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Resumo 
Frente a necessidade de preservação e a manutenção de materiais biológicos, dentre eles fungos com 
potencial para controle biológico, para o desenvolvimento biotecnológico e científico, que vêm ganhando 
destaque no cenário mundial. Sendo necessário a adequação de métodos de preservação que além de 
garantia a sobrevivência destes microrganismos permitam a conservação de suas características 
morfológicas, fisiológicas e genéticas, no entanto, não existe um método ideal ou universal para a 
conservação de materiais biológicos. Diante desta necessidade o presente trabalho teve como objetivo de 
avaliar a eficácia e viabilidade de três métodos de preservação de isolados do fungo Phoma dimorpha 
(repicagens periódicas, Castellani e fragmentos de papel-filtro), em dois períodos de avaliação, seis e doze 
meses após o armazenamento. Estudou-se a eficácia e viabilidade, através do crescimento micelial do 
fungo em meio de cultivo contendo batata-dextrose-ágar. Houve variabilidade entre os métodos de 
preservação do isolado do fungo P. dimorpha para o crescimento micelial, eficácia do método e índice de 
velocidade do crescimento micelial, nos dois períodos de avaliação, após seis e doze meses de 
armazenamento. O método de preservação em fragmento de papel filtro mostrou-se como o mais eficaz na 
preservação do isolado do fungo P. dimorpha nos dois períodos de avaliação, após seis e doze meses de 
armazenamento, sendo ideal para obter o maior o crescimento micelial, eficácia do método e índice de 
velocidade do crescimento micelial. 
Palavras-chave: crescimento micelial; repicagens periódicas; Castellani; fragmentos de papel-filtro. 
 
 
Evaluation of different methods of preservation of Phoma dimorpha fungus 
 
 
Abstract 
Facing the need for preservation and maintenance of biological materials, among them fungi with potential 
for biological control, for biotechnological and scientific development, which are gaining prominence in the 
world scenario. It is necessary to adapt preservation methods that besides guaranteeing the survival of 
these microorganisms allow the conservation of their morphological, physiological and genetic 
characteristics, however, there is no ideal or universal method for the conservation of biological materials. 
In view of this need, the present work had the objective of evaluating the efficacy and feasibility of three 
methods for the preservation of Phoma dimorpha (periodic transfer, Castellani and filter paper fragments) 
isolates in two evaluation periods, six and twelve months after the storage. Efficacy and viability were 
studied by mycelial growth of the fungus in a culture medium containing potato-dextrose-agar. There was 
variability between the preservation methods of the P. dimorpha fungus isolate for mycelial growth, 
method efficacy and mycelial growth rate index, in the two evaluation periods, after six and twelve months 
of storage. The filter paper fragment preservation method was the most effective in preserving the P. 
dimorpha fungus isolate in the two evaluation periods, after six and twelve months of storage, being ideal 
to obtain the highest mycelial growth, efficacy of the method and mycelial growth rate index. 
Keywords: mycelial growth; periodic transfer; Castellani method; fragments of qualitative filter paper. 
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Introdução 
Os microrganismos são tidos como uma 

grande fonte de compostos de alto valor 
biológico que podem ser utilizados em diversas 
áreas, porém pouco investigado. Dentre estes 
compostos produzidos pelos microrganismos, 
destacam-se vitaminas, antibióticos, álcool, 
enzimas, biossurfactantes, fitotoxinas, entre 
outros (CAMEOTRA, 2007). Os fungos são os mais 
investigados, pois diversos espécies possuem a 
capacidade de produzir uma grande variedade de 
metabólitos secundários quimicamente novos e 
com expressiva atividade biológica (HINZ et al., 
2014; VILLAVERDE et al., 2014; WIJERATNE et al., 
2013).  

