SOBREVIVENCIA E MANUTENCAO DA ATIVIDADE NEMATOFAGICA DO
FUNGO Arthrobotrys musiformis SUBMETIDO A LIOFILIZACAO

Survival and predatory activity of Arthrobotrys musiformis submitted to lyophilization
Adriana Mello Garciat

RESUMO

Devido ao grave problema de resisténcia desenvolvida por nematddeos aos antihelminticos, importantes formas alternativas
de controle tém sido pesquisadas, entre a quais, o controle biolégico por meio de fungos nematéfagos tem ganhado destaque. Paraa
utilizag&o do controle biolégico a campo, o grande desafio € produzir fungos nemat6fagos em massa e estocar por longos periodos sem
perda das caracteristicas de producdo em massa e de sua atividade nematofégica. Os objetivos deste trabal ho foram avaliar o processo
deliofilizagdo como meio de preservagdo e a sobrevivéncia de uma cepa autoctone de Arthrobotrys musiformis apds incorporagdo em
sal e sal mineral. Os resultados demonstraram que, através da metodol ogia empregada, o fungo quando armazenado sozinho, conservou
sua viabilidade por pelo menos 60 dias. Entretanto, o fungo sobreviveu por apenas 1 dia ap6s aincorporagdo no sal mineral e por 30
dias quando incorporado no sal.

Termos paraindexagdo: Controle biolégico, fungos nematofégicos, liofilizagdo.

ABSTRACT

Due to the problem presented by parasites, when devel op resistance to antihelmintic medical, important alternative procedures
of parasites control has been researched, among then, the biological control by nematophagous fungi has great importance. In order
to use biological control in field application, the challenger is to produce the nematophagous fungi massively and to storage it to long
term without losing mass production and predatory capacity. The aim of this research work was to analyze the lyophilization asa
method to preserve this specie of fungi and to incorporate in mineral salt and common salt. A strain of Arthrobotrys musiformiswas
employed. The results showed that the method allow the fungi to keep its viahility, therefore, it could only survive for 1 day when

incorporated do the mineral salt and 30 days in common salt.

Index terms: Biological control, nematophagous fungi, lyophilization.

(Recebido em 21 de dezembro de 2005 e aprovado em 17 de maio de 2006)

INTRODUCAO

O controle bioldgico tem sido apontado como um
importante método alternativo e complementar de controle
das helmintoses gastrintestinais de ruminantes, uma vez
gue problemas com resisténcia quimica tém sido cadavez
maiores (MOTA et a., 20033).

Desde a década de sessenta, varios agentes
bioldgicos vém sendo testados no controle bioldgico de
nemat6deos (PADILHA & MENDOZA-DE-GIVES, 1996),
sendo os fungos nematof &gicos os que tém merecido maior
destaque (MOTA et dl., 2003a).

Dentre as espécies de fungos nematéfagos, as
produtoras de clamidésporos se distingliem pelaresisténcia
a passagem pelo trato gastrintestinal de animais, como € o
caso do Duddingtonia flagrans e de algumas espécies de
Arthrobotrys (CHANDRAWATHANI et al., 2004).

Entretanto, entre os principais entraves para o
desenvolvimento de formulagtes comerciais estéo a
producdo em massa, 0 armazenamento e a forma de
administrac8o para os animais (MOTA et a., 2003a).

Para o desenvolvimento dessas formulagdes, o
estudo de métodos de preservacdo para aumentar a
longevidade e estabilidade desses fungos é de vital
importancia. Assm, Nalepina et al. (1990) estocaram uma
cepa de Arthrobotrys oligospora por meio de liofilizacdo
sob uma camada de 6leo mineral, mantidos a 4°C em solo
estéril, por cinco anos. Apos esse periodo, o fungo foi
testado quanto a preservagéo de sua capacidade predatdria.
Observaram que o fungo sobreviveu, mas que a capacidade
de formagdo de armadilhas reduziu, demonstrando que estes
eram métodos interessantes para manter colecdes de fungos.
Carneiro et al. (1996) também trabalharam com liofilizacdo de
Paecilomyces lilacinus e A. oligospora, e observaram que
P. lilacinus sobreviveu por mais de 2 anos ap6s a liofilizacdo,
mas que a manutencdo em agua destilada foi o melhor
meétodo de preservacdo de ambas as espécies de fungo.

