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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, ha uma crescente conscientizacao mundial sobre a
necessidade de preservacao dos recursos genéticos, que sdo essenciais para o
atendimento das demandas de variabilidade genética dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacao.

No Brasil, essa necessidade é especialmente importante, uma vez que a maioria dos
cultivos que compdem a base alimentar do pais é de origem exdtica. Observa-se, por
exemplo, que cerca de 95% dos acessos de cereais conservados em colecdes do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecuaria (SNPA) sao de espécies exéticas. Portanto, a
manutencao e o enriquecimento continuo da variabilidade genética dessas colecoes sao
prioritarios e estratégicos, considerando, ainda, as atuais restricdes internacionais ao
intercAmbio de germoplasma.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAQO), 6rgdao das Nacdoes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacao do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacao da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacdo da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entao, paulatinamente, colecdes de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area
vegetal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestao das colecoes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colecdes de germoplasma, chefes de Unidades Descentralizadas
que abrigavam as colecoes e a Supervisao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programéatica e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercAmbio, quarentena, caracterizacao, avaliacao, documentacao, conservacao
e utilizacao de germoplasma, além da manutencdo das colecdes. De 1993 até a presente
data, muitas colecdes de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa redne 209 colecdées, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservacao Animal, Colecées Bioldgicas de Micro-
organismos e Colecdes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exdticas. Nas



demais Instituicdes do SNPA, estima-se que sdo mantidos pelo menos outros 243 Bancos
Ativos de Germoplasma Vegetal.

Como duplicata de seguranca dos acessos mantidos nos BAGs, a Embrapa Cenargen
abriga a Colecao de Base (COLBASE) de germoplasma vegetal, projetada para conservar
sementes a temperatura de -20°C por longo periodo de tempo.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos praticos na area,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.

Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para curadores de germoplasma
no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento da gestado dos
recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Rizobios e Bactérias Promotoras
do Crescimento Vegetal

Mariangela Hungria
Krisle da Silva

Introducao

Existe uma demanda crescente por produtos agricolas, resultante do incremento na
populacao; entretanto, as terras disponiveis para o cultivo sdo cada vez mais limitadas,
quadro este agravado pela degradacao resultante do mau manejo do solo, acompanhada
pela erosao da fertilidade, que é acentuada em varios paises, como o Brasil, pelo preco
elevado dos fertilizantes quimicos. Nesse contexto, diversas bactérias do solo podem
contribuir substancialmente, a baixo custo, ndo sé para a nutricao de plantas, mas
também para a melhoria das propriedades fisicas e quimicas do solo, resultando em maior
producdo de alimentos e melhoria na qualidade dos solos.

O objetivo deste manual é fornecer informacdes basicas de procedimentos a serem
adotados para a criacao e manutencao de colecao de bactérias capazes de realizar o
processo de fixacao biolégica do nitrogénio (diazotréficas) e de bactérias promotoras do
crescimento de planta para curadores de colecées de culturas. A preservacao adequada
dessas bactérias é de grande interesse para o agronegdcio brasileiro e também para o meio
ambiente, podendo, ainda, representar uma fonte importante de genes com grande
potencial biotecnoldgico.

Coleta de amostras

As bactérias estao presentes em praticamente todos os ambientes. A coleta devera ser
realizada de acordo com os grupos de interesse que se deseja ter na colecdo. Como
exemplo, se a colecao de interesse € para bactérias que promovam o crescimento vegetal,
estas devem ser coletadas em areas onde esses grupos sdo abundantes e/ou estao
presentes (ex.: rizosfera); caso a colecao seja de bactérias diazotréficas simbidticas,
devem ser coletados ndédulos de diversas leguminosas hospedeiras.

A expedicdo para a coleta deve ser planejada com antecedéncia. Questdes sobre
autorizacao para coleta em determinada area segundo a legislacao vigente, equipe que
realizard a coleta, material a ser levado, acondicionamento do material coletado, anotacées
sobre a coleta e a recepcao no laboratério devem estar definidas antes de se iniciar a
coleta.