Os fungos do gênero Phoma estão entre 
os mais promissores produtores de metabólitos 
secundários, possuindo grande potencial para o 
controle biológico, que podem ser explorados 
para a produção de produtos fitossanitários 
naturais para agricultura sustentável (KIM et al., 
2012; RAI et al., 2009). Diversas pesquisas vêm 
mostrando que algumas espécies deste gênero 
apresentam elevado potencial para produção de 
metabólitos secundários com atividade herbicida 
(CIMMINO et al., 2013; EVIDENTE et al., 2015; 
ARORA et al., 2016; BRUN et al., 2016; KLAIC et 
al., 2017; TODERO et al., 2018a,b). Além disso, 
algumas pesquisas também mostram que as 
moléculas bioativas produzidas por estes fungos 
possuem atividade antibacterianas e antifúngicas 
(KOYAMA et al., 2005; YANO et al., 2007; 
SANTIAGO et al., 2012, HUSSAIN et al., 2014). 

Segundo Guimarães (2011), o isolamento 
e melhoramento de fungos são processos longos 
e de elevado custo, sendo necessário a seleção e 
adequação de técnicas de preservação, visto que 
está medida permitirá a realização de pesquisas, 
tanto básicas como aplicadas, a qualquer tempo. 
Atualmente no cenário mundial a preservação de 
materiais biológicos vem ganhando destaque, 
devido à necessidade destes para o 
desenvolvimento biotecnológico e científico. A 
utilização de métodos de preservação tem como 
proposito permitir a sobrevivência do 
microrganismo de interesse, garantir a 
manutenção das características originais da 
cultura: morfológicas, fisiológicas (esporulação e 
patogenicidade) e genéticas, excluindo mutações 
e contaminação indesejável, mesmo após longos 
períodos (BELOTI et al., 2017).  

Para a escolha do método de preservação 
é necessário levar em consideração alguns 
fatores, como as características do material 

biológico em estudo, assim como as vantagens e 
desvantagens dos métodos disponíveis, dos 
custos de manutenção, e da disponibilidade de 
equipamentos para tal procedimento (NAKASONE 
et al., 2004). Desse modo, a determinação do 
melhor método de preservar fungos, com a 
utilização de técnicas simples e eficientes, é de 
grande interesse para laboratórios de 
microbiologia. Além de permite o 
desenvolvimento de estudos capazes de superar 
barreiras cronológicas e geográficas e, por 
conseguinte, elucidar as particularidades dos 
diferentes materiais biológicos (TERAMOTO et al., 
2011).  

Os métodos de preservação de 
microrganismos mais utilizados são temperaturas 
baixas ou congelamento, nitrogênio líquido, 
repicagens periódicas ou repique continuo, 
Castellani ou água destilada, liofilização e óleo 
mineral, além destes, outros métodos, como o de 
sílica-gel, fragmento de papel filtro, grãos de 
cereais esterilizados, solo e turfa esterilizados, 
também podem ser empregados (BUENO, 2006; 
APARECIDO et al., 2012). Segundo Finatti e 
Aparecido (2009), os métodos mais utilizados em 
institutos de pesquisas, como o Instituto 
Biológico de Campinas, para preservação de 
fitopatógenos fúngicos são o método de 
repicagens periódicas, óleo mineral, Castellani e 
liofilização. Estes autores relatam que diversas 
pesquisas vêm mostrando bons resultados, para 
longos períodos de preservação.  

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar a eficácia e viabilidade de três métodos de 
preservação de isolado do fungo Phoma 
dimorpha (repicagens periódicas, Castellani e 
fragmentos de papel-filtro), em dois períodos de 
avaliação, seis e doze meses após o 
armazenamento.  
 
Material e métodos 

O ensaio foi conduzido no laboratório 
Biotec Factory do Departamento de Engenharia 
Química da Universidade Federal de Santa Maria, 
Santa Maria, RS.  

O fungo submetido aos diferentes 
métodos de preservação foi a espécie Phoma 
dimorpha Aveskamp, Gruyter & Verkley. As cepas 
deste fungo foram provenientes da coleção do 
laboratório o Biotec Factory do Departamento de 
Engenharia Química da Universidade Federal de 
Santa Maria, Santa Maria, RS.  

