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RESUMO

Em pouco mais de 100 anos as colec¢des de culturas (CC) estabeleceram-se como
infraestruturas fundamentais de apoio a actividades de 1&D nas areas das ciéncias da vida e da
biotecnologia. A sua importdncia na conservacdo da diversidade bioldgica e de recursos
genéticos de enorme valor para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico tem vindo a ser
reconhecida por governos e instituicdes internacionais. Ao longo do século XX diferentes tipos
de CC foram estabelecidas um pouco por todo o mundo, inclusive em Portugal: a Colecgdo
Portuguesa de Culturas de Leveduras (PYCC) foi estabelecida em 1952. O papel tradicional
destas colec¢bes foi o de providenciar acesso a culturas autenticadas e informacao sobre as
suas caracteristicas, preservacdo e cultivo a comunidade cientifica. Nos anos recentes, outros
servicos tém sido adjudicados as CC tais como o fornecimento de culturas para controlo de
qualidade e/ou o depésito de culturas para efeitos de patente. Por outro lado, no plano actual
de desenvolvimento econdémico tém surgido varios constrangimentos ao nivel financeiro, que
podem por em causa a subsisténcia das CC.

E neste contexto, que em 2001 a Organizacdo para Cooperacdo e o Desenvolvimento
Econémico (OECD) langa o conceito de Centros de Recursos Bioldgicos (BRCs), de forma a
providenciar padrdes de qualidade exigidos pela comunidade internacional de cientistas e da
industria no fornecimento de informacdo e de materiais bioldgicos e garantir a sobrevivéncia
das colecgdes. De facto, sdo muitas as colecgGes de servico que tém evoluido para BRCs em
resposta ao desenvolvimento em vdrias areas que vao da biologia molecular a bioinformatica.
Nos anos mais recentes tem sido reconhecida a importancia da cooperacgao internacional entre
os varios BRCs com o objectivo de agregar valor as coleccbes, incluindo os seus materiais,
servigos, conhecimentos e competéncias, de forma a garantir a sua auto sustentabilidade. Um
dos projectos de cooperacdo europeia mais recente é o MIRRI (Microbial Resource Research
Infrastructure) como o objectivo de providenciar as CC europeias as ferramentas que lhes
permitam evoluir para BRCs.

Uma anadlise comparativa das principais CC europeias que mantém fungos mostrou que
a maioria preserva diferentes tipos de organismos e apenas 6 sdo colec¢des especializadas. A
mesma analise revelou que o tipo de financiamento determina decisivamente a quantidade de
pessoal adstrito as colec¢des e o numero e tipo de servigos que sao oferecidos.

Nos ultimos anos a PYCC passou por profundas alteragdes comegando pela constituicao
de uma Comissdo de Acompanhamento e publicacdo do regulamento da colec¢do. Um dos
aspectos mais importantes daquela restruturacao foi a digitalizacdo de toda a informacdo
sobre as suas estirpes numa base de dados e posterior publicacdo do catdlogo online e

website. Actualmente a PYCC contem um conjunto de estirpes de leveduras muito



diversificadas (cerca de 3000) em que 28% sao estirpes isoladas em Portugal e cerca de 46%
sdo estirpes exclusivas. Com vista a obtencdo da certificacdo da colecgdo foi realizado um
estudo comparativo entre a PYCC e as colecgbes congéneres, concluindo-se que as
caracteristicas que mais contribuem para o desenvolvimento actual da PYCC sdo investigacdo
em métodos de cultura, investigacdo em métodos de preservacdo, investigacdo na
biodiversidade, controlo da pureza das culturas e oferta de outros servicos. Estas
caracteristicas contribuem para que a certificacdo da PYCC. Para que isto se verifique uma
série de procedimentos terdo de ser seguidos com base nas recomendac¢des da OECD,
nomeadamente a implementac¢do de um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ). O posterior
desenvolvimento da PYCC em BRC depara com alguns constrangimentos ao nivel financeiro e
logistico que decorrem dos regulamentos da instituicdo de acolhimento. Contudo o facto de a
PYCC ser actualmente a Unica colec¢do portuguesa de leveduras com um catdlogo online e
uma base de dados muito completa, constitui uma mais-valia para o seu desenvolvimento num
BRC, o que podera vir acontecer em associacdo com outras colecgdes portuguesas no ambito

do projecto MIRRI.



ABSTRACT

In just over 100 years the culture collections (CC) have established themselves as key
infrastructure to support R&D in the areas of life sciences and biotechnology. Its importance in
the conservation of biological diversity and genetic resources of enormous value to the
scientific and technological development has been recognized by governments and
international institutions. Throughout the XX century several types of CC were established all
over the world including Portugal: the Portuguese Yeast Culture Collection (PYCC) was
established in 1952. The traditional role of the collections was to provide access to authentic
cultures and information about its preservation and cultivation to the scientific community. In
recent years, other services have been awarded to CC such as the provision of cultures for
quality control and/or deposit of cultures for patent purposes. Moreover, in the current plan
of economic development several constraints have emerged, which may jeopardize the
livelihoods of CC.

In this context, in 2001, the Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD) launched the concept of Biological Resource Centers (BRC’s) in other to provide the
scientific and industrial world with access to properly maintained cultivable biological material
and regarded information in associated databases in other to assure the survival of the
collections. Indeed there has been several services collections that have evolved into BRC's in
response of the molecular biology and bio-informatics development. In the more recent years
it has been recognized that high quality services must be provided and international linkages
established between several BRC’s with the goal to add value to the collections, including the
materials, services, knowledge and competences as a way to ensure the sustainability of the
collections. One of the most recent European project is MIRRI (Microbial Resource Research
Infrastructure) with the objective to provide European CCs the tools that allow them to
develop into BRCs.

A comparative analysis of the major European fungi collections showed that most of them
preserves different kind of microorganisms and only 6 of them are specialized. The same
analysis reveals that the type of financing decisively determines the amount of personnel
attached to the collections and the number of services that are offered.

In the final years PYCC has been through some changes, starting with the formation of a
Steering Committee and publication of the regulations. One of the first steps was to digitalized
all the information of the strains existing in the collection on an associated database followed
by the online publication of the catalogue and own website. Nowadays PYCC contains a set of
yeast strains very diversified (about 3000), 28% are isolated in Portugal and 46% are exclusive

to PYCC. A comparative study was made between PYCC and other similar collections to see



what steps PYCC should implement in order to obtain certification. The characteristics that
contribute to the presently development of PYCC are the investigation in culture methods,
investigation in preservation methods, investigation in biodiversity, control of the cultures
purity and existence of other services. These characteristics contribute in order to PYCC in
obtaining certification. For this to happen a number of procedures have to be followed based
on the recommendations of the OECD including the implementation of a Quality Management
System (QMS). The subsequent development of PYCC into BRC has a number of constrains
mainly on a financial level and regulations of the institution to which PYCC belongs. However
the fact that PYCC is currently the only Portuguese collection of yeasts strains with an online
catalog and a very complete and searchable database allows the development of PYCC into

BRC with other Portuguese collections under the MIRRI project.
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| - Colecgbes de Culturas Microbianas e Centros de Recursos Biologicos

1 Colecgoes de Culturas Microbianas

1.1 Breve historial e caracterizagdo da missao das Colec¢des de Culturas Microbianas e das
suas actividades

O estabelecimento de depdsitos de material biolégico e o desenvolvimento de técnicas
para a sua preserva¢cdao e manutengdo tém correspondido ao interesse crescente na
investigacdo em ciéncias da vida de uma forma geral, e em particular devido ao grande
potencial biotecnoldgico que se pode obter a partir dos materiais bioldgicos. A disponibilidade
e qualidade do material biolégico contribuem decisivamente para a qualidade da investigacao.
E neste &mbito que surgem as colecgdes de culturas (Halluin, 1996).

As coleccbes de culturas sdo infraestruturas de apoio a uma grande variedade de
trabalho bioldgico. A sua fungdo primaria é de obter, manter e distribuir culturas bioldgicas
para ensino, investigacdo, ensaios de controlo, biotecnologia, etc. S3o ainda um meio de
preservacdo da diversidade bioldgica ex situ. As primeiras colec¢des de culturas foram as de
estirpes celulares microbianas e originaram-se quando a escola de Koch introduziu o conceito
de culturas puras em bacteriologia. A primeira colec¢do de servigo estruturada com a
finalidade de fornecer culturas puras para estudos comparativos e identificacdo de bactérias
foi a colecgdo criada pelo Dr. Frantisek Kral na Universidade Alema de Praga, provavelmente
em 1890, destinada a conservar e distribuir microrganismos para o diagndstico, ensino,
investigacdo e industria. Kral publicou o primeiro catalogo de estirpes em 1900, com
organizacdo alfabética e tematica das espécies, correspondeu-se com os microbidlogos de
renome da época a quem solicitava o depdsito de estirpes com algum interesse na “Kral’she
Sammlung vom Mikrooganismen” a fim de as conservar e tornar acessiveis a outros, assim
como realizou exposicdes onde se podiam apreciar ndo s6 o aspecto macroscopico das
coldnias formadas em meio sélido, como fotografias que revelavam a morfologia microscdpica
dos microrganismos (Spencer-Martins, 1994; Uruburu, 2003).

Nas quatro primeiras décadas do século XX, outras colec¢des de servico foram
estabelecidas na Europa, Estados Unidos e Japao com a finalidade bdsica de fornecer material
de referéncia para estudos de taxonomia. Como exemplo temos a “Mycothéque de
I’'Universitée Catholique de Louvain” (MUCL), Louvain-la-Neuve, Bélgica, fundada em 1904, a
“Centraalbureau voor Schimmelcutures” (CBS) em Utrecht, Holanda, fundada em 1906 e a
“American Type Culture Collection” (ATCC) que foi fundada em Washington em 1925 e se

encontra localizada actualmente em Manassas, Virginia. Estas colec¢Oes passaram por um



processo continuo de evolucdo visando atender a procura de material bioldgico decorrente
dos avancos da microbiologia industrial (década de 1960), biotecnologia (década de 1980) e
biologia molecular (década de 1990 até a actualidade). Nos cerca de 120 anos de existéncia de
colecgbes de cultura ndo existem dados que indiguem com certeza o nimero de colecgOes
fundadas, mantidas e/ou desaparecidas. No Centro Mundial de Dados de Microorganismos

(WDCM — World Data Center for Microorganisms www.wfcc.info/ccinfo/statistics/) tem

registadas cerca de 625 colecges de culturas, distribuidas por 71 paises (ver Tabela 1).. Este
namero, no entanto, nao reflete a luta continua que a grande maioria das colecg¢des (listadas
ou n3o) tém para obtencdo de fundos, a quantidade e/ou diversidade de investigacdo
realizada pelas colec¢Ges, assim como a falta de apoio das instituicGes de acolhimento ou
paises. Apenas 4 colecgdes de culturas portuguesas se encontram registadas na WDCM

(Stackebrandt, 2010; Uruburu, 2003).

Tabela 1: Distribuicdo das colec¢des de culturas microbianas por continentes (adaptado de Smith, 2003;
com dados actuais da WDCM).