As amostras coletadas para isolamento de bactérias devem ser acondicionadas em
material adequado e estéril até a chegada ao laboratério. Todo o material para coleta
devera ser esterilizado. As informacdes minimas referentes a cada amostra coletada
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deverao incluir: data, local (com as coordenadas geograficas — latitude, longitude,
elevacao), tipo de amostra coletada (ex.: tecido vegetal, solo, 4gua, etc.), responsavel pela
coleta e caracteristicas do local onde foi realizada a coleta. A quantidade de amostra
coletada devera ser suficiente para permitir o isolamento, deve representar a area coletada
e, também, ser suficiente para outras andlises nao microbiolégicas. Como exemplo, para
amostras de solo coletadas para isolamento de bactérias, também devem ser realizadas
analises quimicas e fisicas do solo.

A coleta é um ponto crucial para o isolamento de grupos de bactérias de interesse. Uma
coleta mal realizada ou a falta de informacdes sobre a area onde foi realizada a coleta
podem comprometer todo o trabalho posterior.

Isolamento

O tempo entre a coleta da amostra e o isolamento deverd ser o menor possivel, a fim de
minimizar qualquer alteracdo nas amostras coletadas. O isolamento deverd ser realizado de
acordo com o grupo que se deseja estudar. Como exemplo, para o isolamento de bactérias
simbidticas fixadoras de nitrogénio, pode-se utilizar o protocolo descrito por Hungria
(1994); para bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a ndo leguminosas, recomenda-
se o protocolo de Videira et al. (1997). A descricdo de meios de cultura préprios para
esses e outros micro-organismos, como os promotores de crescimento vegetal, também
pode ser encontrada na publicacdo de Campo e Hungria (2006).

Cada amostra que for enviada para a colecdo do laboratério devera vir acompanhada de
um formulério especifico de envio, contendo informacdes sobre o isolado ou a estirpe
depositada.

Identificacdo e caracterizacao

Caracterizar significa atribuir caracteristicas, que podem ser fenotipicas ou genotipicas. As
caracteristicas fenotipicas podem sofrer alteracbes com o meio ambiente e podem diferir
em cada meio de cultivo em que a bactéria for cultivada. Ja as caracteristicas genotipicas
sdo estaveis e nao sofrem alteracao do ambiente. A caracterizacao é uma ferramenta
importante para a identificacdo das bactérias.

Caracterizacao fenotipica

A caracterizacao fenotipica, realizada por meio da caracterizacao morfo-fisiolégica cultural
das col6nias isoladas em meio de cultivo, € uma técnica facil e que pode ser empregada
em qualquer laboratério. Permite uma caracterizacao inicial das estirpes e é importante
para efeito de comparacao de estirpes que sejam cultivadas nas mesmas condicées, isto &,
mesmo meio de cultivo, temperatura e periodo de crescimento. A caracterizacao é sempre
realizada a partir de colbnias isoladas.

Para as bactérias simbidticas fixadoras de nitrogénio, coletivamente denominadas de
rizébios, a caracterizacdo inicial é realizada em meio YMA - Yeast Manitol Agar (VINCENT,
1970), também conhecido como meio ELMA (extrato de levedura, manitol, a4gar) ou meio
79, em que sao utilizados dois corantes: vermelho Congo, para auxiliar na identificacao de
contaminantes, que em geral absorvem a cor vermelha; e azul de bromotimol, para
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verificar a reacao acida ou béasica na presenca de manitol suprido como fonte de carbono
(Figura 2). As bactérias sao repicadas em placas de Petri contendo o meio YMA, por meio
de estrias para a obtencdo de colbénias isoladas, que serdo entdo caracterizadas. As
caracteristicas avaliadas sdo: manifestacdo do crescimento (rdpido, lento, intermediario e
muito lento); alteracdo do pH do meio (acido, neutro ou alcalino); tamanho (didmetro das
colbnias); forma da col6nia (circular, irregular, puntiforme); elevacao da col6nia (plana,
lenticular, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada); borda (inteira, ondulada, lobada,
denteada, filamentosa); superficie (lisa, rugosa ou papilada); producdo de muco (escassa,
pouca, moderada ou abundante); consisténcia (seca, aguosa, gomosa, viscosa ou butirica);
detalhes dpticos (transparente, translicida ou opaca); e cromogénese em vermelho Congo
e em azul de bromotimol. Na Figura 1, sdo apresentadas as caracteristicas morfolégicas
das col6nias de bactérias encontradas nos meios de cultivo. Como exemplo, no Quadro 1
é apresentado o formulério de descricdo morfo-fisiolégica das bactérias da colecdo da
Embrapa Soja.

