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1. Introducao

Preservar fungos é utilizar-se de metodologias que tem por finalidade manter a viabilidade celular e
metabdlica destes organismos por longos periodos. Esta atividade é fundamental para estudos
retrospectivos e prospectivos que enfoquem sua biologia, etiologia, aspectos epidemioldgicos e
producdo de substancias de interesse biotecnoldgico (Ryan et al., 2000).

Os microrganismos denominados endofiticos coabitam o interior dos vegetais superiores,
aparentemente sem lhes causar doenca (Petrini, 1991). Estudos sobre a potencialidade dos
microrganismos endofiticos, principalmente os relacionados a descoberta de novas substancias,
mostram-se relevantes tanto para uso no controle bioldgico de doencgas e pragas, como para aplicagdo
no setor quimico/bioquimico ou industria farmacéutica (Stierle et al., 1995; Azevedo, 1998; Azevedo
et al., 2000; Stamford et al., 2001; Stamford et al., 2002; Suto et al., 2002; Strobel, 2003).

O Laboratorio de Micobateriologia, CPCS-INPA, vém realizando bioprospeccdo de substancias
inibitdrias (antimicrobianos), indutoras de crescimento e que facilitem o diagndstico do género
Mycobacterium a partir de endofiticos. Algumas linhagens de interesse industrial ja foram obtidas e
necessitam ser preservadas. No entanto, a literatura é muito limitada quanto a influéncia dos métodos
de preservacdo sobre a morfologia e producdo de metabolitos secundarios deste grupo de fungos.

As principais metodologias de preservacdo avaliadas podem ser divididas entre “simples e baratas”
como o repique constante, armazenamento sob o6leo (Kobayashi 1984; Smith e Onions, 1994) sob
agua (Burdsall e Dorworth 1994; Smith e Onions, 1994), em solo (Smith e Onions, 1994) ou silica gel
(Elliot, 1975; Smith e Onions, 1994,) ou podem ser “complexas e caras” como a liofilizacao (Kolkowski
e Smith 1995; Tan 1997) e criopreservagdo em nitrogénio liquido (Smith, 1998).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a viabilidade e caracteristicas morfoldgicas de
fungos endofiticos mantidos em diferentes métodos de preservacédo, e especificamente: a) averiguar a
manutengdo da viabilidade e pureza das culturas de fungos endofiticos nos métodos de conservacao
laboratorial de microrganismos e; b) avaliar a influéncia destes métodos de conservacao sobre as
caracteristicas macromorfolégicas e micromorfologicas das culturas.

2. Material e Metédos

Microrganismos: Cinco fungos endofiticos, esporulados, pertencentes a colecdo de microrganismos
da Coordenacdao de Pesquisa em Ciéncias da Saude foram estudados. Destes, 4 foram isolados da
planta Caesalpinia ferrea Martius (LU5,LU6,LU11e F45) no primeiro semestre do ano de 2005 e estdo
sendo conservadas sob dleo mineral, e uma linhagem que foi isolado da planta Himatanthus sucuuba
(H42) no primeiro semestre de 2007.

Técnicas de Preservacado: Cinco técnicas convencionais de preservacao foram avaliadas: repique
constante, preservagao sob 6leo mineral, preservagao sob agua destilada, preservacdo a -20°C e uma
técnica desenvolvida no Laboratério de Micobateriologia CPCS-INPA, que utiliza micangas e
armazenamento -70 °C. A seguir sdo apresentadas as descricdes das metodologias:
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1) A técnica de preservagdo de repique constante foi realizada como descrito por Lacaz et al., 1991. A
cada 15 dias, um fragmento viavel da cultura foi transferido para tubo de ensaio contendo Agar Batata
Dextrose (BDA) que foi incubado a 25 °C . As sequéncias de repiques foram procedidas em duplicatas
para se evitar o risco de perder qualquer isolado por contaminacgao, pois os mesmos foram inoculados
puros nos tubos com meio BDA.

2) A técnica de preservacdo sob 6leo mineral foi realizada como descrito por Braz et al., 2009. Em
cada um dos frascos de vidro de 20 mL (tipo frascos de penicilina) foi colocado 2 ml de meio de
cultura BDA, e foram transferidos fragmentos. Apds 7 dias, os meios de cultura foram cobertos com
10 ml de dleo mineral (autoclavado por dois dias consecutivos). Para se evitar possiveis perdas dos
isolados por contaminagdo, em triplicata. Os frascos foram tampados com tampas de borracha, selo
de aluminio e guardados ao abrigo de luz a temperatura ambiente (28°C).

3) A técnica de preservagdo sob agua destilada foi realizada como descrito por Diogo et al., 2005.
Frascos de vidro de 20ml (tipo frascos de penicilina) foram acrescidos de 10 mL de agua destilada
(autoclavada por dois dias consecutivos) e aproximadamente 250 mg de cinco pequenos fragmentos
(5 mm?®) de uma cultura de 7 dias desenvolvida em placas de BDA foram transferidos para os frascos
contendo agua destilada, em triplicata. Os frascos foram fechados com tampa de borracha, selo de
aluminio e armazenados ao abrigo de luz a temperatura ambiente (28°C).