. Numero de Numero Percentagem do n2
Continente o . .
colecgGes de estirpes total de estirpes

Africa 11 15 266 0,8
Asia 215 767 233 38,1
Europa 210 682 506 33,8
América 147 461 402 22,9
Oceania 42 89 257 4,4
Total 625 2 015 664 100

O valor das colecgbes de culturas reside na qualidade e abrangéncia das suas culturas,
na informacao existente sobre as estirpes e na capacidade de atenderem a procura gerada por
programas de inovac¢do tecnoldgica, actividades de producdo biotecnoldgica, programas de
qualidade e competitividade industrial e de apoio as actividades de investigacdo basica e

aplicada no sector académico.

1.2 Tipologia das colec¢des de culturas microbianas

As colecgdes de culturas podem ser classificadas em trés categorias, nomeadamente,
colecgGes privadas, especializadas e publicas. As colecgdes de culturas privadas sdo as que se
constituiram com o objectivo de servir a instituicdo em que se localizam, como por exemplo as
que estdo associadas a determinadas empresas ou industrias. As colec¢des de culturas
especializadas desenvolveram-se em resultado dos interesses de investigacdo especificos de
um determinado investigador, sendo as que contém, geralmente, informagdo muito rica e
especializada mas também as que comportam maior risco de desaparecer ou porque o

investigador passou a ter interesses diferentes ou porque se reformou ou mudou de emprego.



As colecgBes de culturas publicas sdo aquelas que tém como fungdo primaria a distribuicdo de
culturas e a prestacdo de servicos de utilidade publica (Spencer-Martins, 1994; Mahilum-
Tapay, 2009; Gransalke, 2010).

As colecgOes publicas e privadas poderdo ser igualmente consideradas como colec¢des
de servico, quando para além da principal funcdo de agir como depdsito de microrganismos
também fornecem servicos de identificagdo ou distribuicdo de estirpes. Certas coleccGes
vocacionadas para a prestagao de servigos estdo igualmente acreditadas para funcionar como
depdsito de estirpes protegidas por patentes (Kirsop, 1984; Spencer-Martins, 1994).

O tipo de colec¢do de cultura vai determinar o tipo de financiamento que a colec¢do
pode obter ou projectos a que podera candidatar-se. De acordo com a WDCM

(http://www.wfcc.info/ccinfo/statistics/) (Tabela 2) existem essencialmente cinco tipos de

apoios financeiros. Como se pode verificar o maior nimero de colec¢Oes existentes sdo as
financiadas pelo governo ou pelas universidades, sendo que a maioria sdo colec¢des de
servico, enquanto que as apoiadas de forma privada sd3o apenas 35. E de apontar que a
industria tem o menor nimero de colecgbes inscritas na WDCM, mas este nimero ndo é de
admirar pois a maioria das empresas industriais preferem manter as estirpes importantes em
colecgbes de servico que fornegcam servigos de “Safe-deposit” ou de depdsitos de patentes
(ver seccdo 1.6). O custo operacional de uma coleccdo de servigo é em parte coberto pelos
servicos de consultadoria, desenvolvimento de projectos e venda de culturas. Entretanto, o
elevado custo das actividades de rotina e curadoria, tais como autenticacdo, preservacao,
controle de qualidade e documentacdo de propriedades das culturas, raramente sao cobertos
pela venda de servicos. Torna-se, entdo, necessario que haja um outro apoio financeiro
nomeadamente através de recursos publicos. Por exemplo, no ano 2010-2011, a CBS teve
cerca 58% do seu orgamento proveniente da Academia Real Holandesa para as Artes e Ciéncias
(KNAW — Royal Dutch Academy of Arts and Sciences) e cerca de 42% proveniente de fontes
externas em que se incluem projectos, venda de estirpes, depdsito de estirpes, servigos de

identificacdo, cursos, etc (CBS, 2011).

Tabela 2: Tipo de apoio financeiro e o numero de colecgdes existentes (dados actuais da WDCM).

Tipo de apoio Numero de
financeiro colecgGes

Governamentais 245
Universidades 233
Semi-governamentais 59
Privadas 35
Industria 17
N3o identificadas 36




1.3 Evolugao dos métodos de conservagdo

Conservacdao vem do latim conservatione e significa acto de conservar, de manter
intacto ou nao deixar deteriorar, preservacao. Ao longo dos anos, as colec¢des de culturas,
principalmente as colec¢Ges de servico, tém investigado os varios métodos de conservacdo de
microrganismos, uma vez que tém um compromisso na preservacdo de culturas e a sua
experiéncia é de grande importancia para a comunidade cientifica em geral. Os
desenvolvimentos de técnicas de conservac¢do sdo importantes para que as caracteristicas dos
microrganismos permane¢am inalteraveis ao longo do tempo, mantendo a sua viabilidade. Os
microrganismos incluem uma variedade de espécies, tanto de procariontes como de
eucariontes, apresentando um desafio no que toca a sua preservacao (Spencer-Martins, 1994;
Hasegawa, 1996).

A conservacdo de microrganismos depende de alguns factores de forma a retardar o
crescimento, tais como o método de cultivo, a temperatura, a composi¢do, pH e arejamento
do meio. A idade, a condigdo fisiolégica e a concentracdo da cultura no momento da
conservagdo também sdo de grande importancia (Snell, 1984).

A composi¢cdo do meio de cultura afecta a resisténcia celular. Geralmente recomenda-se
um meio pobre em nutrientes para evitar o crescimento acelerado e geracao de mutantes
indesejaveis e normalmente o meio de cultura pobre é um sinal para direcionar o metabolismo
da célula para armazenar energia. No entanto, em alguns casos o meio de cultivo rico é
recomendado por causa da percentagem de células vidveis ser maior em relagdo ao meio
pobre. Os meios de cultivo que conduzam a acumulac¢do de proteinas, carbohidratos e lipidos
podem também aumentar a resisténcia das células ao tratamento por liofilizagdo. Um factor
importante em algumas técnicas de conservagao é a actividade da dgua do meio extracelular.
A actividade da agua afecta directamente o crescimento dos microrganismos. A resisténcia da
célula durante a conservacio pode depender da acidez do meio de cultivo. E bem conhecido
que o pH do meio de cultivo influencia a propagacao celular: hd um pH déptimo para cada
estirpe e o crescimento das células pode ser inibido se este factor ndo for adequado (Smith et.
al., 2001).

A temperatura a que os microrganismos sdo armazenados também influencia a eficacia
do método escolhido. Baixas temperaturas sdo usadas para retardar as reac¢des quimicas, a
accdo das enzimas, e atrasar ou inibir o crescimento dos microrganismos indesejaveis. O
congelamento evita a contaminacdo da maior parte dos microrganismos (Smith et. al., 2001).

A resisténcia de conservacdo pode depender das condi¢cdes de arejamento durante o
cultivo. Por exemplo, as estirpes de Saccharomyces cerevisiae cultivadas em condi¢Oes

aerdébias sdo mais resistentes em choque hipo e hiperténico (Smith et. al., 2001).



Para a conservacdo de uma cultura é importante conhecer a idade da cultura para se
obter uma alta viabilidade de recuperac¢do das células. Alguns dados indicam o inicio da fase
estacionaria de crescimento como a fase ideal de recolha das células para a preservacao.
Dados confirmam que os microrganismos sao mais resistentes ao congelamento ou
desidratacdo no fim do crescimento exponencial ou no inicio da fase estacionaria (Smith et. al.,
2001).

As propriedades e caracteristicas internas das células podem ser influenciadas pelo
processo de conservacdo. Diferentes grupos de microrganismos apresentam diferentes
resisténcias a preservacdo. As culturas produtoras de esporos possuem melhores resultados
de viabilidade em todos os métodos de conservacgao; isto deve-se as pequenas quantidades de
agua presente nos esporos, uma forma de preservagdo natural. Os microrganismos que nao
esporulem ndo possuem a mesma capacidade de sobrevivéncia. Sabe-se que os procariontes
sdo mais resistentes que os eucariontes, bem como as bactérias Gram positivas mais
resistentes que as Gram negativas (Smith et. al., 2001).

O sucesso da conservacdo dependera do método usado, da natureza dos
microrganismos e do periodo de conservagdo. A grande diferenca entre a resisténcia de cada
cultura e os resultados obtidos durante a reactivacdo das células impede a determinacgdo de
um procedimento padrdo de conservacgdo aplicavel a todos os microrganismos (Smith et. al.,
2001). Existe uma multiplicidade de métodos de preservacdo de culturas descritos na
literatura, mas nenhum método pode ou deve ser considerado infalivel. Embora se tenha
demonstrado que as reacgdes dos microrganismos aos diferentes métodos desenvolvidos
variam até entre estirpes da mesma espécie, os métodos hoje mais generalizados sdo os que
permitem uma maior capacidade de sobrevivéncia e uniformidade de caracteristicas e
propriedades (fisiologia, metabolitos secundarios, enzimas, genoma, etc.), e que permitem
longos periodos de armazenamento (Ryan & Smith, 2004). A Tabela 3 apresenta um resumo
dos métodos de conservagdo mais utilizados, vantagens e desvantagens e quais os organismos
a que se aplicam. Nas grandes colec¢Oes de servico a liofilizacdo e a criopreservacdo (em
congelador mecanico ou azoto liquido) sdo os métodos de preservacdo preferencialmente
escolhidos (Ryan & Smith, 2004).

Métodos basicos como a sub-cultura continua, preserva¢do em agua, éleo, areia ou solo,
e em silica gel podem ser adequados na auséncia de alternativas. Apesar destes métodos
serem inicialmente rentdveis a curto prazo e relativamente simples, comportam riscos,
nomeadamente o elevado risco de contaminagdo e deriva genética das estirpes a longo prazo.

A sub-cultura é um dos métodos mais antigos, e ainda muito utilizado, e consiste na

transferéncia periddica da cultura para um meio fresco. O método de preservagdo em 3agua



consiste num bloco de agar contendo células adicionado a agua estéril ou solugdo salina (no
caso de microrganismos sensiveis a baixas pressGes osmotica de solucdes hipotdnicas) e
conservado a baixas temperaturas ou temperatura ambiente. A preservagdo em dleo consiste
na aplicacdo de uma camada de dleo mineral estéril sobre uma cultura de microrganismos em
meio solido ou liquido, que irad limitar a quantidade de oxigénio disponivel e causando uma
diminuicdo no crescimento e no metabolismo do microrganismo. A preservacao em areia, solo
ou em silica gel, consiste basicamente na inoculagdo do microrganismo em areia, solo ou silica
gel estéril e posterior secagem (Smith et. al., 2001).

A liofilizagdo é um método que envolve o congelamento rdpido da cultura seguido da
sua posterior secagem por sublima¢do do gelo com pressdo reduzida, originando que as
culturas permane¢am num estado inactivo e de baixa humidade para menos de 5%, sendo
necessario a adicdo de um crioprotector. O material liquido é congelado em ampolas que sdo
ligadas a uma bomba de vacuo acoplada a um sistema colector de vapor de agua. Apds a
liofilizacdo as ampolas sdo guardadas a temperatura ambiente ou entre 4-62C. Este método é o
escolhido principalmente para os fungos conidiogénicos, no entanto, ndo é o ideal para
culturas que ndo esporulem. Em contrapartida, este método permite atingir um tempo de
armazenamento entre 20-50 anos e as ampolas podem ser enviadas directamente aos clientes
sem ser necessario revitalizar os organismos, diminuindo os portes de envio e danos ao
organismo durante o transporte (Ryan & Smith, 2004; Kurtzman et. al., 2011).

