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TESTE DE VIABILIDADE DE ACESSO PARA Xanthomonas spp.
e Colletotrichum lindemuthianum SUBMETIDOS AO
PROCESSO DE LIOFILIZACAO

VIABILITY TESTING OF Xanthomonas spp. and Colletotrichum
lindemuthianum SUBMITTED TO THE FREEZE-DRYING
PROCESS

Yara Jessie Alves Ferreira

Pontificia Universidade Catolica de Goias, Escola Politécnica e de Artes, Goiania, Go,
Brasil.

RESUMO

Xanthomonas spp. e Colletotrichum lindemuthianum, destaca a urgéncia
de métodos eficazes de conservagdo a longo prazo diante de ameacas
fitopatogénicas em constante evolugdo. Tais estratégias sdo essenciais para
preservar a viabilidade e integridade desses microrganismos, promovendo
avangos na pesquisa agricola para o enfrentamento de desafios em culturas de
grande importancia econOmica. Este estudo investiga a viabilidade pés-
liofilizacdo de Xanthomonas spp. e C. lindemuthianum, concentrando-se na
sobrevivéncia e manutencdo de caracteristicas celulares originais. Seis
crioprotetores (cloreto de soédio, sacarose, frutose, lactose, maltodextrina e
manitol a 59 mol) foram testados. Vinte e quatro isolados (doze de cada espécie)
foram estudados com diferentes periodos de armazenamento (tempo | - 0 dias,
tempo Il - 15 dias, tempo Ill - 40 dias). Resultados indicaram manutencéo da
viabilidade para Xanthomonas spp., com ligeiro atraso no crescimento usando
frutose como crioprotetor. C. lindemuthianum apresentou resultados satisfatorios
na liofilizacdo, exceto com cloreto de soddio como crioprotetor, causando

disparidade no crescimento possivelmente devido a alta salinidade.

Palavras-chave: Fungo, Bactéria, Liofilizagao.



ABSTRACT

Xanthomonas spp. and Colletotrichum lindemuthianum highlight the urgent need
for effective long-term conservation methods in the face of constantly evolving
phytopathogenic threats. Such strategies are crucial to preserve the viability and
integrity of these microorganisms, fostering advancements in agricultural
research to address challenges in economically significant crops. This study
investigates the post-lyophilization viability of Xanthomonas spp. and C.
lindemuthianum, focusing on the survival and maintenance of original cellular
characteristics. Six cryoprotectors (sodium chloride, sucrose, fructose, lactose,
maltodextrin, and mannitol 59 mol) were tested. Twenty-four isolates (twelve of
each species) underwent examination with different storage periods (Time | - 0
days, Time Il - 15 days, Time Il - 40 days). Results indicated maintained viability
for Xanthomonas spp., with a slight growth delay using fructose as a
cryoprotector. C. lindemuthianum exhibited satisfactory lyophilization results,
except with sodium chloride as a cryoprotector, causing growth disparities,
possibly due to high salinity.

Keywords: Fungus, Bacteria, Freeze-drying.



1. INTRODUGAO

As doengas do feijoeiro epresentam desafios significativos para a
producao agricola, com Colletotrichum lindemuthianum (C. lindemuthianum) e
Xanthomonas spp. surgindo como patdégenos de destaque. C. lindemuthianum é
0 agente causal da antracnose do feijoeiro, uma doencga que afeta folhas, vagens
e sementes, resultando em manchas necroéticas e deformacdes, comprometendo
a qualidade e o rendimento das safras. Xanthomonas spp. € responsavel pelo
crestamento-bacteriano do feijoeiro, doenga que afeta as partes aéreas da
planta, iniciando-se nas folhas com manchas umidas na face inferior, formando
extensas areas necrosadas com lesdes avermelhadas e alongadas, nas vagens
surgem manchas encharcadas que podem se estender ao sistema vascular,
indicando a progressao da bactéria para as sementes (WENDLAND, A et al.,
2014)

Ambas as doengas tém o potencial de causar consideraveis prejuizos
econdbmicos e desafios na produgdo de feijdo, tornando imperativa a
investigacado de estratégias de preservagao e conservagdo de microrganismos
relacionados a esses patdgenos, para o desenvolvimento de métodos eficazes
de controle e manejo fitossanitario (FORTI et al., 2016).

