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Introducao

A conservacao de recursos genéticos microbianssnamo a pesquisa com
esses organismos, constitui pratica estratégica padesenvolvimento cientifico e
tecnologico do setor agropecuario. Os microrganssit@mn extrema importancia na
sustentabilidade da agricultura, e as regidesideauente sdo aquelas que possuem a
mais rica fonte de novas espécies (FIGUEIREDO .et2808). Em razdo do grande
potencial dos recursos microbianos para geracémyes produtos agricolas, em 2009,
foi criada a Rede de Recursos Genéticos MicrobidaoEmbrapa (Rede Microbiana),
com a intencéo de fortalecer a organizacdo e astig#io e promover a integracdo das
colecbes de microrganismos das unidades da Emlerages instituicbes parceiras.
Outro objetivo da Rede Microbiana foi a criacaoute sistema de informacgao, para
gerenciamento e intercambio das linhagens de ng@nsmos, que deu origem ao
AleloMicro, disponibilizado em mddulos e concluielm 2013. Atualmente, a Embrapa
possui 21 colecbes de microrganismos distribuidestqulo o Territério Nacional em
diversas Unidades Decentralizadas (UDs), que pm&ser microrganismos de
funcionalidades diversas. Estas cole¢cdes sao fatasisis dentro do Modelo
Corporativo de Gestdo em: Centro de Recursos BadédCRB), Colecéo Institucional
(CI) ou Colecao de Trabalho (CT) (CASTRO et 2015; PONTES et al., 2015).

A Embrapa Milho e Sorgo investe na formacdo degéas de microrganismos
de interesse agricola desde 1991. Estas cole¢éderadadas por diferentes grupos de
microrganismos, como: bactérias diazotréficas aaseas isoladas de milho, sorgo ou
milheto, fungos micorrizicos arbusculares, micrargaos fitopatogénicos, bactérias e

virus com potencial no controle biolégico de insgioaga e microrganismos



promotores do crescimento de planta, como os Uidsfpadores de nutrientes
(fosforo e potassio). Com a necessidade de imgaotale processos gerenciais e
operacionais para alcancar niveis de excelén@adat normas de qualidade nacionais
e internacionais, assegurar a rastreabilidadefdemacéo das amostras depositadas e a
viabilidade em longo prazo das colec¢des, a Emb¥éjbeo e Sorgo iniciou, em 2012, a
organizacdo e estruturacdo de um acervo institatid® microrganismos chamado de
Colecao de Microrganismos Multifuncionais e Fitagg@nicos (CMMF) (PAIVA et al.,
2013). Os microrganismos incorporados ao acervdCMBMF sdo preservados por
ultracongelamento a -80 °C, e alguns preservadobém sob 6leo mineral e/ou
liofilizados. Atualmente o acervo da CMMF conta co&568 linhagens de
microrganismos, obtidas por isolamento a partiradestras coletadas em diferentes
regides do Brasil. O acervo da CMMF é constituidotpes subcolecbes de trabalho da
Embrapa Milho e Sorgo: Subcolecéo de microrganistiazotroficos e promotores de
crescimento (CMPC), Subcolecdo de fitopatogenosmideo e sorgo (CFMS) e
subcolecdo de bactérias e virus entomopatogénCB&)( Os dados disponiveis
referentes a cada linhagem da colecdo estédo insend sistema de informacdo da
Embrapa (http://alelomicro.cenargen.embrapa.broMétro/index.xjs).

A subcolecdo CBE € composta por cerca de 4.60admis de microrganismos
entomopatogénicos, bactéri@acillus thuringiensis) e virus Baculovirus spodoptera),
isoladas no Laboratério de Controle Bioldgico dabEapa Milho e Sorgo com o
objetivo de serem utilizadas no desenvolvimentoas biopesticidas para o controle
de insetos praga. A colecdo Bethuringiensis (Bt) foi obtida apds isolamento a partir
de amostras de solo coletadas em diferentes regioedBrasil (VALICENTE;
BARRETO, 2003). Todas as cepas de Bt inseridasofec@o foram caracterizadas
microscopicamente quanto a producéo de cristggeseriormente, avaliadas quanto a
sua toxicidade contra insetos-praga por meio dizagdo de bioensaios. Na Figura 1
estdo representados os resultados destes bioensadles cerca de 3408 cepas Rle
thuringiensis foram avaliadas quanto a sua toxicidade contraasaide Spodoptera

frugiperda.
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Figura 1 — Avaliacdo das 3.408 linhagensBiehuringiensis pertencentes a
subcolecdo CBE com relacdo a mortalidade de inpetmm ap0s a realizacao de
bioensaios.