Nessa etapa inicial, varios testes bioquimicos podem ser utilizados para a caracterizacao
de propriedades especificas das bactérias. Para as bactérias promotoras do crescimento
vegetal, podem ser empregados testes para deteccao de sideréforos por meio de cromo
azurol S (CAS), producao de acido indol acético, deteccao de quitinase, beta-1,3-
glucanase, 1-aminociclopropano-1-carboxylato (ACC) deaminase e capacidade de
solubilizar fosfatos. As metodologias para essas avaliacbes podem ser consultadas na
publicacdo de Campo e Hungria (2006).

Forma O m "

Circular Irregular  Puntiforme  Filamentoso

Elevacgao

__—_‘_.u

Plana Lenticular Convexa Pulvinada Umbonada Umbilicada

DN Dy [y [ B2

Inteira Ondulada Lobada Denteada Filamentosa

Borda

Superficie

Lisa Rugosa Papilada

Figura 1. Morfologia de col6nias de bactérias utilizadas para caracterizacdo cultural em meio de cultivo.
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Fotos: Krisle da Silva

Figura 2. Iniciando pela esquerda: placa de rizébios mostrando o esgotamento até a obtencdo de coldnias puras;
crescimento de rizébios em meio YMA contendo azul de bromotimol como indicador; preservacao em ampolas
liofilizadas; preservacdo em tubos com meio de cultura sélido; nodulacéo de raiz de leguminosa por rizébios; e

avaliacdo no campo da eficiéncia agrondmica de rizébios.
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Quadro 1. Formulério de avaliacdo morfo-fisioldgica das bactérias da colecédo de culturas de micro-
organismos multifuncionais da Embrapa Soja.

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de avaliacdo, a partir da
anotacao do didmetro das col6nias.

1. Manifestacdo do Crescimento (colonias isoladas):
() répida (até 3 dias) () intermediéria (4 a 5 dias)
() lenta (6 a 9 dias) () muito lenta (acima de 10 dias)
2. Tamanho (didmetro das colonias):
mm aos dias (na manifestacao das coldnias isoladas) rapido — 5 dias intermediario — 8 dias
mm aos dias (no final da avaliacao) lento — 12 dias muito lento — 15 dias
3. Alteracdao do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:
() acido (amarelo) () neutro (sem alteracao de cor)( ) alcalino (azul)
4, Forma da colé6nia:
() puntiforme (até 1 mm) () circular () irregular
5. Elevacao da coldnia:
() plana () lenticular () convexa () pulvinada (drop-like)
6. Borda da col6nia:
() inteira () ondulada () lobada ( ) denteada ( ) filamentosa
7. Superficie da coldnia:
() lisa () rugosa () papilada
8. Producgdo de muco:
( ) escassa () pouca () moderada () abundante
9. Consisténcia da massa de crescimento:
( ) seca ( ) aquosa () gomosa (creme) () viscosa (elastica) () butirica
(manteiga)

10. Detalhes 6pticos:
( ) transparente () transldcido ( ) opaco

11. Cromogénese da colénia em meio YMA com indicador Azul de Bromotimol:
() incolor (lupa) () branco (olho nu) () creme () amarelo () rosa

12. Cromogénese da colénia em meio YMA com corante Vermelho Congo:

() incolor (lupa) () branco () rosado (levemente) ( ) rosa (bebé)
() avermelhado (centro) ( ) vermelho

13. Coloracdo de Gram:

() Gram-positiva cor violeta ( ) Gram-negativa cor vermelha

14. Outras informacodes (registrar no verso)

Data: _/ /| Responsével:




Manual de Curadores de Germoplasma — Micro-organismos: Rizébios e Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal 13

