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1. INTRODUCAO

A preservacdo em estoque de culturas de microrganismos € um processo
complexo em virtude do quase inexpressivo conhecimento que se tem a respeito
das reacdes e modificacbes morfofisiolégicas que ocorrem nos microrganismos
em condicdes de armazenamento (GIRAO et al., 2004). E devido & emergente
importancia atribuida a estocagem de amostras, muitas instituicdes tém investido
na constituicdo de estoques (biobancos ou cole¢des de cultura), implementando
técnicas de preservacao baseadas em equipamento de elevada tecnologia, mas
gue atualmente sédo bastante difundidos, como a criopreservacéao e a liofilizacéo,
bem como na adoc&do de protocolos proprios e tecnologias apropriadas ao
controle de dados (HOLLAND et al., 2003; PAOLI, 2005).

A liofilizacdo é considerada uma das técnicas mais eficientes para a
manutencdo de microrganismos, justamente por garantir a viabilidade dos
sobreviventes por longos periodos e ser aplicavel a maioria dos microrganismos
(CANHO et al.,, 2004). A criopreservacao consiste na manutencdo de uma
variedade de tipos celulares sob baixas temperaturas(-20°C,-80°C) (WOLFE &
BRYANT, 2001). COSTA et al. (2009) relataram que apesar da existéncia de
diversas técnicas de manutencdo de microrganismos, o0 principio do
congelamento-descongelamento se manteve entre 0s mais importantes e viaveis
para a preservacao celular.

Diante do exposto o objetivo do trabalho foi avaliar a taxa de sobrevivéncia
de diferentes patovares de Xanthomonas codificadas como Xp 104, Xp 50,
NRRLB -1459, X.CITRI visando comparar a eficiéncia entre esses méetodos de
preservacao.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencéo e determinacdo da concentracédo celular do inoculo

Utilizou-se duas cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni, codificadas
como Xp 104, Xp 50, uma cepa de Xanthomonas campestres pv citri e uma cepa
de Xanthomonas campestris pv campestris NRRLB-1459, pertencentes a colecéo
de culturas do Laboratério de Biopolimeros do Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico da Universidade Federal de Pelotas, preservadas através de
repiques multiplicativos em meio sélido SPA (HAYWARD, 1964), armazenados
sob refrigeracao (4-8°C).

Células oriundas de cultivos frescos (72h) em meio SPA sélido foram
ressuspensas em meio SPA liquido. Um volume de 100mL foi incubado em
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erlemeyers de 250 mL, em agitador incubador orbital a 250 rpm, a uma
temperatura de 28°C + 2°C durante 24 h.

Para o controle de qualidade das técnicas de preservacéo foram realizadas
diluicbes seriadas e plagqueamentos em condi¢cbes assépticas, objetivando a
determinacdo da concentracdo celular dos in6culos. A diluicdo, para cada cepa,
foi realizada da seguinte forma: em 9 eppendorfs adicionou-se 900uL de meio
SPA liquido. Apés, adicionou-se 100uL do respectivo indculo no 1° eppendorf,
obtendé)-se assim a diluicdo 10™ e a partir desse foram feitas diluicdes seriadas
até 10~.

O plaqueamento das diluicdes 10 até 107 foi realizado em placa contendo
meio SPA solido, delimitadas em duas partes iguais, de modo a plaquear 50uL de
cada diluicdoem duplicata. Os procedimentos de diluicdo e plaqueamento podem
ser observados na Figura 1.

Figura 1. Diluicdo seriada e plaqueamento realizados nb trabalho. Fonte: Autor,
2016.

Apoés inoculacdo, as placas foram incubadas em estufa a 28°C por 48h.
Apos o tempo de incubacdao, realizou-se a contagem das colbnias que cresceram
em cada metade da placa de Petri e realizou-se o calculo do niumero de unidades
formadoras de col6nias por mililitros (UFC/mL), levando-se em consideracdo a
diluicdo do indculo.