Enquanto a grande maioria das cepas (51,6%) natrauosfeito patogénico
sobreS. frugiperda (0% de mortalidade), cerca de 1,8% das cepas de Btostraram
bastante efetivas, provocando uma mortalidade gartis na faixa de 81 a 100%
(VALICENTE; BARRETO, 2003).

A bactéria B. thuringiensis é uma bactéria Gram positiva que ocorre
naturalmente no solo, na agua, em insetos mort@siduos de graos (LAMBERT;
PEFEROEN, 1992). Durante o periodo estacionario déoesporulacéo, esta bactéria
produz um esporéngio que contém um endésporo, cora au mais inclusdes
cristalinas proteicas chamadas de endotoxinasskssteinas sdo toxicas para muitos
insetos e assim o0 Bt se torna uma valiosa ferraaneot controle bioldgico. A
endotoxina é restrita ao intestino do inseto, mbotauando as larvas se alimentam de
uma quantidade de toxina, sofrem paralisia e M{@tARE; O'CALLAGHAN, 2000).

Cerca de 3.408 linhagens &e thuringiensis ja estdo cadastrados no sistema
AleloMicro e estdo sendo incorporadas ao acerv€M&F. Este trabalho teve como
objetivo descrever as principais técnicas envobritka caracterizacdo e preservacao das
linhagens dé. thuringiensisincorporadas ao acervo central da CMMF.

Material e Métodos

1 — Preparo do meio de cultura
Para o cultivo de. thuringiensis foi utilizado o meio de cultura Luria-Bertani
acrescido de sais (LB+sais), composto de 1 g/L limse; 8 g/L de Caldo nutritivo; 5



g/L de Extrato de levedura; 0,3 g/L de Sulfato daghBsio (MgSQ7H,0); 10 g/L de

Triptona; 0,02 g/L de Sulfato de Ferro Il (FeSM,0); 0,02 g/L de Sulfato de Zinco
(ZnSQ,.7H,0); 0,02 g/L de Sulfato de Manganés (Mn3HO0O); 5 g/L de Cloreto de

Sodio (NaCl) e 15 g/L de Agar (VALICENTE; BARRET@003). Os reagentes foram
dissolvidos em agua deionizada e o pH da solucéajiistado para 7,5. O meio de
cultura foi distribuido em frascos Erlenmeyersterdizado em autoclave a 121 °C por
20 min. Apdés a esterilizagdo, o meio de culturadistribuido em placas de Petri e

armazenado em geladeira até o momento de uso.

2 — Reativacéo e checagem de pureza das linhagee®dthuringiensis

Uma pequena quantidade de inéculo das amostramaisigoi reativada em
placa de Petri, contendo meio de cultura LB + sdiBzando a técnicas de semeadura
por estrias compostas (Figura 2), a qual possikaliobtencéo de coldnias isoladas para
a checagem da pureza da cultura. As placas forembadlas a temperatura de 28-30 °C
durante 16-24h, posteriormente, as placas forafisadas quando presenca de colbnias
com caracteristicas morfologicas tipicas de thuringiensis e auséncia de

contaminantes.
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Figura 2 — Técnica de semeadura por estrias coagpo€iom uma alca de
repicagem coleta-se uma pequena quantidade ddan®cuespalha sobre uma placa de
Petri com agar da seguinte maneira: sdo feitamesta por¢cdo 1 da placa e em seguida
flamba-se a al¢a; apoés, faz-se uma retirada dénmsctda regido 1 e espalha-se sobre a
regido 2; flamba-se mais uma vez e espalha-serizactia regido 2 na 3; flamba-se
mais uma vez e espalha-se bactérias da regiaagl3Amcolonias presentes na regido 4
crescerao isoladas.



2.1 — Coloracéao de Gram
Para as analises por coloracdo de Gram foramaddi culturas jovens d&

thuringiensis crescidas em meio LB+sais por 1-2 dias a 28-30Ui@a gota de agua
deionizada estéril foi colocada no centro de umara limpa e desengordurada, em
seguida, utilizando uma alca de platina flambadaa pequena quantidade de amostra
proveniente de uma colGnia bacteriana foi trandéepara a lamina e solubilizada na
gota de agua estéril. O esfregaco foi deixado gmousd para secar ao ar e depois
fixado passando-se a lamina sobre a chama de unpatd@ma. Com a lamina resfriada,
o esfregaco foi coberto com solucéo de violeta igeacfenicada e deixado em repouso
por 1 min. Posteriormente, o excesso de corantesimrrido e o esfregago foi coberto
com a solucdo de iodo de Gram e deixado em repoarsmais 1 min. O excesso de
solucdo de iodo de Gram foi escorrido e a laminalgdeada gotejando a solucdo
descorante (&lcool-acetona) por 15-30 segundosamiink foi lavada com agua
deionizada e corada com a solucédo de fucsina fdmigar 30-60 segundos. Finalmente,
a lamina foi lavada com &gua deionizada, deixadarsao ar e observada ao

microscopio usando a objetiva de imersédo (100x).