Nesse cenario, a conservagao e pesquisa de recursos genéticos
microbianos emergem como importantes elementos para o avango cientifico na
agricultura.  Microrganismos desempenham um papel essencial na
sustentabilidade agricola, especialmente em regides tropicais. A preservagao
desses microrganismos em cole¢des especializadas, como os bancos de
germoplasma, ndo apenas contribui para a diversidade genética essencial a
agricultura, mas também assume uma importancia estratégica na compreenséo
e enfrentamento das doengas do feijdo. Ao investigar e conservar
microrganismos relacionados a C. lindemuthianum e Xanthomonas spp.,
estaremos fortalecendo n&o apenas a base cientifica, mas também as
estratégias de manejo e controle fitossanitario para promover a resiliéncia das
culturas de feijao diante dessas ameacas fitopatogénicas (COSTA et al., 2009)

A preservagao dos membros da diversidade microbiolégica é essencial
para a conservacao, identificagao, disponibilizacédo e produ¢cédo de conhecimento
(SMITH et al., 2012). Assegurar a preservacao desses membros € fundamental



para manter a pureza, estabilidade e caracteristicas originais, desempenhando
um papel crucial na sustentabilidade agricola. Esse cuidado n&o apenas
favorece o desenvolvimento de bioinsumos, controle de pragas e doengas,
promogao do crescimento de plantas e saude do solo, mas também destaca a
importancia da pesquisa cientifica na busca por métodos eficazes de
preservagao e conservagao de microrganismos (CANHO et al., 2004).

A liofilizagdo, apontada como um processo de secagem amplamente
utilizado, transcende a simples manuteng¢ao da viabilidade, contribuindo para a
estabilidade e pureza ao longo do tempo. Este método consiste na retirada de
agua das células por meio do congelamento da amostra seguido da sublimagéao
do gelo sob pressdo reduzida (CORREA, 2013). A eficacia da liofilizacdo n&o
apenas garante a longevidade dos isolados microbianos, mas também assegura
a manutengdo de colecbes e bancos de germoplasma, promovendo a
preservagao a longo prazo de microrganismos essenciais para a pesquisa € a
sustentabilidade agricola (CANHO et al., 2004).



2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Verificar a viabilidade das células de Xanthomonas spp. (Xanthomonas
spp.) e Colletotrichum lindemuthianum (C. lindemuthianum) submetidos ao

processo de liofilizag&o.

2.2 Especificos

Testar as solugdes Cloreto de soédio 59 mol, sacarose 59 mol, frutose 59
mol, lactose 59 mol, maltodextrina 59 mol e manitol 59 mol, como método
crioprotetor.

Avaliar a viabilidade celular em resposta a diferentes intervalos de
ressuspensao do isolado.

Analisar a integridade morfoldgica e estrutural apos a liofilizagao.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Do ponto de vista socioecondmico, o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
assume um papel de destaque na composicao alimentar de praticamente todas
as esferas sociais no Brasil. Devido a sua densidade proteica, aliada ao custo
relativamente acessivel, conferem-lhe relevancia como alimento primordial para
as camadas sociais de menor poder aquisitivo (DA SILVA et al., 2018).

Ao longo da histdria, a leguminosa emerge como um elemento central na
alimentacdo e também da produgao agricola brasileira, destacando papel
cultural significativo em diversas cozinhas do pais e ao redor do mundo
(SILOCHI et al.,, 2021). Conforme dados do Levantamento Sistematico da
Produgéo Agricola (IBGE, 2023), a produgao nacional de feijao atinge a marca
de 3,1 milhdes de toneladas, distribuidas entre suas trés safras, sendo a 12 safra
responsavel por 35,9% do total, a 22 safra contribuindo com 42,8%, e a 32 safra
representando 21,3%. Este cenario atesta a significativa relevancia do feijao no
contexto agricola e alimentar do pais.

A cultura do feijoeiro é suscetivel a diversos patdgenos que
desencadeiam doengas, resultando em perdas significativas na produgao
(CANALE et al., 2020). Mesmo com a implementacao de praticas de manejo
apropriadas, estima-se que as perdas no rendimento do feijdo cheguem a 15%,
sendo causadas por doengas de natureza fungica, bacteriana e viral (MENTEN,
2006). As doengas bacterianas, em particular, provocam danos fitopatologicos e
agrondmicos de magnitude, afetando de forma mais acentuada paises tropicais,
como é o caso do Brasil, onde fatore s técnicos, climaticos, histéricos, politicos
e econdmicos convergem para tal cenario (MOUSINHO et al., 2008).

