Estudo (S UNIVATES

caDebate

em Gesta
Planejam

Revista Estudo & Debate, Lajeado, v. 28, n. 2, 2021. ISSN 1983-036X
DOI: http://dx.doi.org/10.224l()/issn.1983-036X.v28i2a2021.2638
http://www.univates.br/revistas

AVALIACAO DA VIABILIDADE DE CELULAS FUNGICAS EM
DIFERENTES TIPOS DE ARMAZENAMENTO
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q

Resumo: A preservacio das micotecas em laboratérios é importante para futuros estudos. O objetivo do trabalho
foi avaliar a viabilidade das células fingicas em diferentes condigbes de armazenamentos. Os experimentos
foram realizados em triplicatas com os géneros Curvularia, Fusarium, Botrytis e Penicillium. Os fungos foram
mantidos em cinco diferentes tipos de armazenamento, que foram: 4gar inclinado com glicerol, 4gar inclinado,
glicerol em microtubos estéreis, pequenos fragmentos de dgar e dgua destilada, em trés temperaturas diferentes:
temperatura ambiente (23 °C), geladeira (5 °C) e congelador (-20 °C). A viabilidade foi observada apés 15, 30,
45 e 60 dias. Dentre as condi¢es aplicadas, os que obtiveram os melhores resultados, Curvularia obteve maior
nota em pequenos fragmentos de dgar em temperatura ambiente, dgua destilada em temperatura ambiente
e temperatura de geladeira até os 60 dias. J4 o género Fusarium atingiu nota mdxima em fragmentos de dgar
em temperatura ambiente e temperatura de geladeira e dgua destilada também em temperatura ambiente e
temperatura de geladeira. Entretanto, o género Botrytis demonstrou um melhor crescimento tendo nota maxima
em d4gar inclinado em temperatura ambiente, hifas no glicerol em temperatura de geladeira, fragmentos de
dgar em temperatura de congelamento e dgua destilada em temperatura ambiente, temperatura de geladeira e
temperatura de congelador durante o periodo observado. Penicillium apresentou nota méxima em fragmentos
de dgar em temperatura de geladeira e com dgua destilada em temperatura ambiente, nos 60 dias. Todos os
géneros obtiveram os melhores resultados com dgua destilada em temperatura ambiente.
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EVALUATION OF THE VIABILITY OF FUNGAL CELLS IN
DIFFERENT TYPES OF STORAGE

Abstract: The preservation of library collections in laboratories is important for future studies. The objective
of this work was to evaluate the viability of fungal cells in different storage conditions. The experiments were
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carried out in triplicates with the genera Curvularia, Fusarium, Botrytis and Penicillium. Fungis were stored
stored in five different types of storage, which were: inclined agar with glycerol, inclined agar, glycerol in sterile
microtubes, small fragments of agar and distilled water in three different temperatures: room temperature (23
°C), refrigerator (5 °C) and freezer (-20 °C). Viability was observed after 15, 30, 45 and 60 days. Among
the conditions applied, the ones that obtained the best results, Curvularia obtained a higher grade in small
fragments of agar at room temperature, distilled water at room temperature and refrigerator temperature
up to 60 days. The genus Fusarium reached a maximum grade in agar fragments at room temperature and
refrigerator temperature and distilled water also at room temperature and refrigerator temperature. However,
the genus Botrytis showed a better growth having a maximum grade in inclined agar at room temperature,
hyphae in glycerol at refrigerator temperature, agar freezing temperature fragments and distilled water at room
temperature, refrigerator temperature and freezer temperature. Penicillium presented a maximum note on agar
fragments at refrigerator temperature and with distilled water at room temperature in the 60 days. All genera
obtained the best results with distilled water at room temperature.

Keywords: Collection of cultures. Filamentous fungi. Soil.

1 Introdugéo

Os fungos sio organismos eucariontes, unicelulares (leveduriformes) ou
multicelulares (filamentosos) (MOURA et al., 2016). A estrutura desses organismos é
basicamente formada por filamentos chamados de hifas que em conjunto é denominado
micélio. O micélio pode ter duas formas distintas: micélio vegetativo que é aquele que se
fixa no substrato absorvendo assim os nutrientes necessdrios para o seu desenvolvimento
e o micélio reprodutivo que produz esporos para promover sua reproducio (ALMEIDA,
2015), a técnica de microcultivo é usada para visualizar com mais detalhes essas estruturas
(RIBEIRO; STELATO, 2011).

