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Apresentacao

Por causa da grande importancia dos recursos microbianos, em
2012, foi instituida a Colecao de Referéncia da Embrapa Milho

e Sorgo, junto a Rede de Recursos Genéticos Microbianos da
Embrapa. O foco principal desta colecao é a prospeccao da
biodiversidade, com a manutenc¢ao de seu acervo e organizagao
da informacao, garantindo a conservacao dos recursos
bioldgicos nacionais, visando sua aplicagao em pesquisa, no
agronegodcio e em outros setores produtivos relacionados.

Este “Manual de Gestao da Colecao de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatogénicos (CMMF)” descreve o sistema
de gestao implementado e documentado pela CMMEF, o sistema
de qualidade e seguranca, 0os processos operacionais e técnicos
da manutencao e preservacao dos acessos pertencentes ao
banco de germoplasma microbiano e a estrutura organizacional
e da documentacao.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe-Geral
Embrapa Milho e Sorgo
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Introducao

A conservacao de recursos genéticos microbianos, assim como
a pesquisa com esses organismos, constitui praticas indispen-
saveis ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do setor
agropecuario. Os microrganismos desempenham papel impor-
tante na sustentabilidade da agricultura, e as regioes tropicais
sao provavelmente aquelas que constituem a mais rica fonte de
novas especies.

Por causa da grande importancia destes recursos microbianos,
em 2009, foi criada a Rede de Recursos Genéticos Microbianos
da Embrapa, com o intuito de promover a integracao das cole-
¢oes de microrganismos das diferentes Unidades da Embrapa

e instituicoes parceiras. A Rede abrange 15 colecoes de culturas
que contam com, aproximadamente, 33.000 isolados de micror-
ganismos conservados.

A Colegao de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogéni-
cos (CMMF) constitui uma dos conjuntos da Rede de Recursos
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Genéticos Microbianos da Embrapa. A CMMF é uma colecao
institucional que preserva em torno de 11.000 linhagens de
microrganismos, obtidas principalmente por meio de coletas
realizadas em diferentes regioes do Brasil.

A CMMEF foi iniciada em 1991 e tem como objetivos coletar,
caracterizar, preservar e prospectar microrganismos de inte-
resse agricola, incluindo bactérias diazotréficas associativas
isoladas de milho, sorgo e milheto, fungos micorrizicos arbus-
culares, microrganismos fitopatogénicos, estirpes de bactérias
com potencial no controle bioldgico de insetos-praga (Bacillus
thuringiensis) e de doencas de milho e sorgo e microrganismos
promotores do crescimento de planta, como os biossolubiliza-
dores de nutrientes (fosforo e potéassio).

A colecao encontra-se em fase de implantagao de um acervo
central, sendo atualmente distribuida em quatro subcolecoes de
trabalho da Embrapa Milho e Sorgo e sob a responsabilidade de
um pesquisador, em cada laboratério, como descrito a seguir:

Subcolecao de bactérias entomopatogénicas (CBE): composta
por isolados de Bacillus thuringiensis (Bt). Esta localizada no
Laboratorio de Controle Bioldgico sob a curadoria do pesqui-
sador Fernando H. Valicente, e € composta por 4.600 linhagens,
conservadas a -20 °C e -80 °C.

Subcolecao de microrganismos diazotréficos e promotores de
crescimento (CMPC): composta por solubilizadores de fosforo

e potassio e diazotroficos fixadores de nitrogénio, microrganis-
mos produtores de fitormoOnios e antagonistas de fitopatége-
nos, microrganismos endofiticos. Esta localizada no Laboratorio
de Microbiologia e Bioguimica de Solos, sob a responsabilidade
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dos pesquisadores lvanildo Evédio Marriel e Christiane Abreu
de Oliveira Paiva. A colegcao possui cerca de 3.800 isolados,
sendo: 2.000 acessos de diazotroficos; 100 de leveduras endo-
fiticas de sorgo sacarino; 400 de fungos endofiticos de milho e
sorgo; 960 de microrganismos solubilizadores de fosfato; 100 de
microrganismos solubilizadores de potassio; 240 de microrga-
nismos antagonistas. A grande maioria dos acessos esta con-
servada em 4gar inclinado sob 6leo esterilizado e cerca de 100,
conservados a -80 °C.

Subcolecao de fitopatdogenos de milho e sorgo (CFMS): localiza-
da no Laboratério de Fitopatologia, sob a responsabilidade do
pesquisador Luciano Viana Cota. A colecao possui 3.967 isola-
dos, preservados em 6leo mineral, liofilizado ou a -80 °C.

Subcolecao de fungos micorrizicos arbusculares (CFM): locali-
zada no Laboratério de Ecologia Molecular Microbiana, sob a
responsabilidade do pesquisador Francisco Adriano de Souza. A
colecao possui 47 estirpes pertencentes a 29 espécies distintas,
preservadas em solo estéril e a -80 °C.

A CMMF fornece material para que os pesquisadores das diver-
sas areas facam estudos relacionados a variabilidade de popu-
lagoes de patdgenos, estudos de taxonomia e filogenia de mi-
crorganismos, desenvolvimento de novos biopesticidas, e busca
de estirpes mais eficientes nos processos de fixagao biologica
do nitrogénio e na promocao do crescimento de plantas visan-
do a sua utilizacao em inoculantes microbianos. Além disso,
colecoes de microrganismos, como a CMMEF, representam uma
fonte importante de genes e substancias com grande potencial
biotecnoldgico. Assim, a preservacao adequada desses micror-
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ganismos é de grande interesse para instituicoes de pesquisa, o
agronegocio e também para o meio ambiente.