A secagem liquida, “L-Drying” ou “Liquid Drying” é um processo semelhante a
liofilizacdo, com a excepgao de que as células e a solugdo criopreservante sdo apenas secas e
ndo sujeitas a uma congelagdo prévia. Este método é utilizado em algumas colec¢des de
servigo para preservar bactérias (Morgan et. al., 2006; Smith & Ryan, 2012).

Apesar da eficacia das duas técnicas descritas previamente (liofilizacdo e secagem
liguida) estas tém uma baixa taxa de sobrevivéncia, em particular quando aplicadas a fungos
filamentosos. A criopreservagao surge entdo como um método que permite uma conservagao
longa, e é aplicavel a quase todos os tipos de microrganismos, sendo preciso apenas alguns
ajustes aos protocolos, e é utilizada pela grande maioria das CC no mundo desenvolvido.
Algumas CC utilizam a criopreservacdo em congelador mecanico de baixas temperaturas, entre
-80°C e -150°C, mas a grande maioria utiliza o azoto liquido. De qualquer forma,
independentemente do método de criopreservacao, é necessario a existéncia de uma solucdo
crioprotectora, nomeadamente glicerol (Kurtzman et. al., 2011; Smith & Ryan, 2012).

Outras técnicas de criopreservagdo menos conhecidas sdo a vitrificacdo e a
criopreservagdo por encapsulamento que apresentam um elevado potencial para preservar

microrganismos recalcitrantes, no entanto, sdo técnicas demoradas e caras. No caso dos



patogénios obrigatdrios ou microrganismos mutualistas a preservacdo em conjunto com o seu

substrato de isolamento ou hospedeiro tem sido estudada (Smith & Ryan, 2012).

Tabela 3: Caracteristicas das varias técnicas de preservacdao de microrganismos (adaptado de Ryan &

Smith, 2004).
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Independentemente do método de preservacdo escolhido pelas colecgbes de culuras
existe um critério que deve ser observado e colocado em pratica pelo pessoal adstrito a
coleccdo que consiste na verificagdo da viabilidade, pureza e identidade da cultura

imediatamente apds a preservacgdo de cada estirpe microbiana (Smith & Ryan, 2012).

1.4 Evolugao dos métodos de identificacdo e caracterizacao de culturas microbianas

As colecgGes de culturas devem dominar as técnicas disponiveis para caracterizar,
identificar e autenticar as estirpes microbianas. E importante aceder as propriedades e
caracteristicas dos microrganismos para que possam ser utilizados ndo sé na investigagcdao mas
também na industria. Vdrias técnicas e metodologias de identificagdo e caracterizacdo de
microrganismos sao originarias de varias disciplinas bioldgicas como bioquimica, bacteriologia,
micologia e ecologia, de forma a providenciar dados morfoldgicos, fisioldégicos e bioquimicos
sobre as diferentes estirpes. Tal informacdo ndo sO providencia dados sobre estas
caracteristicas como também propriedades dos microrganismos que podem ter importancia
industrial ou farmacoldgica (Vaughan-Martini, 2003; Smith et. al., 2008).

O uso de microscopia dptica ja permite verificar a pureza das culturas e por vezes
distinguir entre grupos de organismos, como por exemplo, nas leveduras em que existe uma
diferenca na estrutura da parede celular entre ascomicetas e basidomicetas que pode ser
confirmada com a utilizacdo de um simples teste de DBB (Vaughan-Martini, 2003).

A taxonomia agrupa organismos relacionados filogeneticamente dentro do mesmo
taxon, utilizando caracteres informativos ao nivel genético em conjunto com os testes
convencionais. Os métodos moleculares sdo cada vez mais utilizados para a identificacdo de
espécies com dificil visualizagcdo de caracteristicas micromorfoldgicas, como os esporos. Além
disso, sdo uma ferramenta indispensavel na analise filogenética dos microrganismos (Kurtzman
& Robnett, 1998). A principal vantagem dos métodos moleculares é de serem rapidos,
reprodutiveis e acessiveis e, actualmente, a grande maioria das CC tem laboratérios ou acesso
a equipamento que permita a utilizacdo destas novas metodologias de identificacdo molecular
(Spencer-Martins, 1994; Pincus et. al., 2007; Smith et. al., 2008).

Muitas das novas técnicas de identificacdo molecular requerem a obtencdo de DNA
purificado, que tem de ser extraido das células com a minima disrup¢do mecanica do acido
nucleico. Os procedimentos mais comuns passam por provocar uma lise das células (através de
uma solucdo de lise) seguida de uma purificacdo e conservacdo do DNA numa solug¢do tampao
apropriada. “Kits” comerciais e simples encontram-se disponiveis podendo ser utilizados para
a extracdo de DNA humano, animal, bacteriano e fungico. No entanto, existem alguns fungos

filamentosos e plantas cujo DNA é mais dificil de obter devido a natureza das suas paredes



celulares, sendo necessario outras metodologias e/ou protocolos de extracdo de DNA (Smith
et. al., 2008).

Os primeiros métodos moleculares a serem utilizados para a comparacao de espécies de
microrganismos foram a determinagdo do conteddo molar em guanina e citosina (%mol G+C)
do DNA gendmico e a cinética de reassociacdo DNA-DNA. A correlacdo entre a temperatura de
desnaturacdo e a composi¢cdo do DNA baseia-se no conhecimento de que se estabelecem trés
ligacdes de hidrogénio entre as bases de guanina e citosina, enquanto que apenas duas
ligacdes do mesmo tipo sdo estabelecidas entre a timina e adenina. Uma maior percentagem
das primeiras confere maior estabilidade a dupla cadeia e a desnaturacdo do DNA ocorre a
temperaturas mais elevadas. No caso das leveduras, as ascomicetas apresentam genomas com
valores de % G+C entre 27 e 50 %, enquanto que as basidiomicetas tém um conteddo molar
em GC que varia entre 50-70%. Considera-se que estirpes pertencentes a uma mesma espécie
nao divergem em mais do que 2,0-2,5% na %mol G+C (Kurtzman et. al., 2011). No entanto,
como a composicdo em bases ndo reflecte a sequéncia nucleotidica do DNA, estirpes com
percentagens molares idénticas podem pertencer a espécies diferentes. ComposicGes
semelhantes requerem experiéncias posteriores de reassociacdo DNA-DNA para determinagdo
da conspecificidade.

As experiéncias de reassociagdo DNA-DNA permitiram avaliar a complementaridade
global das sequéncias nucleotidicas do DNA gendmico de duas estirpes de leveduras
diferentes. A determinagdo do grau de complementaridade envolve a desnaturagdo térmica do
DNA das amostras e a comparacgao cinética da renaturacdao do DNA de cada uma das estirpes e
da sua mistura em partes iguais. Estirpes com valores superiores a 70-80% de
complementaridade DNA-DNA eram consideradas pertencentes a mesma espécie. Pelo
contrario, eram consideradas estirpes de espécies diferentes quando a complementaridade
era inferior a 20-30%. Os valores intermédios, entre 30-70% tinham de ser analisados
conjuntamente com outras caracteristicas, podendo corresponder a variedades duma mesma
espécie. Deve, no entanto, assinalar-se que existem algumas, embora raras, excepgbes a estas
regras. A determinacdao do grau de reassociacdo DNA-DNA revelou que algumas estirpes
fenotipicamente distintas correspondiam, de facto, a uma mesma espécie e vice-versa, i.e.,
que certas estirpes fenotipicamente indistinguiveis representavam espécies diferentes
(Kurtzman et. al., 2011).

Nos eucariontes, os genes do RNA ribossémico (rRNA) estdo organizados numa unidade
de DNA ribossémico (rDNA) que se repete sequencialmente, podendo ocorrer em varias
dezenas de cdpias por genoma haploide (Fig. 1). A unidade gendmica do rDNA possui as

seguintes regides na disposicao 5’-3’: a regido espacadora externa (ETS), o gene do rRNA 18S



(SSU), a regido espacadora interna (ITS1), o gene do rRNA 5,85, uma segunda regido
espacadora interna (ITS2) e o gene do rRNA 26S (LSU). Este ultimo apresenta sequéncias
menos conservadas em relacdao aos genes 18S e 5,8S, sendo a regido de escolha para estudos
de filogenia de espécies e grupos taxondmicos mais relacionados. A regido D1/D2 do rDNA 26S
tem sido utilizada para diferenciar quase todas as espécies de leveduras estudadas (Kurtzman
& Robnett, 1998). Porém, a sequenciacdo desta regido ndo é capaz de diferenciar todas as
espécies de leveduras de afinidade basidiomiceta, sendo necessdrio a sequencia¢do conjunta

da regido ITS (Fell et. al., 2000; Vaughan-Martini, 2003; Pincus, et. al., 2007).
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Figura 1: Representagdo esquematica da regido do DNA ribossomico dos fungos e maioria dos
eucariontes.

A utilizacdo de rDNA na identificacdo molecular tem uma série de vantagens: (i) os
ribossomas estdo presentes em todos os organismos; (ii) sdo estruturas homdlogas do ponto
de vista funcional e evolutivo; (iii) parecem partilhar uma origem evolutiva comum, pois,
apesar de serem muito conservados, revelam diferentes niveis de evolugdo, podendo
funcionar como relégios moleculares; (iv) os genes do rRNA parecem ndo variar entre os
individuos contemporaneos, reflectindo somente as relagdes evolutivas entre os organismos;
(v) a totalidade de mais de 6.000 nucledtidos contidos nas sequéncias de rDNA (26S, 18S, 5.8S
e 55) é suficientemente elevada para resolver filogenias e fazer a respectiva analise estatistica;
(vi) a utilizagdo de “primers”, para amplificacdo por PCR, permite o acesso a qualquer zona da
unidade de rDNA, simplificando, deste modo, o estudo de um grande nimero de amostras; e
(vii) a existéncia de bases de dados publicas de rDNA (por exemplo, GenBank:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) permite a comparacdo de sequéncias de muitos e diversos

organismos (Kurtzman et. al., 2011).

O uso de “Multi Locus Sequence Typing” (MLST) tem sido também aplicado para o
entendimento da biodiversidade e evolugdo dos microrganismos, em particular dos fungos.
Esta metodologia baseia-se na sequénciagdo e andlise de fragmentos de genes conservados

(geralmente “housekeeping genes”), espacados ao longo do genoma microbiano de pelo



menos 100kb. A grande vantagem desta técnica é que a diferenca entre estirpes é indexada
directamente nas sequéncias de DNA. Como estes genes evoluem muito lentamente, tornam-
se ideais para estudos de epidemiologia e identificacao.

Recentemente, com a introducdo de métodos baseados em espectrometria de massa,
uma nova metodologia MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight
mass spectrometry) foi introduzida na sistematica. MALDI-TOF combina a vantagem de uma
tecnologia de baixo custo com a ioniza¢do de proteinas (entre 2 000 a 20 000 Da) de elevada
resolugdo. Actualmente, esta metodologia j& é amplamente usada na classificacdo e
identificacdo de microrganismos com aplicacgdo em diagndstico clinico, investigacdo

taxondmica ou em controlo de qualidade alimentar (Smith et. al., 2008).