Dentre os principais agentes patogénicos que afetam a cultura do feijoeiro
comum em regides produtoras de importancia incluem Xanthomonas axonopodis
pv. Phaseoli (Xap) e Xanthomonas fuscans subsp. Fuscans (Xff), responsaveis
pelo Crestamento Bacteriano Comum, causando elevados prejuizos na
producdo, especialmente durante a safra das "aguas", periodo em que as
condi¢cbes ambientais propiciam o florescimento da doenga e a disseminagao
dos patégenos (TORRES et al., 2009). Também se destaca o Colletotrichum



lindemuthianum causador de antracnose no feijdo, uma doenga cosmopolita,
ocorrendo em locais de temperatura baixa a moderada e alto indice de umidade,
sendo muito problematica em regides de clima temperado e subtropical
(WENDLAND, A et al.,2018).

3.1 Xanthomonas spp.

Varios sdo os microrganismos que interferem na produgé&o agricola. Entre
esses a Xanthomonas spp. uma bactéria gram-negativa, amplamente conhecida
por seu papel fitopatdgeno, € responsavel por causar doengas em diversas
culturas agricolas, sendo a de maior importancia na cultura do feijoeiro causando
o crestamendo bacteriano (SARTORATO et al.,1996)

O mecanismo de infecgdo de Xanthomonas spp. € complexo e envolve a
producao de enzimas e toxinas que permitem a colonizagdo bem-sucedida das
plantas hospedeiras. Além disso, a bactéria utiliza estratégias para evitar a
resposta de defesa das plantas, o que torna seu controle desafiador (RIBEIRO,
2018).

Manifesta seus efeitos principalmente nas partes aéreas das plantas
(Figura 1A), a infeccao tem inicio nas folhas, manifestando-se por pequenas
manchas umidas na face inferior. Estas manchas aumentam em tamanho,
agregando-se para formar extensas areas pardas e necrosadas. De maneira que
na intersegdo entre as areas necrosadas e os tecidos sadios, surge um halo
amarelado (WENDLAND, 2021).

As manchas, caracterizadas por uma tonalidade avermelhada e uma
forma alongada, estendem-se ao longo das hastes. Em ambientes de alta
umidade, o patégeno pode liberar, nas lesbes, um exsudato de coloragéo
amarelada. Nas vagens (Figura 1B), desenvolvem-se manchas encharcadas
que, posteriormente, adquirem uma coloracdo avermelhada, frequentemente
expandindo-se pelo sistema vascular, indicando a disseminag&o da bactéria em
diregao as sementes. As sementes infectadas (1C) podem apresentar coloragéo
desbotada, rugosidades ou, em alguns casos, nao manifestar sintomas visiveis
(WENDLAND, 2021).



Figura 1- Sintomas de crestamento-bacteriano-comum nas folhas (1A), vagens (1B) e sementes
(1C).

Fonte: Adriane Wendland.

Segundo WENDLAND (2021), a disseminagao do agente causal ocorre
em escalas diversas. A longas distancias, ela se da por meio de sementes
contaminadas. Em distancias mais proximas, o patdégeno se propaga de planta
para planta ou de uma cultura para outra, sendo viabilizado por sementes,
dispersdao pelo vento, influéncia da chuva, interagdo com animais e

movimentagao humana.

3.2 Colletotrichum lindemuthianum

O Colletotrichum lindemuthianum, € um fungo conhecido por ser agente
causal de antracnose em feijao-comum e se mostra uma ameacga significativa
para a produgao agricola, sendo uma das doengas mais destrutivas da cultura
(WENDLAND, 2021). Esta doenga fungica é responsavel por causar lesbes em
folhas, hastes e vagens de feijao (figura 2) resultando em perdas substanciais na
qualidade e quantidade da colheita (FERREIRA, 2019).
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Figura 2 — Sintomas de antracnose em feijao presente nas folhas (2A), vagens (2B) e sementes
(2C).

Fonte: Embrapa, 2019.

