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RESUMO

Durante o processo de armazenamento de microrganismos, a sobrevivéncia dos
mesmos, ndo constitui o Unico objetivo do procedimento, mas também, a preservacao de suas
caracteristicas originais. A vista disso, o objetivo do estudo foi avaliar o crescimento micelial
de sete isolados do complexo de espécies Fusarium solani armazenados em diferentes periodos.
Para tanto, foi utilizando o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial, com
sete isolados preservados em quatro periodos de armazenamento, com cinco repeti¢des por
tratamento. Os periodos referem-se a 7, 5, 4 e 1 ano que os isolados foram preservados em
segmentos de papel filtro e armazenados na micoteca do laboratorio a uma temperatura de 4°
C., posteriormente, foram preparadas placas de Pétre vertidas com meio de cultura B.D.A., onde
foi depositado um fragmento de papel filtro do respectivo indculo no centro da placa,
posteriormente, alocadas em cAmara incubadora a 25° C. O crescimento das colonias foi aferido
diariamente, sendo cessado a partir do momento em que a primeira coldnia atingisse toda
circunferéncia da placa. Os dados coletados foram submetidos & anélise de variancia e testados
a significancia pelo teste F e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (a < 0,05). A
partir disso, foi observado, que o crescimento dos isolados de F. solani sofreu poucas
interferéncias em funcdo do fator tempo de armazenamento, portanto, o método de papel filtro
pode ser considerado como eficiente na preservacao da caracteristica de crescimento da maior
parte dos isolados. Os isolados de F. solani apresentam diferentes taxas de crescimento micelial.

Palavras-chave: preservacdo; recursos genéticos; fitopatogeno; métodos de preservacao;
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INTRODUCAO

A adocdo de um determinado método de armazenamento no momento de estocagem de
uma amostra biologica, quase sempre é cercada de incertezas, haja vista que as caracteristicas
originais do material podem ser influenciadas por diversos fatores. Dentre eles, as
caracteristicas do material a ser preservado e 0 método empregado, sdo alguns dos fatores mais
relevantes. A aplicacdo do método mais eficiente pode promover a superacdo de barreiras
cronologicas e geograficas, bem como assegurar, 0 desenvolvimento de pesquisas e,
consequentemente, a compreensédo das particularidades desses organismos (Sola et al., 2012).

Tratando-se de fungos necrotréficos, ha uma diversidade de métodos de preservacao
desses agentes, como: nitrogénio liquido, liofilizacdo e 4gua destilada (Aparecido et al., 2012).
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No entanto, a escolha do método a ser utilizado deve considerar as particularidades do agente
nas caracteristicas do proprio método de conservacdo, bem como, na capacidade laboratorial e
a disponibilidade de equipamentos (Sola et al., 2012). Nesse contexto, Costa et al. (2009)
pondera que nd ha um método universal de preservacdo de amostras biologicas,
independentemente da sua natureza.

Portanto, para uma precisa analise acerca das caracteristicas fenotipica e genotipica de
microrganismos, é requerido estudos quanto a manutencéo a longo prazo destes em micoteca
(Girdo et al., 2004). Desse modo, tais estudos, permitirdo o desenvolvimento de tecnologias que
superem barreiras cronoldgicas, acerca da preservacao dos diferentes organismos (Sola et al.,
2012).

Fungos do género Fusarium apresentam ampla diversidade fenotipica e genotipica
(Jacobson, Gordon, 1991), sendo que as caracteristicas morfoldgicas sdo fundamentais para a
identificacdo das espécies desse género, todavia, as espécies desse género apresentam
significativas diferencas morfologicas e fisioldgicas (Chaves, 2015). Alteracdes nas
caracteristicas morfofisiologicas originais dos individuos provocadas pelo processo de
armazenamento pode comprometer todo o processo de identificacdo do espécime. Diante disso,
a maior preocupacao quanto aos métodos de preservacdo refere-se sobre a estabilidade dos
espécimes quando submetidos ao armazenamento (Holland et al., 2003).