1.5 Gestdo da informagao associada as colecgGes de culturas

Um grande volume de informagbes sobre diferentes microrganismos é gerado em
funcdo das actividades de rotina e investigacdo com as estirpes das colec¢des de culturas. A
informacdo gerada pode ser referente as caracteristicas genotipicas e fenotipicas dos
microrganismos, aplicacdes industriais, caracteres taxondmicos, resposta a diferentes métodos
de preservacdo e processos de pedidos de patentes. Existe uma tendéncia crescente de
informatizacao desses dados.

Sistemas eficientes de documentacdo e registo (tanto em meio impresso quanto na
forma electrénica) do material depositado devem ser adoptados, incluindo a elaboragdo de
formularios (ou fichas) de depdsitos os quais devem ser previamente preenchidos pelo
depositante. As informagles requeridas nestes formuldrios variam entre as colecg¢des.
Entretanto, dados minimos para a documentagao e registo de estirpes devem ser exigidos, tais
como: nome do organismo; nimero da estirpe; nimero em outras colec¢des; histdrico; tipo de
organismo; restricdes; condicdes de crescimento; dados de isolamento (data, nome e
localidade); dados taxondmicos (caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas); referéncias
bibliograficas; nome do depositante (meta-informacgdo). Sistemas informatizados de gestdo
sobre as estirpes permitem o rastreio rapido de informagdes associadas e a estruturagdo de
catélogos on-line, com actualizacdo periddica. Alguns sistemas de informagdo permitem
incorporar ao registo das estirpes dados diversificados, tais como: fotografias, sequéncias de
DNA, procedimentos padrdo para formulacdo de meios e reagentes, propriedades especificas,
aplicagOes potenciais, entre outros (Robert et. al., 2006).

Na dltima década tornaram-se acessiveis bases de dados digitais com as informacgdes
sobre as estirpes e, actualmente, a maioria das colec¢Ges de culturas tém catalogos disponiveis

“online” através de aplicagbes da “web”, em vez da versdo impressa. O nivel de detalhe



contido no catalogo depende da prépria coleccdo, mas a informacao detalhada é um incentivo
a que os investigadores e industria adquiram culturas dessas coleccGes (Verslype et. al., 2010).

Nos ultimos anos tem sido feito um imenso esforco por parte da maioria das colecgOes
em tornar a sua meta-informacdo disponivel a comunidade cientifica em formatos “user-
friendly” e padronizada, permitindo a ligagcdo entre as colec¢es. Algumas tentativas de tornar
esta informacdo padronizada e acessivel foram realizadas no passado mas falharam na
obtencdo de uma infraestrutura que permitisse o processamento electrénico. Apesar de

relativamente recente, a Straininfo (http://www.straininfo.net) é uma plataforma digital que

se esta a tornar referéncia ao nivel da informacdo e meta-informacdao dos microrganismos ao
nivel da estirpe. Esta plataforma integra informacao de varias colec¢Ges de culturas e BRCs (ver
proximo capitulo), assim como informacdo sobre as colec¢des e respectivas culturas. A
Straininfo utiliza a linguagem microbiana comum (MCL — Microbial Common Language),
desenvolvida para permitir a troca de informacdo entre as varias bases de dados microbianas.
Como resultado disso, a designacdo das estirpes, a informacdo histdrica do depdsito das
estirpes nas varias coleccOes, as caracteristicas de crescimento, o genoma, e publicacdes
relevantes sobre a estirpe microbiana, sdo visualizados pelo utilizador de forma a integrarem
as varias colecgOes e centros de recursos. Este sistema apresenta um potencial de evolugdo
elevado, podendo tornar-se uma rede informatica global em que os dados microbiolégicos
sejam directamente utilizados na investigacdo cientifica, por exemplo, em estudos de

comparagdo gendmica (Verslyppe et. al., 2010; Dijkshoorn et. al., 2010).

1.6 Diversidade de actividades e servigos prestados pelas colecges de culturas

As coleccgGes de culturas tradicionalmente tém prestado servigos de apoio a comunidade
académica, assim como a sectores da industria que necessitam de servicos de microbiologia. A
gama dos servicos especializados oferecidos tem aumentado nos ultimos anos devido a
crescente procura por parte dos utilizadores. Para além das trés actividades bdasicas das
colecgbes (depdsito, manutencdo e distribuicdo), estas disponibilizam uma série de outros
servicos também descritos a seguir.
e Depdsito: colecgGes de culturas sdo centros de conservagao de recursos genéticos. Tém
como fungdo incorporar continuamente organismos relevantes para estudos cientificos e
aplicacOes tecnoldgicas, e torna-los disponiveis para os clientes interessados. Um dos servigos
que a grande maioria das colec¢des de servico disponibiliza, e que tem um interesse particular
para a industria, é o fornecimento de servicos “safe-deposit”. Algumas colec¢des tém a
possibilidade de manter estirpes de importancia industrial em condicGes dptimas, sé sendo

permitido o acesso as mesmas ao depositante. Isto permite, por exemplo, que a industria



mantenha o “trade secret”, ou seja, tenha uma cdpia das estirpes com interesse industrial
numa coleccdo de culturas e que apenas o depositante tenha acesso a essas estirpes, sem
necessitar de patentear o microrganismo em questdo (Kirsop, 1984; Boundy-Mills, 2012).

e Preservacdo e manutengdo: as culturas microbianas sdo preservadas e mantidas pelas
colecgOes de culturas de forma a garantir a sua sobrevivéncia, estabilidade e pureza durante
periodos prolongados de tempo, empregando métodos de preservacdo adequados (Kirsop,
1984).

e Distribuicdo: as colec¢des de culturas de servigo tém como fungao a distribuicdo de culturas
para os interessados capacitados para a sua utilizacao.

e Servicos de identificacdo: a preservacdo e a manutengao de microrganismos requer um
conhecimento preciso das estirpes depositadas na colec¢do. Assim, muitas colec¢des possuem
pessoal qualificado e oferecem servicos de identificagdo. A realizacdao deste tipo de servigo por
uma colecgdo pode ser mais eficiente e economicamente vantajosa para o cliente, além de
possibilitar interacdes técnicas e cientificas entre a coleccdo e os seus utilizadores
provenientes de instituicBes de investigacdo e/ou sector industrial (Spencer-Martins, 1994;
Boundy-Mills, 2012).

¢ Informacdo: as actividades de rotina e investigacdo com estirpes microbianas resultam
numa quantidade significativa de informacdao de natureza cientifica e tecnoldgica. Essa
informacado, quando ndo for de caracter confidencial, deve estar organizada de forma coerente
e ser disponibilizada aos utilizadores, sendo tdo importante como a estirpe. A disponibilizacdo
de dados de caracterizagdo taxonémica e tecnoldgica de estirpes de uma colecgao favorece e
facilita a busca de organismos para aplicacGes especificas, bem como contribui para o
conhecimento sobre os préprios organismos.

e Depdsito de patentes: as colecgdes de culturas podem actuar como centros depositarios de
culturas-patentes ou envolvidas em processos de patentes. O patenteamento de processos
que envolvem a utilizacdo de estirpes microbianas, ou mesmo estirpes de organismos
geneticamente modificados (OGM), tem crescido muito nos ultimos anos (Boundy-Mills, 2012).
¢ Formacdo de pessoal: as coleccdes de culturas desempenham um papel importante em
programas de formacdo, principalmente em areas como preservagdao, manutengdo, taxonomia
e identificagcdo de microrganismos.

¢ Investigacdo: as colec¢Ges de culturas realizam investigacdo de interesse especifico, por
exemplo em métodos de preservagdo, manutencdo de culturas e taxonomia. Muitas colecc¢bes

realizam projectos com outras instituicbes ou empresas do sector biotecnoldgico para



pesquisa de estirpes microbianas para aplicacdes especificas em processos industriais
(Spencer-Martins, 1994).

¢ Consultadoria: devido a natureza das suas actividades, as colec¢des de culturas tendem a
concentrar especialistas em taxonomia e biologia de diversos grupos de microrganismos sendo
muitas vezes chamados a dar pareceres.

De acordo com a WDCM (www.wfcc.info/ccinfo/statictics/) sdo varios os servicos

fornecidos pelas CC (Tabela 4). Como se pode observar o depdsito (inclusive patentes) e
distribuicdo de estirpes sdao dos servicos mais importantes das coleccdes de culturas. No
entanto, nos Ultimos anos, tém aumentado os servicos de identificacdo de estirpes por parte
das colecgbes, assim como, servicos de consultadoria a empresas de biotecnologia, de
producdo alimentar, farmacéuticas e governamentais, até a definicdo de politicas cientificas e

legislativas.

Tabela 4: Tipo de servigos disponibilizados pelas colecgbes de microrganismos no mundo (dados da
WDCM).

Tipo de servigos Numero de Colec¢des
Depdsito de estirpes 270
Depdsito de patentes 90

Distribuicao 288
Identificagdo 308
Formagdo de pessoal 261
Consultadoria 270

As coleccbes de culturas ndo sdo, portanto, meros “repositdrios” e arquivos de estirpes,
sdo por exceléncia centros de conservagdo de culturas ex situ, mantendo e estudando um pool
genético para usufruto de geragbes futuras, e oferecem servicos fundamentais para a
comunidade cientifica e industrial do pais. E ainda de salientar que muitas revistas de indole
cientifica exigem que os materiais bioldgicos descritos em publicagGes estejam depositados

em colecgGes de culturas e estejam acessiveis a comunidade cientifica (Boundy-Mills, 2012).

1.7 Papel das colec¢des de culturas e a sua interven¢ao na definicdao de politicas cientificas,
regulamentares e técnicas

Os microrganismos podem contribuir com solucbes para os problemas da sociedade em
geral e tém um papel importante no desenvolvimento sustentdvel uma vez que a
biodiversidade microbiana, na maior parte inexplorada, podera gerar um valor econdmico
através do conhecimento de como as espécies se regulam umas as outras, e na extragdo de
compostos activos com interesse biotecnolégico e farmacéutico. (Smith, 2003; Spencer-
Martins, 1994). Nos ultimos anos tem existido um aumento do uso de organismos

geneticamente modificados em variadissimas utilizacGes e de utilizacdo de compostos activos



provenientes dos variados recursos bioldgicos na industria alimentar e/ou farmacéutica, que
levantaram questdes éticas (por exemplo, uso de material genético humano e necessidade de
confidencialidade e consentimento) que tém de ser regulamentados pelos decisores politicos.
As colecgOes de culturas surgem, entdo, como uma fonte importante de conhecimento no
desenvolvimento e implementacdo de politicas, uma vez que esse conhecimento tem um
elevado potencial industrial, econdmico, biotecnoldgico e farmacéutico (OECD, 2007).