Este manual tem como objetivo integrar e coordenar as ativida-
des desenvolvidas pela CMMFE

Gestao da CMMF

Organograma

Colegao Central (CMMF)
Curador: Christiane Abreu de Oliveira Paiva
Gestor: Maycon Campos Oliveira

Diazotréficos e Promotores de
Crescimento (CMPC)
Curador: Ivanildo Evodio Marriel
Gestor: Jean Marcel Rodrigues de Pinho

Fitopatégenos de Milho e Sorgo (CFMS)
Curador: Luciano Viana Cota
Gestor: Clovis Geraldo Ribeiro

/

Bactérias Entomopatogénicas (CBE) Fungos Micorrizicos Arbusculares (CFM)
Curador: Fernando Hercos Valicente Curador: Francisco Adriano de Souza
Gestor: Osmar Santana de Souza Gestor: Maycon Campos Oliveira
Equipe
Curador de CMMF

¢ Dr(a). Christiane Abreu de Oliveira Paiva
Gestor da CMMF

e Ms. Maycon Campos Oliveira
Pesquisadores

e Dr(a). Christiane Abreu de Oliveira Paiva
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e Dr(a). Dagma Dionisia da Silva
e Dr(a). Eliane Aparecida Gomes
e Dr. Fernando Hercos Valicente
e Dr. Francisco Adriano de Souza
e Dr. lvanildo Evodio Marriel

e Dr. Luciano Viana Cota

e Dr. Rodrigo Veras da Costa

Analistas

e Ms. Jean Marcel Rodrigues de Pinho
e Ms. Maycon Campos Oliveira

e Dr. Ubiraci Gomes de Paula Lana
Técnicos

e Clovis Geraldo Ribeiro

e (Osmar Santana de Souza

Matriz de Competéncia

A coordenacao das atividades da CMMF é exercida pelo curador
da colecao. O curador deve ser um pesquisador da Embrapa Mi-
Iho e Sorgo, sendo seu substituto outro pesquisador da Unida-

de. As responsabilidades e autoridades de gestor da qualidade
sao assumidas por um dos técnicos (analistas ou técnicos) da
CMMEF, sendo seu substituto outro técnico ou analista.

11
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Ao curador e gestor da CMMF competem:

e Adequar as atividades da colecao ao arcabouco legal vigen-
te em observancia da legislacao municipal, estadual, federal
e internacional, tais como acesso, coleta, remessa, transpor-
te e destinacao de material biologico;

e Zelar pela manutencao do acervo de forma que a colecao
seja usada com finalidades de ensino, pesquisa, servico,
divulgacao e difusao;

e Notificar as instancias institucionais competentes nas situa-
¢oes de risco premente do acervo;

e Adequar a colegao a gestao da qualidade;

e Empreender esforcos para obtengao de recursos internos e
externos com objetivo de incrementar, preservar e desenvol-
ver o0 acervo;

e Analisar pedidos de depdsito e fornecimento de amostras;

e Avaliar resultados de identificacao molecular de microrga-
nismos;

e Manter registros, onde aplicavel, para demonstrar a confor-
midade com os requisitos do sistema de gestao da qualida-
de e sua efetiva operacao;

e Atualizar-se com relacao as técnicas de gerenciamento de
colecdes e de procedimentos laboratoriais, bem como em
relacao as normas e legislagoes vigentes para o segmento;
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Garantir a capacitacao continuada de sua equipe;
e Efetuar a validacao de métodos, quando necessario;

e Definir e supervisionar as competéncias e atribuicoes do

quadro de analistas, técnicos e estagiarios, eventualmente

designados para a colecao;

* Planejar os recursos necessarios ao exercicio de sua funcao
(materiais de consumo, materiais permanentes, equipamen-

tos e recursos humanos).

Ao gestor da CMMF competem:

e Seguir os procedimentos e métodos;

e Cumprir os requisitos do sistema de gestao da qualidade;

e Receber amostras para deposito, realizar o depdsito e forne-

cer amostras preparadas;

e Avaliar as condi¢cdoes da amostra, e, em caso de anormalida-

de, registrar e informar ao curador;

e Controlar e zelar pelos equipamentos/instrumentos de medi-

¢ao sob sua responsabilidade ou uso;

¢ Informar ao curador qualquer anormalidade ou nao confor-

midade no processo;

e Participar de treinamentos quando necessario;

13
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e Manter inventario atualizado do acervo que compoe a cole-
¢ao, conferindo dinamismo e visibilidade por meio de sua
informatizacao;

e Manter registros sobre os processos de intercambio (doa-
¢cOes, empréstimos, permutas e vendas) de material bioldgi-
co, incluindo os termos de transferéncia de material, termos
de responsabilidade para transporte de material, assim
como outros previstos pela legislacao vigente;

¢ |nserir, na base de dados, informacoes sobre as linhagens
preservadas na colecdo. Atualizar uma vez por semestre os
dados da colecao no portal da Rede Microbiana, quando
disponiveis;

e Manter cada linhagem preservada em pelo menos dois mé-
todos de conservacao de longo prazo.

Seguranca e Sistema da Qualidade

O sistema da qualidade sera organizado conforme requisitos da
norma de BPL (Boas Praticas de Laboratorio), para laboratorio
de pesquisa.

Todas as operacoes em laboratérios da CMMF serao conduzidas
com normas de seguranca e de boas praticas de laboratorio,
seguindo metodologias padroes que assegurem a qualidade do
servico realizado e obedecendo a legislacao ambiental quanto
ao descarte de qualquer material.
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Operacionalizacao da CMMF

Coleta de Amostras

As coletas de amostras sao realizadas pelos grupos de pesquisa
especificos (Fitopatologia, Controle Biologico, Ecologia Micro-
biana e Microbiologia do Solo) em ambientes que favorecam a
obtencdo dos microrganismos de interesse.

A expedicao para a coleta deve ser planejada com antecedén-
cia. Questdes sobre autorizacao para coleta em determinada
area segundo a legislagao vigente, equipe que realizara a coleta,
material a ser levado, acondicionamento do material coletado,
dados sobre a coleta e a recepcao no laboratério sao definidas
antecipadamente a coleta.

As informagoes minimas referentes a cada amostra coletada
deverao incluir: data, local (com as coordenadas geograficas

- latitude, longitude, elevacao), tipo de amostra coletada (ex.:
tecido vegetal, solo, agua, etc.), responsavel pela coleta e carac-
teristicas do local onde foi realizada a coleta.

A coleta é uma acao crucial para o isolamento de grupos de
microrganismos de interesse. Coletas realizadas de forma ina-
dequada ou a falta de informacoes sobre a drea onde esta foi
realizada podem comprometer todo o trabalho posterior.