2.2 Formulacao e adicao do crioprotetor aos indculos

Para maior preservacdo das células, adicionou-se uma solucdo de
crioprotetor ao indculo, segundo a formulacdo de Ellner (1978). Os componentes
para o preparo de 10mL do crioprotetor, foram separados em trés frascos, , e as
composicdes parciais sdo descritos na sequencia; frasco “a” glutamato de sodio
0,23g, gelatina 0,23g, fosfato dissédico anidro 0,199, fosfato monossédico
0,00769g e agua Milli Q 4mL; frasco “b” glicerol 0,465g e agua Milli Q 3mL; frasco
“c” peptona 0,465g e agua Milli Q 3mL. As solucdes foram esterilizadas, em
autoclave a 121°C/15min e, no momento da utilizacdo, misturadas em Erlenmeyer
estéril, com capacidade de 125mL.

2.3 Liofilizacéo e Criopreservacao

Inicialmente, os indculos foram diluidos acepticamente com o crioprotetor,
na propor¢cdo de 60:40 (v/v), homogeneizados em vortex e fracionados em
porcdes de 2ml e 1ml e transferidos para frascos estéreis tipo penicilina e para
eppendorfs, destinados a liofilizagdo e criopreservacao, respectivamente. Todos
os frascos foram identificados com o nhome da cepa e data, e os maiores selados
com parafilme. Todos os frascos foram armazenados em freezer doméstico a -
18°C por 24h seguido de congelamento em ultrafreezer a -70°C. para posterior
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liofilizacdo. Os eppendorfs ai permaneceram até a reativacdo e os frascos
maiores, apds 24h, foram levados ao liofilizador (Liobras®) durante 24 horas;
terminado o processos, os frascos foram lacrados e armazenados a -18°C até o
momento da reativagdo. Obtidos os resultados da concentracdo inicial, essa
informacéao foi adicionada aos rotulos.

2.4 Reativacao das cepas

Reativou-se as cepas X.CITRI, Xp.50,Xp.104, NRRLB - 1459 preservadas
por liofilizacdo e criopreservacdo armazenadas entre um periodo de sete dias e
quinze dias, tempo de reativacdo de acordo com o protocolo adotado pelo
laboratorio de Biopolimeros, afim de realizar-se o controle de qualidade da
preservacao. A reidratacao foi feita em caldo SPA no mesmo volume preservado
de inoculo e crioprotetor por, aproximadamente, 30min, para o0s inéculos
liofilizados. J& o0s ino6culos criopreservados descongelaram a temperatura
ambiente antes da realizacdo da técnica de diluicdo e plaqueamento, conforme
descritos no item 2.1.

Apoés, contou-se as colbnias tipicas e expressou-se o0 resultado em
unidades formadoras de coldnias por mililitros (UFC.mL™) de suspensédo
bacteriana reidratada, descontada a diluicéo realizada pela adicdo do crioprotetor.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na preservacao das cepas, X.CITRI, Xp.50,Xp.104,
NRRLB - 1459 estdo dispostos abaixo na Tab.1.

Tabela 1. Concentracao celular (UFC.mL™) inicial e ap6s a preservacéo e taxa de
sobrevivéncia (%) de células preservadas por liofilizacdo e criopreservacao.

Inéculo Liofilizacao Criopreservacao
Cepa Conc.cel. Conc. cel. Taxa de Conc. Cel. Taxa de
Inicial (UFC.mL™) sobrevivéncia (UFC.mL™) sobrevivéncia
(UFC.mL™) (%)
X.CITRI  1,1.10° 7,3. 107 6,6 5,3.10° 4,8
Xp.50  4,1.10° 1,5.10° 36,5 7,5.10° 18,2
Xp. 104  2,95.10° 3,32.10’ 11,2 4,6.10° 15,5
NRRLB  3,0.10° 1,23.10° 41 2,05.10° 68,3
-1459

*Periodo de recuperacéo entre sete e quinze dias.

