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1. INTRODUCAO

Os recursos genéticos microbianos séo fontes de variabilidade genética
gue conferem funcdes diferenciadas aos microrganimos, bem como no seus
subprodutos. Dessa forma, o isolamento, identificacdo, preservacdo e o uso de
microrganismos s&o praticas imprescindiveis para o desenvolvimento de
pesquisas, processos e a obtencéo de produtos de interesse econémico (GIRAO,
et al., 2004). A finalidade da preservacao € manter as culturas em estado viavel,
sem mudancas morfoldgicas, fisiolégicas ou genéticas, assim como manter sua
completa viabilidade e estabilidade, permitindo a formacao de estoques de cepas
gue podem ser utilizadas experimentalmente em diferentes linhas de pesquisas.
(MORIWAKI et al., 2009; MATTOS et al., 2018; GIRAO et al., 2004).

Os métodos de manutencdo de microrganismos podem ser classificados de
acordo com o tempo maximo de preservacdo (COSTA; FERREIRA, 1991). O
método de Castellani € um método de médio prazo e consiste no armazenamento
de microrganismos em agua destilada esterilizada para a reducdo do metabolismo
com consequente laténcia das células diante da restricdo de fontes nutritivas
(COSTA & FERREIRA, 1991; ABREU & TUTUNJI, 2004).

A preservacdo de fungos pelo método Castellani possibilita, em curto
espaco de tempo, provar a viabilidade e a capacidade de esporulacdo das cepas
submetidas aos estudos, sendo a técnica de manutencdo em frascos lacrados
mais eficaz para preservar as caracteristicas de esporulacdo de fungos
filamentosos de interesse médico (DIOGO et al., 2005). Em trabalho realizado por
Aparecido et al. (2018) com o objetivo de avaliar a viabilidade e a patogenicidade
de vinte culturas, pertencentes a diferentes géneros (Fusarium, Melanconium,
Pestalotia, Phytophthora, Venturia, Thielaviopsis, Elsinoe, Fusicoccum e Botrytis),
com amostras mantidas por diferentes métodos de preservacdo, destacou-se o
método de Castellani como o mais eficiente quanto a manutencao da viabilidade e
patogenicidade das culturas.

A técnica utilizada no método Castellani indica que, preferencialmente,
devem ser usadas culturas jovens, com cerca de dez a quinze dias, utilizando-se
suspensdes concentradas de células, a partir de um crescimento em meio sélido
ou a inclusédo de blocos de agar contendo os microrganismos. Quanto a utilizacao
dos blocos de agar em agua, sua aplicacdo é restrita a microrganismos que
tenham grande aderéncia ao agar como bolores e algumas leveduras (COSTA &
FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006).

Considerando bolores e leveduras, resultados satisfatérios tém sido obtidos
no que se refere a viabilidade, estabilidade, pureza e patogenicidade. Ha relatos
de Aparecido et al. (2001) afirmando que este método além de garantir a
preservacao das caracteristicas originais da cultura por longos periodos, promove
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a auséncia de contaminacdo por &caros, apresenta baixo custo por utilizar
somente agua destilada e revela a necessidade de pequeno espaco fisico para
acondicionar os frascos, além de ser empregado para um grande numero de
géneros e espécies de fungos.

Na Colecao de Microrganismos Multifuncionais de Clima Temperado
(CMMCT), localizada no laboratério de Microbiologia do Solo da Embrapa Clima
Temperado, 0s microrganismos prospectados para 0 uso agricola e
biotecnoldgico séo preservados por liofilizacdo, método de Castellani (agua desti-
lada) e solo seco estéril. Essa colecdo possui um acervo de 1072 acessos, sendo
250 fungos preservados em agua (método Castellani) e solo seco estéril. Em
cumprimento aos requisitos obrigatérios de qualidade da CMMCT, relacionados a
presevacdo de microrganismos, deve ser verificada, anualmente, a viabilidade de,
no minimo, 1% dos acessos (MATTOS et al., 2018).

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo verificar a viabilidade de 17
acessos fungicos preservados pelo método de Castellani na CMMCT.

2. METODOLOGIA

Foram avaliados 17 acessos fungicos: CMM 231, CMM 267, CMM 268,
CMM 269, CMM 950, CMM 951, CMM 952, CMM 953, CMM 956, CMM 1032,
CMM 1033, CMM 1034, CMM 1035, CMM 1036, CMM 1037, CMM 1038 e CMM
1133, pertencentes aos géneros Trichoderma, Penicillium, Alternaria, Fusarium,
Cladosporium e Metarhizium. Os micélios de fungos estavam preservados pelo
método Castellani, desde 2012, em tubos de ensaio com tampa rosqueada,
contendo agua destilada estéril, em triplicata, armazenados em geladeira a
temperatura média de +4°C. O procedimento para a recuperacdo e avaliacdo da
pureza dos acessos, consistituiu em retirar discos de micélio, com o auxilio de
alca de platina, e depositar sobre o centro de uma placa de Petri contendo meio
agar batata dextrose (BDA), em duplicata. As placas foram incubadas por até 21
dias a 25 °C.

Os acessos que nao apresentaram crescimento nesse periodo, foram
repicados novamente utilizando o mesmo procedimento em meio de cultura
Martin. A verificagdo da pureza dos acessos foi feita por meio da observacéo visual do
crescimento das colbnias flngicas e suas caracteristicas fenotipicas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés o periodo de 21 dias de incubacdo dos fungos em meio agar batata
dextrose (BDA), verificou-se que os acessos CMM 231, CMM 268, CMM 269,
CMM 952, CMM 956, CMM 1032, CMM 1034 e CMM 1035 continuaram o
crescimento sem a presenca de contaminantes nas placas. Por outro lado,os
acessos CMM 267, CMM 950, CMM 953 e CMM 1038 apresentaram
contaminacao nas placas. Com relacdo aos acessos CMM 951, CMM 1033, CMM
1036, CMM 1037 e CMM 1133, ndo apresentaram crescimento nas placas
contendo BDA ap6s 21 dias de incubacdo. Assim, esses acessos que nao
apresentaram crescimento em BDA, foram repicados para placas de Petri
contendo meio de cultura Martin, quando em 14 dias de incubacdo houve
crescimento dos acessos sem a presenca de contaminantes.

Deste modo, podemos observar que diferentes microrganismos possuem
necessidades nutricionais diferentes, sendo necesséria a utilizacdo de meios de
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cultura com composicdes de carboidratos e minerais para a eficiéncia de
recuperacdo de acessos preservacdo por longos periodos na CMMCT (nove
anos) e com restricdo de fontes nutritivas. Além disso, comprovou-se que o0
método de Castellani é eficiente para a manutencdo da viabilidade dos géneros
dos fungos avaliados nessa verificacdo anual da CMMCT.

4, CONCLUSOES

O método Castellani demonstra eficacia para manutencéo da viabilidade e
pureza de micélios de fungos preservados na Colecdo de Microrganismos
Multifuncionais de Clima Temperado por nove anos.
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