Isolamento

As atividades de isolamento deverao ser realizadas nos labora-
torios de pesquisas de acordo com metodologias especificas de
cada grupo de microrganismos de interesse.
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Para o isolamento de diferentes espécies de B. thuringiensis
pode-se utilizar a metodologia recomendada por Valicente e
Barreto (2003). As amostras preparadas a partir de solo, planta,
agua ou insetos mortos sao submetidas a um choque térmico
que mata as células vegetativas da maioria das bactérias, favo-
recendo o isolamento dos esporos de Bt, os quais se mantém
vidveis apos o processo.

Fungos micorrizicos arbusculares, FMAs, podem ser isolados di-
retamente de solo coletado no campo ou de substrato de vasos
de culturas-armadilha estabelecidas a partir de solo, raizes ou
plantas coletadas em campo (BRUNDRETT et al., 1995; SOUZA,
2000). Os esporos de FMAs sao extraidos da amostra por penei-
ramento umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963), seguido de
uma centrifugacao em agua, descarte do sobrenadante e poste-
rior centrifugacao em solugao de sacarose 45 a 60% dependen-
do da amostra. Posteriormente, realizam-se procedimentos de
lavagem e selecao dos esporos.

Para o isolamento de bactérias diazotroficas, as amostras sao
separadas em solo da rizosfera, raizes, parte aérea e seiva, no
caso de endofiticos, e processadas de acordo com a metodologia
descrita por Dobereiner et al. (1995). De acordo com Dobereiner
et al. (1995), alguns meios de cultivo foram desenvolvidos como
semiespecificos, sem nitrogénio, para determinados géneros de
bactérias diazotroficas. Por exemplo, espécies de Azospirillum
spp sao isoladas em meio Nfb (nitrogen free biotin-based) se-
missélido, onde essas bactérias, por causa da sua caracteristica
de aerotaxia, deslocam-se para a regiao do meio de cultura onde
a taxa de difusao de O2 esteja favoravel a sintese e atividade da
enzima nitrogenase, responsavel pela reducao do nitrogénio mo-
lecular da atmosfera a aménio (DOBEREINER et al., 1995).
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Microrganismos cultivaveis solubilizadores de nutrientes (fos-
foro ou potassio) ou promotores do crescimento de plantas po-
dem ser isolados a partir de diluicoes seriadas de amostras de
solo utilizando meios seletivos apropriados (HUNGRIA; SILVA,
2011; MELLO et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2010; NAUTIYAL,
1999).

Os microrganismos endofiticos sao isolados de seiva, raizes e
folhas de gendtipos de milho e sorgo cultivados em sistema de
manejo convencional e plantio direto. As folhas, o colmo e as
raizes sao lavados em agua corrente e em seguida desinfesta-
das superficialmente. No caso da seiva, o colmo €é cortado nos
entrends e ela é retirada por succao a vacuo (pressao ativa).
Coloca-se 1 mL de seiva no tubo falcon de 15 mL contendo 9
mL de solucao salina (85%). Deixa-se agitar por 30 minutos em
homogeinizador. Em seguida retira-se 1 mL para as diluicoes
seriadas de 10-1 a 10-4 que sao realizadas. Em folhas e raizes,
para o isolamento de fungos filamentosos, estas sao desinfes-
tadas superficialmente e cortadas assepticamente em pequenos
fragmentos (5-7 mm) que sao transferidos para placas de Petri
(100 mm) contendo meio BDA. Para isolamento de bactérias
endofiticas, amostras de 10 g das raizes e das folhas desinfesta-
das sao trituradas em areia estéril com 90 mL de solucao salina
(0,85% de NaCl) e, entao, diluicoes seriadas de 10-1 a 10-7 sao
realizadas. De cada uma das diluicoes, aliquotas de 100 micro-
litros sao plagueadas em meio BDA ouTSA 5% suplementado
com antifungicos para inibicao do crescimento fungico visando
o isolamento de bactérias. As placas sao incubadas a 25-28 °C
por um periodo de até 15 dias.

Para o isolamento de fungos fitopatogénicos a partir de material
vegetal (folhas, raizes, colmo, etc) pode-se utilizar as metodolo-
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gias recomendadas por Mello et al. (2011). O tecido vegetal do-
ente deve ser cortado em pedacos, que sao tratados em solucao
de alcool (70%), hipoclorito de sédio (NaOCl a 2%) e lavados
em agua destilada esterilizada, para inviabilizar os organismos
presentes na superficie, e transferidos para placas com meio de
cultura. Como uma colénia pode conter mais de um fungo, €
necessario realizar a purificacdo monospdrica para a obtencao
de uma cultura pura (DHINGRA; SINCLAIR, 1981; MELLO et al.,
2011).

Identificacao e Caracterizacao

Caracterizar significa atribuir caracteristicas, que podem ser
fenotipicas ou genotipicas. As caracteristicas fenotipicas podem
sofrer alteragbes com o meio ambiente, ja as caracteristicas ge-
notipicas sao estaveis e nao sofrem alteracoes com o ambiente.
A caracterizacao € uma ferramenta importante para a identifica-
¢ao das bactérias, fungos e virus.

Caracterizacao Fenotipica

A caracterizacao fenotipica compreendem as caracteristicas
morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas dos microrganismos,
além de suas aplicagdes biotecnoldgicas. Para os microrganis-
mos fitopatogénicos é realizada avaliacao das caracteristicas
relacionadas a patogenicidade e viruléncia.

A caracterizagcao morfologica de bactérias inclui tanto as
caracteristicas celulares (forma, formacao de enddsporo,
flagelos, tipo de parede celular, etc.) quanto de colbnias
(cor, dimensao, forma, etc.). Para a caracterizacao morfo-
I6gica da colOnia, as bactérias devem ser estriadas em um
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meio de cultura e a morfologia das colonias isoladas pode
ser avaliada de acordo com a Figura 1 (HUNGRIA; SILVA,
2011).