Caracterizacao genotipica

Andlise do gene ribossomal 16S e outros genes housekeeping

A caracterizacao genotipica, ao contrario da caracterizacao fenotipica, nao sofre alteracdes
devido ao ambiente. Pela definicdo atual de taxonomia, a sequéncia completa do gene 16S
RNA ribossomal (RNAr) consegue definir a classificacdo das bactérias ao nivel de género e,
em alguns casos, de espécie. Desse modo, os genes 16S RNAr devem ser
preferencialmente utilizados em estudos de taxonomia e filogenia, havendo um esforco em
depositar um grande nimero dessas sequéncias, por exemplo, no Ribosomal Database
Project (http://rdp.cmme.msu.edu/). Além disso, tem aumentado o depdsito de sequéncias
referentes a outros genes ribossomais, como o 23S DNAr e o espaco intergénico 16S-23S
RNAr (IGS, regido intergénica), que apresentam maior divergéncia entre as espécies,
diferem quanto a taxa de evolucao e — no caso do 23S RNAr — apresentam maior nimero
de bases. Para a obtencao do gene 16S RNAr completo, podem ser necessarias varias
reacoes de amplificacdo, como exemplificado no estudo conduzido por Menna et al.

(2009) e visualizado no Quadro 2, com a utilizacao de cinco primers.

Outra metodologia mais recente que vem sendo cada vez mais empregada, o Multilocus
Sequence Typing — MLST (caracterizacdo por sequenciamento de I6cus multiplos) consiste
no sequenciamento, em geral de cinco genes, e na andlise conjunta, como uma Unica
sequéncia concatenada, de genes conservados, também denominados de housekeeping.
Os genes utilizados como marcadores filogenéticos alternativos, além de serem
conservados para o grupo em estudo, precisam obedecer a alguns critérios: i) distribuicao
no genoma com uma distancia minima entre os genes de 100 kb; ii) presenca no genoma
em uma unica cépia; iii) extensao nucleotidica suficiente que permita o sequenciamento;
iv) conter informacdes suficientes para as analises; e v) que os dados obtidos com o uso
desses genes sejam correlacionados com os dados obtidos com o gene ribossomal 16S e
com os percentuais de similaridade obtidos por hibridizacao DNA-DNA. Aplicando-se o
mesmo principio do MLST a taxonomia e filogenia, desenvolveu-se a metodologia de
Multilocus Sequence Analysis (MLSA), com propdsitos especificos que permitem sua
utilizacdo para a definicao de espécies e a elucidacao de relacdes taxonémicas e
filogenéticas entre espécies bacterianas.

Atualmente, vérios laboratérios dispdem de sequenciadores, e a identificacao de bactérias
por meio do emprego de genes ribossomais e outros genes housekeeping é rotina no
Laboratério de Biotecnologia do Solo da Embrapa Soja, com a utilizacdo dos primers
especificados no Quadro 2, que foram utilizados nos trabalhos de Menna et al. (2009) e
Ribeiro et al. (2009).


http://rdp.cme.msu.edu/�
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Quadro 2. Primers e condicdes de amplificacdo utilizadas em anaélises de MLSA com rizébios por
Menna et al. (2009), Ribeiro et al. (2009) e neste volume.