Existem espécies macroscopicas (cogumelos) e microscépicas que sao conhecidas
como bolores ou mofos e as leveduras (PUTZKE, 2004). Sao encontrados em praticamente
todos os lugares e sua alimentacio se dd por meio da absor¢ao de matéria-organica existente
no solo, na dgua, nos animais e nas plantas hospedeiras (TORTORA et al., 2012). Devido
a essa caracteristica sao considerados 6timos decompositores e podem ser utilizados como

fertilizantes de solo (MOURA ez 4l., 2016).

Nas plantas, sdo benéficos por fornecem nutrientes e dgua, favorecendo assim, a
retengio de umidade, agregacio e a estabilidade dos solos como simbiontes obrigatérios
chamados de fungos micorrizicos (SOUZA ez al., 2003). Dentre os géneros mais encontrados
no solo estao Botrytis, Curvularia, Fusarium e Penicillium (BORGES ez al., 2011).

Estudos como o de Colla e colaboradores (2008) mostraram que fungos filamentosos
como o Aspergillus, Penicillium e Trichoderma conseguem se desenvolver em meio
contaminado com atrazina indicando a possibilidade de utilizagio desses organismos em
estudos de biorremediagio de solos contaminados com herbicidas triazinicos, usados para
controle de ervas daninhas. Jd4 os fungos entomopatogénicos tém grande versatilidade e
podem infectar diferentes estdgios de desenvolvimento de insetos considerados pragas em
plantagées, sendo muito utilizados no controle biolégico (DE CASTRO, 2016).

Por isso, a preservacao destes individuos por longos periodos de tempo em laboratério
¢ importante para estudos cientificos e aplicacoes tecnoldgicas. As colegoes de culturas sio
centros de conservagio que tem a funcio de coletar organismos relevantes, tornando-os
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disponiveis para usudrios interessados. Os maiores problemas encontrados na preservagio
durante periodos prolongados sao garantias da sobrevivéncia microbiana, conservagio das
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, genéticas, pureza dos isolados e a contaminagio
por parte de outros fungos, bactérias e dcaros (ABREU; TUTUN]JI, 2005; CANHOS e
al., 2007).

Os principais métodos de preservagio de fungos utilizados sdo temperaturas
baixas, nitrogénio liquido, silica-gel, solo ou areia, tecidos secos do hospedeiro, repicagens
periédicas, dgua destilada ou método de Castellani, liofilizagio e éleo mineral (BUENO
et al., 2006). A escolha do método de preservacio deve levar em conta o baixo custo de
manutenc¢do, facilidade no armazenamento, importincia do acervo e principalmente
da disponibilidade de equipamentos (ABREU; TUTUN]JI, 2005). Frente ao exposto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade de células fingicas em diferentes
condigbes de armazenamento.

2 Material e Métodos

2.1 Isolamento de fungos

Os fungos utilizados no trabalho foram isolados de solos coletados em uma
propriedade rural, localizada no interior do municipio de Arroio do Meio, situado no Vale

do Taquari — Rio Grande do Sul.

Apés a remocio de sujidades superficiais, as massas de solo foram coletadas ao
acaso, com o auxilio de um trado modificado, em uma parcela de aproximadamente 1
m?. As amostras foram coletadas em cinco pontos diferentes, amostrando-se os cantos e o
centro do quadrante, e a dimensdo desta amostragem era de 10 cm de didmetro e 5 cm de

profundidade.

As amostras dos solos coletados foram armazenadas em um balde pldstico previamente
desinfetado com dlcool 70° GL, apés esta coleta, as amostras foram homogeneizadas e
transferidas para um saco de stomacher estéril, colocadas em uma caixa de isopor contendo
gelo e transportadas até a Universidade do Vale do Taquari — Univates, no laboratério de
Microbiologia Diddtico. Em seguida, as amostras foram seca durante 24 horas, a 25 °C
em estufa bacterioldgica. Deste material se fez diluicoes decimais sucessivas e em seguida,
o isolamento de diversos fungos. Para as avaliagoes da viabilidade fingica foram utilizados
os diferentes géneros de fungos filamentosos: Penicillium, Fusarium, Curvularia e Botrytis.

2.2 Avaliagao da viabilidade fingica

Os experimentos foram realizados em triplicata. Para o armazenamento dos fungos
foram utilizadas cinco metodologias, que foram: preservagio em dgar inclinado, preservagio
em 4gar inclinado com glicerol, preservagio em glicerol (hifas/esporos), preservagio em
pequenos fragmentos de dgar e preservacio com dgua destilada estéril.

