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Introdução

As coleções de culturas de micro-organismos, em sua forma mais abrangente, são 
centros de conservação de recursos genéticos ex-situ, que têm como principais 
funções a aquisição, caracterização, manutenção e distribuição de micro-
organismos para serem utilizados em programas de interesse da sociedade e para 
garantir às gerações futuras o acesso a esse capital biológico. Assim, em função 
das atividades de rotina, dados de pesquisa e informações sobre o acervo das 
coleções são gerados e utilizados em atividades de ensino, estudos taxonômicos, 
identificação de patógenos e testes de controle de qualidade de produtos e 
materiais biológicos. Desse modo, a manutenção das características biológicas do 
material conservado é de vital importância.

Conhecer a biodiversidade e a história natural dos fungos contribui diretamente 
para o conhecimento da biota terrestre, e tal conhecimento é a base sobre a qual 
podem se iniciar estratégias de proteção e utilização sustentável dos recursos 
naturais (ROSSMAN et al., 1998). Jasen e Hallwachs (1994) constataram que, 
antes de qualquer estratégia de proteção ou abordagem econômica de algum 
recurso, é necessário conhecer o que existe, ou seja, fazer um inventário. Esta 
situação é particularmente importante no caso dos fungos, considerando o enorme 
significado econômico que eles possuem (TEN KATE e LAIRD, 1999).

Os fungos constituem um grupo numeroso e filogeneticamente bastante 
diversificado de organismos. Por terem um poderoso aparato enzimático, 
participam ativamente da reciclagem de resíduos vegetais, decompondo-os 
por meio de sua ação celulítica e lignolítica. Além desta atividade saprofítica, 
os fungos podem também viver em associação simbiótica com as plantas, 
proporcionando a elas melhores condições de desenvolvimento em ambientes 
adversos, mediante associações micorrízicas (KRUGNER e BACCHI, 1995). Fungos 
representam, ainda, uma variada fonte de compostos bioquímicos, incluindo 
diversos antibióticos, com grande potencial para o controle biológico de pragas e 
doenças (ALEXOPOULOS et al. 1996; FOSTER, 1949; HAWKER, 1957) e para a 
elaboração de produtos farmacêuticos (CARVALHO et al, 1998).

Portanto, o material biológico conservado por métodos adequados em coleções 
de culturas tem uma ampla gama de aplicações na agropecuária, na indústria 
farmacêutica e na preservação do meio ambiente. A estimativa do mercado 
global para produtos derivados de recursos genéticos nas áreas de fármacos, 
fitofármacos, agricultura e outras aplicações biotecnológicas situa-se na faixa de 
US$ 500 a 800 bilhões por ano (Brasil, 2002).

As coleções microbiológicas ex-situ podem ser classificadas como coleções de 
trabalho, coleções institucionais ou coleções de serviço. Como infraestrutura 
fundamental na conservação e na distribuição de recursos genéticos, com a 
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finalidade de pesquisa e desenvolvimento, as 
coleções de serviço merecem atenção especial. A 
primeira coleção de serviço de que se tem registro 
foi a Coleção Kral, estabelecida em Praga, em 1890, 
com a finalidade de fornecer culturas puras para 
estudos comparativos e identificação de bactérias 
patogênicas (CANHOS e VAZOLLER, 2004).

Estas coleções ex-situ atuam também como 
provedores de serviços especializados e centros 
de informação. Os diferentes tipos de coleções de 
culturas, incluindo coleções de trabalho, coleções 
institucionais e, principalmente, coleções de serviço, 
têm uma importância destacada na conservação e 
na exploração da diversidade genética e metabólica 
(CANHOS et al. 1999).