As colecgGes de culturas activas encontram-se numa posicao privilegiada, especialmente
com a experiéncia que detém em técnicas de taxonomia molecular, para participarem na
avaliacdo in situ e manutengdo ex situ dos recursos genéticos, de que dependem futuras
aplicacbes em saude, agricultura, producdo alimentar, biotecnologia, farmacologia, etc.
(Spencer-Martins, 1994). As colec¢Bes providenciam, assim, experiéncia e conhecimentos que
permitem aos governos formular politicas sobre recursos biolégicos e assegurar informagao e
seguranca ao publico, podendo servir como interface entre os governos e a industria e o
publico em geral, ajudando, inclusive, os governos e publico a desenvolver regulamentos e
directivas sobre boas praticas do uso seguro e ético dos recursos bioldgicos (OECD, 2007).

Nos paises em desenvolvimento, as colec¢Ges de culturas ndo tém merecido a devida
atencdo de formuladores de politicas para biotecnologia, agéncias de financiamento e érgaos
governamentais. Geralmente as colec¢des sdo consideradas subprodutos da investigacdao, em
especial da investigacdo basica, e as suas actividades e manutencdo sdo consideradas
atribuicGes e responsabilidades dos prdprios investigadores. Nesses paises, o governo e grande
parte do sector empresarial privado ignoram a importancia dessas colec¢bes como
infraestruturas relevantes para a inovagdo tecnoldgica e para a competitividade industrial. Em
contraponto, colec¢Ges de culturas e bancos genémicos sdo considerados pegas fundamentais
em programas de bioprospec¢do e desenvolvimento em empresas que actuam no sector da
biotecnologia em paises industrializados. Cabe as colec¢bes o papel de ajudar os governos dos
paises com uma biodiversidade rica compreender o imenso potencial natural e sustentavel que
detém

A consolidacdo das principais colecgdes internacionais como infraestruturas para a
prestacdo de servicos ocorreu nas Ultimas décadas do século XX. O mesmo ndo ocorreu com as
colecgOes de paises em desenvolvimento, principalmente em fun¢do da auséncia de politicas
adequadas para o sector e da falta de procura industrial qualificada. Na década de 1990,
mudancas de cariz politico, regulatério e tecnoldgico afectaram de forma profunda a operacédo
de colecgdes de servigo de interesse biotecnoldgico, criando novos desafios que devem ser
superados. Entre eles destaca-se a necessidade de desenvolvimento de capacidade

institucional (infraestrutura e recursos humanos) para atender as novas regras estabelecidas



na Convencdo sobre Diversidade Bioldgica. Mudancas na legislagdo internacional referente as
questGes de bioética, bioterrorismo e seguranca bioldgica, resultaram na imposicdo de
medidas muito restritivas no acesso a material bioldgico patogénico. Essas restri¢cées incluem o
acesso a material de referéncia, fundamental para o controle epidemioldgico de doencas
infecciosas, controle de pragas agricolas e testes de qualidade de produtos industrializados.
Esse tipo de restricGes podem, no entanto, trazer mais valias aos paises em desenvolvimento,
uma vez que se tiverem uma politica protecionista podem proteger a sua biodiversidade e as
colecgBes de culturas tornam-se as infraestruturas ideais para conservarem e protegerem essa
biodiversidade.

A Gra-Bretanha foi um dos primeiros paises a reconhecer a necessidade de uma politica
nacional para a conservacao de culturas microbianas. A Rede Britanica de Colec¢bes de
Culturas de Microrganismos originou-se de uma conferéncia de especialistas realizada em
1947, na qual se decidiu pelo estabelecimento, com recursos do governo, de um sistema
descentralizado de colecces sediadas em diferentes instituicdes actuantes em areas diversas
da microbiologia basica e aplicada, composta por 9 colec¢bes de servico. Em 1996, e no
seguimento da estratégia do governo para as colec¢Ges microbianas foi criado o UKNCC
(United Kingdom National Culture Collection) com o objectivo de coordenar as actividades,
investigacdo e marketing das colec¢des nacionais britdnicas. Em resultado da experiéncia e
conhecimento proveniente das colecg¢des britanicas, em 2001 a UKNCC publicou um manual de
gestdo e procedimentos para as colec¢Ges de culturas (Smith et. al., 2001).

Em Portugal, em resposta ao relatério da OECD (Organisation for Economic Co-operation
and Development) sobre os Centros de Recursos Bioldgicos de 2001 (OECD, 2001), foi realizado
um primeiro relatdrio, entregue ao Ministério de Ciéncia e Tecnologia, sobre o estado das
colecgGes de microrganismos na tentativa de estabelecer uma rede nacional de Colec¢des de
Culturas de Microrganismos que conduzisse a criagdo de um BRC nacional (Lima & Spencer-
Martins, 2001). Em 2006 foi proposto a criagdo de uma Rede Portuguesa de Colecgbes de
Culturas Microbianas (RPCCM) com os seguintes objectivos (Lima et. al., 2006): (i) melhorar o
desempenho na conservagdo dos recursos bioldgicos em Portugal; (i) atingir niveis de
qualidade com padrdes reconhecidos nacional e internacionalmente; (iii) informatizar dados e
servigos; (iv) criacdo da RPCCM; (v) criacdo do catdlogo nacional virtual de culturas
microbianas; (vi) criacdo de um portal Unico de acesso ao catalogo virtual da RPCCM; (vii)
criagdo de mecanismos de transferéncia de material e de proteccdo da propriedade
intelectual; (viii) implementacdo dos principios de seguranga para salvaguarda do material; (ix)
implementacdo de uma cultura cientifica nacional que permita garantir o depdsito dos novos

isolamentos microbianos na RPCCM; (x) participacgdo nas iniciativas e organiza¢des



internacionais relevantes; (xi) auxiliar a criacdo de uma entidade independente para
acreditacdo/certificacdo dos BRCs nacionais. Contudo nio existem dados de que esta iniciativa
tenha sido bem sucedida, o que podera vir a acontecer com a implementacdo do MIRRI (ver

ponto 2.6).

2 Levantamentos de iniciativas e directivas internacionais sobre colec¢des de

culturas

2.1 Conceito de Centros de Recursos Biologicos e programa MIRCEN da UNESCO

O conceito de Centros de Recursos Bioldgicos (BRC — Biological Resource Centres) foi
langado nos fins dos anos 40 do século XX pela UNESCO-MIRCEN. Em 1974 o Programa para o
ambiente das Nagbes Unidas (UNEP — United Nations Environmental Program) estabeleceu o
consoércio MIRCEN (Microbial Resources Centres) com o objectivo de preservar e explorar a
diversidade microbiana e tecnologia resultante, e torna-las acessiveis aos paises em vias de
desenvolvimento, assim como apoiar as actividades de investigacdo e desenvolvimento nas
areas da microbiologia ambiental e biotecnologia.

A relevancia dos BRC tem vindo a consolidar-se com o aumento da percepcdo politica e
publica da importancia dos recursos bioldgicos e genéticos. A OECD considera “recursos
bioldgicos” como o conjunto de organismos vivos, células, genes e informacdo a eles
associada, que, por sua vez, sdo os materiais utilizados na investigacao e desenvolvimento das
ciéncias naturais e no avango da biotecnologia e saude (OECD, 2001).

O acesso aos recursos bioldgicos requer a existéncia de centros de depdsito e
distribuicdo, nomeadamente BRCs. Considerando a tremenda evolucdao da biotecnologia e
bioeconomia na década de 90 do século passado, em 1998, o Japao tomou a iniciativa de
propor a OECD os BRCs como elementos chave da infraestrutura cientifica e tecnoldgica para
as ciéncias da vida e biotecnologia, responsdveis pela preservacado e distribuicdo dos materiais
bioldgicos e informagdo e em 1999 a OECD estabeleceu um grupo de trabalho (Fase 1: 1999-
2001) para discutir os desafios e as oportunidades associadas ao estabelecimento de uma
Rede Global de BRCs, a ser consolidada a partir das colec¢des de servigo credenciadas. Como
resultado deste esfor¢co, em Fevereiro de 1999, realizou-se em Téquio um workshop da OECD
dedicado aos BRCs. Passados 2 anos, em 2001 a OECD publica o relatério “Biological Resources
Centres — Underpinning the Future of Life Sciences and Biotechnology”, que define o conceito
de BRC e recomenda o estabelecimento de uma Rede Global de BRCs (OECD, 2001; Lima,
2007).



De acordo com a definicdo da OECD, os BRCs sdao “uma parte essencial das
infraestruturas de sustentacdo das ciéncias da vida e da biotecnologia. Consistem em
prestadores de servigos e repositérios de células vivas, genomas de organismos e informacéo
relacionada com a hereditariedade e fung¢des dos sistemas bioldgicos. Os BRCs contém
colecgGes de culturas de organismos (microrganismos, células de plantas, animais e humanas),
as suas partes replicativas (genomas, plasmideos, virus e cDNAs) e ainda organismos ndo
cultivaveis, células e tecidos, assim como bases de dados contendo informac¢des moleculares,
fisioldgicas e estruturais relevantes para estas colec¢Ges e a bioinformdtica associada” (OECD,
2001). Muitas das funcdes dos BRCs sdo transversais as proprias colecgdes de culturas (ver
capitulos anteriores) com a diferenca de que os BRCs devem obedecer a padrdes de qualidade
internacionais, assim como serem centros de conservagao dos recursos bioldgicos, tal como
enfatizado pela Convencgao sobre a Diversidade Bioldgica (CBD). Outra diferenca é que os BRCs
podem servir como repositério de microrganismos com o propdsito de procedimentos de
patentes.

Entre as fungGes e servicos prestados pelos BRCs destacam-se (i) Centros de Recursos
Genéticos para a conservacdo e arquivo da diversidade biolégica e variabilidade genética,
fornecimento de culturas para a biotecnologia, distribuicdo de material de referéncia para
controle de qualidade, seleccdo de material bioldgico para uso industrial, aplicacGes das
culturas em diversas areas da saude, agricultura, meio ambiente e educacao; (ii) Centros de
Informacdo para organizacdo e disponibilizacdo de dados taxondmicos e tecnolégicos sobre o
material bioldgico, disponibilizacdo da informacdo sobre as culturas para o ensino,
investigacdo e biotecnologia; (iii) Centros de Formacdo sobre a preservacdo do material
bioldgico, a bioinformatica e informatica, a biodiversidade, biossistemdtica e taxonomia; (iv)
Centros de Servicos Especializados com capacidade de realizar caracterizagdao taxondmica do
material bioldgico, controle e testes de qualidade, e depdsito de material bioldgico para fins de

patente.

2.2 Transigdo das ColecgGes de Culturas para Centros de Recursos Bioldgicos

A definicdo da estratégia de implementacdo da Rede Global de BRCs foi objecto de
estudo de um novo grupo de trabalho estabelecido no ambito do Programa de Biotecnologia
da OECD (Fase 2: 2002-2004). Nesta segunda fase da iniciativa da OECD os esforcos foram
concentrados na discussdo e definicdo de critérios de acreditacdo de acordo com normas
internacionalmente aceites, critérios de qualidade e padrdes de operacdo dos BRCs e na
abordagem de questdes associadas a biosseguranca e harmoniza¢do da legislagdo (OECD,

2004). Na reunido de ministros de Ciéncia e Tecnologia da OECD, realizada em Janeiro de 2004,



o Comité de Politicas em Ciéncia e Tecnologia (Committe for Science and Technology Policy —
CSTP) ressaltou que o desenvolvimento da biotecnologia serda um elemento critico no
crescimento econdmico sustentavel indicando que a Rede Global de BRCs deverd ser um
componente fundamental na infraestrutura necessaria para o desenvolvimento da bio-
economia. O CSTP recomendou que a OECD empenhasse esforcos visando o desenvolvimento
de uma Rede Global de BRCs, incluindo a harmoniza¢do de padrdes para a interoperabilidade
entre sistemas de informacdes, adop¢do de medidas de seguranca adequadas, orientagdo na
gestdo da arquitectura institucional e no financiamento, entre outras medidas até ao final de
2006 (OECD, 2004). Em resultado desta recomendagdo a OECD lanca em 2007 o guia de boas
praticas para os BRCs (OECD Best Practice Guidelines for Biological Resource Centres) com o
intuito de fornecer, ndo s6 aos BRCs mas também as colec¢bes de servico que queiram
transitar para BRCs, sugestdes para uma boa gestdo da qualidade (OECD, 2007).