Para a preservagio em dgar inclinado foram utilizados aproximadamente 5 mL de
dgar Sabouraud Dextrose (SAB) em cada tubo de ensaio. Estriou-se os fungos no dgar e
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em seguida os tubos foram incubados a temperatura de 25 °C por 5 dias (ALVES; FARIA,
2010).

Na preservagio em 4gar inclinado com glicerol foram utilizados aproximadamente
5 mL de 4gar SAB inclinado em cada tubo de ensaio. Estriou-se os fungos no 4gar e em
seguida os tubos foram incubados a temperatura de 25 °C por 5 dias. O glicerol estéril foi
adicionado aos tubos apds o fungo j ter se desenvolvido (BUENO, 2006).

Na metodologia de preservagio em glicerol (hifas/esporos), primeiramente os fungos
foram incubados em dgar SAB a 25 °C por 5 dias. Apds este periodo, as hifas dos fungos
foram raspadas com o auxilio de uma al¢a de inocula¢io de aproximadamente 10 pL e
colocadas em microtubos estéreis com glicerol (GIRAO ez al., 2004).

A preservacio em pequenos fragmentos de dgar foi realizada apés a incubagio dos
fungos em dgar SAB a 25 °C por 5 dias. Pequenos fragmentos de dgar de 0,5 x 0,5 cm com
o fungo desenvolvido foram transferidos para microtubos estéreis (DELLARETTI, 2014).

A preservagio por método de Castellani foi feita da seguinte forma: Apés a incubagio
dos fungos em 4dgar SAB a 25 °C por 5 dias foram transferidos pequenos fragmentos de

dgar de 0,5 x 0,5 cm em microtubos estéreis. Junto com o fragmento de dgar com o fungo
crescido se acrescentou dgua destilada estéril (CASTELLANI, 1967).

Os tubos e microtubos com os fungos foram identificados adequadamente e
armazenados em temperatura ambiente (23 °C), geladeira (+/- 5 °C) e congelador (-20 °C).

Apés o armazenamento dos diferentes métodos descritos acima, os fungos foram
testados quanto a viabilidade. Este estudo foi realizado apés 15, 30, 45 e 60 dias do
armazenamento. Os fungos dos tubos com dgar inclinado (com e sem glicerol) foram
estriados em dgar SAB. Isso também ocorreu com os fungos mantidos armazenados em
glicerol, em pequenos pedacos de dgar e em dgua. Apés a incubagio por 25 °C/ 5 dias, as
colénias desenvolvidas a partir das estruturas foram avaliadas quanto ao vigor de acordo
com a seguinte escala de notas conforme Bueno (2006), porém, com adaptagées, pois as
estruturas foram observadas macroscopicamente, como pode ser observado na Figura 1.

0 — Auséncia de germinagao;
1 — Germinagao de algumas estruturas;
2 — Germinagao de todas as estruturas com micélio pouco vigoroso;

3— Germinac¢do de todas as estruturas com micélio vigoroso, mantendo as
caracteristicas de esporulagdo e de aparecimento de novas estruturas de resisténcia.

Para evitar a avaliacio de fungos contaminantes das culturas, as caracteristicas macro
e micromorfolégicas dos isolados foram observadas. Para o estudo macroscépico foram
observadas a superficie e o reverso das colonias, quanto ao didmetro, cor dos conidios e
micélio, textura, presenga de exsudatos e pigmentos soltveis. As estruturas microscépicas,
como conidiéforos, foram analisadas por meio de microcultivo.

