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Criopreservacao do nematoide Deladenus (Beddingia) siricidicola
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O armazenamento de microrganismos a temperaturas ultrabaixas preserva a viabilidade,
pureza e estabilidade das cepas por periodos longos (20 anos ou mais). O método de
conservacao mais empregado € o nitrogénio liquido, que permite atingir temperaturas de
até -196 °C. O objetivo deste trabalho foi implantar o0 método de criopreservacdo do
nematdide Deladenus (Beddingia) siricidicola, assegurando a manutencdo de suas
caracteristicas genéticas. Foram selecionadas culturas do fungo Amylostereum areolatum
e do nematodide do isolado KC mantidas em meio BDA. As culturas foram cobertas com
agua destilada esterilizada e a solucdo foi transferida para proveta. Dessa solucéo foi
retirada uma aliquota de 1 mL que foi diluida 10 mil vezes para que fosse realizada, em
lupa, a contagem do numero de nematdides por mL. Em funcéo desse valor, foi efetuado
o célculo do volume final para o qual a solugdo de nematdides foi aferida objetivando-se a
quantidade de 1.000 nematdides mL™. Posteriormente, a solucdo de nematéides foi
preparada para que ficasse com 5% de glicerol e deixada em fluxo laminar até que o
volume fosse reduzido e a solucédo final de nematéides estivesse com 60% de glicerol. O
material foi transferido para criotubos e armazenado em botijdo contendo nitrogénio
liquido. Para o descongelamento foram testadas duas técnicas. Método 1: Os criotubos
foram descongelados, transferindo-os para um banho-maria a 37 °C por 10 s e, em
seguida, para camara incubadora a 23 °C por 3 dias. Método 2: O material foi
descongelado, transferindo-o para um banho-maria a 37 °C por 10 s, logo apds, em cada
criotubo, foi colocada Solugdo Ringer a 23 °C e esses foram colocados em camara
incubadora a 23 °C por 3 dias. Todos os nematdides descongelados pelo método 1

estavam mortos, pois apresentavam-se esticados ou com sua cuticula rompida. No

método 2, os nematdides estavam com sua cuticula integra e haviam nematéides moveis.
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