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1. INTRODUCAO

Os processos de isolamento, identificacdo, conservacdo e a utilizacdo de
microrganismos vem sendo considerados como rotina para o desenvolvimento de
pesquisas (ABREU; TUTUNJI, 2004). No ambito da ciéncia, a implantacéo e
manutencao de colecfes de culturas permitem a formacao de estoques de cepas
que podem ser utilizadas experimentalmente em diferentes momentos (GIRAO et
al., 2004).

A finalidade da preservacdo € manter as culturas em estado viavel, sem
mudancas morfologicas, fisioldgicas ou genéticas, assim como manter sua
completa viabilidade e estabilidade (MORIWAKI et al., 2009; MATTOS et al.,
2018). Além disso, procura-se adequar a escolha de uma técnica de preservacao
baseando-se nas particularidades do agente, nas caracteristicas do proprio
método a ser aplicado, nos custos de manutencdo da técnica, da importancia do
acervo e principalmente na capacidade laboratorial e disponibilidade de
equipamentos (GIRAO et al., 2004).

Os métodos de manutencdo de microrganismos podem ser classificados de
acordo com tempo maximo de preservacdo (COSTA; FERREIRA, 1991). O
método de Castellani € um método de médio prazo e consiste no armazenamento
de microrganismos em agua esterilizada para a reducdo do metabolismo, com
consequente laténcia das células diante da restricdo de fontes nutritivas. Apesar
do baixo custo e reprodutibilidade, nota-se o0s riscos de contaminacdo das
culturas e um possivel comprometimento na estabilidade genética de alguns
microrganismos (ROMEIRO et al.,, 2006). Ja a liofilizacdo é considerada um
método de longo prazo, sendo uma técnica mais eficiente para a preservacao de
microrganismos, justamente por garantir a viabilidade dos agentes por 17 a 20
anos e ser aplicavel para a maioria dos microrganismos (PASSADOR et al.,
2010).

Os microrganismos prospectados para o uso agricola e biotecnologico sao
preservados na Colecdo de Microrganismos Multifuncionais de Clima Temperado
(CMMCT), localizada no laboratério de Microbiologia do Solo da Embrapa Clima
Temperado. Essa colecdo possui um acervo de 818 acessos bacterianos
preservados em agua (método Castellani) e por liofilizacdo. Em cumprimento de
requisito obrigatério de qualidade de preservacdo na CMMCT, é verificada,
anualmente, a viabilidade de, no minimo, 1% dos acessos (MATTOS et al., 2018).

Dentre estes acessos estdo preservadas em agua 26 bactérias do género
Pseudomonas, isolados do solo e rizosfera do azevém com caracteristicas
fenotipicas ja estudadas e que estdo em fase de analise para a confirmacao da
identificacdo como Pseudomonas fluorescens acesso CMM 1 (OLIVEIRA et al.,
2016). Essa espécie de bactéria, também preservada em agua na CMMCT, tem
sido objeto de estudo pela equipe do laborat6rio por apresentar potencial para
biorremediar residuos do herbicida clomazona no solo (MATTOS et al., 1996).
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar a viabilidade dos 26 acessos do
género Pseudomonas e um da espécie Pseudomonas fluorescens acesso CMM
1, preservadas pelo método de Castellani, visando definir a capacidade desse
método para a preservacao das caracteristicas fenotipicas dos microrganismos.

2. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada em condi¢cdes de laboratério, na Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, RS. Foram avaliados 27 acessos do género Pseudomonas:
CMM 987, CMM 989, CMM 990, CMM 991, CMM 993, CMM 995, CMM 996,
CMM 997, CMM 998, CMM 999, CMM 1000, CMM 1001, CMM 1002, CMM 1003,
CMM 1004, CMM 1005, CMM 1006, CMM 1007, CMM 1008, CMM 1009, CMM
1010, CMM 1011, CMM 1012, CMM 1013, CMM 1014, CMM 1015 e, como
padrdo, o acesso CMM 1 de Pseudomonas fluorescens. As bactérias estavam
preservadas em agua (método Castellani), desde 2016, em frascos eppendorfs
com agua destilada estéril, em duplicata, depositados em armario a temperatura
ambiente (25 °C).