O material biológico certificado é um recurso de 
alto valor agregado, presente em inúmeros produtos 
dos mais diversos setores da economia. O acesso 
de insumos e produtos ao mercado internacional 
estará sujeito, de forma crescente, a uma complexa 
legislação, constituindo-se potencialmente em 
barreiras sanitárias e comerciais. A superação 
destas barreiras dependerá da criação de uma 
estrutura de serviços tecnológicos que responda aos 
procedimentos de avaliação da conformidade e que 
sejam capazes de fornecer, mediante certificação e 
formas correlatas, a evidência de que os produtos 
atendem a requisitos técnicos especificados em 
normas e regulamentos. As exigências relativas à 
qualidade dos materiais biológicos para quaisquer 
fins representam um grande salto na agregação 
de valor a produtos decorrentes de aplicações 
industriais, agrícolas e ambientais. Por outro lado, 
tais exigências demandam significativo investimento 
na organização da base técnica laboratorial, na 
formação de quadros técnicos e intermediários 
e no estabelecimento de logística que garanta 
a prestação de serviços em ambiente de alta 
confiabilidade quanto aos quesitos de biossegurança, 
rastreabilidade, sigilo e proteção patentários (TEN 
KATE e LAIRD, 1999).

A coleção de culturas de fungos para o controle 
biológico de fitopatógenos e de plantas daninhas 
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia é 
classificada como coleção especializada de trabalho, 
pelo fato de o acervo ser resultante das atividades 
de pesquisa do Laboratório de Fitopatologia. Esta 
coleção mantém seus isolados preservados pelos 
seguintes métodos: água destilada esterilizada 

(método Castellani), óleo mineral, temperatura 
ultrabaixa (-80°C) e nitrogênio líquido (-196°C).  
A diversidade dos métodos escolhidos para a 
preservação dos isolados faz-se necessária em 
função da dificuldade de um método ser abrangente 
e satisfatório para todos os fungos, já que estes 
micro-organismos possuem características distintas.

A preservação em água destilada, descrita por 
Castellani (1939, 1967), consiste em armazenar o 
fungo crescido em meio de cultura específico para 
o organismo em questão e submergi-lo em água 
destilada esterilizada. Figueiredo (1967) e Figueiredo 
e Pimentel (1975) obtiveram sucesso na viabilidade e 
patogenicidade de fungos fitopatogênicos utilizando 
este método.

A preservação em óleo mineral foi utilizada 
primeiramente por Buell e Weston (1947). De acordo 
com este método, após o crescimento do fungo em 
meio de cultura, este é recoberto por uma lamina 
de 1 cm de óleo mineral para prevenir o meio da 
desidratação e diminuir a atividade metabólica e o 
crescimento do fungo, reduzindo, assim, a tensão do 
oxigênio.

A preservação por temperatura ultrabaixa – apesar 
de ser um método caro devido ao elevado preço de 
freezers especiais – é utilizada em algumas coleções 
de cultura, uma vez que pesquisas demonstram 
que este método possibilita a conservação de         
micro-organismos por longos períodos (BAKER, 
1955; REY, 1977).

A preservação por nitrogênio líquido é chamada de 
método final na preservação de micro-organismos 
(SMITH e ONIONS, 1983), pois induz a dormência 
do organismo, não existindo qualquer mudança 
fenotípica ou genotípica. Esta preservação é 
dificultada nos casos em que os organismos não 
produzem esporos em meio de cultura, o que reforça  
a necessidade de se preservar as estruturas de 
resistência quando presentes.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de 
avaliar a eficiência e o efeito desses métodos de 
preservação sobre a capacidade de crescimento, 
esporulação e variabilidade das características 
fenotípicas das colônias de 18 isolados de fungos 
mitospóricos utilizados no controle biológico de 
fitopatógenos e de plantas daninhas.
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Materiais e métodos

Foram selecionados 18 isolados para o teste de 
crescimento e viabilidade nos quatro métodos 
utilizados para a conservação, sendo que seis são 
agentes de controle de plantas daninhas (três de 
Cercospora caricis e três de Alternaria cassiae) 
e os 12 restantes são agentes de controle de 
fitopatógenos. Quatro desses isolados pertencem 
à espécie Dicyma pulvinata, quatro ao gênero 
Gliocladium e quatro à espécie Trichoderma 
harzianum (Tabela 1).

Após a retirada dos isolados dos referidos sistemas 
em que se encontravam armazenados, eles foram 
repicados em placas de petri de nove centímetros 
de diâmetro contendo meio de Batata-Dextrose-Ágar 

(BDA). Após dois dias, observou-se o crescimento 
dos isolados e, passados 30 dias da repicagem, eles 
foram fotografados. Em seguida, foram preparadas 
lâminas para a visualização de suas estruturas.