A infecgdo em plantas de feijao geralmente comega com a penetragao dos
conidios de C. lindemuhtianum nas células do hospedeiro através de lesdes
naturais, pequenas aberturas como estébmatos. Além disso, a capacidade do
patégeno de promover a infecgao direta ocorre através do apressorio. Uma vez
dentro da planta, o fungo se desenvolve e coloniza os tecidos, resultando em
lesbes necrdticas nas folhas, hastes, vagens e sementes. Essas lesbes podem
variar em tamanho e forma, dependendo das condigcbes ambientais e da
suscetibilidade da planta (VECHIATO et al., 2001; MIKANI et al., 2018).

Nos periodos caracterizados por temperaturas reduzidas e elevada
umidade, as lesdes em questdo manifestam-se mediante a presenga de uma
massa gelatinosa contendo esporos de coloragdo rosada. Em relacédo aos
cancros, observa-se o acometimento das sementes, evidenciando lesdes de
tonalidade marrom ou avermelhada. As plantulas provenientes dessas sementes
comumente exibem cancros de tonalidade escura nos cotilédones (WENDLAND,
2021).

A relevancia econdbmica de C. lindemuthianum €& amplamente
reconhecida, uma vez que o feijao € uma das culturas mais consumidas em todo
o mundo. O impacto financeiro da antracnose em feijdes € evidenciado pela
redugao da producéo e pela necessidade de implementar medidas de controle

para minimizar as perdas econdmicas (PEREIRA, 2020).
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Além de causar perdas diretas na producdo, a antracnose do feijoeiro
também aumenta os custos de producao devido a necessidade de tratamentos
com fungicidas e outras medidas de manejo. Esses gastos adicionais afetam
diretamente a rentabilidade dos agricultores que dependem do cultivo de feijao
como parte de sua subsisténcia e renda (PEREIRA, 2020).

A pesquisa continua sobre C. lindemuthianum é primordial para
desenvolver novas estratégias de manejo que reduzam as perdas econdmicas
na produgdo de feijdo. Isso inclui o desenvolvimento de novas variedades
resistentes, tratamentos sustentaveis e a compreensdao aprofundada dos

mecanismos de patogenicidade desse fungo (PADDER et al., 2017).

3.3 O processo de liofilizagdo como método de preservagao celular

A liofilizagao é uma técnica amplamente empregada para a conservagao
de microrganismos, comumente utilizada em laboratérios de pesquisa e
instituicbes de conservacgao biologica (MEYER et al., 2022). O objetivo central da
liofilizagdo de microrganismos €& a preservagédo a longo prazo da viabilidade
desses organismos, garantindo que mantenham suas caracteristicas originais.
Esse processo envolve a remogao da agua dos microrganismos por meio da
sublimacdo, interrompendo as reagbdes quimicas e atividades biologicas,
permitindo o armazenamento seguro e prolongado, com a possibilidade de
reativacgao futura (SOLA, et al 2012)

A liofilizacdo de cepas patogénicas é essencial para a preservagao de
isolados e estudos de patogenicidade. Pesquisas como estas, auxiliam na
identificacdo de cepas, permitindo o desenvolvimento de estratégias de controle,
0 que é fundamental para a industria agricola, que busca reduzir perdas de
producao e economizar recursos (MYAMOTOSHINOHARA et al., 2000; DE
PAOLI, 2005; COSTA et al., 2009). Diversas cole¢cbdes de culturas dependem
deste método para assegurar e conservar a diversidade de seus espécimes.
Desta maneira, a técnica tem sido adotada como um padréo de referéncia para
a preservagao da viabilidade a longo prazo, desde que sejam considerados os
procedimentos adequados (ABREU & TUNTUNUJI, 2004; COSTA et al., 2009).

Apesar de ser amplamente utilizada para a manutengdo de

microrganismos e ser reconhecida como uma técnica eficaz de conservagao a
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longo prazo, a liofilizacdo apresenta etapas que compdes 0 processo como o
congelamento e a alta pressao negativa, que podem causar injurias ou danos
celulares. Estes danos incluem alteracbes na permeabilidade da membrana
celular, aumentando a sensibilidade a alguns agentes seletivos, prolongando a
fase lag da multiplicagao celular e exigindo um reforgo nutricional (CANHOS et
al., 2004; MORGAN et al., 2006). Na busca por mitigar tais danos, substancias
protetoras podem ser incorporadas antes do processo de congelamento ou

secagem.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratorio de Fitopatologia da
Embrapa Arroz e feijao, Santo Anténio de Goias — GO, no periodo de junho
a outubro de 2023.