O material bioldgico certificado é um recurso de alto valor agregado presente em
inimeros produtos dos mais diversos sectores da economia. Logo no primeiro relatério da
OECD sobre definicao dos BRCs, esta aponta inequivocamente para a necessidade do reforco e
modificagOes das colecgbes de culturas, no sentido destas estarem a altura das necessidades
do século XXI, aderindo a sistemas de qualidade definidos internacionalmente, e aumentando
o seu perfil publico de modo a serem reconhecidas como Centros de Recursos Bioldgicos pelas
autoridades do pais de origem (Smith & Ryan, 2001; Lima, 2007). Considerando que a definicdo
de recurso (fonte ou possibilidade de ajuda) transmite uma mensagem positiva, em contraste
com “cultura” que ndo faz qualquer declaracdo de valor, torna-se importante que as colecgdes,
as instituicdes em que estdo sediadas e projectos em que estdo envolvidas, reconsiderem e
reinterpretem os seus objectivos numa linguagem actual; o erro em nao fazé-lo podera colocar
a sua sobrevivéncia em risco (Hawksworth, 2004).

A implementagdo de um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) é fundamental para
garantir a padronizacdo do processo, minimizar erros e produzir resultados fidveis visando a
satisfacdo do cliente. Dessa forma, a Coleccdo de Cultura e/ou BRC que tiver um SGQ
implementado e mantido consegue a reducdo de desperdicio, aumento da produtividade,
maior motivacdo dos funciondrios, maior satisfacdo dos clientes, maior controle da
administracdo e, consequentemente, um maior nivel de organizacdo interna. Para o
desenvolvimento de um SGQ é importante escolher as regras correctas para aplicagdo pois
existem normas especificas para cada caso. A qualidade ndo depende s6 do esforco e do
trabalho de cada um. Para garantir a qualidade, é preciso seguir um conjunto de requisitos,

definidos em normas.



Apesar de ja existirem algumas directivas para um bom funcionamento e politica de
qualidade para as colec¢bes de culturas, nomeadamente “WFCC Guidelines for the
establishment and operation of collections of microorganisms”

(http://www.wfcc.info/guidelines/) o sistema de qualidade da UKNCC

(http://www.ukncc.co.uk/) e as normas do CABRI (http://www.cabri.org/), algumas coleccées

optaram pela implementacao do sistema internacional 1SO, nomeadamente I1SO 17025 ou as

séries 1ISO 9000 ou ISO 9001 (Smith & Ryan, 2012) (Tabela 5).

Tabela 5: ColecgOes europeias que operam sob um sistema de certificagdo ou acredita¢do independente
(adaptado de Smith & Ryan, 2012).

Colecgao Sistema

CABI-CAB International Genetic Resource Colelction, UK Parte do ISO 17025
CBS — Centraalbureau voor Schimmelcultures, Holanda 1SO 9000:2000
CECT — Coleccion Espanola de Cultivos Tipos, Espanha 1SO 9000:2000

DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen un

Zellkuturen, Alemanha 150 9000:2000

MUCL — Mycology, University Louvain la Neuve, Bélgica 1SO 9000:2000
MUM - Micoteca da Universidade do Minho, Portugal 1SO 9001:2008
NCYC — National Collection of Yeast Cultures, UK 1SO 9000:2000

A 1SO 17025 - Requerimentos gerais para Laboratdrios de Ensaio e Calibracdo - é uma
norma padrado usada para a padronizacdo de testes para laboratdrios de ensaio e calibragado.
Ha muitos aspectos comuns com a norma padrao 1SO 9000, porém a ISO 17025 ndo é apenas
uma certificagdo, serve para comprovar que um laboratdrio executa as suas actividades com
precisdao, garantindo que o resultado final seja de alta qualidade (IPAC, 2010). As séries I1SO
9000 e I1SO 9001 sdo conjuntos de requisitos que sado aplicados no processo de funcionamento
das colecc¢Bes e/ou instituicdes. Em Portugal a Norma NP EN I1SO 9000:2000 estabelece os
fundamentos de sistemas de qualidade e especifica a terminologia que |Ihe é aplicavel; a
Norma NP ISO 9001:2008 especifica os requisitos de um sistema de qualidade a utilizar sempre
gue a organizacao tem necessidade de demonstrar a sua capacidade para fornecer produtos
ou servicos que satisfagam tanto os requisitos dos seus clientes como dos regulamentos
aplicaveis e tenha em vista o aumento da satisfacdo dos clientes.

Se uma coleccdo fornecer material biolégico ndo-conforme (material contaminado ou
identificado incorrectamente, por exemplo), pode prejudicar seriamente os seus clientes. Os
clientes esperam receber culturas puras e autenticadas para assegurar as caracteristicas dos
seus produtos. Para garantir a rastreabilidade das estirpes fornecidas e a seguranca e a
confiabilidade no fornecimento dessas estirpes é necessario que sejam implementadas normas

especificas de qualidade.



2.3 Convengao sobre a Diversidade Biolégica (CBD)

Os microrganismos tém sido reconhecidos como fazendo parte da biodiversidade global,
sendo inclusive fundamentais para a sobrevivéncia e sustentabilidade das plantas e animais.
Os produtos resultantes da actividade microbiana, refinados e purificados pela biotecnologia,
permitem o acesso a recursos que apesar de dificil quantificacdo in situ podem tornar-se
economicamente vidveis. E esta incerteza sobre o valor dos microrganismos que levou a que
fossem incluidos na Convencdo sobre a Diversidade Bioldgica (CBD — Convention on Biological
Diversity) mas a ndo estarem presentes nos primeiros estddios da implementa¢do da mesma
por parte dos governos (Kirsop, 1996). A CBD é um tratado internacional assinado durante a
Cimeira da Terra que decorreu no Rio de Janeiro, Brasil, entre 3 e 14 de Junho de 1992 e,
entrou em vigor a 29 de Dezembro de 1993, sendo visto como documento chave no
desenvolvimento sustentavel. A CBD foi ratificada por 188 Estados, incluindo Portugal
(Decreto-Lei n2 21/93 de 29 de Junho) onde entrou formalmente em vigor no Dia Mundial da
Floresta (21 de Margo de 1994) (Lima, 2007).

Pela primeira vez, foi reconhecido internacionalmente pela CBD, que a conservagdo da
diversidade bioldgica é “uma preocupacdo para a humanidade” e deve ser parte integral no
processo de desenvolvimento. A CBD compreende trés grandes objectivos (Artigo 1): (i)
conservacdo da diversidade bioldgica (biodiversidade); (ii) uso sustentdvel dos seus
componentes; (iii) partilha dos beneficios provenientes dos recursos genéticos (Smith, 2003;
Lima, 2007). O acordo cobre os trés niveis da diversidade bioldgica (Artigo 2), os ecossistemas,
espécies e recursos genéticos. O Artigo 22 da conven¢do define uma série de conceitos,
inclusive recursos genéticos, como “material genético de valor potencial”, sendo que considera
o material genético como “material de origem animal, de plantas ou de microrganismos ou de
outra origem desde que contenha partes funcionais hereditdrias”. Outro conceito é o de
conservacdo ex situ que é definido como “conservacdo de componentes da diversidade

Il'

bioldgica fora do seu habitat natural” e conservagdo in situ como “conservacdo de
ecossistemas e habitats naturais assim como, manutengdo e recuperagdo de espécies vidveis
no seu ambiente natural e no caso de espécies cultivdveis domesticadas no ambiente onde
desenvolveram as suas propriedades distintas” (UN, 1992; Glowka, 1996).

Uma das caracteristicas da convencdo é que faz a ligacdo entre os esforcos de
conservacdo tradicionais com o potencial econdmico do uso sustentavel dos recursos
bioldgicos. Estabelece principios para a reparticdo equitativa dos beneficios da utilizagdo dos
recursos genéticos, nomeadamente os destinados a uso comercial. E importante referir que a

CBD é juridicamente vinculativa, ou seja, os paises (“Partes”) que aderirem a convengao sao

obrigados, judicialmente, a aplicar as disposi¢des (Glowka, 1996). A CBD assume o principio de



que os Estados tém o direito soberano de explorar os seus préprios recursos segundo as suas
politicas ambientais, e a responsabilidade de assegurar que actividades sob a sua jurisdicdo, ou
controlo, ndo causem dano ao meio ambiente de outros Estados ou de areas além dos limites
da jurisdicdo nacional (Artigo 3) (UN, 1992). A CBD recomenda monitorizagdo e identificacdo
da biodiversidade (Artigo 7) e o estabelecimento de locais para conservacgado ex situ, ou seja, a
criacdo de CC e/ou centros de recursos bioldgicos (Artigo 9). Assim a CBD passa a ser a grande
dinamizadora na formacdao e manutengao de CC (Artigo 12), reconhecendo os direitos de
soberania dos estados sobre os seus recursos naturais, assim como a autoridade de legislar
sobre esses recursos (Artigo 17) (UN, 1992; Smith, 2003; Lima, 2007). Para a observancia e
aplicagdo da CBD criou-se a Conferéncia das Partes (COP), o Orgdo Subsididrio para
Aconselhamento Cientifico Técnico e Tecnoldgico (SBSTTA), os grupos de trabalho (WG) e o
6rgao financeiro (GEF).

Torna-se, entdo, necessario determinar se a soberania ou os direitos de propriedade dos
microrganismos sdo cobertos pela legislacdo do pais de onde foram amostrados e/ou isolados
e, se assim for, obter o Consentimento Prévio Informado (PIC- Prior Informed Consent) das
autoridades competentes. Os termos de acessibilidade do material bioldgico devem ser
negociados entre as partes interessadas e documentados no PIC e/ou num Acordo de
Transferéncia de Material (MTA — Material Transfer Agreement). A maioria dos BRCs pede ao
depositante do material bioldgico a obtencdo de PIC pelo material isolado uma vez que este
pode afectar as condi¢des no fornecimento de culturas por parte dos BRCs. Uma das iniciativas
mais abrangentes na implementacdo da CBD ao nivel microbiano foi o cddigo de conduta
MOSAICC (Microorganisms Sustainable Use and Access Regulation International Code of

Conduct) (www.belspo.be/bccm/mosaicc), elaborado para facilitar o acesso a recursos

genéticos microbianos e apoiar os parceiros a realizarem os acordos necessarios aquando da
transferéncia de material bioldgico entre os varios BRCs através de um MTA ou PIC (Smith,
2003; Janssens et. al., 2010).