Araljo et al. (2000) pesguisaram o efeito da
temperatura e daincorporagdo ao sal de umaformulagéo
de alginato de sbdio contendo o fungo Arthrobotrys
robusta e identificaram que temperaturas mais altas do
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gue 35°C e 0 armazenamento em sal mineral diminuiam o
crescimento do fungo.

Motaet a. (2003b) avaliaram o crescimento radia e
producéo de biomassa de A. robusta e Monacrosporium
thaumasium submetidos a quatro diferentes métodos de
preservacao, silica gel, mantidos a 4°C e manutencdo em
nitrogénio liquido a -196°C com e sem a adi¢ao de
crioprotetores. Os autores identificaram que a manutencdo
em silica gel e 0 congelamento sem crioprotetores
interferiram negativamente no crescimento radial e
producéo de biomassa, demonstrando que a escolha do
método de armazenamento desses microrganismos é
fundamental para assegurar a capacidade predatéria do
fungo apos periodos prolongados de manutencao.

Entretanto, ndo foram encontrados na literatura,
trabalhos em que a liofilizagdo do fungo A. musiformis
tenha sido avaliada como método de preservacdo. Assim,
este trabal ho teve como objetivo verificar a sobrevivéncia
de culturas do fungo nemat6fago autéctone A. musiformis,
formador de clamiddsporos, submetidas & desidratacéo por
liofilizagdo com afinalidade de facilitar o armazenamento e
asuaincorporacdo em suplementos alimentares, tais como
0 sal comum, o sal mineral, e outras formulagBes comerciais.

MATERIAL E METODOS

O fungo utilizado foi isolado em solo brasileiro,
identificado e mantido na biblioteca da EMBRAPA-CNPGL-
Minas Gerais. Uma amostra, EMB 93, foi cedida e mantidaem
laboratdrio das dependéncias da Universidade Federa de
Lavras, cultivadaem meio de cultura sélido YPSSA (DALLA-
PRIA, 1992), em placas de petri com didmetro de 10 cm, por um
periodo minimo de trinta dias em estufas B.O.D. a25°C.

Ap0Gs o cultivo, a superficie do &gar contendo as
culturas foi raspada e colocada em tubos contendo 15 mL
de agua destilada estéril e uma gota de tween 80. Os tubos
foram agitados em “vortex” em trés séries de 30 segundos
para fragmentacdo mecanica do material cultivado. Apos
esse procedimento, o material foi congelado em nitrogénio
liquido e submetido ao processo de liofilizag&o.

O materid liofilizado foi separado em trés porgoes:
uma aliquota com apenas o fungo liofilizado, uma porgéo
de fungo liofilizado misturado em sal comum (NaCl) e uma
em sal mineral na proporcdo de 1:1. Cada aliquota de fungo
puro e misturado foi mantida em duas temperaturas
diferentes: a4° C e em temperatura ambiente (22°C a 26°C)
em local fresco protegido do sol e de excesso de umidade.
Em ambas as temperaturas o material fangico foi mantido
em camaras de dessecacdo contendo silica e armazenado
por periodos de 1, 15, 30, 60 dias, periodo no qual foram

avaliados quanto ao crescimento e atividade nematofagica
in vitro.

O crescimento foi avaliado semeando-se aliquotas
de cada amostra em placas de petri contendo meio de
cultura YPSSA. Essas culturas foram observadas
semanalmente para monitoramento do crescimento nas
placas de petri. Nas placas positivas foi observado o
crescimento de hifas e, posteriormente, feita aidentificagdo
de conidios caracteristicos da espécie. Para a avaliagdo da
atividade nemat6faga o material foi também colocado em
placas contendo agar d4gua a 2% adicionados de
nematdides de vidalivre, Panagrellus redivivus. Para cada
amostra foram feitas seis repeticGes. Asleituras foram feitas
com até 10 dias apbs aincubagdo em estufas B.O.D. a 25°
C. No processo de leitura, as placas so foram consideradas
positivas quando havia o crescimento micelial, com
producéo de armadilhas e capturas de nematddeos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a liofilizacdo, o fungo se condensou ndo
permanecendo fragmentado como antes do processo,
contrariando a expectativa de se obter um material
pulverizado como resulta a maioria dos processos de
liofilizacdo realizada com outros materiais. Essa
caracteristicareduziu as possibilidades de se utilizar este
protocolo de producdo e liofilizagdo do fungo para sua
utilizacdo em formulagBes comerciais por ndo proporcionar
uma boa homogeneizagao.

