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Atividadepredatéria, crescimentoradial eespor ulacédo defungos predadoresde
nemato6ides Monacrosporium spp, submetidosa criopreservagéo

Predatory activity, radial growth and espor ulation of nematode-trapping fungus
Monacrosporium spp, submitted to cryopr eservation

Artur Kanadani Campost MarcdodeAndradeM ota!
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RESUMO

Testes in vitro foram realizados para avaliar o
efeito da criopreservagdo em nitrogénio liquido com e sem
adicdo de crioprotetores (DMSO ou glicerol), na atividade
predatéria sobre larvas infectantes de Cooperia sp e
Haemonchus sp, crescimento radial e produgdo de conidios
de dois isolados de fungos predadores de nematdides
(Monacrosporium sinense e Monacrosporium.
appendiculatum). A capacidade predatéria dos fungos sobre
larvas infectantes de Cooperia sp e Haemonchus sp dos
fungos previamente submetidos aos diferentes métodos de
preservacéo ndo foi afetada. O crescimento radial dos fungos
criopreservados com glicerol 10% foi mais
expressivo(p<0,05), quando comparado ao apresentado pelos
fungos congelados com DMSO 10 % ou agua. A produgdo
de esporos foi maior (p< 0,05) no fungo M. appendiculatum
preservado a 4°C em geladeira.

Palavras-chave: criopreservagdo, fungos nematéfagos,
Monacrosporium spp, Cooperia sp,
Haemonchus sp.

ABSTRACT

I'n vitro tests were performed to evaluate the effect
of cryopreservation with or without addition of cryoprotectants
(DMSO or glycerol) inthe predatory activity on Cooperia sp
and Haemonchus sp infective larvae, radial growth and
conidial production of two isolates of nematode-trapping
fungus (Monacrosporium sinense and M. appendiculatum).
The predatory activity on Cooperia and Haemonchus sp
infective larvae of the fungus submitted to the different
preservations methods did not affected. The radial growth of
the fungus cryopreserved with glycerol was higher (p<0.05),
when compared to others treatments. The conidial production
was higher (p<0.05) in the M. appendiculatum isolate
preserved at 4°C in refrigerator.

Key words: cryopreservation, nematophagous fungi,
Monacrosporium spp, Haemonchus sp,
Cooperia sp.

INTRODUCAO

O género Monacrosporium apresenta
diversas espécies e pertence ao grupo de fungos
predadores de nematoides. Estes organismos séo
saprdéfitas, amplamente digtribuidos na natureza, sendo
facilmente isolados do solo e bolos fecais de diversas
epédesdeanimas(LARSEN, 1999eSANTOSetd., 1991).

Atualmente estes fungos tém sido
amplamente pesquisados no intuito de se avaliar a
viabilidade de sua utilizagdo no controle biol égico de
nematoéides parasitas dos animais domésticos
(LARSEN, 1999).

ApOs seu isolamento, necessitam ser
conservados por longos periodos para diversas
avaliages |aboratoriais e acampo, visando a selecéo
de isolados com maior potencial para utilizagdo em
programas de controle; entretanto, dificuldades
técnicas namanutencdo em | aboratério tém prejudicado
as pesquisas.

Muitos processos utilizados na
manutencao de fungos exigem repicagens periodicas,
ficando a cultura exposta a contaminacfes, além de
favorecer mutagdes que podem afetar a sua atividade
nemat6faga. Segundo KERRY (1989), a manutencdo
daviabilidade do isolado durante 0 armazenamento é
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um dos principais atributos do agente de controle
biol6gico

A perda de capacidade predatéria pode
ocorrer em algunsisolados, quando estes sdo mantidos
por longos periodos em condi¢des laboratoriais, sem
serem expostos a presenca de nematdides, de acordo
comSTIRLING (1991).

O método de conservacgdo em nitrogénio
liquido é considerado um dos métodos mais efetivos
na preservacdo de fungos por periodos prolongados
(STALPERS et al., 1987). Quando conservados em
nitrogénio liquido (- 196° C), o tempo de estocagem é
muitas vezes ilimitado, de forma que se elimina o
inconveniente de constantes repicagens, além de
diminuir a chance de contaminagfes. Outra
caracteristica importante deste processo é que, pelo
fato de o metabolismo do fungo ser totalmenteinibido,
as chances de ocorrerem mutacdes e perda de
viabilidade do fungo diminuem (SANDSCAR &
MAGALHAES, 1994).

A classe do crioprotetor utilizada nos
processos de congelamento, pode interferir na
viabilidade dosisolados ap6s 0 descongel amento. Por
outro lado, o crioprotetor impede a difusdo de agua
dointerior dacélulaereduz aformagéo de cristaisde
gelo, além de estabilizar alguns componentes da
membrana celular, impedindo alteracbes celulares
(ONIONS, 1971). Os crioprotetores mais comumente
utilizados na conservacdo de fungossdo o glicerol eo
dimetilsulféxido (DM SO).