A caracterizacao morfoldgica de fungos é principalmente basea-
da nas suas estruturas reprodutivas. O “Dictionary of the Fun-
gi” descreve todos os organismos tradicionalmente estudados
pelos micologistas, constituindo-se, assim, a principal referén-
cia internacional para todos aqueles que trabalham com fungos.
Esta classificacao é baseada nas fases sexuadas (teleomérficas).
A classificacao com base no anamorfo (fase assexuada) é aceita
quando esta fase nao esta conectada com uma fase sexuada
(teleomorfo desconhecido ou de dificil obtencao). Ja a caracte-
rizacao de FMAs é feita principalmente com base nas caracte-
risticas morfoldgicas de seus esporos e mais recentemente por
caracterizagcao molecular (SOUZA et al., 2005).

As caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas dos microrganis-
mos incluem informacoes de cultivo e adaptabilidade, como o
crescimento em diferentes temperaturas, valores de pH, con-
centracoes de sal e acucares, condicoes atmosféricas, cresci-
mento na presencga de varios substratos, atividades enzimaticas,
metabolizacao de compostos variados, composicao de lipideos,
etc.

A descricao morfofisiologica das bactérias da CMMF deve ser
registrada em um formulario, como exemplificado no Quadro 1.

No Quadro 2 é apresentado um roteiro para a caracterizacao
morfolégica de esporos de fungos micorrizicos arbusculares.
E no Quadro 3, um roteiro para a caracterizacao de fungos em
geral.
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Forma O m & %

Circular Irregular  Puntiforme  Filamentoso

Elevagao

oA . ..

Plana Lenticular  Convexa Pulvinada Umbonada Umbilicada

N D B

Inteira Ondulada Lobada Denteada Filamentosa

Borda

Superficie

(N = ™

Lisa Rugosa Papilada

Figura 1. Caracterizacao da morfologia de colénias de bactérias.
Fonte: Hungria e Silva (2011)
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Quadro 1. Formulario de avaliagao morfofisiolégica das bacté-
rias da CMMEF. Adaptado de Hungria e Silva (2011).

Ensaio: ( ) Recebimento () Periddico ( ) Outro

Identificacao na CMMF:

Codigo: Registro:

Identificagdo na subcolegao:
Codigo: Registro:

Caracterizagdao morfolégica da coloénia

Responsavel pela caracterizagao

Meio de cultura Temperatura de incubagao

'Tempo de incubacéo (dias) Data

1. Forma da coldnia:

() Circular () Irregular () Puntiforme () Filamentoso

2. Elevagao da coldnia:

() Plana ( )Lenticular ( )Convexa ( )Pulvinada ( )Umbonada ( )Umbilicada

3. Borda da colénia:

() Inteira () Ondulada () Lobada ( ) Denteada () Filamentosa

4. Superficie da coldnia:

( ) Lisa ( ) Rugosa () Papilada

5. Produgéo de muco:

( ) Escassa () Pouca ( ) Moderada () Abundante

6. Consisténcia da massa de crescimento:

() Seca () Aquosa () Gomosa ( ) Viscosa () Butirica
(creme) (elastica) (manteiga)

7. Detalhes opticos:

( ) Transparente () Transltcido () Opaco Cor
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Cont. Quadro 1.

8. Outras informagoes:

Coloragao de Gram
() gram-positiva () gram-negativa () Nao testada

Responsavel: Data

Formacgao de pelicula em meio NFb semisoélido?
() Sim () Nao () Nao testado
Tempo para a visualizagao da pelicula em meio NFb semissélido
()1 Dia ()2 Dias () 3 Dias ()4 Dias () Outro

Responsavel: Data

Formagao de halo de solubilizagao de fosfato em meio sélido?

Meio Nautyal: ()Sim () Nao () Nao testado
Meio Fitato: ()Sim () Nao () Nao testado
Meio Pikovskaya: ()Sim ( ) Nao () Nao testado

Solubilizagao de fosfato em meio liquido?

() Sim () Nao () Nao testado

P-solubilizado (ug/mL) Tempo Meio

Responsavel: Data
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Cont. Quadro 1.

Formacao de endésporo?

() Sim () Nao

Formacao de cristal?
() Sim ( ) Nao

Morfologia do cristal
() Bipiramidal () Oval/Esférico

() Retangular () Composto®:

() N&o avaliado

() N&o avaliado

() Irregular/Amorfico

() Cubico () Incerto®

z Mais de um tipo morfoldgico de cristal em um unico cristal (Ex. cristal o
Mais de um tipo morfoldgico de cristal em um unico isolado

val fixado em um retangular)

Responsavel: Data

Patogenicidade
Entomopatogénico: () Sim () Nao () Nao testado
Fitopatogénico: () Sim () Nao () Nao testado
Patogénico (Animais): () Sim () Néo () Nao testado
Hospedeiro(s):
Responsavel: Data

23



24 Manual de Gestao da Colecao de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos
da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF)

Quadro 2. Formulario de caracterizagcao morfolégica de esporos
de FMA. Adaptado de Schenck e Perez (1990)

Ensaio: ( ) Recebimento ( )Periddico ( ) Outro

Identificagdo na CMMF:

Cadigo: Registro:

Identificagcdao na subcolegao:
Codigo: Registro:

Caracterizagao morfolégica de esporos de FMA

Responsavel pela caracterizagéo

Identificacdo da lamina Data

Identificacéo proviséria da espécie

|. Observagdes sobre esporos intactos

1. Cor dos esporos:

1) Eméagua

2) Em montante

Resina utilizada: () PVLG () PVLG + Melzer () Outra

2. Forma e diametro dos esporos:
() Esporo globular:
Diametro: Minimo um Médio um Maximo um

( ) Esporo irregular:

Comprimento:  Minimo um Médio um Maximo um
Largura: Minima um Média um Méaxima um
3. Espessura da parede do esporo: pum

4. Hifa de sustentacédo presente?

()Sim ( )Nao Se ndo, va para E
1) Hifa do saculo esporifero (sporiferous saccule) presente? ()Sim ( )Nao
2) Célula bulbo suspensora (sporogenous cell) presente? ()Sim ( )Nao
3) Hifa glomoide presente? ()Sim () Nao

