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RESUMO: A conservagdo de bactérias fitopatogénicas ¢ essencial para manter culturas disponiveis a
pesquisa e ao diagnostico. Objetivou-se avaliar a viabilidade e a pureza de isolados de Pseudomonas spp.
preservados pelo método de Castellani, em comparagdo a herborizagio de tecidos infectados e as repicagens
sucessivas em agar nutriente inclinado. Antes do armazenamento, realizaram-se testes de hipersensibilidade
em fumo e de patogenicidade em tomateiro. A recuperacdo das culturas foi avaliada por plaqueamentos
trimestrais em agar nutriente. Os isolados conservados em agua destilada estéril apresentaram crescimento
apos 24 horas de incubagdo, com manutengdo da pureza. Nas repicagens sucessivas, observaram-se
dessecamento do meio e contaminagdes. O método de Castellani mostrou-se uma alternativa pratica para a
conservacdo dos isolados nas condi¢des avaliadas, permitindo a recuperagao de culturas viaveis durante o
acompanhamento.
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INTRODUCAO

A disponibilidade de isolados bacterianos ¢
necessaria para a realizagdo de experimentos e
atividades de diagndstico fitopatologico. A
conservagdo dessas culturas deve permitir sua
recuperagdo e a manutencdo das caracteristicas
relevantes ao uso, considerando o0s recursos
disponiveis no laboratério. Essa necessidade
acompanha a busca por métodos acessiveis, como
no estudo de Manni et al. (2026), que avaliaram
uma alternativa de baixo custo para a preservacao
prolongada de bactérias e a manutencdo de seus
atributos fenotipicos.

Entre as possibilidades de conservagdo, o método
de Castellani utiliza agua destilada estéril e
apresenta simplicidade operacional. Nishisaka et
al. (2026) empregaram culturas recuperadas de
tubos de Castellani em ensaios com fitopatogenos,
demonstrando sua aplicagdo em pesquisas
agricolas. Entretanto, sua utilizacdo em uma
colecdo exige acompanhar a viabilidade e as
caracteristicas  dos  isolados  durante o
armazenamento.

Assim, objetivou-se avaliar a viabilidade, a pureza
e as caracteristicas culturais de isolados de
Pseudomonas spp. preservados pelo método de
Castellani, em comparagdo a herborizacdo de

tecidos infectados e as repicagens sucessivas em
agar nutriente inclinado.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se isolados de Pseudomonas spp. da
colecdo do Laboratorio de Fitopatologia do IF
Goiano — Campus Morrinhos. Apos a reativagio e
a avaliacdo da pureza, realizaram-se testes de
hipersensibilidade em fumo e de patogenicidade
em tomateiro. Neste ultimo, a inoculacdo ocorreu
por infiltragdo foliar com seringa, utilizando
suspensao bacteriana em solugdo salina a 0,8%.
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Figura 1 — Esquema ilustrativo das etapas de
conservacio e avaliacio de isolados de
Pseudomonas spp.

Para a conservagdo pelo método de Castellani, a
massa bacteriana foi transferida para tubos
contendo de 1 a 3 mL de 4gua destilada
autoclavada. A herborizacdo foi realizada com
tecidos foliares infectados de tomateiro, prensados
entre folhas de jornal. Nas repicagens sucessivas,
utilizaram-se tubos com 10 mL de 4gar nutriente
solido inclinado. O acompanhamento ocorreu
trimestralmente por plaqueamento por
esgotamento em Adgar nutriente, verificando-se a
recuperacdo das culturas e a ocorréncia de
contaminagdes. A sequéncia dos procedimentos
esta apresentada na Figura 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na caracteriza¢do inicial, os isolados
apresentaram reagdo de  hipersensibilidade
positiva em fumo e provocaram sintomas nos
tomateiros sete dias apds a inoculagdo. Essas
observagdes correspondem a condicdo das
culturas antes do armazenamento.

Durante 0 acompanhamento, as
repicagens sucessivas apresentaram dificuldades
relacionadas ao dessecamento do meio e a
ocorréncia de contaminac¢des. A necessidade de
intervencoes frequentes dificultou a manutencao
das culturas, representando uma limitacdo
operacional nas condi¢des do estudo.

Os isolados conservados pelo método
foram recuperados em A4gar nutriente, com
crescimento apds 24 horas de incubagdo e
manutencdo da pureza nas avaliagdes realizadas.
Esse resultado indica que a conservagdo em agua
destilada estéril permitiu manter culturas
recuperaveis durante o periodo acompanhado.

As dificuldades observadas  nas
repicagens devem ser interpretadas considerando
o procedimento empregado. Em condigdes
distintas, Moore e Millar (2026) recuperaram
bactérias ambientais, incluindo representantes da
mesma, apos seis meses de conservagdo em placas
refrigeradas. Esse estudo demonstra que a
conservacdo em meio solido também pode
apresentar resultados satisfatorios, embora nao
constitua uma comparagdo direta com os isolados
aqui avaliados. No presente trabalho, a
recuperacdo das culturas e a pureza observada
indicam o potencial do método de Castellani nas
condigoes utilizadas.
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CONCLUSAO

O método de Castellani validou-se como o
sistema mais eficiente e pratico para a preservacao
de Pseudomonas spp., garantindo alta viabilidade
celular e pureza das culturas com custo
operacional nulo.
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