O objetivo deste trabalho foi avaliar e
comparar a viabilidade de isolados fungicos das
espéciesM. sinense e M. appendiculatum submetidos
acriopreservagdo com dois diferentes crioprotetores
(glicerol edimetil sulféxido).

MATERIAL E METODOS

Organismos- Umisolado deM. sinense (SF
470) eumisolado deM. appendiculatum (CGl), obtidos
de amostras de solo, foram estocados em tubos de
cultura contendo égar extrato de milho 2% a4°C de
temperatura no Laboratério de Parasitologia do
Departamento de Veterinériada Universidade Federal
deVicgosa.

Larvas infectantes (L3) de Cooperia sp e
Haemonchus sp foram obtidas de culturas de fezes
de bezerro estabulado e naturalmente infectado. Para
se evitarem contaminacdes com bactérias fecais e
fungos, as larvasforam lavadas em dguadestiladaem
centrifuga regulada a 1.000rpm, por 5 minutos,
desprezando-se ao final de cada centrifugacdo o
sobrenadante. Este procedimento foi repetido dez

vezes. Em seguida, estaslarvasforam estocadasa4°C,
em solugdo contendo 0,05% de anfotericina B, 0,05%
decloranfenicol, e0,05% de sulfato de estreptomicina,
sendo repetido o processo de lavagem (ARAUJO et
al., 1996).

Os espécimes foram quantificados em
cinco aliquotas de 20ul, sob microscopio optico (10X).
O nimero médio de L3 foi calculado e o nimero de
larvas presentes no volume total foi calculado com
base namédia e extrapolando parao volumefinal.

Criopreservacdo dos isolados em
nitrogénio liquido e descongelamento - Discos de
meio de cultura dos isolados CGI e SF470 foram
transferidos dos tubos de cultivo para placas de Petri
(9 cm de didmetro), contendo 20ml de meio de cultura
AELA (extrato de levedura, 4g; K:HPO., 1g; Mg
S0..7H20, 0,5g; amido soltvel, 20g; agar, 20g; &gua
destilada, 1 litro) autoclavado. Estas placas foram
incubadas em estufareguladaa 25°C, durante sete dias,
emausénciadeluz.

Discosde cultura(4mm de didmetro) foram
retirados das bordas de col6nias crescidas livres de
contaminagdo e, em seguida, acondicionados em
criotubos contendo 1ml de aguadestiladaautoclavada.
Este processo foi repetido, para os doisisolados, com
criotubos contendo solucado estéril de Glicerol
(Synth)1 0% (v/v) ou DM SO (Sigma) 10% (v/v).

Para o congelamento das amostras, estas
foram colocadas em “freezer” até que atingissem a
temperatura -20°C, sendo em seguida imersas em
nitrogénio liquido atemperaturade -196°C.

As amostras foram descongeladas 30 dias
apos, em banho-maria, regulado a 38°C, sob agitac&o.
O materia descongelado foi espalhado sobre placas
de Petri contendo AEM 2% e colocado para crescer
emestufaa25° C, por 7 dias.

Avaliacdo da capacidade predatéria dos
isolados sobre L3 de Haemonchus sp e Cooperia sp
- Placas de Petri de 5cm de didmetro contendo agar-
agua 2% (5 placas por tratamento), foram inocul adas
com discos de cultura dos isolados fangicos
(submetidos aos diferentes métodos de preservacao)
e colocadas em estufa reguladaa25'C detemperatura
por 5 dias. No quinto dia de crescimento gotejou - se
aproximadamente 500 L 3 de nematdidesavo. O grupo
controle constituiu-se de placas com agar-agua sem
fungo erecebeu nimero similar de larvas. As placas
foram colocadas em estufa e incubadas por 7 dias a
25°C. No sétimo dia de incubagdo, todas as placas
receberam 5ml de &gua a 37°C, e com auxilio de uma
espatula, raspou-se asuperficie do &gar, e asuspenséo
resultante deste processo foi recolhida em tubos de
hemolise. Parase estimar o nimero delarvaslivresde
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predac8o presentes nas placas, foram retiradas 5
aliquotas de 20ul de cada um dos tubos. A média do
nimero de larvas contidas nessas aiquotas foi entdo
extrapolada para o volumefinal de 5ml. O célculo do
percentual de reducdo do nimero delarvas nas placas
foi feito através da equacéo:

~ _ (n°delarvas controle — n°de larvas tratadas)
%Reducao =
(n°delarvas controles) x100

Avaliag8o do crescimento radial dos
isolados CGI e SF470 - Discos de cultura (4mm de
diémetro), oriundos de placas contendo colénias dos
isolados fungicos previamente congelados ou
conservados a 4°C, foram colocados no centro de
placas de Petri ( 9cm de didmetro) contendo agar-agua
2% (5 placas por tratamento), mantidas a 25°C e em
ausénciadeluz. Com um marcador permanente, foram
feitos tragos a partir do centro até a borda das placas.
As medi¢des do didmetro da cultura foram feitas no
quinto diade crescimento, sobre ostracos previamente
marcados, com auxilio de umarégua.