5. Contetdo do esporo:
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Cont. Quadro 2.

() Globular () Reticular () Granular () Outro

6. Esporo com manto ou outras hifas de superficie:
() Sim ( )Nao Se néo, va para G
1) Largura das hifas: um
2) Cor das hifas:

3) Hifas sinuosas? ()Sim () Nao

7. Esporos formados dentro da raiz? () Sim ( ) Nao

8. Células auxiliares presentes?
() Sim ( ) Néo Se néo, va para |
ITipo de célula auxiliar:
() Nodosa ( ) Digitada () Coraloide
( ) Equinulada () Espinhosa () Pigmentada

Se pigmentada, indicar a cor

9. Esporocarpo presente?
() Sim ( ) Nao Se néo, va para J
1) Didametro do esporocarpo:

2) Peridio presente? () Sim ( )Ndo  Se sim, indicar a cor

10. Comentarios adicionais

11. Determinar o género de seu espécime

Género Vaparail,2ou3

1. Para Gigasporoides ou Scutellosporoides:
a) Dimensoes da célula bulbo suspensora (sporogenous cell):
Largura um Comprimento um
b) Hifa de sustentagéo bulbosa septada? ()Sim ( ) Nao
c) Presenca de ornamentagéo na superficie do esporo?

() Sim ( )Nao Descrigéo
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Cont. Quadro 2.

d) Presenca de escudo de germinagao? ()Sim () Nao

2. Para Acaulosporoides ou Entrophosporoides:
@) Presenca de hifa do saculo esporifero (sporiferous saccule)?
()Sim ( ) Nao Se néo, va para ll
b) Hifa do saculo esporifero colapsada? ()Sim ( )Nao Sesim, vaparall
c) Dimensdes da hifa do saculo esporifero:
Didametro _ uymou Largura__ ume Comprimento__ um

d) Descrigao do conteudo da hifa do saculo esporifero (cor, aparéncia, textura, etc):

le) Comprimento da hifa entre o esporo e o saculo esporifero: um
If) Diametro da hifa no ponto de anexo ao esporo: um
g) Diametro do poro/cicatriz do esporo no ponto de anexo: um

h) Presenga de cicatriz?

()Sim ( ) Nao Se sim, indicar o numero presente (1 ou 2)

3. Para Glomoides ou Sclerocystis:
@) Poro ocluido? () Sim ( )Nao
b) Diametro do poro: um
c) Presencga de um septo no poro? () Sim ( )Ndo  Se néo, va para d)
Septo saliente? () Sim ( )Nao
d) Largura da hifa adjacente a parede do esporo: um
le) Numero de anexos por esporo:
f) Parede externa da hifa continua com a parede externa do esporo?
(1) Sim ( )N&o
g) Tipo de anexo (verificar todos que se aplicam):
( ) Reto ( ) Recurvado () Em forma de funil
() Ramificado () Septado () Constringido

() Inchado () Outro
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Cont. Quadro 2.

Il. Observagoes sobre esporos quebrados

A. Numero de grupos de parede na parede do esporo:

B. Largura de cada grupo de parede:

A = um B= um C= um D= um

C. Numero de paredes dentro de cada grupo:

A = B= C= D=

D. Tipo(s) de parede dentro de cada grupo:

IA = Amorfa Grupo de parede A=
C = Coriacea B=
CH = Chanfranulada C=
E = Evanescente (efémera) D=
L = Laminada E=

M = Membranosa
P = Peridio

U = Unitaria

IX = Expansiva

G= Germinativa

Paredes ornamentadas ou frisadas s&do indicadas com as letras (o) ou (f),
respectivamente, subscritas sob o tipo de parede.

Paredes dificeis de visualizar sdo marcadas com um asterisco (*), sobrescrito sobre o
tipo de parede.

E. Reacdo da parede ao reagente de ( ) Melzer ( ) Outro

Indicar se positivo (+) ou negativo (-) para cada grupo de parede. Se possivel, indicar
também a cor da parede e o tipo de parede afetada.

A =

B =

C =

D=

E =
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Cont. Quadro 2.

F. Utilizando as informagdes da segdo Il, construa um muronimo e um

murograma que descreva a morfologia da parede do esporo.

G. Comentarios adicionais:
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Quadro 3. Formulario de avaliagcao morfofisiolégica de fungos
da CMMFE

Ensaio: ( ) Recebimento () Periddico ( ) Outro
Identificagdo na CMMF:
Codigo: Registro:

Identificagdo na subcolegao:

Codigo: Registro:

Caracterizagao morfologica da colénia

Responsavel pela caracterizagao

Meio de cultura Temperatura de incubagao

Diametro da colonia pH do meio

Fotoperiodo

Tempo de incubagao (dias) Data

1. Micélio (aspecto macroscépico):
() leveduriforme () micélio rasteiro (plano) () micélio fofo (aéreo)

2. Forma da coldnia:

() Circular () lrregular () Puntiforme () Filamentoso

3. Borda da colénia:
() Inteira () Ondulada ( ) Lobada () Denteada () Filamentosa

4. Superficie da colonia:

() Lisa () Rugosa () Cerebriforme () Coriacea
() Algodonosa () Mucoide () Cremosa () Conceéntrica
() Opaca () Aveludada () Brilhante () Pulverulenta
() com sulcos () com protuberancia

5. Elevagao da colonia:
() Plana ( ) Lenticular () Convexa
() Pulvinada ( ) Umbonada () Umbilicada

6. Consisténcia da massa de crescimento:

() Seca ( ) Umida () Gomosa (creme) () Viscosa (elastica)

7. Cor da colonia:

8. Presenca de pigmento (reverso da coldnia - verso da placa):

9. Outras informagdes:
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Caracterizacao Genotipica

Os métodos genotipicos sao aqueles direcionados para molé-
culas de DNA ou RNA. Atualmente, estes métodos dominam

os estudos da taxonomia moderna de microrganismos e sao
baseados principalmente na amplificacao e no sequenciamento
do DNA ribossomal (rDNA).

