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Criopreservação de isolados de feijoeiro e caupi 
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Introdução

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris) é uma leguminosa de grande expressividade 
econômica e social, representando a principal fonte de proteínas para a po-
pulação brasileira de baixa renda. A exemplo de outras leguminosas possui 
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a transformação do N2 atmosférico em amônia, que de imediato passa a íons 
amônio, que serão distribuídos para a planta e incorporados em componen-
tes nitrogenados (Hungria et al., 1997, 2007).

As coleções de culturas de microrganismos têm como intuito conservá-los 
e preservá-los, através �������������'�������"�������������������!�
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de garantir sua sobrevivência, estabilidade e pureza por um longo período 
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perimentais, trabalhos de rotinas laboratoriais, estudos comparativos, entre 
outros (Romeiro, 1996).
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siste em preservar a célula por armazenamento em temperaturas ultra baixas 
(-80°C e -150°C). À medida que a temperatura se aproxima de 0°C, a ativida-
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descongelamento (Barbas; Mascarenhas, 2009).

Para que não ocorra a morte da célula devido à baixa temperatura submeti-
da, são utilizados protetores celulares, sendo o glicerol amplamente utilizado 
como agente crioprotetor, auxiliando a mitigar os efeitos do choque térmico, 
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pela redução dos estresses físicos e químicos resultantes do congelamen-
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criopreservação.

Material e Métodos

As estirpes foram isoladas pelo pesquisador Dr. Fábio Martins Mercante 
e pertencem à Coleção de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa 
Agropecuária Oeste (CCMMAO) (Dourados, MS), totalizando cerca de 1260 
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vulgaris) e feijão caupi (Vigna unguiculata) oriundos de diversos locais no 
Mato Grosso do Sul. As estirpes estavam armazenadas em tubos contendo 
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�:yeast, manitol, agar; extrato de levedu-
ra, manitol e ágar) (Hungria; Araujo, 1994) e cobertas com vaselina líquida 
esterilizada.
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444 estirpes, observando-se o tamanho e forma das colônias, textura, pro-
dução e consistência da massa de crescimento em YMA contendo o corante 
vermelho Congo (VG). O crescimento foi realizado em estufa BOD a 28°C (± 
2°C), sendo que a manifestação de crescimento foi de 2 a 4 dias. As estirpes 
que exibiram algum tipo de contaminante ou não cresceram foram elimina-
das. Algumas estirpes precisaram ser repicadas novamente no meio YMA 
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As estirpes autenticadas como puras foram armazenadas em criotubos de 2 
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em ultra freezer -80°C. Assim, elas estão aptas para adentrarem na “Coleção 
de Culturas de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Soja: Bactérias 
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Biotecnologia do Solo (Londrina, PR).



274 DOCUMENTOS 401

Resultados e Discussão

Das 444 estirpes, 212 foram criopreservadas e 232 eliminadas, seja pela falta 
de crescimento, ou por apresentarem algum tipo de contaminação. Esse nú-
mero elevado de estirpes eliminadas pode ser resultado do tempo de arma-
zenamento das mesmas, em torno de 12 anos, em temperatura ambiente. O 
trabalho está no início, restando cerca de 800 estirpes para serem avaliadas. 
A seguir, as estirpes que foram armazenadas a -80°C serão preparadas para 
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com as remanescentes 800 estirpes da coleção inicial.

Visando o estabelecimento de um sistema reconhecido de qualidade da 
Coleção de Culturas da Embrapa Soja, a metodologia de criopreservação do 
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amostragem a cada dois anos; até o presente momento, as bactérias armaze-
nadas há vários anos e analisadas continuam viáveis. Abreu e Tutunji (2004) 
analisaram 1500 amostras de espécies bacterianas e fúngicas armazenadas 
em microtubos a 20°C, e observaram que, de um modo geral, os microrganis-
mos apresentaram boa recuperação proporcionada pelo agente crioprotetor 
glicerol (10%); contudo, sempre há células que são mais sensíveis e não 
sobrevivem ao ultracongelamento, ou a longos períodos de armazenamento. 
No caso da Coleção da Embrapa Soja, resultados positivos estão sendo con-
seguidos com glicerol a 30%.

Conclusão
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de microrganismos e, quando os procedimentos são aplicados adequada-
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-80°C com 30% de glicerol como crioprotetor tem-se apresentado como uma 
alternativa viável. 
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