2.2 — Microscopia de contraste de fase

Para as analises por microscopia de contrastesdddeam utilizadas culturas de
B. thuringiensis em fase estacionaria ou de esporulacéo, cressidaseio LB+sais por
3-4 dias a 28-30 °C. Uma gota de agua deionizaéaildsi colocada no centro de uma
lamina limpa e desengordurada, em seguida, utdzama alca de platina flambada,
uma pequena quantidade de amostra proveniente de amhdnia bacteriana foi
transferida para a lamina e solubilizada na gotagie estéril. O esfregaco foi coberto
com uma laminula e observado ao microscépio usandbjetiva de imersao (100x)

com contraste de fase (Ph3).

3 — Preservacédo d®. thuringiensis por ultracongelamento a -80 °C

Para cada linhagem preservada, uma colbnia isolaaaresentando
caracteristicas morfologicas tipicas Blethuringiensis, foi transferida para uma nova
placa de Petri contendo meio de cultura LB+saispalbada sobre toda a superficie do
meio de cultura. Apos 72h de crescimento a 28-3@s Gactérias foram recolhidas da
superficie do meio, solubilizadas em uma solucaarimprotecdo (glicerol 25%) e

armazenadas a -80 °C.



4 — Gerenciamento das amostras preservadas no Alslcro

As amostras deB. thuringiensis incorporadas ao acervo da CMMF foram
armazenadas em freezer a -80 °C seguindo um mapecalezacdo (Figura 3). As
amostras também receberam uma etiqueta contendsegsintes informacdes:
identificacdo da linhagem pelo codigo de depdsitodigo BRM ou coédigo da
subcolecdo CBE), identificacdo da linhagem peloigwbdde isolamento, data de
realizacdo da preservacdo, nome do responsavgbiesiarvacao e os dados do mapa de

localizag&o (identificacdo da caixa e posicao dorotiibo dentro da caixa).

Figura 3 — Mapa de localizacao utilizado na CMMfFapa rastreabilidade de
amostras armazenadas em freezer.
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As informacdes sobre o método de preservacdoaddiza data e o local de
armazenamento das amostras foram, posteriormewtasitadas no AleloMicro base de
dados, modulo com acesso restrito
(http://alelomicro.cenargen.embrapa.br/AleloMiandéx.xjs), o qual permite uma facil

localizac&o e rastreabilidade das amostras.

Resultados e Discussao



As linhagens d@®. thuringiensis utilizadas pertencem a subcolecdo de bactérias
e virus entomopatogénicas (CBE) que se encontsemwada por congelamento a -20
°C no Laboratorio de Controle Bioldgico da Embraitho e Sorgo. Foram reativadas
cerca de 320 linhagens Bethuringiensis a partir das amostras originais da subcolecao
CBE.

Inicialmente, foi realizada a checagem de purezaatiaostras pela verificacdo
da auséncia de coldnias bacterianas apresentarateréticas morfologicas diferentes
(Figura 4).

Figura 4 — Cultura dB. thuringiensis cultivada em meio LB+sais por dois dias a
28°C.

As culturas déB. thuringiensis apresentaram caracteristicas morfologicas tipicas
(Figura 5).
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Figura 5 — Caracteristicas morfologicas das cofdéB. thuringiensis em meio
LB+sais, ap0Os cultivo por dois dias a 28 °C. Asgpetas colonias na placa de Petri:
frente (A) e verso (B). Aspecto das coldnias vigaalas em microscopio estereoscopio
(Leica EZ4) com iluminacéo lateral (C) e superiD) com aumento de 8x (C e D,
superior) ou 20x (C e D, inferior).

As colbnias deB. thuringiensis sdo opacas, sem pigmentacdo e com estrutura
densa, geralmente, apresentam forma circular, bandduladas e consisténcia cremosa.
Nos cultivos mais velhos, as colonias apresentamaspecto seco rugoso (SOSA-

GOMES et al 1998).

