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Metodo eficiente de isolamento direto de Microcyclus ulei a partir de amostras de
folhas de Hevea brasiliensis coletadas em campo.

Efficient method to direct isolation of Microcyclus ulei from samples of Hevea
brasiliensis leaves collected on field.
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Microcyclus ulei causa a doenca mal-das-folhas-da-seringueira. Este fungo é de dificil
isolamento e cultivo em cultura pura. O uso do método de isolamento direto de M. ulei para
BDA (Batata Dextrose Agar) relatado na literatura tem resultado em insucessos no Laborat6rio
de Fitopatologia da Embrapa Acre, para a obtencéo de isolados deste fungo a partir de amostras
coletadas no campo. Nestas amostras, sdo obtidas, frequentemente, col6nias do fungo
Cladosporium fulvum, bactérias e leveduras. O método de isolamento direto a partir de
suspensdo concentrada de esporos da fase assexuada (Fusicladium heveae) em papel filtro,
semeados em agar com antibidtico, aumenta as chances de obtencdo de isolados, mas é
altamente dispendioso em relacdo ao primeiro e, requer sucessivas repicagens em curto
intervalo de tempo. Para selecionar um método eficiente de obtencdo de cultura pura de M. ulei,
a partir de amostras coletadas no campo, os meios M4, M6, M8, BDA, Agar + 50 ppm de
cloranfenicol, Agar + 100 ppm de cloranfenicol, Agar + 150 ppm de cloranfenicol foram
preparados em dez tubos inclinados com tampa de algoddo para cada meio, colocando-se 5 mL
de meio em cada tubo com auxilio de uma pipeta automatica. As solu¢des do antibiético
cloranfenicol e do complexo amino-vitaminico-mineral foram adicionadas a cada tubo ap6s
autoclavagem e resfriamento do meio de cultura até a temperatura de 40 + 2 °C. Folhas com
lesbes de M. ulei foram coletadas em sacos de papel pardo e trazidas ao laboratério para exame.
Apobs a selegdo das folhas com lesdes cobertas de conidios do fungo alvo em microscopio
estereoscopico no aumento de 50X, fez-se a operacdo de transferéncia de conidios das lesdes
com um estilete de ponta fina flambada e esfriada em meio agarizado, dentro da camara de
fluxo desligada. Em seguida, os tubos foram colocados em cémara de germinacdo com
temperatura controlada a 25 °C, no escuro. A avaliacdo dos tubos aos 60 dias apds a
transferéncia de conidios resultou na obtencdo de 01 isolado de M. ulei no meio M4 e sete
isolados no meio M6. Nos demais meios de cultura, ndo foram obtidos isolados puros de M.
ulei. Por outro lado, em todos os demais tubos houve crescimento de fungos contaminantes,
sendo identificado Cladosporium fulvum na maioria dos tubos. Concluiu-se que o método de
isolamento direto para BDA, M4, M8 e Agar com antibidtico teve baixa eficiéncia na obtencao
de isolados de M. ulei neste tipo de amostra. O método de isolamento direto utilizando-se o
meio M6 inclinado resultou em grande nimero de isolados puros e é o melhor método para a
atividade de isolamento de M. ulei a partir de amostras de campo.
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