A CBD abrange outras iniciativas importantes para a conservacdo da biodiversidade e
requisitos que devem ser assegurados pelos BRCs, tal como a Iniciativa Global da Taxonomia

(Global Taxonomy Initiative www.cdb.int/gti/) que salienta a importidncia da nomenclatura

correcta dos organismos na conservacdo e uso sustentavel da diversidade; o Protocolo de

Cartagena para a Bio-seguranca (Cartagena Protocol on Biosafety www.cd.int/biosafety/) que

é um acordo suplementar da CBD, que entrou em vigor a 11 de Setembro de 2003 e que
aborda o desenvolvimento e transferéncia de tecnologia, partilha de beneficios e as questdes
relativas a biosseguranca; e Acesso e Partilha de Beneficios (Access and Benefit Sharing

www.cdb.int/abs/) que reporta ao terceiro objectivo da CBD em que as partes devem partilhar




os conhecimentos e tecnologias provenientes da partilha da biodiversidade (Janssens et. al.,

2010).

2.4 FederagOes internacionais de colec¢6es de culturas: WFCC e ECCO

A WFCC (World Federation for Culture Collections) foi fundada em 1963 e é uma
comissdo multidisciplinar da IUBS (International Union of Biological Sciences). Actualmente a
WFCC possui mais de 500 membros incluindo colec¢Ges de culturas em mais de 60 paises. A
WEFCC organiza reunides plendrias a cada quatro anos e “workshops” e cursos pelo menos uma
vez por ano. Uma das actividades principais da WFCC é promover a troca de informacgdo sobre
taxonomia microbiana e colec¢des microbianas entre as colec¢gdes microbianas tradicionais,
desempenhando um papel importante no desenvolvimento das normas cientificas destinadas
a melhorar a qualidade e fun¢Ges dessas colecgbes, assim como na procura de apoio financeiro
para essas fun¢des. Neste ambito a WFCC publicou em 2010 um Guia para o Estabelecimento e
Operacao de Coleccdes de Culturas de Microrganismos com o objectivo de implementar as
normas da OECD para os BRCs e CC (ver capitulo 2.4) e providenciar um documento que possa
ajudar as CC (WFCC, 2010).

Como parte dos esforcos de promover o apoio as colecgdes de culturas, a WFCC, em
colaboracdo com a UNEP/UNESCO, desenvolveu uma base de dados internacional sobre
colecges de culturas, o WFCC-WDCM (WFCC-MIRCEN World Data Centre for Microorganisms),
mantida pelo Instituto Nacional de Genética (NIG — National Institute of Genetics) no Japdo e
que constitui um importante recurso de informacao (Lima, 2007).

Um dos papéis mais importante desempenhado pela WFCC foi o apoio na criagdo e
implementacdo do Tratado de Budapeste sobre o Reconhecimento Internacional de Depdsito
de Microrganismos para Efeitos do Procedimento em Matéria de Patentes. Este tratado
internacional, assinado em Budapeste, Hungria, em 28 de Abril de 1977, tem a finalidade de
atender a exigéncia legal da existéncia e pedidos de patentes que utilizam microrganismos. A
partir deste tratado cada pais criou as Autoridade Internacionais de Depdsito (IDA —
International Depository Authority) com a finalidade de facilitar os custos e requisitos
necessarios para o depdsito de um microrganismo com utilizagdes patenteadas nos paises de
interesse comercial para o depositante.

Ja a nivel europeu, as colec¢des de culturas europeias comecaram a colaborar desde
1982, com o estabelecimento da ECCCO (European Culture Collection Curators Organisation)
pelos Coordenadores e Curadores das coleccGes de servico, com o propdsito de discutir a
politica comum, troca de tecnologias e projectos comuns. Com a abertura da organizacao a

outros membros das colec¢des e microbidlogos, a organizagdo mudou o seu nhome para ECCO



(European Culture Collection Oragnisation) (http://www.eccosite.org). Actualmente a

organizacdo contém cerca de 65 membros incluindo 57 colec¢des que contém cerca de 350
000 estirpes microbianas (Lima, 2007).

Nos ultimos anos tem havido uma serie de projectos comuns entre os membros da
ECCO, nomeadamente o projecto EBRCN (European Biological Resource Centre Network), que
segue as linhas do projecto do catdlogo electronico CABRI, e visa estabelecer normas
operacionais para o funcionamento dos centros de recursos bioldgicos europeus em

colaboragdo com a iniciativa para os BRCs da OECD e a WFCC (Smith, 2003).

2.5 Relatdrios e iniciativas da OECD

Em 1995, o Forum Megaciéncia da OECD propds a discussdo do tema Biodiversity
Informatics em que foi identificado o problema do tratamento informatico da informacgao da
diversidade bioldgica e surgiu a recomendacdo da criacdo do GBIF (Global Biodiversity
Information Facility). A GBIF tem como missdo: (a) tornar disponivel de forma livre e geral, via
Internet, os dados mundiais de Diversidade Bioldgica para beneficio da ciéncia e da sociedade;
(b) implementar mundialmente uma rede de nds baseada numa arquitectura de distribuicdo
de dados e de software aberto; (c) respeitar uma politica intelectual reconhecendo os direitos
sobre os dados. Em 2006 foi criado um grupo de trabalho portugués com o objectivo de criar a
Infraestrutura Portuguesa de Informacdo da Diversidade Bioldgica (GBIF.PT) com a missdo de
facilitar o acesso da informacao sobre a diversidade biolégica em Portugal, nomeadamente a
contida nas colec¢Ges bioldgicas e inventarios de campo.

O relatdrio de 2001 “Biological Resources Centres — Underpinning the Future of Life
Sciences and Biotechnology” aparece 19 anos apds o primeiro relatério da OECD sobre a
biotecnologia de 1982 “Biotecnologia — Tendéncias e Perspectivas Internacionais”
(Biotechnology — International Trends and Perspectives) numa fase em que os especialistas e
decisores politicos ainda estavam a tentar descortinar esta nova tecnologia (biotecnologia) e a
sua relevancia (OECD, 2001).

A aplicacdo dos recursos naturais as varias areas da industria biotecnolégica originou em
2004 o relatério: “Biotecnologia para o Crescimento e Desenvolvimento Sustentavel”
(Biotechnology for sustainable Growth and Development) que realca a importancia das
ciéncias naturais e da biotecnologia na obtenc¢do de produtos que poderdo ter interesse nas
varias areas da industria biotecnoldgica, nomeadamente farmacologia, agricultura, ambiente
ou producdo de energia (OECD, 2004).

Em consequéncia das recomendacées da OECD para a formagdo dos BRCs, novas

consideracgOes tiveram que ser estudadas, nomeadamente no diz respeito as normas de boas



praticas e a bio-seguranca dos BRCs. O documento da OECD sobre Boas Practicas dos BRCs
(OECD, 2007) proporciona uma harmonizagdo das politicas, processos e procedimentos das
colecgBes, nomeadamente: (1) requisitos processuais; (ii) procedimentos no que diz respeito
ao manuseamento, autenticacdo, preservacdo e distribuicdo dos organimos; (iii) registo,
validacdo e acesso a dados; (iv) cumprimento das regras nacionais e internacionais, assim
como regulacdes e legislagdes; (v) auditoria e procedimentos de avaliacdo.

O documento esta dividido em duas partes: a Parte 1 apresenta a justificativa e o
desenvolvimento que levou a realizacdo do projecto e a Parte 2 apresenta as boas praticas,
estando dividida em: Directivas de Boas Praticas para todos os BRC, Directivas de Boas Praticas
em Biosseguranca para os BRCs, Directivas de Boas Prdticas para o Dominio dos
Microrganismos e Directivas de Boas Praticas para o Material Derivado de Humanos. Ainda na
Parte 2, existe um item que apresenta as questdes relacionadas com a certificacdo nacional
dos BRCs e um item referente a avaliacdo dos custos para a implementagao das Directivas da
OECD. Essas Directivas devem ser seguidas para atingir as boas praticas em aquisicdo,
manutencdo e fornecimento de material biolégico e para assegurar um material biolégico de
alto padrdo e auténtico. Além disso, a implementacdo destas Directivas garante a obtencdo de
um banco de dados fiavel em diferentes laboratérios e contribui para a protec¢do da saude da
equipa, do publico e do meio ambiente (OECD, 2007).

Entre as principais recomendag¢des citadas no guia de boas praticas para os BRCs
destaca-se: (i) adequacdo da estrutura fisica e dos equipamentos utilizados para a preservacao
das culturas; (ii) utilizacdo dos equipamentos de protecgao individual no manuseamento dos
microrganismos; (iii) adopcdo de procedimentos operacionais padrdo na preparagdo de
reagentes e meios de cultura; (iv) fluxograma de recepgao e manuseamento dos isolados; (v)
emprego de métodos de preservacao a longo prazo, considerando-se que estes devem garantir
a viabilidade elevada e recuperagdo da cultura preservada; (vi) monitorizagdo para prevenir a
contaminacgado e garantir a autenticidade da cultura, através de testes bioquimicos, fisioldgicos
e/ou moleculares; (vii) validagdo dos procedimentos para garantir a fiabilidade e
reprodutibilidade dos métodos. No capitulo relativo especificamente a preservacdo dos
fungos, o guia recomenda a utilizacdo de pelo menos dois métodos, sendo um deles
obrigatoriamente a liofilizagdo ou a criopreservacgdo (azoto liquido ou abaixo dos -802C), uma
vez que para a maioria dos microrganismos, estes sdo os melhores métodos para a
manutencdo da estabilidade genética (OECD, 2007).

Mais recentemente, a aplicacdo biotecnoldgica a producdo de bio-energia deu origem
ao relatdério da OECD: “A Bioeconomia até 2030: criacdo de uma agenda politica” (The

Bioeconomy to 2030: designing a policy agenda) que realga o potencial econdmico das ciéncias



biolégicas em termos de produtos e servicos. E expectdvel que até 2030 os produtos
provenientes da biotecnologia e da bio-energia constituam cerca de um terco da producao
industrial, sendo que os microrganismos constituem uma fonte rica de matéria prima para a
biotecnologia e constituem uma base de apoio transversal as varias areas de desenvolvimento

biotecnolégico (Arundel & Sawaya, 2009).

2.6 Projectos de cooperagao internacionais: GBRCN e EMbaRC

Projectos de cooperacgdo internacionais sdao essenciais para melhorar o fornecimento e
acessibilidade do material biolégico e informacgdo global. Para que as ligagcbes entre os varios
BRCs sejam bem sucedidas, tem de existir uma implementagdo da tecnologia que permita a
combinacgdo e coordenacgado dos catdlogos e bases de dados dos diferentes centros de recursos
(OECD, 2007).

Existem exemplos de cooperagdo e/ou consorcios entre os diferentes BRCs, quer a nivel
internacional, nacional ou regional, que tém funcionado ha décadas (Tabela 6), enquanto que
outros projectos de cooperagdo tém sido formados mais recentemente como o GBRCN ou o

EMbaRC (Janssens et. al., 2010).

Tabela 6: Exemplos de federagGes, consércios e colaboragGes entre BRCs (adaptado de Janssens et. al.,
2010).

