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e Objetivos

a) Caracterizar fungos filamentosos e leveduras utilizando critérios morfoldgicos.
b) Verificar a importancia da técnica de microcultivo na caracterizag¢do dos fungos.

e Consideragoes

Os fungos sdo micro-organismos bastante diversos e estima-se que existam aproximadamente
1.500.000 espécies no planeta. Atualmente, os fungos sdo caracterizados por técnicas moleculares
(sequenciamento de DNA), bem como a utiliza¢do de caracteristicas morfolégicas para a determinacgdo de
espécies. Assim, caracterizagao morfoldgica dos fungos é uma ferramenta indispensavel para o estudo dos
fungos e ampliar o conhecimento taxonémico desse grupo pouco estudado pelos taxonomistas.

Apesar de existirem algumas técnicas para identificar fungos utilizando a morfologia, a técnica de
microcultivo (ou cultivo em |amina) é empregada por alguns taxonomistas de fungos. Esta técnica consiste
na preparacao de culturas de fungos em laminas de microscopia para observac¢do direta em microscépio de
campo claro. O microcultivo permite na integra o estudo das estruturas de reprodugdo (tanto sexuadas
guanto assexuadas) da maioria dos fungos; facilitando a observacdo das principais caracteristicas utilizadas
para identificar tais micro-organismos. Vdrios protocolos foram estabelecidos para tal técnica. A seguir
apresento aquele que é comumente utilizado.

¢ Procedimento

1- Preparo das laminas

a) O grupo ira receber quatro placas estéreis contendo cada: (i) um tubo em “U” e (ii) uma lamina de
microscopia sobre tubo em “U” (Figura 1).

b) Anotar nas placas de Petri os respectivos cédigos das culturas de fungos que o grupo ira trabalhar. Sera
utilizada apenas uma placa por fungo.

c) Em seguida, com auxilio de uma espatula flambada, cortar um quadrado de aproximadamente 1 cm” do
meio Corn meal Agar (agar fuba) e depositar o bloco de agar sobre a lamina. Realizar todo o procedimento
proximo a chama do bico de Bunsen.

2- Transferéncia dos fungos

a) Com auxilio de uma agulha de inocula¢do (no caso de fungos filamentosos), flambar a agulha e tocar na
superficie da colonia do fungo.

b) Em seguida, tocar a agulha nos quatro cantos do bloco de agar; flambar a agulha.

¢) No caso das leveduras, com auxilio da alca de transferéncia, tocar a col6nia e riscar suavemente duas
vezes o bloco de agar.
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d) Tanto para as leveduras quanto para os fungos filamentosos, apds inocular o material no bloco, flambar
a pinca e retirar uma laminula estéril de dentro do recipiente apropriado e dispor suavemente a laminula
sobre o bloco de agar.

e) Flambar novamente a pin¢a e retirar algoddo umedecido do Becker fornecido. Remova o excesso de
agua do algoddo pressionando o mesmo contra a parede do Becker.

f) Colocar o algoddo no interior da placa de Petri de modo a ndo tocar a lamina ou a superficie da laminula.

3- Incubacdo e resultado esperado

a) Apds o grupo preparar todas as placas, estas deverdo ser embrulhadas em saco pldstico e incuba-las a
252 C durante sete dias, no escuro (BOD).

b) Apds o periodo de incubacdo, espera-se que os fungos utilizem os nutrientes contidos no meio e cresgcam
formando as estruturas de reproducdo sobre a superficie da lamina e da laminula.
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e Apéndice

Corn meal Agar (ou agar fuba)

Extrato de fuba................. 2g
ABAr weieeiiiiiiiiiee e, 15g
Agua destilada.................. 1000mL

Laminula

Pl

Bloco de agar

[ |)‘ 74—> Ldmina

( \_i‘
Tubo em “U”

Figura 1. Esquema geral do microcultivo
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