das atividades em laboratério.
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