A analise de genes ribossomais, entretanto, nao consegue
diferenciar estirpes. Desse modo, outros métodos genéticos de
fingerprinting devem ser utilizados para o controle de qualidade
dos microrganismos, tanto na rotina de manutencao das cole-
¢bes de culturas quanto na etapa de distribuicao das estirpes.

O fingerprinting de DNA pode basear-se na restricao do genoma
total ou em amplificacoes especificas do genoma bacteriano
por meio da reagcao em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase
Chain Reaction). Dentre as diversas técnicas de fingerprinting
podem ser citadas: polimorfismo de comprimento de fragmen-
tos de restricao (RFLP — Restriction Fragment Length Polymor-
phism); polimorfismo de comprimento de fragmentos amplifi-
cados (AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism); DNA
polimorfico amplificado ao acaso (RAPD — Random Amplified
Polymorphic DNA) e amplificagbes com primers relacionados

a regioes repetidas e conservadas do genoma, conhecidas por
rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC-PCR (Entero-
bacterial Repetitive Intergenic Consensus) e Box-PCR (BOX-A1R-
based repetitive extragenic palindromic-PCR), DGGE (Denatu-
ring Gradient Gel ElectrophoA combinacao das informacgoes
fenotipicas e genotipicas é importante e necessaria para uma
descricao e classificacao precisa dos microrganismos da CMMF
(Tabela 1).
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Preservacao de Microrganismos

O cultivo e a caracterizagcao dos microrganismos por si s6 nao
sao suficientes sem técnicas de conservagcao que nao alterem a
morfologia, fisiologia e genética das linhagens. A preservacgao
cuidadosa dos microrganismos é imprescindivel para suas apli-
cacgoes futuras na pesquisa, na industria e no ensino.

Varios métodos sao utilizados para a preservacao de micror-
ganismos. Em geral, cada método de preservacao pode ser
classificado em dois grupos: métodos metabolicamente ativos e
métodos metabolicamente inativos.

Métodos Metabolicamente Ativos

- Subcultivos continuos: consistem na manutencao da cultura
em meio adequado com transferéncias a intervalos regulares;

- Armazenamento sob 6leo: consiste na adicao de 6leo mineral
as culturas estabelecidas em meio de cultivo inclinado. O 6leo
evita a desidratacao e reduz a atividade metabdlica por meio da
reducao da disponibilidade de oxigénio.

As culturas permanecem metabolicamente ativas nestes méto-
dos e por isso necessitam ser mantidas em baixa temperatura
durante o periodo de preservacao. A manutencao de linhagens
por métodos metabolicamente ativos s6 € recomendada para
conservacao por curtos periodos, até que outros métodos sejam
aplicados, ou para colecoes de trabalho (DAY; STACEY, 2007,
MARTIN, 1964; SONI, 2007).
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Métodos Metabolicamente Inativos

A agua constitui um solvente universal para a ocorréncia das
atividades bioquimicas dentro da célula, o que permite que o
metabolismo continue e sustente todos os processos da vida.
Portanto, métodos metabolicamente inativos para a preserva-
¢ao de microrganismos envolvem necessariamente a imobiliza-
cao (criopreservacao) e/ou reducao (desidratacao) do conteudo
de dgua das amostras armazenadas (DAY; STACEY, 2007; MOR-
GAN et al., 2006; PRAKASH et al., 2012).

- Criopreservacao: consiste na preservacao dos materiais biolo-
gicos a temperaturas muito baixas, geralmente -80 °C ou -196 °C
(nitrogénio liquido). Baixas temperaturas protegem o DNA e as
proteinas contra danos e desnaturagao e diminuem o movimen-
to da dgua celular. Consequentemente, as atividades bioquimi-
cas e fisioldgicas das células sao essencialmente interrompidas
e as células se mantém protegidas por longos periodos. A
preservacao de células a -20 °C nao é recomendada para longos
periodos de preservacgao. A preservacao a -80 °C é adequada,
mas a -196 °C é considerada ideal porque mudangas por causa
de mutacoes no DNA sao reduzidas ao minimo nesta tempera-
tura (DAY; STACEY, 2007; MARTIN, 1964; PRAKASH et al., 2012).

- Liofilizacao (Freeze-drying): trata-se também de uma técnica
de preservacao em longo prazo, que consiste na dessecacao
do material congelado, sob vacuo, através da sublimacao. Os
frascos sao selados a vacuo, resultando em um produto anidro,
que pode ser armazenado em temperatura ambiente ou em
geladeira.

- Secagem sem congelamento prévio (Drying): consiste também
na reducao do conteudo de 4gua da amostra e pode ser obtida
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por diferentes metodologias (secagem liquida, secagem em
areia, solo, silica gel ou papel).

Os diferentes microrganismos requerem, frequentemente,
métodos especificos de preservacao a fim de que sejam assegu-
rados viabilidade, armazenamento, pureza e estabilidade gené-
tica. Por medidas de seguranca e para minimizar a possibilidade
de perda de linhagens, cada cultura deve ser mantida por pelo
menos dois métodos distintos. E recomendavel que pelo menos
um dos métodos utilizados seja a criopreservagao (ultraconge-
lamento) ou a liofilizacao, pois para muitas linhagens esses mé-
todos apresentam menos riscos de alteracoes genéticas, além
de garantirem a preservacao por longo periodo de tempo.

Na criopreservacao e na liofilizacao as células sao submetidas
a temperaturas muito baixas que promovem a formacao de
cristais de gelo, tanto no meio extracelular, quanto no interior
das células. O congelamento de amostras sem a adigao de
agentes crioprotetores pode levar ao desequilibrio osmotico e
a danos mecanicos, causando rompimento de organelas, per-
da da integridade da membrana e morte celular. A efetividade
de um agente crioprotetor depende de varias propriedades: (1)
o composto deve ser altamente soluvel em agua, mesmo em
baixas temperaturas; (2) deve ser capaz de penetrar nas célu-
las; e (3) deve ter baixa toxicidade que possibilite sua utilizacao
em altas concentracdes. Glicerol (10-15%) e dimetil sulféxido
(DMSO 5%) sao frequentemente usados na criopreservacao de
microrganismos, e ambos tém capacidade de penetracao ce-
lular. Na temperatura fisiologica, o glicerol funciona bem, mas
em baixa temperatura, ele nao penetra muito bem na célula

e, consequentemente, fornece menos protecao. O DMSO tem
melhor poder de penetracao que o glicerol, mas por causa de
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efeitos toxicos em altas concentracgoes, seu uso é limitado (DAY;
STACEY, 2007; PRAKASH et al., 2012).