Os ensaios foram conduzidos utilizando 
um delineamento experimental inteiramente 
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casualizado (DIC), com três tratamentos e quatro 
repetições. Os tratamentos foram constituídos de 
três métodos de preservação: repique contínuo, 
fragmentos de papel filtro e água destilada estéril 
(método de Castellani).  

A preservação dos isolados de P. 
dimorpha nos três métodos foi realizada em 
setembro de 2017 e as avaliações de viabilidade 
foram realizadas em março e outubro de 2018, 
aos seis e dose meses após armazenamento, 
respectivamente, totalizando doze meses de 
avaliação dos métodos de preservação.  

O método de repicagens periódicas ou 
repique continuo foi realizado de acordo com 
metodologia descrita por Dhingra e Sinclair 
(1995). Um disco de micélio do fungo foi 
repicado, para placas de petri (Figura 4) contendo 
meio BDA, em seguida seladas com parafilme, e 
incubadas por 10 dias, a 28 °C na ausência de luz. 
Após o crescimento micelial as placas foram 
armazenadas em geladeira à temperatura de 4 a 
8ºC, e a cada dois meses o fungo era repicado 
para outras placas com meio BDA. 

Para a preservação em fragmentos de 
papel-filtro, utilizou-se a metodologia proposta 
por Alfenas e Mafia (2007). Tiras de papel filtro 
esterilizados (2,5 x 0,7 cm), foram depositados 
sobre meio de cultura BDA em placas de petri. 
Posteriormente, discos de micélio do fungo 
foram repicados para as placas visando 
proporcionar o crescimento do fungo sobre os 
fragmentos de papel. As placas foram incubadas 
por 10 dias, a 28 °C na ausência de luz. Após o 
crescimento micelial sobre os fragmentos de 
papel, os mesmos foram transferidos para placas 
de Petri estéreis, e permaneceram em 
incubadora nas mesmas condições pelo período 
de 10 dias para a secagem das tiras de papel 
contendo o micélio do fungo. Posteriormente, os 
fragmentos de papel foram transferidos para 
microtubos de 2 mL do tipo Eppendorf e 
armazenados a -15C. Foram armazenadas quatro 
tiras de papel com o fungo por frasco.  

A preservação em água destilada estéril 
ou método de Castellani foi realizada de acordo 
com metodologia descrita por Alfenas e Mafia 
(2007). Para isso, inicialmente, frascos-ampola de 
vidro, com capacidade para 10 mL, foram 
preenchidos com 4 mL de água destilada e 
vedados com rolhas de borracha, em seguida 
autoclavados a 121 ºC por 30 minutos. 
Posteriormente, em câmara asséptica, foram 
transferidos quatro discos de micélio (6 mm de 
diâmetro) de meio BDA provenientes de colônias 

em crescimento ativo do fungo P. dimorpha em 
cada frasco. 

As avaliações de eficácia e viabilidade dos 
métodos de preservação para os isolados de P. 
dimorpha foram realizadas, em dois períodos de 
avaliação, aos seis e doze meses após o 
armazenamento, onde discos de micélio foram 
retirados e colocados em meio BDA para teste de 
eficácia e viabilidade dos métodos de 
preservação avaliados.  

Para ambos os métodos de preservação 
as avaliações tiveram como base medições 
diárias do diâmetro das colônias, com auxílio de 
um paquímetro digital (Within 150 mm), em eixos 
ortogonais (média das duas medidas 
diametralmente opostas) para obter-se a média 
do crescimento miceliano diário, até que o 
tratamento testemunha atingisse os bordos da 
placa (MAIA et al., 2011). Com base nestes dados 
calculou-se: 

O índice de velocidade do crescimento 
micelial (IVCM – mm dia-1), foi determinado com 
base na fórmula descrita por Maia et al. (2011): 

 IVCM= ∑
(D-Da)

N
 

Onde: D= diâmetro médio atual da colônia (mm); 
Da= diâmetro médio da colônia do dia anterior 
(mm); N= número de horas ou dias após a 
inoculação. 

