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conforme orientação do fabricante, agitando-se vigorosamen-
te e deixando o conteúdo em repouso por 10 minutos para im-
pregnar as criobolas. Após esse período, retira-se e descarta-
-se o excesso do líquido, no maior volume possível. A seguir, 
armazena-se os tubos em ultra-freezer a ‑80°C (Fig. 1A).

3.	 Reativação. Para a reativação das cepas criopreservadas, 
retira-se uma criobola do tubo referente à cepa a ser testada 
com o auxílio de uma pinça esterilizada, insere-se a mesma 
em um criotubo (1,5 mL) e aquece-se a 43°C em banho-maria 
por 45 segundos. Pode-se também realizar o mesmo proce-
dimento sem este aquecimento. A seguir, aloca-se a criobola 
na superfície de uma placa com meio de cultura triptona 1% 
previamente preparada e pressiona-se levemente para sua 
adesão ao meio (Fig. 1B). Sela-se a placa com filme plástico 
ou Parafilm®, incuba-se em estufa B.O.D. à temperatura de 
17°C e aguarda-se o crescimento. A temperatura de incu-
bação pode variar dentro da faixa de crescimento ótimo do 
fungo que é de 17 a 23°C (Piotrowski et al., 2004).

Considerações sobre o método

O uso de criobolas para preservação e transporte de micror-
ganismos vem se intensificando (Hamon et al., 2011; Domelier 
et  al., 2006; Braun & Sutherland, 2004). Segundo Asha et  al. 
(2005), as criobolas (geralmente 25 por tubo) são preenchidas 
por um líquido de criopreservação e os organismos se aderem 
facilmente aos grânulos porosos de sua superfície podendo ser 
removidos individualmente para inoculação. Estes autores de-
senvolveram estudos sobre o armazenamento e criopreserva-
ção da bactéria Clostridium difficile em criobolas e afirmam que 
este material apresentou a mesma eficiência que os métodos 
convencionais. No Laboratório Interinstitucional de Sanidade 
em Aquicultura da Agência Paulista de Tecnologia dos Agro-
negócios, foram realizados experimentos com a finalidade de 
verificar a eficiência das criobolas para criopreservação e a ela-
boração de protocolos sobre sua utilização e reativação de cepas 
de Bd. Após 3 e 4 dias de incubação já se notava o crescimen-
to das colônias típicas do Bd junto às criobolas e a atividade 
dos zoósporos. Assim, foi constatada a viabilidade das colônias 

Diversas técnicas foram estabelecidas e são amplamente 
utilizadas para conservação de culturas de fungos microscópi-
cos (Smith, 1983; Morris et al., 1988; Hoffmann, 1990; Boyle 
et al., 2003; Diogo et al., 2005; Lambertini et al., 2013). Contu-
do, o aprimoramento destas técnicas é fundamental para evitar 
uma possível atenuação, contaminação ou mesmo alterações 
genômicas das linhagens cultivadas e preservadas (Boyle et al., 
2003). Para Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), um fungo pa-
tógeno de anfíbios, existem protocolos e adaptações para sua 
criopreservação tanto em ultrafreezer (‑80°C) como em nitro-
gênio líquido (Longcore, 2000; Boyle et al., 2003; Lambertini 
et al., 2013). Porém, é possível que as técnicas vigentes possam 
ser substituídas por alternativas mais simples e rápidas que 
permitam, por exemplo, dispensar o preparo de substâncias 
crioprotetoras e minimizar o tempo de trabalho laboratorial. 
Assim, sugerimos a utilização de criobolas como metodologia 
alternativa para a criopreservação de cepas do Bd em ultrafre-
ezer (‑80°C) e argumentamos sobre possíveis vantagens de sua 
utilização frente os protocolos já conhecidos (Longcore, 2000; 
Boyle et al., 2003; Lambertini et al., 2013).

Protocolo para criopreservação com criobolas

1.	 Preparo dos cultivos. Para a criopreservação devem ser 
utilizadas culturas puras de Bd, inoculadas em meio sólido 
composto por triptona a 1% (Vieira e Toledo, 2012), por 7 
dias de incubação a 17°C em estufa BOD. A viabilidade do 
fungo é confirmada com a visualização de colônias típicas 
com zoosporângios globosos e zoósporos ativos se movi-
mentando junto a estas colônias. Após este procedimento, 
adiciona-se 1,5 mL de água destilada esterilizada em cada 
placa, agita-se levemente, lavando-se toda a superfície da 
placa que deve ser deixada em repouso por 30 minutos para 
a liberação dos zoósporos na água.

2.	 Congelamento com criobolas. Após esta primeira etapa, 
raspa-se a superfície da placa com alça em “L” e 1 mL deste 
lavado deve ser transferido para os tubos de criopreserva-
ção [utilizamos os tubos da marca “AES Laboratories/Fran-
ce® (cryobilles/cryobeads)”], cobrindo todas as criobolas, 
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Figura 1: Criotubos contendo criobolas (assim como fornecidos pelo fabrican-
te) (A) e uma criobola sobre meio de cultura sólido (B). As cores das criobolas 
somente auxiliam na organização da coleção, mas são iguais e possuem as mes-
mas propriedades.

Phyllomedusa burmesteri, Caraça, MG - Foto: José Pombal Jr.
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criopreservadas. Após 7 dias de cultivo, nas mesmas condições 
de incubação, a cultura foi repicada em outras placas com meio 
de cultura mostrando-se viável. Com ou sem aquecimento, 
houve recuperação das amostras.

O alvo de qualquer método de manutenção é preservar a 
viabilidade e principalmente proporcionar estabilidade gené-
tica do microrganismo ao isolamento, pelo maior tempo pos-
sível, evitando assim a ocorrência excessiva de mutações que 
alterem suas características originais (Boyle et al., 2003; Diogo 
et al., 2005). Além disso, procura-se adequar a escolha de uma 
técnica de conservação baseando-se nas particularidades do 
agente, nas características do próprio método a ser aplicado, 
nos custos de manutenção da técnica, da importância do acervo 
e principalmente na capacidade laboratorial e disponibilidade 
de equipamentos.
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