4.1 Cultivo Xanthomonas spp.
Para a realizagdo do experimento foram empregados um total de

doze isolados, que se encontram relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 — Isolados de Xanthomonas spp. utilizados para o cultivo e posteriormente

submetidos ao processo de liofilizagao.

Ano de armazenamento

Codigo (papel filtro)
Xap 245 2018
Xap 250 2018
Xap 252 2018
Xap 253 2019
Xff 273 2018
Xff 278 2018
Xff 282 2019
Xap 302 2019
Xap 306 2019
Xap 307 2019
Xap 308 2018
Xap 309 2019

Em ambiente asséptico, quatro segmentos de papel filtro do isolado
bacteriano, foram dispostos em placas de Petri com 60 mm de didmetro
contendo meio de cultura agar-nutriente (AN), que consiste em 15g de agar
bacterioldgico, 5g de cloreto de sodio ACS, 1,50g de extrato de levedura,
1,50g de extrato de carne e 5g de peptona bacteriolégica em 1000 ml de
agua destilada. Subsequentemente, as placas foram invertidas e
submetidas a incubacdo em condicdes de Demanda Bioquimica de
Oxigénio (B.O.D) a 28 °C por um periodo de 48 horas.

Apdés o periodo de incubagdo, com o auxilio de uma al¢ca de

inoculagcdo, uma amostra da colbénia foi coletada e transferida para uma
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nova placa de AN, a fim de, purificar as amostras dos isolados, e levadas

para a incubadora novamente por 48 horas.

4.1.1 Formulacio e adicao das solucgdes crioprotetoras
Com a finalidade de manter a integridades das células, utilizou-se
seis diferentes solugdes crioprotetoras. Os reagentes para o preparo de 25

mL das solugdes estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Agentes crioprotetores empregados na conducao do experimento.

Férmula

Reagente molecular Concentracao
Manitol CeH1406 59 mol
Maltodextrina (CsH100s5)n 59 mol
Cloreto de sodio NaCl 59 mol
Frutose CeH1206 59 mol
Lactose C12H22014 59 mol
Sacarose C12H22044 59 mol

ApOs o preparo, foram adicionados 150 pl de cada solugdo, em seis
microtubos eppendorf de 2 mL contendo um segmento de papel filtro estéril
— este possui a finalidade de assegurar que o material microbiol6gico
posteriormente adicionado, ndo seja retirado do microtubo devido a agao
negativa do vacuo empregado no processo de liofilizagcdo — e em seguida
utilizado tampdes de algodao para veda-los contra o ambiente externo. Ao
todo, trinta e seis microtubos foram apropriadamente armazenadas em uma
criobox e encaminhada para esterilizagdo em autoclave vertical a 120 °C

por 20 minutos.

4.1.2 Criopreservacéao e liofilizacdo de Xanthomonas spp.
Finalizado o periodo de incubagao, as amostras foram coletadas com
uma alca de inoculacdo e adicionadas em triplicata aos criotubos,

identificados com o cddigo do isolado e a solugao crioprotetora empregada.
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ApoOs a etapa precedente, as amostras acomodadas em criobox foram
acondicionadas em freezer, mantido a -14 °C por um periodo de 24 horas.

Apds o procedimento de criopreservagéo dos fitopatégenos, a criobox
contendo os microtubos, foi desprovida de tampa e submetida ao processo
de liofilizagao utilizando um liofilizador (JJCientifica®), sendo mantida numa
temperatura constante aproximada de - 45 °C ao longo de um periodo de
08 horas.

4.1.3 Recuperacgao dos isolados Xanthomonas spp.

Com o propésito de avaliar de maneira mais eficaz a integridade das
células, as amostras liofilizadas foram divididas em trés diferentes
tratamentos. A reidratacao e recuperacao dos isolados foram realizadas em
trés momentos temporais distintos, designados como: T1 — 0 dias, T2 — 20
dias e T3 — 40 dias. Estas condicdes experimentais estdo descritas

detalhadamente na Tabela 3.