 
A eficácia de cada método de 

preservação (EMP - %), foi calculada a partir da 
adaptação da equação descrita por Abbott 
(1925), utilizando-se os dados de crescimento 
micelial:  
 

EMP = (100 x CM/60) 
Onde: 
CM = Crescimento micelial médio do método de 
preservação; 
EMP = Eficácia do método de preservação. 

Os dados foram submetidos aos testes de 
normalidade e homogeneidade dos erros, do qual 
foi contatado o cumprimento dos pressupostos, 
em seguida, os dados foram submetidos à análise 
de variância e na presença de significância, as 
variáveis qualitativas tiveram suas médias 
comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% 
de probabilidade de erro, com auxílio do 
programa estatístico Sisvar versão 5.1 (FERREIRA, 
2014).  
 
 
 



4 

Colloquium Agrariae, v. 15, n.4, Jul-Ago, 2019, p. 1-10. 

Resultados E Discussão 
Os resultados da análise da variância e 

dos valores médios de crescimento micelial, 
eficácia do método de preservação (EMP) e 
índice de velocidade do crescimento micelial 
(IVCM) do fungo P. dimorpha em função dos 
diferentes métodos de preservação, após seis (6 
MA) e doze meses de armazenamento (12MA), 
indicam que houve diferença significativa entre 
os métodos de preservação (Tabela 1). Os baixos 

valores de coeficiente de variação mostram que 
os dados observados satisfazem a premissa de 
normalidade. 

 
 
 
 
 
 

 
Tabela 1. Resumo da análise de variância e valores médios de crescimento micelial (CM - mm), eficácia do 
método de preservação (EMP - %) e índice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) do fungo P. 
dimorpha em função do método de preservação, em seis (6 MA) e doze meses de armazenamento (12MA) 

¹FV ²GL 

Quadrados médios 

CM (mm) EMP (%) IVCM (mm/dia-1) 

6MA 12MA 6MA 12MA 6MA 12MA 

Método de Preservação 2 70,20* 154,93* 42,83* 430,44* 84,83* 43,21* 

Erro 9 16,17 18,37 3,80 50,11 0,63 0,89 

Desvio Padrão 1,98 6,55 3,30 10,92 3,93 2,93 

Coeficiente de variação (%) 12,09 11,99 2,85 11,99 5,02 7,85 
 (1)Fonte de variação, (2)Grau de liberdade, *significativo a 5% e (NS)não significativo. 
 
 

Ao analisar os diferentes métodos de 
preservação do fungo P. dimorpha, constatou-se 
que todos diferem entre si (p≤0,05), nos dois 
períodos de avaliação, aos seis e doze meses após 
o armazenamento. O método de preservação em 
fragmentos de papel-filtro foi o que 
proporcionou os maiores diâmetros de 
crescimento micelial, com valores médios 
superiores a 43 mm, nos dois períodos de 
avaliação, aos seis e doze meses após o 
armazenamento, diferindo estatisticamente dos 
demais métodos (Figura 1A, 2).  

Quanto a porcentagem de eficácia dos 
métodos de preservação do fungo P. dimorpha 

(Figura 1B), constatou-se diferença significativa 
entre os métodos de preservação avaliados neste 
trabalho. Sendo a maior porcentagem de eficácia 
observada no método de preservação em 
fragmento de papel-filtro nos dois períodos de 
avaliação, com porcentagem média superior a 70 
e 65, aos seis e doze meses após o 
armazenamento, respectivamente. Com base 
neste resultado confirma-se a eficácia do método 
de preservação em fragmento de papel-filtro 
para o fungo P. dimorpha. 
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Figura 1. Médias do crescimento micelial e porcentagem de eficácia dos métodos de preservação dos 
diferentes métodos de preservação do fungo P. dimorpha, em dois períodos de avaliação, aos seis e doze 
meses após o armazenamento. *Médias seguidas de mesma letra, não diferem estatisticamente entre si pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 
 