A liofilizagao também exerce estresse sobre as células durante
o processo de dessecacao sob vacuo, e por isso alguns mi-
crorganismos nao a suportam. Embora a técnica de liofilizacao
esteja bem estabelecida, pesquisas para a otimizacao de agen-
tes lioprotetores ainda sao necessarias para certos microrganis-
mos. Alguns dos lioprotetores mais usados incluem: leite em
po, soro, trealose, glicerol, betaina, sacarose, glicose, lactose e
polimeros tais como polietilenoglicol (PEG) e dextrana (MAR-
TIN, 1964; MORGAN et al., 2006; PRAKASH et al., 2012).

Ambos os métodos, criopreservacao e liofilizagcao, possuem
vantagens e desvantagens, e a resposta a preservacao varia
com a espécie. Mesmo diferentes linhagens de uma mesma
espécie podem apresentar respostas diferentes ao mesmo mé-
todo de preservacao. A viabilidade e longevidade dos microrga-
nismos preservados dependerao de alguns fatores criticos: (1)
composicao dos meios de suspensao e reidratacao; (2) tipos de
crioprotetores utilizados; (3) taxa de congelamento e descon-
gelamento; (4) estagio de crescimento da cultura; (5) tamanho,
tipo, conteudo de lipideos, conteudo de agua, e densidade celu-
lar inicial (DAY; STACEY, 2007; PRAKASH et al., 2012).

Manutencao da Colecao

Os microrganismos da CMMF devem ser preservados por pelo
menos dois métodos de preservacao (sendo um deles criopre-
servacao ou liofilizagao) e com repeticoes. Apds a criopreserva-
¢ao e/ou a liofilizagao de um lote, deve-se checar a viabilidade
das células, para garantir que nao houve morte celular durante
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o processo de preservacao. Deve-se também checar a viabilida-
de das linhagens ao longo do tempo, o que deve ser realizado
por amostragem de cada lote (pelo menos uma vez por ano e
com no minimo 1% das linhagens, de forma aleatéria). Além da
viabilidade, também devem ser checadas a autenticidade (ca-
racteristicas fenotipicas e genotipicas) e a presenca de possiveis
contaminantes.

Armazenamento dos Dados da Colecao

Os dados de cada linhagem da CMMF devem ser armaze-
nados em planilhas (Quadro 1, 2, 3 e 4) e em base de dados
da propria colecao, além da base de dados INFOMICRO, que
e utilizada por todas as colecoes da Rede de Colecoes de Mi-
crorganismos da Embrapa.

Para cada linhagem devem ser fornecidas as seguintes
informacoes: codigo de identificagcao na colegao, codigo
original no isolamento ou em outra colecao ou subcolecao,
local de isolamento, substrato ou hospedeiro de isolamen-
to, nome da pessoa responsavel pelo isolamento, nome do
responsavel pelo depésito, nome do responsavel pela iden-
tificacao, procedimento para preservacao, numero de copias
preservadas, meio de cultivo apropriado, caracteristicas de
crescimento, propriedades morfofisiologicas das col6nias

e caracterizagoes genotipicas disponiveis, grupo de risco,
disponibilidade para distribuicao. As informacdes deverao
estar computadorizadas, com copias de seguranga e, quan-
do possivel, disponibilizadas via homepage institucional.
Informacgdes sobre a manutencgao de cada estirpe também
deverao ser digitalizadas, como checagem da viabilidade e
autenticidade.
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Transferéncia de Material Genético

Toda transferéncia de material genético da CMMF deve ser feita
com base na legislacao vigente. Atualmente, somente sao efe-
tuadas remessas entre instituicdes de pesquisa nas areas biolo-
gicas e afins, sediadas no Brasil, conforme a Medida Proviséria
n° 2.186-16, de 23 de agosto de 2001, o Decreto n° 3.945, de 28
de setembro de 2001, alterado pelo Decreto n°® 4.946, de 31 de
dezembro de 2003, e a Resolucao n° 20, de 29 de junho de 2006,
do Conselho de Gestao do Patrimdnio Genético. Para isso, sao
firmados termos de transferéncia de material (TTM) genético
entre as instituicdes que estao intercambiando as linhagens.
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Quadro 4. Formulario de identificacao de linhagens da CMMFE

Identificagdo na CMMF:
Cédigo: Registro:

Identificacao na subcolegcao ou em outra colegao:

Codigo: Registro:

Subcolecao ou colegédo de origem:
) CFMS - Subcolecao Fitopatdgenos de Milho e Sorgo
) CMPC - Subcolecéo Microrganismos Promotores de Crescimento e Diazotréficos

(

(

() CBE - Subcolegéo Bactérias Entomopatogénicas

() CFM - Subcolegéo Fungos Micorrizicos Arbusculares
(

) Outra:
Tipo de microrganismo: () Fungo filamentoso
( ) Bactéria () Micorriza
() Actinomiceto () Levedura
Importancia funcional: () Fitopatogeno
() Fixador de Nitrogénio () Entomopatogénico
() Solubilizador de Fésforo () Simbiose com plantas
( ) Promotor de crescimento vegetal () Outro:

Identificagao taxonémica:

Género: Espécie:

Subespécie: Patovar/Raca:

Sequéncia do DNA ribossomal:

Dados do Depésito

Nome do depositante:

[E-mail do depositante:

Enderego do depositante:

Nome do depositario:

Data do depésito:
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Cont. Quadro 4.