Nesse contexto, embora haja o reconhecimento da importancia desses organismos para
os diversos segmentos, segundo Sola et al. (2012), é possivel observar uma lacuna quanto as
publicacdes cientificas pertinentes a preservacao ex situ de microrganismos. Observa-se ainda,
uma maior escassez de estudos que relacionem as condi¢des iniciais do agente, com as
condigdes apos o0 processo de armazenamento seja em nivel de espécies ou em nivel de isolados
de uma mesma espécie. Em vista disso, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar o
crescimento de isolados de F. solani preservados diferentes periodos pelo método de papel
filtro.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratério de Melhoramento
Genetico Vegetal (LMGV), pertencente a Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT). Foram selecionados os sete isolados de F. solani mais agressivos (Marostega et
al., 2019) (tabela 1), pertencentes a micoteca do LMGV, preservados em segmentos de papel
filtro e armazenados ha 7, 5, 4 e 1 anos.

Tabela 1. Relagdo dos isolados de F. solani, para a avaliacdo do crescimento micelial.

NuUmero na colecdo Origem Bioma
FS25 Alta Floresta — MT Amazobnia
FS31 Nossa Sr.2 do livramento - MT Pantanal
FS33 Santo Antonio do Leveger - MT Pantanal
FS38 Santo Antonio do Leveger - MT Pantanal
FS40 Campo Verde - MT Cerrado
FS46 Santo Antonio do Leveger - MT Pantanal

FS50 Campo Verde - MT Cerrado
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As colbnias foram produzidas a partir de segmentos de papel filtro contendo o in6culo
dos isolados, onde estes foram depositados em placas de Petri (seis cm de didmetro) estéreis
contendo meio de cultura B.D.A. (batata-dextrose-agar) e mantidos a 25° C., com fotoperiodo
de 12 horas, em camara incubadora. As plaquinhas foram alocadas seguindo o delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial, com sete isolados e quatro periodos de
preservacao, totalizando 28 tratamentos com cinco repetigoes.

Os isolados foram avaliados quanto a taxa de crescimento. Para tanto, o crescimento das
colonias foi aferido diariamente com o auxilio de paquimetro digital (mm), onde foram
mensuradas a area de ocupac¢édo do micelio fungico, em dois sentidos diametralmente opostos.
As avaliagdes foram cessadas a partir do momento em que a primeira col6nia atingisse toda a
circunferéncia da placa, nesse caso ao quarto dia apds a repicagem. A partir disso, foi calculado
a Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM).

Os dados coletados foram submetidos & andlise de varidncia e testados a
significancia pelo teste F e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a (a < 0,05), ambos
através do programa SISVAR (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado FS25, preservado ha 7 anos, ndo foi viavel e o segmento preservado
apresentou contaminacéo, portanto, ndo foi avaliado o respectivo indculo preservado.

Ao analisar os dados contidos na analise de variancia (tabela 2), foi é observar
diferencas significativas (p. < 0,01) dos isolados, tempo de preservacdo e da interacdo
isolados x tempo para a caracteristica de Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial
(AACCM).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para area abaixo da curva de crescimento micelial
(AACCM) de sete isolados de F. solani preservados em diferentes periodos, Caceres-MT,
2022,

Q. M.

F. V. G. L. AACCM
Isolados 6 3129317,53**
Tempo 3 1693737,29**
Isolados x Tempo 17 2957929,88**
Residuo 108 19562,15
Média Geral 2241,53
C.V.% 28,90

(**) significativo a 1%, (*) significativo a 5% e (ns) néo significativo, pelo teste F.

Conforme a tabela 3, o isolado FS46 foi o isolado que apresentou maior AACCM no
periodo de 7 e 5 anos. Contudo, quando preservados ha 4 anos esse comportamento também
é observado para os demais isolados, exceto para o isolado FS38 que se diferenciou do FS50.
Por fim, entre os isolados preservados ha 1 ano, o isolado FS50 apresentou maior AACCM,
guando comparado com os isolados FS46, FS40 e FS33. Diante disso, percebe-se variagdes
na taxa de crescimento dos isolados, o que indica a interferéncia no fator tempo de manutencao
dessa caracteristica.
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Tabela 3. Interacdo do fator tempo de preservacdo e isolados de F. solani para
crescimento micelial, Caceres-MT, 2021.