O procedimento para a recuperacdo e verificacdo da pureza dos acessos
consistiu em agitar manualmente um frasco eppendorf, retirar uma aliquota de
100 pL, depositar sobre cada quadrante de uma placa de Petri contendo Agar
Nutritivo (AN), e espalhar com alca de platina. As placas foram incubadas por
24h a 28 °C, quando verificou-se 0 crescimento. Os acessos que nao
apresentaram crescimento até 72 h, foram repicados novamente para caldo
nutritivo e incubados a 28 °C com agitacdo de 180 rpm e, posteriormente,
inoculados em placas de Petri contendo AN, por meio da técnica de
espalhamento com alga de Drigalski.

A verificacdo da pureza dos acessos foi feita por meio da analise das
caracteristicas fenotipicas dos acessos, que inclui avaliacdo das caracteristicas
morfolégicas e fisiolégicas das colonias. Para a analise da morfologia, as
bactérias foram repicadas, por meio da técnica de esgotamento, para placas de
Petri contendo AN, e incubadas por 24h a 28 °C. As observacfes realizadas
foram: cor, borda, elevacao, forma, superficie e caracteres 6pticos das coldnias
em microscopio. A andlise das caracteristicas fisiolégicas foi realizada, em
triplicata, verificando-se o crescimento em meios King A e King B (24h, 28 °C),
observando-se a fluorescéncia sob luz UV (366 nm) (KING et al.,1954), com base
no padréo de referéncia de P. fluorescens (CMM 1).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verifiou-se a recuperagao de 26 acessos, sendo que o acesso CMM 1015,
nao apresentou crescimento quando cultivado em AN solido e liquido (72h, 28 °C,
180 rpm). Os acessos recuperados apresentaram pureza e foram avaliados
guanto a morfologia das colénias (Tabela 1). Os resultados demonstraram
caracteristicas morfolégicas dos acessos tipicas do género Pseudomonas (CMM
1).

Com relacéo as caracteristicas fisioldgicas, 100% dos acessos apresentaram
crescimento em King A, sendo que em 8% (CMM 1009 e CMM 1011) foi
constatada a apresenca de fluorescéncia, podendo indicar a producdo de
pigmento phenazine (SNEATH, 1986). Em 12% dos acessos (CMM 987, CMM
999 e CMM 1008) néo foi verificada a fluorescéncia, resultado contrario ao obtido
anteriormente por Karina et al. (2016). Em King B, 100% dos acessos
apresentaram crescimento. Porém, néo foi constatada fluorescéncia em 16% dos
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acessos (CMM 995, CMM 997, CMM 1002 e CMM 1006), como havia sido
verificado por Karina et al. (2016).

Como a formacdo do pigmento pyoverdin (fluorescente), em meio King B,
esta presente no crescimento de Pseudomonas fluorescens, constata-se que o
emprego do método Castellani, preservacédo de médio prazo, néo foi eficaz para a
manutencdo dessa caracteristica. Por outro lado, destaca-se que 0s pigmentos
pyoverdins apresentam instabilidade quimica e sua producdo pode cessar ap0s
prolongados cultivos de laboratorio (KRIEG; HOLT, 1984).

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas de acessos de Pseudomonas preservados
em agua, por trés anos. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2019.

Acessos Cor Forma Elevacao Borda Superficie Caracteres
CMM opticos
1 (padrao) Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
987 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
989 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
990 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
991 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
993 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
995 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
996 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
997 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
998 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
999 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1000 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1001 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1002 Creme Irregular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1003 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1004 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1005 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1006 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1007 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1008 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1009 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1010 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1011 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1012 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1013 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente
1014 Creme Circular Convexa baixa Ondulada aspera Transparente

4. CONCLUSOES

O método Castellani garante a viabilidade e pureza de acessos de
Pseudomonas preservados em agua durante trés anos. Ha necessidade de
preservacdo do acesso CMM 1015 em método de longo termo para manter sua
viabilidade. A producdo de pigmentos fluorescentes ndo é estavel no método de
preservacao em agua.
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