Além da andlise das caracteristicas morfoldgicasotfinia deB. thuringiensis
em meio de cultura, em alguns casos foram utilgaé@anicas de microscopia para
confirmar a pureza das amostras da cole@adhuringiensis € uma bactéria Gram
positiva, que pode ser caracterizada pela suaidedd de formar cristais proteicos
durante a fase estacionaria e/ou de esporulacadiduaa 6 estdo ilustradas algumas
analises por coloragcdo de Gram realizadas com ajuhterentes linhagens dB.
thuringiensis pertencentes a subcolecdo CBE. A Coloracdo de @ramcoloracao
diferencial mais utilizada em bacteriologia (VERMED et al., 2006). Esta coloracao
separa as bactérias em dois grupos, Gram positiGraen negativa, baseado na
diferenca de composicao da parede de diferente®rizec e na capacidade destas



paredes em reterem os corantes utilizados. As retéram positivas adquirem cor

roxa e as Gram negativas adquirem colorac¢ao rosa.

Figura 6 — Coloracdo de Gram de linhagen8.déuringiensis apds cultivo em
meio LB + sais por dois dias a 28 °C. As imagerss|éminas de coloracdo de Gram
foram realizadas em um microscopio Zeiss Axiolabzahdo a objetiva de imerséo
(100x). As bactérias do génerBacillus sdo bastonetes Gram positivos com
extremidades retas ou arredondadas de tamanh@éweiar(0,5 x 1,2 um até 2,5 x 10

pm).

A presenca de cristais e esporos também foi chemadalgumas linhagens de
B. thuringiensis pertencentes a subcolecdo CBE utilizando micraaaig contraste de
fase (Figura 7). A microscopia de contraste de feenite a observacdo de células
vivas, sem a necessidade de corantes, por meisaldeumicroscopios contendo lentes

objetivas especiais, condensadores e prismas.



Figura 7 — Andlises por microscopia de contrastdagde de linhagens d&
thuringiensis, cultivadas em meio LB+ sais por trés dias a 28 A€ imagens das
laminas foram realizadas em um microscopio Zeismwlal utilizando a objetiva de
imersdo (100x). Nas imagens superiores, as setisam a presenca de enddsporos
(setas pretas) ou de cristais (setas brancas)tegomdas células vegetativas. Na foto
inferior, as setas tracejadas indicam a presengspl@os ou de cristais no meio apos
rompimento das células vegetativas.

Apés a checagem de pureza, as linhagerB. deuringiensis foram preparadas
para a preservacao e incorporacdo ao acervo da CNmiFutilizado o método de
preservacao por ultracongelamento, que consisfgaservacao dos microrganismos a
temperaturas muito baixas (-80 °C). Baixas tempemat protegem o DNA e as
proteinas contra danos e desnaturacdo e diminuemowmento da agua celular.
Consequentemente, as atividades bioquimicas &figtas das células microbianas sédo
essencialmente interrompidas e as células se mgmtéegidas por longos periodos
(PRAKASH et al., 2013).

Os microrganismos diferem quanto as condi¢cdes ségas para a preservacao
em longo prazo, o que demanda a utilizacdo de gmoeatos diferenciados para
assegurar as condicoes ideais de preservacaolidadei e pureza. De acordo com as

Diretrizes e os Requisitos Corporativos de Quabdaara Colecdes de Microrganismos



da Embrapa (CASTRO et al., 2015; PONTES et al.5204 recomendavel que cada
linhagem seja mantida em, pelo menos, dois métdilesentes de preservacgéo, sendo
pelo menos um deles o ultracongelamento ou aifiafifio, por serem métodos de
preservacao a longo prazo.

Os esporos deB. thuringiensis dormentes sdo extremamente resistentes e
capazes de sobreviver sob condigbes desfavoravers ym longo periodo
(VALICENTE, 2009). Mesmo assim, além da preservag@o ultracongelamento,
futuramente as linhagens Bethuringiensis também serdo preservadas por liofilizacao,
que consiste na dessecacdo do material congeladosésuo, através da sublimacédo
(MORGAN et al., 2006).

A subcolecado de bactérias e virus entomopatogéizi) conta com cerca de
4.600 linhagens de microrganismos entomopatogérdendre os quais 3.408 estao
cadastrados no sistema AleloMicro e 2.424 subaasstrcorporadas ao acervo da
CMMF até o momento.

O acervo das colegbes microbianas constitui umrgecualioso para detectar
potencialidades de uso em processos agroindus{iresmos), pesquisa, ensino e
programas de melhoramento genético. A preservad@guada desses microrganismos
é de grande interesse para instituicdes de pesqusis® 0 agronegoécio, a industria e o

meio ambiente.

Conclusao

Foi possivel caracterizar a macromorfologia daasale Bt, confirmando sua pureza e
espécie pela presenca de cristais. Incorporarad2@dinhagens d8. thuringiensis ao
acervo da CMMF, preservadas por ultracongelamer20 &C.
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