Estudo & Debate, Lajeado, v. 28, n. 2, p. 7-17, 2021. ISSN 1983-036X 10



3 Resultados e Discussao

O género Curvularia obteve maior nota em pequenos fragmentos de dgar em
temperatura ambiente, dgua destilada em temperatura ambiente e temperatura de geladeira
ap6s os 60 dias (Tabela 1). J4 o género Fusarium atingiu nota mdxima em fragmentos de
dgar em temperatura ambiente e temperatura de geladeira e dgua destilada também em
temperatura ambiente e temperatura de geladeira. Porém nao se manteve vidvel ap6s 45 dias
em temperatura ambiente e temperatura de congelador em dgar inclinado e temperatura
de congelador em 4gar inclinado com glicerol, apds 30 dias em temperatura ambiente em
dgar inclinado com glicerol e dgua destilada em temperatura de congelador, apés 15 dias em
temperatura de congelador com hifas no glicerol (Tabela 2). Entretanto, o género Borytis
demonstrou um melhor crescimento tendo nota médxima em dgar inclinado em temperatura
ambiente, hifas no glicerol em temperatura de geladeira, fragmentos de 4gar em temperatura
de congelamento e dgua destilada em temperatura ambiente, temperatura de geladeira e
temperatura de congelador, nos 60 dias (Tabela 3). Penicillium apresentou nota méxima
em 4gar inclinado em temperatura de geladeira, fragmentos de dgar em temperatura de
geladeira e com dgua destilada em temperatura ambiente, nos 60 dias, porém ap6s os 45 dias
nio apresentou crescimento em temperatura ambiente com dgar inclinado e temperatura
ambiente em 4gar inclinado com glicerol (Tabela 4).

Tabela 1- Avaliacio da viabilidade fingica de Curvularia

Condigoes de armazenamento/ Temperaturas I;gri°d° dg;'t mazenz;nento (dé?)s)
) TA. 3 2 2 2
Agar inclinado T. G. 3 3 2 2
T. C. 3 2 2 3
Agar inclinado TA. 3 2 2 2
) T. G. 3 3 2 2
com glicerol T C. 3 3 P 2
Glicerol TA. 2 1 1 1
T. G. 3 3 2 2
(hifas/ esporos) T C. 3 3 P P
Pequenos T A. 3 3 3 3
, T G. 3 3 2 2
fragmentos de 4gar T C. 3 3 2 2
Método T A. 3 3 3 3
) T. G. 3 3 3 3
Castellani T C. 3 3 P P

T. A.: Temperatura ambiental (23 °C);

T. G.: Temperatura de geladeira (5 °C);

T. C.: Temperatura de congelamento (-20 °C).
Fonte: Os autores.
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Tabela 2 — Avaliagao da viabilidade fungica de Fusarium

Condigoes de armazenamento/ Temperaturas Il);ri()do d(;(;lrm 7en2;n ento (d6ia(1)_sL
) T A. 3 3 1 0
Agar inclinado T G. 3 2 1 1
T.C. 3 2 2 0
Agar inclinado TA. 3 2 0 0
: T.G. 3 2 1 1
com glicerol T C. 3 P P 0
Glicerol T A. 0 3 3 2
T G. 0 0 3 2
(hifas/ esporos) T C. 3 0 0 0
Pequenos T A. 3 3 3 3
. T.G. 3 3 3 3
fragmentos de dgar T C. 3 1 1 1
Meétodo T A. 3 3 3 3
) T.G. 3 3 3 3
Castellani T C. 3 B 0 0

T. A.: Temperatura ambiental (23 °C);

T. G.: Temperatura de geladeira (5 °C);

T. C.: Temperatura de congelamento (-20 °C).
Fonte: Os autores.

Tabela 3 - Avaliagio da viabilidade fingica de Borryzis

Condigoes de armazenamento/ Temperaturas Il’tgrl'odo dt;;g: mazenz;nento (dé?)s—L
Agar inclinado T A. 3 3 3 3
T G. 3 2 2 2
T. C. 3 2 2 2
Agar inclinado T A. 3 2 2 2
li | T G. 3 2 2 2
com glicero TC 3 > > 5
Glicerol T A. 3 2 2 2
. T. G. 3 3 3 3
(hifas/ esporos) TC 3 3 2 D
Pequenos T A. 3 3 2 2
fragmentos de dgar LG. 3 2 2 2
& 5 T.C. 3 3 3 3
Método T A. 3 3 3 3
. T.G. 3 3 3 3
Castellani TC 3 3 3 3
T. A.: Temperatura ambiental (23 °C);
T. G.: Temperatura de geladeira (5 °C);
T. C.: Temperatura de congelamento (-20 °C).
Fonte: Os autores.
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Tabela 4 — Avaliagao da viabilidade fingica de Penicillium

Condigoes de armazenamento/ Temperaturas Il);ri()do d(;(;lrm 7en2;n ento (d6ia(1)_sL
Agar inclinado T A. 3 3 3 0
T.G. 3 3 3 3
T. C. 3 2 2 2
Agar inclinado T A. 3 2 2 0
li | T G. 0 0 0 0
com glicero TC 0 0 0 0
Glicerol T A. 3 2 2 2
(hifas/ esporos) :i: g g { % i
Pequenos T A. 3 3 3 2
fragmentos de 4gar :i: 8 g g g g
Meétodo T A. 3 3 3 3
. T.G. 3 3 2 2
Castellani TC 3 3 > 5