Dados do Isolamento

Responsavel pelo isolamento:

Laboratoério ou instituicdo de origem:

Data do isolamento:

Referéncias bibliograficas sobre a linhagem:

Dados da Coleta

Tipo de amostra coletada:

() Tecido vegetal ( )Agua

( ) Solo () Outra
Data: Local:
Municipio: Estado:
Pais: Altitude:
Latitude: Longitude:

Responsavel pela coleta:

Outras informacgoes:

Documentacao e Registros da
CMMF

Estrutura da Documentacao

Os demais documentos que devem compor o sistema de gestao
da CMMF sao:
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a) Procedimentos da Gestao da Qualidade: documentos elabo-
rados para a CMMF que fornegam diretrizes gerais abrangentes
para controle e realizacao de atividades, especificando o que
deve ser feito, por quem, quando, onde e como. Podem ter um
ou mais formularios associados (chamados de FC - formularios
da colegao).

b) Procedimentos Operacionais Padrao (POPs): sdo procedi-
mentos técnicos elaborados para a CMMF que descrevem como
conduzir métodos analiticos, testes e atividades, em detalhes
suficientes para entendimento e execucao, especificando como
devem ser realizados, por quem, onde, quando e em que con-
digcdes ambientais. Podem ter um ou mais formularios associa-
dos.

c) Procedimentos da Qualidade: utilizados na unidade, elabora-
dos para atender a ISO 9001. Podem ter um ou mais formularios
associados.

d) Documentos Externos: todo documento fornecido ou ad-
quirido externamente, utilizado como base para realizacao de
ensaios, implantacao do sistema de gestao da qualidade, tais
como: normas da ABNT, RDC da Anvisa, Portarias do Inmetro,
Normas (NIE-CGCRE, NIT-DICLA) e Documentos Orientativos da
Qualidade (DOQ) do Inmetro, legislacao pertinente, documentos
do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento),
etc.

e) Formularios: documentos onde serao efetuados os registros.

f) Registros: documentos que fornecem evidéncias da realizacao
das atividades, permitindo que se possa ter uma linha de audi-
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toria para verificacao da implantacao, manutencao e melhoria
do sistema de gestao da qualidade, incluindo dados brutos,
dados de ensaios, condicdoes ambientais, etc.

Documentacao

Os documentos internos que serao utilizados na CMME, alguns
em fase de elaboragao, encontram-se relacionados abaixo, com
breve descricao de seu conteudo:

PGQ.01 - Controle de documentos

Define as autoridades para aprovacgao e emissao de documen-
tos, a forma de seu controle e distribuicao, a manutencao de
documentos em meio eletronico, os documentos obsoletos e as
regras de elaboracao de documentos.

PGQ.02 - Controle de registros
Trata da identificacao, controle, protecao e disposicao dos regis-
tros.

PGQ.03 - Controle de equipamentos
Trata do cadastramento e controle da calibracao dos equipa-
mentos.

PGQ.04 - Pessoal

Orienta quanto ao planejamento e realizacao de treinamentos,
quanto ao conteudo das matrizes de competéncia, quanto a
supervisao e signatarios autorizados.

PGQ.05 - Entrada e fornecimento de amostras
Estabelece os procedimentos e critérios referentes a entrada e
ao fornecimento de amostras da CMMF,

41
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Procedimentos operacionais padrao (POPs), alguns exemplos:
POPTEC 01 - Isolamento e conservacao de Azospirillum sp
POPTEC 02 - Isolamento e conservagao de solubilizadores P
POPTEC 03 - Isolamento de fungos fitopatogénicos
POPTEC 04 - Cultivo e conservacao de Bacillus thuringiensis

POPTEC 05 - Mutiplicacao de fungos fitopatogénicos em casa
de vegetacao

POPTEC 06 - Extragcao de esporos de FMA

POPTEC 07 — Extracao de DNA de esporos de FMA
POPTEC 08 - Identificacao molecular de FMA

POPTEC 09 — Caracterizacao fenotipica de Fitopatéogenos

POPTEC 10 - Caracterizacao fenotipica de promotores cresci-
mento em geral

POPTEC 11 - Caracterizacao fenotipica de Bacillus thuringiensis
POPTEC 12 - Criopreservagao
POPTEC 13 - Liofilizagao

POPTEC 14 - Preservacao em dleo
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POP PS 01 — Preparo do meio de cultura NFb

POP PS 02 - Preparo do meio de cultura Batata Malato
POP PS 03 - Preparo do meio de cultura Nautyal

POP PS 04 - Preparo do meio de cultura LB + sais
POP PS 05 - Preparo do meio de cultura Aveia
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Anexo

Classificacao dos Microrganismos de Acordo com o
Risco Biolagico

A Organizagao Mundial de Saude classifica os microrganismos
em quatro grupos de acordo com o risco biologico:

e Classe de risco 1 (baixo risco individual e para a coletivi-
dade): inclui os agentes bioldgicos conhecidos por nao
causarem doencas em pessoas ou animais adultos sadios.
Exemplo: Lactobacillus sp.

e Classe de risco 2 (moderado risco individual e limitado risco
para a comunidade): inclui os agentes bioldgicos que provo-
cam infeccoes no homem ou nos animais, cujo potencial de
propagacao na comunidade e de disseminacao no meio am-
biente é limitado, e para os quais existem medidas terapéu-
ticas e profilaticas eficazes. Exemplo: Schistosoma mansoni.
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e Classe de risco 3 (alto risco individual e moderado risco para
a comunidade): inclui os agentes bioldgicos que possuem
capacidade de transmissao por via respiratoria e que cau-
sam patologias humanas ou animais, potencialmente letais,
para as quais existem usualmente medidas de tratamento
e/ou de prevencao. Representam risco se disseminados na
comunidade e no meio ambiente, podendo se propagar de
pessoa a pessoa. Exemplo: Bacillus anthracis.

e Classe de risco 4 (alto risco individual e para a comunidade):
inclui os agentes biolégicos com grande poder de transmis-
sibilidade por via respiratoria ou de transmissao desconhe-
cida. Até o momento nao ha nenhuma medida profilatica ou
terapéutica eficaz contra infecgdes ocasionadas por estes.
Causam doencgas humanas e animais de alta gravidade, com
alta capacidade de disseminacao na comunidade e no meio
ambiente. Esta classe inclui principalmente os virus. Exem-
plo: Virus Ebola.
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