Esporulagéo - Discos de cultura (4mm de
didmetro), retirados de placas com colbnias dos
isolados CGI e SF470 (previamente submetidos aos
diferentes protocolos de armazenamento), foram
transferidos para placas de Petri com 9cm de didmetro
(5 placas por tratamento) contendo AEM 2%. Estas
placas foram acondicionadas em estufa por oito dias
reguladaa25°C eem ausénciadeluz. No Ultimo diade
incubacdo, 10ml de solugéo 0,01% de Tween 20 foi
adicionadaas placas, e umaespatulafoi utilizadapara
raspar a superficie do &gar e auxiliar aremogao dos
esporos. Em seguida, o nimero de esporos foi
quantificado em camara de Neubauer. Os resultados
foram submetidos a andlise de varincia e analisados
ao nivel de5% designificancia

RESULTADOS

Os testes in vitro de predacdo dos fungos
sobre L3 de nematéides parasitas de bovinos
demonstraram que 0 processo de preservagao ndo teve
influénciasobre aatividade predatoria dos agentes de
controle, sobrelarvas de Cooperia sp e Haemonchus
sp (Tabela 1).

Diferencas (p< 0,05) no didmetro médio das
colbniasdoisolado CGI (Tabela2), foram observadas
entre os tratamentos com glicerol, &guae DM SO. As
amostras dos dois isolados criopreservadas com
glicerol, apresentaram os maiores didmetros de
colénia

A producédo de esporos do isolado SF 470,
ndo diferiu (p>0,05) em nenhum dos tratamentos,

entretanto, oisolado CGl estocado a4°C em geladeira
produziu mais esporos que as amostras preservadas
pelos outros métodos. O isolado CGIl obteve maiores
producBes que o isolado SF 470 em todos os
tratamentos, exceto, no tratamento que utilizou glicerol
como crioprotetor. (Tabela3).

DISCUSSAO

N&o existe um meio universal para a
estocagem de microorganismos. A selecdo do método
deve ser feita baseada na natureza do organismo em
estudo e nas vantagens e desvantagens de cada
método. Caso 0 microrgani smo nao sejabem estudado,
apreservacdo deste por mais de um método deve ser
feita. ApOs a estocagem, suas caracteristicas
morfoldgicasefisiolégicas devem ser verificadas para
detectar qualquer mudanca durante o periodo de
armazenamento (DHINGRA & SINCLAIR, 1995).

Neste trabalho, pode ser verificado que,
ap0s estocagem em nitrogénio liquido (- 196°C), o
crescimento radial e esporulacéo foram alterados em
alguns tratamentos. Apesar de o0s crioprotetores
desempenharem um papel muito importante na
crioprotegdo de microorganismos, pudemos observar
queoisolado CGI quando criopreservado com DM SO,
obteve menor crescimento radial, quando comparado
aos tratamentos criopreservadoscom &guae glicerol.

SANDSCAR & MAGALHAES (1994)
relataram toxicidade do DM SO sobrefungos, todavia
este fato era dependente da concentragdo. Eles
sugerem que lavagens imediatamente apds o
descongelamento poderiam resultar em menor
toxicidade deste crioprotetor sobre o fungo. Estudos
com concentragBes menores de DMSO que as

Tabela 1 - Percentual médio de reducéo de larvas de Cooperia §p €
Haemonchus sp pelos  isolados SF 470 e CGl - submetidos
aos diferentes métodos de estocagem apbés 7 dias de
incubacdio a25° C detemperatura e em ausénciade luz.

Método de Armazenamento
Isolado Nj trqgéni o} thro_géni 0 thrqgéni 0 o c
/L&gttgdo E'&”s'golo% El?c“é?é? 1005 (Refrigeradon)
SF470*  85,00% A  87.50% A 90,00% A 92,50% A
cG? 87,50%A 90,000 A  90,00%A 92,50% A

1. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitiscula na
linha ndo diferem entre s ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Tukey.

SF470 “Monacrosporium sinense . CGl % Monacrosporium
appendiculatum
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Tabela 2 - Diametro médio (mm) das coldnias dos isolados SF470 €

CGI submetidos aos diferentes métodos de estocagem., em
placas de Petri apds 5 dias de incubagdo a 25° C em

ausénciadeluz.