O material foi atamente higroscopico, pois, mesmo
mantido em dessecadores, absorveu umidade rapidamente,
0 gue pode ter contribuido para que o fungo emitisse os
esporos e iniciasse um processo de crescimento
vegetativo, o que reduz o seu periodo de sobrevivéncia.

O fungo puro se manteve viavel apds 0 processo
de liofilizac8o e durante todos os periodos de estocagem,
tanto a 4°C quanto em temperatura ambiente, quando
desafiado em placas, como apresentado na Tabela 1. 1sso
comprovou que o fungo sobreviveu tanto em baixas como
em temperaturas ambientes por pelo menos 60 dias.

Como os resultados obtidos foram em percentuais
de placas positivas (tabela 1), ndo se pode afirmar que a
manutencdo do fungo em temperatura ambiente tenha sido
mais eficiente, embora tenha proporcionado um maior
nimero de placas positivas, e ndo revelar tendéncia a
redug&o do nimero de placas positivas em relacdo ao tempo
de estocagem por até 60 dias.

Quando misturado ao sal comum e sal mineral,
observou-se que os periodos de sobrevivéncia do fungo
reduziram. No sal comum, o fungo cresceu e conseguiu
predar larvas por até 30 dias de estocagem (tabela 2).
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TABELA 1-Desafioin vitro de Arthrobotrhys musiformis puro mantido a 4°C e ambiente por 1, 15, 30, e 60 dias.

Temperaturade Dias de estocagem (% de placas positivas em seis repetices)
estocagem Dial Dia 15 Dia 30 Dia 60
4°C 83,3 66,7 333 333
Ambiente
(22226°C) 100 66,7 100 50

TABELA 2 — Desafio in vitro de Arthrobotrhys musiformis misturado ao sal comum, mantido a 4°C e temperatura

ambiente por 1, 15, 30, e 60 dias.

Temperaturade Dias de estocagem (% de placas positivas em seis r epeticoes)
estocagem Dial Dia 15 Dia 30 Dia 60
4°C 66,7 16,6 16,6 0
Ambiente
(22226°C) 66,7 333 16,6 0

Nas placas semeadas com o fungo misturado em
sal mineral a capacidade de predar larvas ocorreu apenas
no periodo de 24 horas de estocagem.

A sobrevivéncia do fungo A. musiformis ao
processo de liofilizagdo concordaram com os de Carneiro
et a. (1996) e Nalepina et al. (1990) que demonstraram a
sobrevivéncia de outras espécies de fungos nematofagos
aliofilizag&o.

No presente trabalho, temperaturas baixas de 4°C
n&o proporcionaram melhores taxas de sobrevivéncia.
Outros autores que pesguisaram a viabilidade de fungos
nemato6fagos submetidos a processos de armazenamento
(ARAUJO et al., 2000; MOTA et al., 2003b), e a
diferentes temperaturas demonstraram que os fungos
submetidos a baixas temperaturas sobrevivem melhor
quando se faz a adicdo de crioprotetores. Como no
processo de liofilizacdo o material é submetido a
temperaturas muito baixas pode-se supor que a adi¢do
de crioprotetores poderia melhorar a sobrevivéncia do
fungo A. musiformis.

CONCLUSOES

O processo de liofilizagdo permite a
sobrevivéncia do fungo A. musiformis por um periodo
de até 60 dias, embora a qualidade do material ndo tenha
permitido uma boa homogeneizagdo. A mistura do fungo
A. musiformisliofilizado com o sal comum e com o sal
mineral reduz a sobrevivéncia e a capacidade de
predacéo.
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