HECKLY (1961) ressalta que a sobrevivéncia durante a liofilizacdo e o
armazenamento depende, principalmente, das caracteristicas dos micro-
organismos, da concentracdo da cultura liofilizada, dos meios de multiplicacdo
celular e reidratacdo empregados, do agente crioprotetor, da temperatura de
armazenamento e das condi¢fes de recuperacdo do material liofilizado. Dentre
esses fatores, o Unico modificado neste estudo foi o0 patovar e o micro-organismo.
Assim, pode-se afirmar que a viabilidade celular de X. arboricola pv pruni foi cepa
dependente, uma vez que as cepas Xp. 50 e Xp. 104 tiveram percentuais de
sobrevivéncia de 36,5% e 11,2 %, respectivamente, frente essa técnica. E
também que a espécie Xanthomonas campestris foi patovar dependente, onde
pode ser visto 0 percentual de sobrevivéncia de 6,6% para a cepa X.CITRI (pv
citri) e com a cepa NRRLB-1459 (pv campestris) com percentual de 41%.
Borowsky (2011) determinou, para in6culos das cepas FH e LF de X. arboricola
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pv pruni obtidos pela mesma metodologia do presente trabalho, uma preservacao
bastante semelhante, de 14,5% e 86,1%, respectivamente. O que atesta a
adequabilidade da técnica para esta bactéria.

O método de criopreservacdo também se mostrou eficaz e novamente a
cepa NRRLB-1459 teve uma taxa de sobrevivéncia maior, com 68,3%, seguida
das Xp. 50, Xp.104, e X.CITRI com taxas de 18,2%, 15,5% e 4,8%,
respectivamente. A adicdo de crioprotetor adequado é um fator importante para a
viabilidade celular, pois proporciona um consideravel aumento da sobrevivéncia
(HUBALEK, 2003). Esses agentes protegem a célula microbiana impedindo a
formacéo de cristais de gelo e estabilizando alguns componentes da membrana
celular durante o0s processos de congelamento e descongelamento
(ANCHORDOGUY et al., 1987).

4. CONCLUSOES

Ambos os métodos foram eficientes, e todas as cepas apresentaram taxas
de sobrevivéncia satisfatorias, sendo a cepa NRRLB-1459 a mais resistente ao
processo.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BOROWSKI, J.M ; Influéncia de métodos classicos e alternativos de
preservacdo de cepas de Xanthomonas arboricola pv pruni na producéo,
viscosidade e composi¢cdo quimica da xantana. 2011. 103f. Dissertacdo —
(Mestrado) — Curso de Po6s - Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas.
CANHOS, V. P.; UMINO, C. Y.; MANFIO, G. P. Colecdes de culturas de
microrganismos. Resumo: Colecdes de culturas de microrganismos. Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo, FAPESP - Centro de Referéncia
em Informac&o Ambiental - CRIA, 2004.

COSTA, E. C,; TEIXEIRA, M. F. S.; DANTAS, T. V. M.; MELO, V. S. P.; ARAUJO, S. A.
C.; ROLIM, B. N. Principios da estocagem e preservacdo de amostras
microbioldgicas. Ciéncia Animal, Goiania, v. 19, n. 2, p.111-122, 2009.

ELLNER, P. D. Current Procedures in Clinical Bacteriology. 1.ed. Springfield:
Charles Thomas, 1978. 223p

GIRAO, M. D.; PRADO, M. R.; BRILHANTE, R. S. N.; CORDEIRO, R. A;
HOLLAND, N. T.; SMITH, M. T.; ESKENAZI, B.; BASTAKI, M. Biological sample
collection and processing for molecular epidemiological studies. Mutation
Research, Amsterdam, v. 543, p. 217-234, 2003.

HECKLY, R. J. Preservation of bacteria by lyophilization. Advances in
Applied Microbiology, v.3, p. 1-76, 1961.

HUBALEK, Z. Protectants used in the cryopreservation of microorganisms.
Cryobiology, v.46, p. 205-229, 2003.

PAOLI, P. Biobancos microbiologicos a partir de coleta de amostras para a
epidemiologia, diagndéstico e pesquisa. FEMS Microbiol Rev. v. 29, pg. 897-
910, 2005.

WOLFE, J.; BRYANT, G. Cellular cryobiology: thermodynamic and
mechanical effects. International Journal of Refrigeration, Surrey, v. 24, p. 438-
450, 2001.