Tabela 3 — Variagao dos intervalos de recuperagdo dos isolados pos liofilizagédo. (T1-0
dias, T2- 20 dias, T3 - 40 dias)

Tempo Solugcao emprgada

Sacarose Maltose Maltodextrna Cloreto de sédio Frutose Lactose

T Xap 245 Xff 278  Xap 307 Xap 250 Xff273  Xff 282
Xap 252 Xap 306  Xao 309 Xap 253 Xap 308 Xap 302

T2 Xap 250 Xap 245 Xff 278 Xff 282 Xap 252 Xff 273
Xao 306 Xap 25 Xap 308 Xap 307 Xap 302 Xap 309

T3 Xff 282 Xap 250 Xff 273 Xap 245 Xff 278 Xap 252
Xap 302 Xap 307 Xap 253 Xap 308 Xap 309 Xap 306

Para realizar a reidratacao dos isolados, foram utilizadas as mesmas
solugbes crioprotetoras, mantendo a proporgado original de solugédo e
indculo. Esse processo consistiu em adicionar as solugdes crioprotetoras
aos isolados, permitindo a absorgdo gradual dessas substancias pelos

microrganismos previamente liofilizados. Apds a adigdao das solugdes
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crioprotetoras, as amostras foram deixadas em repouso por
aproximadamente 2 minutos para permitir a completa reidratacdo dos
microrganismos. Em seguida, o processo de homogeneizacéo foi realizado
com o auxilio de uma micropipeta, garantindo uma distribuicdo uniforme.
Posteriormente, foram transferidos 50yl das amostras reidratadas
para placas de Petri previamente identificadas e preparadas com meio de
cultura AN. Apés a transferéncia, as placas foram incubadas em ambiente
B.O.D. pelo periodo de 48 horas. Essa fase de incubagio proporcionou as
condicbes ideais para o crescimento e desenvolvimento dos
microrganismos reidratados, permitindo a avaliagdo de sua viabilidade e

caracteristicas fenotipicas.

Figura 3 — Esquema de liofilizagdo Xanthomonas spp.: (A) Cultivo em meio de cultura; (B)
crescimento de colbénias apés incubagdo em B.O.D; (C) Transferéncia a fim de purificagao
da amostra; (D). Adicdo da amostra do isolado em 150 pl de solugao crioprotetora; (E)
Criopreservacao; (F) Liofilizacao; (G) reidratagdo da amostra; (H). Teste de integridade

das células; (I) Fitopatégeno recuperado em meio de cultura.

¢ | _
;
— — —="

Fonte: Autor.
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4.2 Cultivo Colletotrichum lindemuthianum
Para a conducao do experimento, foram utilizados 12 isolados de Cl,

cujas identificagcbes estdo apresentadas de forma detalhada na Tabela 4.

Tabela 4 — Isolados de C. lindemuthianum empregadas no cultivo para posterior liofilizagao.

Ano de armazenamento

Codigo (papel filtro)
Cl 1812 2016
Cl 1813 2016
Cl 1836 2016
Cl 1838 2017
Cl 1839 2016
Cl 1880 2016
Cl 1885 2016
Cl 1887 2018
Cl 1888 2016
Cl 1889 2016
Cl 1890 2019
Cl 1891 2016

Em condi¢cbdes assépticas, porgcdes de papel filtro do isolado foram
dispostas em placas de Petri de 60 mm contendo meio de cultura batata
dextrose agar (BDA). Este meio consiste em 100 ml de caldo de batata,
15g de agar-agar e 20g de dextrose dissolvidos em 1000 ml de agua
destilada. Posteriormente, as placas foram incubadas em camara B.O.D a
uma temperatura de 25 °C ao longo de um periodo de 10 dias.

Ao término da incubacgdo, utilizando um bisturi previamente
esterilizado, um bloco de meio de cultura contendo micélio de C.
lindemuthianum foi removido e transferido para uma nova placa contendo
meio BDA. Nesta placa foram dispostas trés fitas de papel filtro estéril ao
redor do bloco para promover o isolamento e a obtencao de culturas puras
do patégeno. Nesta fase, as placas foram novamente incubadas por mais
10 dias a 25°C em camara B.O.D.
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4.2.1 Criopreservagao e liofilizacdo dos isolados de Coletotrichum
indemuthianum

Apoés a conclusédo da etapa de incubagao, os segmentos de fita foram
delicadamente removidos por meio de uma pinga e transferidos em triplicata para
criotubos Eppendorf previamente autoclavados. Esses criotubos continham
solugdes crioprotetoras e estavam devidamente identificados com o cddigo do
isolado e a solucao crioprotetora utilizada.