Método de Armazenamento
Isolado  Nitrogénio  Nitrogénio Nitrogénio o
PN P P £C
Liquido Liquido Liquido (Refrigerador)
Agua  DMSO10% Glicerol 10% 9
SF470° 57,12Bb  5280Ba 70,92A a 56,08 B a
CGI® 60,72Ba 49,72Ca 66,64 A a 54,12Cc

1. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
maiUscula na linha e mintdscula na coluna ndo diferem entre

si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

SF 470%Monacrosporium sinense. CGI ® Monacrosporium

appendiculatum.

utilizadas neste ensaio devem ser realizados
futuramente com osfungos aqui estudados, nointuito
de se encontrar uma concentracdo 6timaparacadaum
dos isolados.

Em muitos estudos com fungos
nematéfagos, incluindo producdo de formulacgdes,
grandes quantidades de esporos tém sido utilizadas
(ARAUJOetd., 2001; LARSEN etal., 1995; WALLER
et a., 2001). A esporulagdo abundante também é um
fator importante paraadisseminac&o e sobrevivéncia
defungosem condi¢desambientais (JANSSON, 1982),
0 que é altamente desegjavel em programas de controle
biolégico. A atividade nematéfaga in vitro ndo foi
alterada pel os métodos de preservacdo, e demonstrou
ndo estar diretamente relacionada com o crescimento
radial e esporulacdo. Este fato esta de acordo com
DACKMAN etal. (1987) querelatam em seu estudo a
independéncia destas caracteristicas. Trabalhos
anteriores com avaliacdoinvitro dainteracéo destes
isolados com diversas espécies de nematéides

Tabela 3 - NUmero médio de esporos, por placa de Petri, dos isolados SF470 €
CGl, submetidos aos diferentes processos de estocagem, apés 8 dias

deincubagdo a 25° C em ausénciade luz.

demonstraram atividade predatéria destes fungos
sobre L, de nematdides dos géneros Cooperia e
Haemonchuse fitonemat6ides(GOMESet d., 1999)

Apesar deinicialmente ostestesin vitro
serem de grandeimportancia, elesndo reproduzem
as interferéncias que ocorrem durante passagem
pelo trato gastrintestinal e no meio ambiente. Desta
forma testes in vivo com estes isolados traréo
informacdes importantes para o sucesso da
aplicacdo destes fungos em programas de controle
bioldgico.

Um dos grandes problemas da
conservacdo de fungos em tubos de cultivo
contendo meios nutritivos é a contaminagdo por
outros fungos e outros organismos. Em nosso
laboratdrio, culturas conservadas por este método
tém sofrido constantemente contaminagdes com

acaros. Neste trabalho, durante as fases pré-
experimentais, algumas das culturas conservadas em
nitrogénio liquido apresentaram contaminagdo por
leveduras, entretanto pode-se constatar que estas
contaminagdes eram provenientes de contaminagdes
dos criotubos com a agua do aparelho de banho-
maria pois, com a secagem dos criotubos, apés
descongelamento, o problemafoi resolvido.

Apesar de muitos laboratérios que
trabalham com fungos nematéfagos utilizarem o méodo
de conservag@o em nitrogénio liquido, nenhuma
avaliacdo dos métodos utilizados esta relatada em
literatura. Trabalhos com outras espécies de fungos,
utilizando a criopreservacdo em nitrogénio liquido
relatam a viabilidade de fungos apés 25 anos de
congelamento (SMITH & ONIONS, 1994) o quetorna
esta técnica extremamente vantgjosa para a producéo
industrial em escala que exige grandes quantidades de
inéculo com ato grau de pureza.

O método de preservacdo em nitrogénio
liguido exige um aparato tecnoldgico
sofisticado, e de alto custo. DHINGRA &
SINCLAIR (1995) sugerem a preservacdo em
silica gel como um método seguro, pois as
condi¢des de umidade reduzida previnem a

Método de Armazenamento

presenca de contaminantes, além de possuir

baixo custo e ndo exigir aparelhagem especifica

Isolado Lo Nitrogénio Nitrogénio o , 0quenoslevaaconsiderar estatécnicacomo
trogenio Liquido DMSO Liquido c : : R
Liquido Agua 0 Glicerol 1095  Refrigerador potencial candidata em avaliaces futuras.
SF470° 0,26x10°Ab 052x10°Ab 1,30x10*Aa 116x10°Ab REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS
CGI® 126x10°Ba 144x10°Ba 148x10°Ba 3,00x10*Aa

1. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maidscula na
linha e minGscula na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Tukey.
SF 4702 : Monacrosporium sinense. CGl % Monacrosporium
appendiculatum.
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