16S RNAr fD1* ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCT ~ 1,500 pb  Para amplificacao
(1,500) CAG (para fD1- 2 min 95°C, 30 X (10s
rD1) 95°C, 4s 50°C, 4 min
Y2(r) CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 60°C), ciclo final de
362f CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG extensdo de 5 min 72°C,
786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG manutencao a 4°C
1203f GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC Para sequenciamento
rD1* cccgggatccaagcttAAGGAGGTGATCCAGCC 2 min 95°C, 30 X (10s
95°C, 4s 50°C, 4 min
60°C), manutencéao a 4°C
dnaK dnaK1466F AAGGARCANCAGATCCGCATCCA ~310 1 min 94°C, 35 X (1 min
(1,900) 94°C, 1 min 64°C, 40s
dnakK1777R  TASATSGCCTSRCCRAGCTTCAT 72°C), ciclo final de
extensdo de 5 min 72°C
recA recAGF CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA ~550 2 min 95°C, 35 X (45s
(1,090) 95°C, 30s 58°C, 1,5 min
recA555R CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT 72°C), ciclo final de
extensdo de 7 min 72°C
gltA gltA428F CSGCCTTCTAYCAYGACTC ~680 5 min 95°C, 3 X (2 min
(1,290) 94°C, 2 min 53°C, 1 min
gltA1111R GGGAAGCCSAKCGCCTTCAG 72°C), 30 X (30s 94°C, 1
min 53°C, 1 min 72°C),
ciclo final de extensdo de 5
min 72°C
ginll (1,040) TSglnllf AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG ~670 2 min 95°C, 35 X (45s
TSglnllr SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG 95°C, 30s 58°C, 1,5 min
72°C), ciclo final de
extensdo de 7 min 72°C
rpoA RRrpoAf GGAAATCGCCATCAAGATGG ~730 2 min 95°C, 35 X (45s
(1,010) 94°C, 45s 55°C, 2 min
RRrpoAr ACGCTTGGCGAGATCTTC 72°C), ciclo final de
extensdo de 5 min 72°C
atpD TSatpDf TCTGGTCCGYGGCCAGGAAG ~615 2 min 95°C, 35 X (45s
(1,460) 95°C, 30s 58°C, 1,5 min
TSatpDr CGACACTTCCGARCCSGCCTG 72°C), ciclo final de

extensdo de 7 min 72°C.

*Letras minuUsculas indicam grampos que s&o utilizados para clonagem, mas que também conferem maior estabilidade a amplificacao.

Fingerprinting de bactérias

A andlise de genes ribossomais e outros genes housekeeping, porém, nao consegue
diferenciar estirpes. Desse modo, outros métodos genéticos de fingerprinting devem ser
utilizados para o controle de qualidade das bactérias, tanto na rotina de manutencao das
colecdes de culturas quanto na etapa de distribuicao das estirpes. Em geral, essas técnicas
permitem verificar a diversidade intraespecifica, ou seja, a subdivisdao de espécies em um

numero distinto de tipos, fornecendo um suporte para bactérias similares.

O fingerprinting de DNA pode basear-se na restricao do genoma total ou em amplificacdes
especificas do genoma bacteriano por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction), ou seja,
reacdo em cadeia da polimerase. Entre as diversas técnicas de fingerprinting, podem ser
citadas: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricao; Amplified Fragment Length Polymorphism
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(AFLP), ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (VOS et al., 1995);
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), ou DNA polimérfico amplificado ao acaso
(WELSH; MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990); e amplificacdo com primers
relacionados a regides repetidas e conservadas do DNA bacteriano, conhecida por rep-PCR
(repetitive-sequence-based-PCR) (VERSALOVIC et al., 1994; de BRUIJN, 1992).

Para bactérias diazotréficas e promotoras do crescimento de plantas recomenda-se a
obtencao de perfis de rep-PCR (Quadro 3), com énfase no BOX-PCR para a utilizacdao no
controle de qualidade para checagem da autenticidade para a distribuicao das estirpes para
outros laboratérios e para as industrias de inoculantes. A metodologia detalhada para a
obtencao desses perfis foi descrita por Hungria et al. (2008). Em 2010, essa técnica
passou a ser reconhecida como a metodologia oficial do MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento) para a identificacao de rizébios e bactérias promotoras do
crescimento vegetal visando a producao de inoculantes comercializados no Brasil.

A colecao de culturas da Embrapa Soja utiliza regularmente esta técnica para checar a
autenticidade de suas estirpes. Na Figura 3, sdo apresentados os perfis de BOX, REP e

ERIC para a estirpe CPAC 15 (=SEMIA 5079) de Bradyrhizobium japonicum.

Quadro 3. Primers e condicdes de amplificacdo utilizadas em andlises de rep-PCR, segundo Hungria

et al. (2008).