Subsequentemente, as amostras alojadas em uma criobox, foram
colocadas em um freezer a -14 °C durante 24 horas. Apdés o processo de
criopreservagao dos fitopatdgenos, a criobox contendo os microtubos foi
destampada e submetida ao procedimento de liofilizagao utilizando um liofilizador
da marca JJCientifica®, mantendo uma temperatura constante de

aproximadamente -45 °C ao longo de 8 horas.

4.2.2 Recuperagéo dos isolados de Colletotrichum lindemuthianum

Com o objetivo de aprimorar a avaliagdo da integridade celular, as
amostras liofilizadas foram distribuidas em trés grupos distintos. A reidratagao e
a recuperacao dos isolados foram conduzidas em trés momentos temporais
especificos, denominados como: T1 - 0 dias, T2 - 20 dias e T3 - 40 dias. Os

detalhes dessas condigdes experimentais encontram-se descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Variagao dos intervalos de recuperagao dos isolados pos liofilizagdo. (T1 - 0 dias, T2—
20 dias, T3 - 40 dias)

Tempo Solugao empregada

Sacarose Maltose Maltodextrina Cloreto de sodio Frutose Lactose

T Cl 1891 Cl 1888 Cl 1887 C11889 Cl1839 Cl1838
Cl11880 Cl1812 Cl1813 Cl11890 Cl 1836 Cl11885

T2 C11890 Cl1885 Cl1838 Cl 1836 Cl1812  Cl1889
Cl11880 Cl 1888 Cl1813 Cl 1891 Cl1839 Cl1887

T3 Cl1838 Cl1836 Cl1812 Cl11890 Cl1839 Cl1888
C11880 Cl1813 Cl11887 C11889 Cl1885 Cl1891
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Para realizar a reidratacdo dos isolados, foram utilizadas as mesmas
solugdes crioprotetoras empregadas no processo anterior, mantendo a proporgao
original entre solucao e indculo. Subsequentemente, as amostras foram deixadas
em repouso por aproximadamente 2 minutos, homogeneizadas e transferidas
para placas de Petri contendo meio de cultura BDA com o auxilio de uma pinga
apropriada. Estas placas foram devidamente identificadas e incubadas em

ambiente B.O.D. por um periodo de 10 dias.

Figura 4 — Esquema de liofilizagao para C. lindemuthianum: (A). Cultivo em meio de cultura; (B).
Crescimento de coldnias apds incubagao; (C). Transferéncia de bloco de meio de cultura com
micélio; (D) Coldnias cultivadas sobre papel filtro; (E) Adicdo da amostra em solugio crioprotetora;
(F) Criopreservagéo; (G). Liofilizacédo; (H) Reidratagdo da amostra; (l) Teste de integridade das

células; (J). Fitopatégeno recuperado em meio de cultura.

i)
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Fonte: Autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagao dos tratamentos para Xanthomonas spp.

O quadro 1 delineia os desfechos relativos ao crescimento de colbnias
resultante da inoculagdo de Xanthomonas spp. sujeitas ao procedimento de
liofilizagdo. Observa-se éxito integral em todos os tratamentos implementados,
conforme verificagdo visual. No entanto é importante observar sobre o

desenvolvimento utilizando Frutose como agente crioprotetor.
Quadro 1 - Cultivo de Xanthomonas spp. em meio Agar Nutriente, posterior ao processo
de preservagao e reidratagdo em solugao crioprotetora, nos tempos de avaliagdo previamente

estipulados em T1, T2 e T3.

|
Sacarose Manitol | Maltodextrina Cc;r:;;::)de Frutose Lactose
T1
T2
T3
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Por meio de uma analise qualitativa, foi possivel observar que os isolados
de Xanthomonas spp. demonstraram uma resposta positiva ao processo de
liofilizagdo, preservando a viabilidade e integridade celular, bem como a
morfologia e coloragao originais dos espécimes.

A coloracdo marrom observada no meio de cultura contendo os isolados
de Xanthomonas fuscans sbp. fuscans (Xff) ndo esta associada ao processo de
liofilizagdo, mas sim a capacidade intrinseca da bactéria em liberar uma proteina
denominada melanina, que influencia diretamente na cor do meio de cultura
durante o periodo de incubagao. Desta maneira, vale ressaltar a importancia de
compreensao dos mecanismos fisioldégicos dos microrganismos estudados a fim
de obtermos uma interpretacéo precisa dos resultados.