Os resultados obtidos neste estudo 
destacam que o método de fragmento de papel 
filtro foi o método de preservação que permitiu 
maior crescimento micelial, para os isolados do 
fungo P. dimorpha, seguido do repique contínuo 
e Castellani. No entanto, este resultado não pode 
ser generalizado para outros fungos, visto que, 
em virtude da grande biodiversidade destes 
microrganismos, de acordo Girão et al. (2004) 
não existe uma técnica padrão que seja capaz de 

preservá-los de forma adequada. Existem 
diversos métodos para preservação de fungos, 
porém para a escolha do método de manutenção 
mais adequado devem-se levar em consideração 
as vantagens e desvantagens de cada técnica 
disponível e principalmente as características do 
agente em estudo (SOLA et al., 2012). 
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Figura 2. Recuperação de isolados de P. dimorpha preservados pelos métodos de repicagens periódicas 
(RP), fragmentos de papel-filtro (PF) e água destilada (AD), em dois períodos de avaliação, aos seis e doze 
meses após o armazenamento. 

 
 
 
A eficácia do método de preservação em 

fragmento de papel-filtro também foi descrita 
por Fong et al. (2000), os quais descrevem que o 
método de preservação em fragmento de papel-
filtro se mostrou muito eficaz para a preservação 
de F. oxysporum a -19 °C, mantendo-se viáveis 
após quatro anos de armazenamento, e todas as 
culturas foram recuperadas sem a presença de 
ácaros. Neste método de preservação ocorre a 
remoção de água das células fúngicas, o que 
diminui ou suspende o metabolismo, 
aumentando o período de armazenamento na 
geladeira prolongando a longevidade das culturas 
(DHINGRA; SINCLAIR, 1995; FONG et al., 2000). 

A preservação em fragmento de papel 
filtro, apresenta baixo custo, não necessita de 
equipamentos sofisticados, além de estabilidade 
elevada e a não ocorrência de ácaros em função 
de ser mantido a baixas temperaturas (ANJOS et 
al., 2012). De acordo com estudo desenvolvido 
por Aparecido et al. (2012), isolados de Phoma 
spp. mostraram-se viáveis após preservação de 
dois meses, pelo método de congelamento de 
estruturas a -80 °C.  

Com base na figura 1, os métodos de 
preservação repicagens periódicas e Castellani 
apresentaram os menores valores crescimento 
micelial, sendo semelhantes quanto ao 
crescimento micelial no primeiro período de 
avaliação (6MA) e diferiram no segundo aos doze 
meses após o armazenamento, com valores 
médios de crescimento micelial variando de 28 a 
40 mm.  

De acordo com Aparecido et al. (2007) 
comparando viabilidade de culturas fúngicas 
preservadas pelos métodos de Castellani e 
liofilização com base nos dados de crescimento 
micelial, constataram que o método de Castellani 
(água destilada) foi o mais vantajoso para 
manter, em laboratório, diferentes gêneros e 
espécies de fungos. Comparando os métodos de 
repicagens periódicas, método de Castellani ou 
água destilada e liofilização para manutenção de 
35 culturas fúngicas fitopatogênicas foi possível 
verificar que o método o método de Castellani ou 
água destilada foi o mais adequado, por ser o 
mais eficiente na manutenção da viabilidade e 
esporulação, apresentou baixa taxa de mutações 
e de contaminação (PIRES et al., 2012).  