BOX A1R CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 7 min 95°C, 30 a 35 X (1min
94°C, 1Tmin 53°C, 8min 65°C),
ciclo final de extensdo de 16min
65°C

REP 1R IINCGICGICATCIGGC 7min 95°C, 30 a 35 X (1min

o H o H o

REP 21 ICGICTTATCIGGCCTAC 94°C, 1min 45°C, 8 min 65°C por
8 min.), ciclo final de extensdo de
16 min 65°C

ERIC 1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 7 min 95°C, 30 a 35 X (1min

o H o H o

ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 94°C, Tmin 52°C, 8min 65°C por
8 min), ciclo final de extensdo de
16 min 65°C

REP ERIC BOX
8 (o8 (=2
e (o] =1—=§
- | [[1000 | —pumm _"' !

p—1 — "o

2 -§
(o ——-i (= —=8
[0 — [100 | —» [0 ]—

Figura 3. Perfis de REP-, ERIC- e BOX-PCR obtidos para a estirpe CPAC 15 de Bradyrhizobium japonicum.
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Preservacao

A preservacao assegura a manutencao de formas vidveis das bactérias sem a manipulacao
frequente. Quando estirpes sao isoladas, identificadas ou armazenada em uma colecéo,
deve-se manter suas caracteristicas culturais, morfolégicas e genéticas. Para bactérias é
comum a preservacao por longos periodos. Diversos métodos de preservacao por longo
periodos sdao empregados, com énfase na criopreservacao e na liofilizacdo. A preservacao
deve assegurar a viabilidade das células, auséncia de contaminantes e auséncia de
alteracOes nas caracteristicas fenotipicas e genotipicas (autenticidade). Assim, deverao ser
realizadas checagens periédicas do material preservado.

Os métodos de preservacao sao divididos em métodos envolvendo o congelamento e
métodos de secagem a vacuo (DAY; STACEY, 2007). A criopreservacao é a manutencao
biolégica de organismos vivos sob baixa temperatura, de forma que eles possam
sobreviver apés descongelamento. Em geral, a criopreservacao se refere a manutencao a
temperatura de -80°C, mas novos ultrafreezers com temperaturas inferiores a -140°C ja
sdao encontrados no mercado. As bactérias também podem ser acondicionadas em
nitrogénio liquido.

A liofilizacdo é um processo em que a amostra é congelada e, posteriormente, seca por
meio de sublimacao (estado sélido para gasoso). O principal objetivo desses processos é
preservar organismos sem alteracdes morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e genéticas.
Diversos crioprotetores tém sido empregados para micro-organismos, como
dimetilsulféxido, glicerol, albulmina, leite desnatado e peptona, entre outros (HUBALEK,
2003).

Em colecdes de cultura, devem ser mantidas amostras de estirpes criopreservadas e
liofilizadas com repeticdes (Figura 2). Apds a criopreservacao e a liofilizacdo de um lote,
deve-se checar a viabilidade das células, para garantir que ndo houve morte celular durante
o processo de preservacao. Deve-se também checar a viabilidade das estirpes bacterianas
ao longo do tempo, o que deve ser realizado por amostragem de cada lote criopreservado
e liofilizado, para checagem da viabilidade e autenticidade (caracteristicas morfolégicas e
genotipicas), além de possiveis contaminantes.

Além de um ndmero adequado de cépias de estirpes mantidas por pelo menos dois
métodos, prioritariamente criopreservacao e liofilizacao, também é necessario providenciar
uma copia (backup) das estirpes, de preferéncia armazenadas em outro edificio.

Valoracao das bactérias

O potencial de uso de uma determinada estirpe devera ser verificado em condicoes de
laboratério, casa de vegetacao e, nas etapas finais, no campo. Devem ser incluidos
tratamentos controle que permitam a confirmacao desse potencial. Como exemplo, para a
verificacao da capacidade de fixacao de nitrogénio em leguminosas de graos (Figura 2), os
tratamentos minimos devem ser: 1) tratamento sem inoculacao; 2) tratamento sem
inoculagcdo, com nitrogénio quimico fornecido na concentracdo recomendada para a
cultura; 3) tratamentos com inoculacdo das estirpes ja recomendadas para a cultura,
quando existentes, testadas separadamente ou em conjunto, quando essa for a tecnologia
recomendada; e 4) tratamentos com inoculagcdo das estirpes a serem testadas,
separadamente ou em conjunto, quando essa for a tecnologia testada. Como exemplo de
quantidades de N a serem adicionadas por vaso, tem-se: para a soja (G/ycine max) 700
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mg; para o feijao (Phaseolus vulgaris) e para o caupi (Vigna unguiculata) 350 mg, sempre
parcelados semanalmente.