No que diz respeito aos crioprotetores, a avaliagao qualitativa revelou uma
diferenga notavel ao empregar a Frutose como agente crioprotetor. Observou-se
um retardamento no crescimento dos isolados em todos os intervalos estudados
em comparagao com os demais tratamentos aplicados. Essa constatacéo sugere
a necessidade de consideragdes cuidadosas ao escolher crioprotetores, uma vez
que diferentes agentes podem influenciar de maneira distinta o comportamento

dos microrganismos durante o processo de liofilizagao.

5.2 Avaliagéo dos tratamentos para Colletotrichum Lindemuthianum

Durante a avaliagdo qualitativa dos resultados de C. lindemuthianum,
como descritos no quadro 2, constatou-se que os diferentes tratamentos
aplicados obtiveram éxito. Contudo, € relevante destacar sobre o uso do cloreto
de sodio e Manitol como agente crioprotetor para a cultura de C. lindemutianum.
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Quadro 2 - Cultivo de C. lindemuthianum em meio BDA, posterior ao processo de preservagao e

reidratacdo em solugao crioprotetora, nos tempos de avaliagdo previamente estipulados em T1,
T2e T3.
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E =
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N
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Cl 1813
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Cl 1885

Cl 1891

Por meio de uma analise qualitativa inicial realizada apds 7 dias para

monitorar o desenvolvimento dos isolados, constatou-se que, até o 7° dia de

incubacgdo, o tratamento com manitol revelou um crescimento mais lento em

comparagao com os demais tratamentos. Ao final dos 10 dias programados de
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incubacao, verificou-se que os isolados submetidos ao tratamento com manitol
apresentaram disparidade, sendo observadas colénias de menor tamanho em
comparagdo com os demais tratamentos como pode ser observado
principalmente nos isolados Cl 1888, Cl 1885, Cl 1836 e Cl 1813. contudo, ndo
houve ineficacia total do método, apenas um atraso no crescimento. Nesta
condicdo, € importante considerar que o atraso no crescimento pode implicar uma
maior demanda nutricional por parte dos isolados, possivelmente exigindo um
maior uso do meio de cultura para garantir seu desenvolvimento.

Da mesma forma, o cloreto de sdédio utilizado para os isolados de C.
Lindemutianum resultou em uma taxa de crescimento significativamente inferior
em relagao as outras solugcdes adotadas, onde os isolados Cl 1889, Cl 1836 e CI
1891 n&o apresentaram crescimento de colénias. O resultado obtido com o
cloreto de sédio pode ser atribuido a elevada salinidade da solucao, indicando
que esta nao foi eficaz em proteger as células contra potenciais danos durante a
fase de desidratagcdo no processo de liofilizagcio.

A ineficacia do Cloreto de sddio em fornecer uma protecao adequada pode
ter impactado negativamente no desempenho da cultura, ressaltando a
importancia de escolher crioprotetores apropriados para garantir a preservagao
efetiva das caracteristicas celulares durante o processo de liofilizagao.

Essa constatagcédo sugere que a técnica de liofilizagdo pode ser eficaz na
preservagao de microrganismos para fins de pesquisa, especialmente aqueles
de grande relevancia para o desenvolvimento agricola. Essa abordagem néo
apenas promove a manutencdo da viabilidade dos microrganismos, mas também
resguarda suas propriedades distintivas, tornando-se, assim, uma ferramenta
valiosa para investigagdes cientificas essenciais no contexto do avango agricola.

Com relagdo as caracteristicas morfolégicas, ndo houve disparidade
significativa e mantiveram estabilidade em todos os tratamentos e intervalos

aplicados.
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CONCLUSAO

A liofilizagdo, em conjunto com a utilizagao de crioprotetores, mostrou-se
eficaz na preservagdo de ambos os microrganismos sendo capazes de
restabelecer sua integridade celular, mantendo suas caracteristicas
iniciais apds a reidratacgao.

Frutose como crioprotetor para Xanthomonas spp. resultou em atraso no
crescimento, mas sem ineficacia total; resultando em maior demanda
nutricional e possivel aumento no uso do meio de cultura para a promogao
do crescimento.

Os isolados de C. lindemuthianum tratados com manitol apresentaram
disparidade, manifestando colénias menores em comparagdao com outros
tratamentos.

Parte dos isolados de Colletotrichum lindemuthianum tratados com cloreto
de sodio apresentaram inviabilidade e morte celular, impossibilitando o
crescimento das colbnias. Possivelmente pelo alto teor de salinidade da

solucéo.
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