Passador et al. (2010), avaliando a 
manutenção da viabilidade dos Verticillium 
dahliae e Fusarium oxysporum, pelos métodos de 
Castellani (água destilada) e repicagens 
periódicas, constataram que em ambos os 
métodos o fungo V. dahliae permaneceu viável 
por seis anos. Avaliando a eficiência de três 
métodos de preservação de isolados, durante seis 
meses de armazenamento Teramoto et al., 
(2011), constataram que o método de repicagem 
periódica foi o método de preservação que 
permitiu maior crescimento micelial, para todos 
os isolados, seguido do Castellani e do óleo 
mineral. 

A longo prazo as culturas mantidas por 
meio de repicagens periódicas podem apresentar 
contaminação por ácaros ou outros 
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microrganismos, além de ocorrer a secagem do 
meio. Uma outra desvantagem é que a 
morfologia e fisiologia de um fungo cultivado 
podem mudar ao longo do tempo, como a 
capacidade de esporular ou de infectar um 
hospedeiro, podem ser perdidas após repiques 
contínuos por longos períodos (DHINGRA; 
SINCLAIR, 1995; NAKASONE et al., 2004). 

De acordo com Green (2008) e Costa et 
al. (2009), ao longo dos anos vários estudos vêm 
sendo realizados com o objetivo de desenvolver e 
aplicar protocolos, no entanto, a grande maioria 
dos métodos não se aplicado a todos os 
microrganismos, devido as caraterísticas 
peculiaridades do microrganismo de interesse e 
também as características das técnicas 
(equipamentos e materiais). Estes autores 
alertam para a necessidade da conjunção de dois 
ou mais métodos, a fim de se garantir a melhor 
recuperação dos microrganismos.  

O índice de velocidade média de 
crescimento micelial (IVCM) do fungo P. 
dimorpha sofreu influência dos métodos de 
preservação, nos dois períodos de avaliação, aos 
seis e doze meses após o armazenamento (Figura 
3). O maior IVCM foi observado no método de 

preservação em fragmento de papel-filtro, 
diferindo estatisticamente dos demais métodos, 
nos dois períodos de avaliação, com médias de 
20,39 e 15,23 mm/dia-1, aos seis e doze meses 
após o armazenamento, respectivamente. O 
método de preservação em fragmento de papel 
filtro, foi o que obteve o maior índice, 21,92 mm 
dia-1 (Figura 3). 

Qiangqiang et al. (1998) comparou a 
viabilidade de setenta e oito isolados após doze 
anos, utilizando os métodos de liofilização e 
Castellani na preservação dos mesmos obtendo 
como viáveis 89,7% dos isolados preservados 
pelo método de Castellani e 87,2% dos isolados 
preservados pelo método de liofilização. 

De acordo com Guimarães (2011), o 
repique contínuo, também chamado de sub-
cultura ou repicagem periódica, é uma das 
técnicas de conservação mais antigas e 
amplamente utilizada, por ser um método 
simples e baixo custo, que permite a manutenção 
da grande maioria das espécies de fúngicas. No 
entanto, este método é uma boa opção para 
pequenas coleções de culturas em constante 
utilização por períodos curtos (menos de 1 ano).  

 
 

Figura 3. Médias do índice de velocidade de crescimento micelial do fungo P. dimorpha nos diferentes 
métodos de preservação, em seis e doze meses de armazenamento. *Médias seguidas de mesma letra, não 
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 
 
Conclusões 

Houve variabilidade entre os métodos de 
preservação do isolado do fungo P. dimorpha 
para o crescimento micelial, eficácia do método e 
índice de velocidade do crescimento micelial, nos 
dois períodos de avaliação, após seis e doze 
meses de armazenamento. 

O método de preservação em fragmento 
de papel filtro mostrou-se como o mais eficaz na 
preservação do isolado do fungo P. dimorpha nos 
dois períodos de avaliação, após seis e doze 
meses de armazenamento, sendo ideal para 
obtenção do maior crescimento micelial, eficácia 



8 

Colloquium Agrariae, v. 15, n.4, Jul-Ago, 2019, p. 1-10. 

do método e índice de velocidade do crescimento 
micelial. 
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