4) A técnica de preservacdo a -20 °C foi realizada como descrito por Girdo et al., 2004. Frascos de
vidro de 20ml (tipo frascos de penicilina) foram acrescidos de 8 mL de agua destilada, 0,5 mL de
dimetil-sulféxido DMSO (crioprotetor), 1 mL de glicerol (crioprotetor) foram autoclavados por dois dias
consecutivos, em seguida, aproximadamente, 250 mg de cinco pequenos fragmentos (5 mm?®) de uma
cultura de 7 dias desenvolvida em placas de BDA, foram transferidos para cada frasco. Esta técnica
também foi feita em duplicata. Os frascos foram fechados com tampa de borracha, selo de aluminio e
armazenados a temperatura de -20°C.

5) A técnica de preservacdo utilizando migcangas e armazenamento -70°C foi realizada como
desenvolvido no Laboratdério de Micobacteriologia, CPCS-INPA. Foram acrescidos 0,4 mL de agua
destilada , 0,025 mL de dimetil-sulféxido DMSO (crioprotetor), 0,050 mL de glicerol (crioprotetor), 10
g de migangas (com orificio) nos criotubos e autoclavados por dois dias consecutivos. Em seguida,
aproximadamente, 250 mg de pequenos fragmentos (0,5 mm?) de uma cultura de 7 dias desenvolvida
em placas de BDA foram transferidos para criotubos, esta técnica também foi procedida em triplicata.
Os criotubos foram colocados em uma caixa, identificados com nome do projeto com nUmero de
fungos, a que laboratorio pertence, em seguida, foram armazenados no Deep Freezing a temperatura
de -70°C.

No interior de uma placa de Petri esterilizada, contendo uma lamina para microscopia, foi colocado um
cubo de agar BDA de aproximadamente 1,5 cm de aresta, inoculado o micélio em cada um dos quatro
lados superiores do cubo e coberto com uma laminula esterilizada. A umidade foi mantida com o
auxilio de um pedaco de algoddo embebido em agua destilada esterilizada, e a placa foi vedada com
filme de PVC. Em 7 e 14 dias de cultivo foram retiradas as laminulas com auxilio de uma pinca e
montadas as laminas de microscopia com o corante azul lactofenol para analise das caracteristicas
micromorfoldgicas.

Apo6s 50 dias, os cinco isolados mantidos em repique continuo, 6leo mineral, agua destilada,
conservados em -20°C e migangas (-70°C) foram repicados para placas de Petri contendo meio BDA.
No sétimo dia de desenvolvimento, foram obtidas informacGes quanto a viabilidade, pureza,
macromorfologia e micromorfologia.

3. Resultados e Discussdo
3.1 Avaliagdo da viabilidade e pureza das culturas frente as diferentes técnicas de preservagao

Neste estudo, utilizando-se como metodologia de preservagdo o repique continuo, 100% dos isolados
permaneceram com a viabilidade apds 50 dias conservacdo, como descrito na Tabela 1. Na preservacdo
sob 6leo mineral, o isolado LU6 quando reativado ndo apresentou viabilidade. Na preservacdo em agua
destilada, 100% dos isolados permaneceram com a viabilidade apds 50 dias conservagdo. Na
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preservacao a -20°C, o isolado LU11, quando reativado ndo apresentou viabilidade. Na preservacao
utilizando migangas a -70°C, o isolado LU11, quando reativado ndo apresentou viabilidade.

Tabela 1 - Avaliacdo da viabilidade das linhagens flungicas apds 50 dias

Viabilidade das Linhagens Contaminacao
%/n
Oleo Mineral 80% (4) 20%(1)
Agua Destilada 100% (5) 0%
Repique constante 100% (5) 0%
- 20°C 80% (4) 0%
- 70°C 80% (4) 0%

A contaminagdo é um problema que foi avaliado nesse trabalho, pois podem ocasionar variacdo de
porcentagem da viabilidade de fungos mantidos nos métodos de preservagdo bem como a perda de
linhagens como demonstrado no trabalho de Rodrigues e Lacaz, 1992.

3.2 Influéncia dos métodos de conservagao laboratorial sobre as caracteristicas macromorfolégicas e
micromorfoldgicas das culturas.

Com base na analise das caracteristicas macromorfoldgicas, o isolado LU6, apds 50 dias nas técnicas
de preservacgdo sob odleo mineral, repique constante e - 70°C mudou sua morfologia devido as
condigBes extremas a que estes foram submetidos. Porém, manteve a producdo de pigmento nas
técnicas de preservacdo a - 20°C e agua destilada, este resultado estd de acordo com Rodrigues e
Lacaz (1992) que obtiveram resultados satisfatérios como o ndao pleomorfismos de linhagens de fungos
filamentosos preservados em agua destilada.

Foi observado na andlise das caracteristicas micromorfoldgicas dos isolados, que os mesmos,
permaneceram similares apds 50 dias nas diferentes formas de preservacdo avaliadas. Sendo os
isolados LU5, LU6 e LU11 do género Fusarium sp., F45 pertencente ao género Aspergillus sp. e o H42
do género Penicillium.

4. Conclusdo

Constatou-se que as cinco metodologias utilizadas neste estudo, apresentaram resultados
satisfatorios, apds os fungos endofiticos serem reativados. Verificou-se que as técnicas de preservacdo
a -20°C e de agua destilada, foram as que obtiveram melhores resultados, tanto quanto a viabilidade
guanto a pureza das culturas, uma vez que ndo houve contaminagao e a macromorfologia se mostrou
sem alteragdes. Estas metodologias de preservacdo também foram capazes de manter as
caracteristicas micromorfoldgicas das culturas.
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