Em casa de vegetacao, os ensaios podem ser conduzidos em substrato estéril e, em uma
etapa seguinte, em vasos com solo, para verificar a capacidade competitiva das estirpes.
Se uma estirpe elite for identificada, ela deve entao ser levada a um ensaio de campo.

Os parametros minimos a serem avaliados no caso de bactérias fixadoras de nitrogénio sao
nodulacdo — nimero e massa de nddulos (Figura 2) —, massa da parte aérea seca,
concentracao e nitrogénio total nos tecidos, aos 25-30 dias apds a emergéncia, se for
desejavel verificar o efeito do inoculante em solo com populacao elevada de bactérias
semelhantes, ou no florescimento pleno, se o interesse for verificar o desempenho no
desenvolvimento das plantas. No caso de ensaios de campo, verificar o rendimento de
graos e o teor e N total acumulado nos graos no final do ciclo.

No caso de bactérias promotoras do crescimento de plantas, os pardmetros avaliados
devem ser considerados conforme as propriedades desejadas. Como exemplo, no caso de
promocao no crescimento das raizes, parametros de avaliacao de massa, area e volume de
raizes podem ser avaliados; para aumento na absorcdo de nutrientes, os teores de macro e
micronutrientes nos tecidos devem ser avaliados, preferencialmente no florescimento, e
assim para cada caso especifico.

O ndmero minimo de repeticoes em ensaios de campo deve ser de quatro, mas resultados
melhores sdao obtidos com seis repeticdes, por causa da variabilidade elevada de
parametros microbiolégicos. No caso de avaliacao da fixacao biolégica do nitrogénio com a
cultura da soja, Souza et al. (2008) determinaram os coeficientes de variacdo aceitdveis
para diversos parametros, os quais nao devem diferir substancialmente em estudos com
outras leguminosas.

Armazenamento dos dados da colecao

Dados de cada estirpe da colecao deverao ser armazenados, incluindo informacdes sobre:
local de isolamento, substrato ou hospedeiro de isolamento, nome da pessoa responsavel
pelo isolamento, nome do responsavel pelo depdsito, nome do responsavel pela
identificacao, procedimento para preservacao, nimero de cépias preservadas, meio de
cultivo apropriado, caracteristicas de crescimento, propriedades morfo-fisiolégicas das
colbénias e caracterizacbes genotipicas disponiveis, grupo de risco, disponibilidade para
distribuicao. As informacdes deverdo estar computadorizadas, com cépias de seguranca e,
quando possivel, disponibilizadas via homepage institucional. Informacdes sobre a
manutencao de cada estirpe também deverao ser digitalizadas, como checagem da
viabilidade e autenticidade.

Mais uma vez, cabe salientar a importancia das informacdes que devem estar disponiveis
sobre cada estirpe, conforme estabelecidos pela OECD (2007) para bactérias e que podem
ser visualizadas no Quadro 4.
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Quadro 4. Conjunto minimo e recomendado de dados sobre as estirpes de bactérias de uma colecao
de culturas, segundo a OECD (2007).

Nudmero de acesso Serovar
NuUmeros em outras colecdes Outros nomes
Nome Forma isolada
Nome infra-subespecifico Mutante

Tipo de organismo Gendtipo
Restricées na distribuicao Literatura
Situacao

Histdérico

Origem geogréfica
Condicbes de crescimento
Forma de suprimento

Transferéncia de material genético

Todo o material transferido deve apresentar os respectivos “Termo de Transferéncia de
Material”, ou Material Transfer Agreement, obedecendo a legislacao vigente.

Seguranca e controle de qualidade

Todas as operacdes realizadas em laboratérios de colecdes bacterianas devem ser
conduzidas com normas de seguranca e seguindo metodologias padrées que assegurem a
qualidade do servico realizado. As operacdes devem seguir normas de boas praticas de
laboratério e respeitar a legislacao ambiental quanto ao descarte de qualquer material.
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