&
w .

VIl EAITI:

€NCONTRO ANUAL DE INICIACAD
TECNOLOBGICA E INOUVACAD

UNiveEsIoADE
ESTADUAL OE
PONTA GROSSA

09e10
de novembro
de 2017

CRIOPRESERVACAO DE NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS EM NITROGENIO
LIQUIDO UTILIZANDO GLICEROL COMO CRIOPROTETOR

Leticia Bernadete da Silva (PIBITI/ CNPq), Gabriela Souza Doneze, Dayanne Alves, Daniel Vieira da Silva,

Viviane Sandra Alves (orientadora), vivialves@uenp.edu.br.

Universidade Estadual do Norte do Parana/Nome do Departamento Centro de Ciéncias Humanas e da Educacéo.

Ciéncias Agrarias: Fitossanidade

Palavras chave:controle bioldgico, conservagéo, glicerol, armazenamento.

Resultados Obtidos

O armazenamento e conservacdo dos nematoides
entomopatogénicos (NEPs) é um obstaculo para o seu
uso no controle biolégico. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o glicerol como crioproteror e a
criopreservagdo como método de armazenamento e
conservagdo dos NEPs. Foram utilizados os nematoides:
Heterorhabiditis bacteriophora a 5 e 8% de glicerol,
Steinernema carpocapse a 22% e Steinernema feltiae a
13%. As avaliagBes foram feitas 24 horas, 168 horas e
30, 60, 90 e 120 dias ap6s o congelamento dos NEPs
em nitrogénio liquido. Observou-se que todos os
isolados apresentaram redugdo na viabilidade e
infectividade ao longo do tempo de congelamento.

Introducao

Os nematoides entomopatogénicos do género
Steinernema e Heterorhabitis sdo eficazes para o
controle biologico, porém a dificuldade no seu
armazenamento e conservacdo € um impedimento na
expansdo no seu uso (GREWAL et al., 2001). Por outro
lado, a criopreservacdo em nitrogénio liquido como
método de armazenamento pode ser uma alternativa,
pois ira fazer com que haja uma reducédo na temperatura
e no metabolismo celular preservando dessa forma as
células por um periodo longo e permitindo que seja
retomado o desenvolvimento do nematoide apés o
descongelamento (PEEG, 2007). Assim, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar a viabilidade e infectividade de trés
nematoides a exposi¢cdo ao glicerol e ao congelamento
em nitrogénio liquido.

Material e Métodos

Os NEPs foram multiplicados pelo método in vivo
segundo metodologia de Molina & Lopez (2001). Para a
criopreservacdo o0s nematoides ficaram imersos no
glicerol em diferentes concentracbes de glicerol: H.
bacteriophora a 5 e 8% S. carpocapse a 22% e S. feltiae
a 13%. Em seguida os isolados foram lavados com
metanol para retirar o excesso de glicerol, e os Juvenis
Infectantes (JIs) colocados sobre um disco de papel e
em criotubulos que foram mergulhados em gelo para
posterior estocagem no botijdo de nitrogénio liquido. A
cada periodo de incubacado (24 horas, 168 horas e 30,
60, 90 e 120 dias) houve o descongelamento em solucao
salina, e avaliacdo da viabilidade e infectividade.

Todos os nematoides avaliados apresentaram redugéo
significativa da viabilidade apdés 120 dias de
congelamento (Tab. 01). Quanto a infectividade H.
bacteriophora a 5 e 8% e S. feltiae ndo apresentaram
diferenca significativa nos tempos avaliados. Por sua
vez, S. carpocapsae apresentou melhor valor de
infectividade apds 168 horas de congelamento (Tab. 02).

Tabela 1. Porcentagem de viabilidade de Juvenis Infectantes (JIs)
de nematoides entomopatogénicos apés congelamento em
nitrogénio liquido, usando glicerol como crioprotetor.

Tratamentos 24 h 168h 30 60 90 120
dias dias dias dias
H.bact. 5%' 215a 47,3b 71,7b 73,2b 68,0b 0,0a
H. bact. 8% 40,7b  16,7a 47,2b  75,5b 63,0b 0,0a
S. felt. 13% 77,7 76,7 79,5 70,7 59,2 0,0
S.carp.22% 782b 852b 750b 76,7b 68,5b 0,0a

1 H. bact. 5%= Heterorhabiditis bacteriophora 5%; H. bact. 8% = Heterorhabiditis
bacteriophora 8%; S. carp.22% = S. carpocapsae 22%; S. felt. 13% = S. feltiae 13%.

Tabela 2. Porcentagem de infectividade de Juvenis Infectantes
(JIs) de nematoides entomopatogénicos apds congelamento em
nitrogénio liquido, usando glicerol como crioprotetor.

Tratamentos 24 h 168h 30 60 90 120

dias dias dias dias
H. bact. 5% 2,5a 2,52 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
H. bact. 8% 2,5a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
S. felt. 13% 0,0a 2,5a 12,5a 5,0a 0,0a 0,0a
S.carp.22%  2,5a 42,5¢c 15,0b 150b 0,0a 0,0a

1 H. bact. 5%= Heterorhabiditis bacteriophora 5%; H. bact. 8% = Heterorhabiditis
bacteriophora 8%; S. carp.22% = S. carpocapsae 22%; S. felt. 13% = S. feltiae 13%.

Os tratamentos afetaram tanto a viabilidade quanto a
infectividade dos nematoides.
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