AACCM
Isolados 7 anos 5 anos 4 anos 1 ano

Fs25 e 2305,80bcA 1773,99abA 1746.76abcA
FS31 1842,77bcA 1975,60bcA 2106,88abA 2747,02abA
FS33 1533,60cB 2756,46bA 2589,54abAB 1631,84bcB
FS38 2722,93bA 1436,64cB 1620,79bB 1841,63abcAB
FS40 1886,20bcA 2050,93bcA 2226,95abA 1551,62bcA
FS46 4413,10aA 4245,76aA 1770,25abB 1460,35cB
FS50 2046,79bcA 2409,93bcA 2925,74aA 2901,31aA

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minuscula na coluna e maiuscula na linha,
pelo teste de Tukey (o < 0,05). AACCM: Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial.

Santos (2015), ao realizar a caracterizacdo cultural de 10 isolados de F. oxysporum,
observou diferencas significativas nas médias de crescimento das coldnias, o que indica que
variacdes no crescimento de isolados também ocorrem em outras espécies pertencentes
ao género Fusarium. Estudos que avaliam o crescimento de espécies do género Fusarium,
ainda sdo escassos nos acervos de pesquisa, sendo também, carente de estudos que abordem o
crescimento nivel de isolados de uma espécie.

Quanto a interacdo do fator isolados e tempo, apenas ao isolados FS33, FS38 e FS46
sofreram interferéncia. O isolado FS46 teve a taxa de crescimento reduzida quando preservado
por menos de 5 anos, ou seja, quando preservado ha 7 e 5 anos, este isolado manteve seu
ritmo de crescimento estatisticamente superior quando comparado ao tempo de 4 e 1 ano de
armazenamento. Por outro lado, esse comportamento, ndo foi observado nos isolados FS38 e
FS33. A taxa de crescimento desses Ultimos, variou ao logo dos anos, mas de forma com que nao
é percebido um parametro de crescimento devido as oscilagdes no crescimento.

Para o isolado FS38, os periodos de 5 e 4 anos, foram os periodos em que este isolado
apresentou menor AACCM, enquanto que, quando preservado ha 1 e 7 anos a AACCM foi
estatisticamente superior. Por fim, o isolado FS38 tem como menor taxa de crescimento
micelial os periodos de 1 e 7 anos, se opondo aos periodos de 5 e 4 anos, quando apresentou
estatisticamente uma maior AACCM.

Os isolados FS25, FS31, FS40 e FS50, foram os isolados que melhor mantiveram sua
taxa de crescimento micelial preservados ao longo do tempo, ndo expressando variagdes
em funcdo do tempo para AACCM. Este comportamento pode estar ligado tanto as
caracteristicas biologicas desses isolados, quanto a eficiéncia do método de armazenamento
empregado.

Segundo Beloti (2015), o melhor método de preservacdo de espécies do género
Fusarium spp, é o de liofilizagdo. O autor descreve ainda, que o Fusarium Research Center,
na Universidade do Estado da Pensilvania, preserva quase 16 mil culturas através desse método,
onde todas permanecem viaveis. No entanto, na escolha do método a ser empregado, devem
ser consideradas as vantagens e desvantagens dos métodos disponiveis (Sola et al.,
2012), onde, verifica-se que para o processo de liofilizacdo, a necessidade de equipamentos
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onerosos para a desidratacdo do material, além dos custos com o preparo das culturas (Zamora
et al., 2006).

Em literatura, trabalhos que avaliam a viabilidade de fitopatdgenos em funcdo dos
diferentes métodos de armazenamento sdo relativamente comuns, onde se observa a
preservacdo por grandes periodos: Passador et al. (2010) F. oxysporum agente patogénico ao
cogumelo “champignon” 34 anos pelo método Castalleni; Beloti (2015) isolado de F. solani
por até 11 anos pelo método de Terrigo. Contudo, cabe ressaltar, que sdo escassos 0s trabalhos
que analisam as alteracdes provocadas pelo método de armazenamento aplicado ao longo do
tempo de armazenamento, bem como as implicacBes que estas podem promover.

CONCLUSAO

O crescimento dos isolados de F. solani sofreu poucas interferéncias em funcéo do fator
tempo de armazenamento, portanto, o0 método de papel filtro pode ser considerado como
eficiente na preservacdo da caracteristica de crescimento da maior parte dos isolados. Os
isolados de F. solani apresentam diferentes taxas de crescimento micelial.
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