T. A.: Temperatura ambiental (23 °C);

T. G.: Temperatura de geladeira (5 °C);

T. C.: Temperatura de congelamento (-20 °C).
Fonte: Os autores.
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Figura 1- Avaliagio macroscépica da viabilidade fingica

Notas Nota trés Nota dois Nota um Nota zero

Fungos

Curvularia

Fusarium

Penicillium

Fonte: Os autores.

Abreu e Tuntuji (2013) observaram que a preservacio com glicerol em temperatura de
congelamento 4 -20 °C ¢ adequada para bactérias. Porém, por terem a estrutura diferenciada
essa técnica nao é recomendada para leveduras devido ao alto grau de decaimento na
viabilidade. No presente estudo, somente o género Fusarium nao germinou nessa condicio
aos 60 dias, demonstrando assim nio ser o método mais eficaz.

O glicerol limita a quantidade de oxigénio disponivel, fazendo com que o fungo
reduza seu metabolismo e consequentemente sua taxa de multiplicagio (ROMEIRO, 2000),
¢ provével que seja o motivo pelo qual os géneros Penicillium e Fusarium nao germinaram
nas condigoes de glicerol em temperatura ambiente e temperatura de congelador. Outro
possivel motivo é por terem sido expostos por muito tempo ao agente crioprotetor
tornando-se assim tdxico para esses géneros (ABREU; TUNTU]JIL, 2013). Assim como o
estudo de Dellaretti (2014) a maioria dos fungos filamentosos armazenados em geladeira
(4 °C) e congelador (-20 °C) com e sem glicerol no periodo de 6 e 12 meses nao obtiveram

viabilidade 100%.

Uma hipétese para o crescimento nulo, quando armazenados em temperatura de
congelador, pode ser o fato da agio microbiana cessar ou diminuir a 0 °C. Entretanto,
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cresceram melhor quando armazenados em temperatura ambiente, possivelmente por
serem fungos do solo e acostumados com temperaturas de 25 °C a 35 °C (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Todavia, para os resultados de armazenamentos com d4gua em
congelador (-20 °C) se dd pela formagao de cristais de gelo dentro da célula fingica no
momento do congelamento, rompendo assim a parede celular acarretando em um dano na

estrutura (ABREU; TUNTUJI, 2013).

Diogo, Sarpieri e Pires (2005) concluiram que o método com dgua destilada em
temperatura ambiente é o mais eficiente para armazenamento de Penicillium e Fusarium
durante doze meses, assim como Almeida (2015) concluiu que esse método ¢ econdmico,
de fécil manejo, eficiente e aplicdvel para uma grande variedade de fungos filamentosos.
O presente trabalho também demonstrou essa eficiéncia e todos os isolados se mostraram
vidveis até os 60 dias nesta mesma condigio.

4 Conclusao

Todos os géneros demonstraram comportamentos diferentes. Para o género
Curvularia os métodos de maior eficiéncia durante os 60 dias foram fragmentos de dgar
em temperatura ambiente, dgua destilada em temperatura ambiente e geladeira. J4 o género
Fusarium se mostrou mais sensivel, sendo os métodos que mais se destacaram positivamente
foram fragmentos de dgar em temperatura ambiente e geladeira, dgua destilada em
temperatura ambiente e geladeira, os métodos menos indicados para esse género sio dgar
inclinado com glicerol e hifas no glicerol em temperatura de congelador. Para o Bozrytis
os métodos recomendados s3o dgar inclinado em temperatura ambiente, hifas no glicerol
em temperatura de geladeira, pequenos fragmentos de 4gar em temperatura de congelador
e dgua destilada em temperatura ambiente, temperatura de geladeira e temperatura de
congelador. Para o género Penicillium os mais indicados sio pequenos fragmentos de dgar
em temperatura de congelador e dgua destilada em temperatura ambiente.

Em relagio aos métodos utilizados no presente trabalho, o método com dgua
destilada em temperatura ambiente se mostra o mais vantajoso, pois além de ter alta taxa
de viabilidade e preservar as caracteristicas dos isolados, trata-se de um método simples, de
baixo custo e nio ocupa espago.
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