Resultados e discussão

Os resultados demonstraram eficiência na 
preservação dos isolados de A. cassiae nos quatro 
métodos; porém, houve interferência na capacidade 
de esporulação, principalmente das culturas 
preservadas sob temperatura ultrabaixa (-80°C).

Para C. caricis, os métodos Castellani, óleo mineral e 
nitrogênio líquido foram eficientes, especialmente o 
primeiro. Surpreendentemente, o método Castellani 
favoreceu a esporulação das culturas reativadas em 

Tabela 1. Tempo de conservação, em meses, dos 18 isolados testados da coleção de culturas de fungos para o 
controle de fitopatógenos e de plantas daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Isolado Código
Tempo de 

armazenagem 
em água estéril

Tempo de 
armazenagem 

em óleo mineral

Tempo de 
armazenagem 

em baixa 
temperatura 

(-80°C)

Tempo de 
armazenagem 
em nitrogênio 

líquido 
(-196°C)

Alternaria cassiae CEN 023 45 meses 44 meses 47 meses 47 meses

Alternaria cassiae CEN 028 45 meses 44 meses 47 meses 117 meses

Alternaria cassiae CEN 029 45 meses 44 meses 47 meses 115 meses

Cercospora caricis CEN 052 43 meses 44 meses 47 meses 111 meses

Cercospora caricis CEN 063 43 meses 44 meses 47 meses 108 meses

Cercospora caricis CEN 080 45 meses 44 meses 47 meses 103 meses

Dicyma pulvinata CEN 056 45 meses 44 meses 47 meses 60 meses

Dicyma pulvinata CEN 086 42 meses 41 meses 20 meses 102 meses

Dicyma pulvinata CEN 099 45 meses 42 meses 45 meses 97 meses

Dicyma pulvinata CEN 123 42 meses 42 meses 44 meses 97 meses

Gliocladium sp CEN 175 43 meses 45 meses 44 meses 44 meses

Gliocladium sp CEN 180 43 meses 45 meses 44 meses 44 meses

Gliocladium sp CEN 183 43 meses 45 meses 44 meses 44 meses

Gliocladium sp CEN 212 37 meses 45 meses 39 meses 39 meses

Trichoderma 
harzianum CEN 139 48 meses 44 meses 48 meses 48 meses

Trichoderma 
harzianum CEN 145 43 meses 44 meses 48 meses 45 meses

Trichoderma sp CEN 190 35 meses 39 meses 44 meses 42 meses

Trichoderma 
harzianum CEN 268 29 meses 29 meses 31 meses 31 meses
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BDA, corroborando dados obtidos por Figueiredo 
(1967) e Figueiredo e Pimentel (1975), os quais 
lograram sucesso na viabilidade e patogenicidade 
de fungos fitopatogênicos. Porém, em freezer a 
-80°C, os isolados não sobreviveram e, nas culturas 
recuperadas de óleo mineral e nitrogênio líquido, não 
se observou a produção de esporos. 

Para D. pulvinata, os quatro métodos foram viáveis, 
exceto para os isolados CEN 86 e CEN 123, que não 
sobreviveram quando conservados a -80°C. 

Para os isolados de Gliocladium spp., os quatro 
métodos avaliados foram eficientes. Contudo, o 
isolado CEN 180 não sobreviveu em óleo mineral e, 
quando recuperado do nitrogênio líquido, apresentou 
crescimento limitado. Os demais isolados (CEN 
175, CEN 183 e CEN 212) apresentaram baixa 
esporulação quando conservados a -80°C e em 
nitrogênio líquido. 

Para T. harzianum, os quatro métodos mostraram-se 
adequados. Porém, o isolado CEN 139 apresentou 
crescimento e esporulação limitados em óleo mineral.

Estes resultados ratificam a necessidade de 
preservação dos micro-organismos em uma variedade 
de métodos recomendados e descritos, pois refletem, 
de certa forma, a indisponibilidade até o momento 
de um método que seja abrangente e satisfatório 
para todos os fungos, já que estes  micro-organismos 
possuem características distintas.
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