Ano de Numero de

Nome (acrénimo) Web site Ambito N ~
fundagao colecgoes
United Kingdom National Nacional
Culture Collection (UKNCC) http://www.ukncc.co.uk/ (UK) 1947 10

World Federation for Culture

Collections (WFCC) http://www.wfcc.info/ Global 1970 561
European Culture Collections . Regional
http: . te. 1981 61
Organisation (ECCO) ://www.eccosite.org/ (Europa)
Belgian Coordinated Collections Nacional
of Microorganisms (BCCM) http://bcem.belspo.be/ (Bélgica) 1983 4
European Consortium of . .
Microbial Resource Centre http://www.embarc.eu/ FEeug:gn:; 2009 10
(EMbaRC) P
Global Biological Resource http://www.gbrcn.org/
Center Network (GBRCN) Global 2001 17
Microbial Resource Research http://www.mirri.org/ Regional 2008 16
Infrastructure (MIRRI) (Europa)

Actualmente, um pequeno grupo de CC europeias bem estabelecidas encontram-se a
trabalhar num projecto em conjunto com a Unido Europeia, o Consdrcio Europeu de Centros
de Recursos Microbianos (EMbaRC) lancado a 1 de Fevereiro de 2009, e que visa a melhorar,
coordenar e validar a entrega e troca de culturas das colec¢des a investigadores europeus e

internacionais, assim como investigacdo e formagdo conjuntas, assegurando a consisténcia da



qualidade das CC europeias, tendo o cuidado de seguir as directivas da OECD (2007) na
implementacdo de boas praticas, ferramentas e padrdes de qualidade (Janssens et. al., 2010;
Stackebrandt, 2010).

Ao nivel da investigacdo, o EMbaRC pretende acrescentar valor as CC desenvolvendo o
melhoramento de técnicas de conservacdo de culturas e de DNA, bem como novas
metodologias de identificacdo de espécies, e aumentar a ligacdo entre a industria e os recursos
naturais. Outro dos objectivos deste projecto é realizar uma coordenagdo entre os varios
centros de recursos microbianos europeus, utilizando as tecnologias informaticas, de forma a
aceder aos microrganismos autenticados e validar os dados associados a cada cultura. O
EMbaRC é o projecto regional a nivel europeu que visa aplicar as normas de um outro projecto
a nivel global, a Rede de Coordenacdo Global dos Centros de Recursos Bioldgicos (GBRCN)
(Janssens et. al., 2010).

O GBRCN surgiu apds a recomendacdo do secretariado da OECD (2001) para coordenar a
informacao dos microrganismos presentes nos BRCs e encontra-se sedeado em Braunschweig,
Alemanha (suportado pelo Ministério Federal Alem&o de Investigacdo e Educagdo), tendo sido
iniciado em Novembro de 2008. O GBRCN junta 17 parceiros de 15 paises (Janssens et. al.,
2010).

Entre este dois projectos, GBRCN e EMbaRC, existem vdrias ligagGes e sinergias. De
facto, alguns parceiros sdo comuns a ambos os projectos e alguns membros chave fazem
igualmente parte da ECCO e da WFCC. Contudo existem algumas diferengas, nomeadamente
ao nivel geografico (o primeiro é global e o segundo é regional), tipo de actividades e
financiamento. Enquanto o GBRCN recebe o seu financiamento pelo secretariado da OECD e o
seu foco de actividades é ao nivel da coordenag¢do, o EMbaRC além da coordenacdo, recebe
financiamento de varias partes, nomeadamente, investigacdo, acesso a dados e servicos

(Janssens et. al., 2010).

2.7 Projectos futuros: MIRRI
A Infraestrutura de Investigacdo dos Recursos Microbianos (MIRRI — Microbial Resource
Research Infrastructure) é um projecto europeu que visa juntar as coleccbes europeias
microbianas e foi incluido no Plano de Trabalho do Forum Estratégico Europeu para as
Infraestruturas de Investigacdo (ESFRI — European Strategy Forum on Research Infrastructures),
sendo apoiado pelo Secretariado do GBRCN e coordenado pela colecccdo DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuturen) sedeado em Braunschweig, Alemanha.
A coperacdo internacional é a forma como as CC e os BRCs tém de inovar. MIRRI é um

projecto que visa a que as colec¢des de culturas e os BRCs funcionem com estrito



cumprimento das legislagbes internacionais e nacionais, numa parceria entre cientistas e
industria de forma a transferir recursos e providenciar servicos que permitam que as colec¢oes
de culturas possam inovar e tornar-se mais auto-sustentaveis. MIRRI vai integrar servicos e
recursos com o objectivo de realizar a ponte entre as organiszacdes e disponibilizar solugdes
inovadoras na utilizacdo dos microrganismos existentes nas colec¢Ges. O projecto dard
coeréncia e homogeneidade na aplicacdo das normas de qualidade, assim como pretende
utilizar a experiéncia e recursos das colec¢des de culturas para resolver problemas e
direcciona-los para resultados especificos nomeadamente: (i) uma maior abrangéncia dos
recursos bioldgicos e dos servigos prestados pelas colecgbes; (ii) uma abordagem coordenada
para a aquisicdo de organismos, a experiéncia de lidar com eles e o fornecimento de
mecanismo para garantir a implementacao de guias de boas praticas; (iii) criacdo de uma
plataforma para a taxonomia microbiana; (iv) enfrentar os principais obstaculos presentes na
investigacdo; (v) estabelecer infraestruturas e recursos nos paises ricos em diversidade
microbiana mas que ndo tenham colecgbes de culturas nem BRCs; (vi) criar ligacGes entre
bases de dados informaticas; (vii) estabelecer procedimentos operacionais comums de forma a
facilitar o acesso seguro e legal aos recursos microbianos; (viii) estabelecer ligacdes entre as
politicas governamentais e as necessidades cientificas; (ix) estabelecer mecanismos de ligacGes
com paises que nao tém BRCs; (x) aumentar a eficiéncia e reduzir desperdicio e; (xi) melhorar a
transparéncia.

A fase de preparacdo do MIRRI foi iniciada este ano (2012) e prevé-se que entre 2014 e
2017 seja a fase de construgao e que a fase operacional comece em 2014, estando focada na
estrutura da coordenacdo das CC, incluindo as questdes financeiras que poderao trazer valor

acrescentado, nomeadamente a prestacao de servigos e distribuicdo de organismos.

3 O panorama europeu das colec¢ées de culturas microbianas, com énfase nas

colecgOes de fungos; estudo comparativo

De acordo com os dados da WDCM existem cerca de 210 colecgbes de culturas
microbianas na Europa. Dessas, cerca de 68 mantém estirpes de fungos e/ou leveduras. Com
vista a verificar a tipologia das colec¢bes e quais as que de um modo geral se encontram
certificadas foi realizado um estudo comparativo. O processo de escolha das colecgdes a incluir
nesta comparagao baseou-se em trés pontos: (i) colecgdes que contenham no seu conjunto de
microrganismos fungos e/ou leveduras; (ii) coleccdes ou BRCs que facam parte da ECCO e/ou

sejam parceiros no projecto MIRRI e/ou colaboradores do MIRRI; e (iii) coleccées com os dados



da WDCM actualizados e disponiveis (foram estes os dados utilizados na analise). Em anexo é
apresentada uma tabela resumo (Tabela Al) com as colecgdes utilizadas na analise. As
caracteristicas (varidveis) das colec¢des seleccionadas para a analise comparativa tiveram por
base as recomenda¢bes da OECD para o funcionamento dos BRCs no dominio dos
microrganismos (OECD, 2007). Na analise comparativa foram considerados as caracteristicas
das colecgGes presentes na WDCM e foi construida uma matriz com as variaveis presentes na
Tabela A2 do anexo.

Numa primeira fase procedeu-se a avaliacdo das colec¢des europeias excluindo Portugal
de acordo com o numero de estirpes existentes na colec¢do. Como se pode observar na Figura
2, a grande maioria das colec¢des de culturas europeias sdo constituidas por mais de que um
tipo de organismos havendo 6 colec¢Bes especializadas num Unico tipo de organismos,
nomeadamente 4 colec¢ées de leveduras (CIRM-Levures, DBVPG, CCY e NCYC) e duas
colec¢bes de fungos filamentosos (LCP e MUT) sugerindo que a maioria das colec¢oes
europeias se formou pela juncdo de uma série de linhas de investigacdo e poucas se formaram
com apenas uma linha de investiga¢cdo. No entanto, ha que ter em conta que o nimero de
culturas e as linhas de investigacdo existentes em cada colec¢do depende da missdo histdrica
da colecgdo. Por exemplo, uma das missdes da CBS é ser o repositdrio europeu de estirpes de
leveduras e fungos filamentosos, em particular das estirpes tipo, enquanto que a DBVPG tem a
sua investigacdo maioritariamente em leveduras enoldgicas e a NCYC em leveduras
fermentativas para producao de bebidas.

Observando o nimero de estirpes existentes em cada colec¢do e o nimero de pessoas
que trabalham directamente com a coleccdo, verifica-se que as que tém financiamento
governamental sdo as que em média apresentam um maior nimero de pessoas envolvidas
entre investigadores, curadores, técnicos especializados e administrativos (Tabela Al). Apesar
da DSMZ ter uma percentagem maior de estirpes que nao sao fungos (Figura 2), esta coleccdo
é a coleccdo europeia de referéncia no que diz respeito as bactérias. Contudo nos ultimos
tempos tem sido empreendido um esforco em aumentar as linhas de investigacdo em fungos
filamentosos e leveduras (A. Yurkov, comunica¢do pessoal)

Com o objectivo de testar as caracteristicas (varidveis) que contribuem com mais
diferencas entre as caracteristicas das diferentes colec¢bes foi realizada uma andlise em
componentes principais (PCA) usando o software NTSYSpc (versdo 2.20d; Exeter Software,
Setauket, Y, USA). Foram consideradas 53 caracteristicas das colec¢bes divididas em 9 grandes
caracteristicas, nomeadamente o tipo de financiamento, o pessoal adstricto as colec¢Ges, as
linhas de investigacdo, as técnicas de preservacao, o controlo de culturas, tipo de servigos,

formacao, consultadoria e outros servigos.
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Figura 2: Percentagem de microrganismos acumulativa existente em cada colec¢do de cultura europeias
escolhida para o estudo comparativo.
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A analise multivariada das caracteristicas das colecgdes mostra que a PCA1l explica
apenas 12,5% da variagdo (Tabela 7) ou seja 83,5% da informagao original ndo foi considerada.
A contribui¢do do segundo componente foi de 10,31% e contribuigdo acumulada da PCAl e
PCA2 aumenta até 22,81%. Isto significa que o grafico de dispersdo entre PCA1 e PCA2 cobre
apenas cerca de 22,81% dos dados originais. Quanto mais componente é usado, mais a
contribuicdo dos dados originais é considerada e mais proximo se aproxima dos 100%.
Contudo verifica-se que existe demasiada variabilidade entre as colec¢des europeias com os
trés primeiros eixos considerarem apenas 31,68% das variabilidade e apenas a partir da PCA6
se observa uma contribuicdo cumulativa das variaveis superiores a 50%, o que indica que

existe demasiada variabilidade entre as colec¢des europeias.

Tabela 7: Peso das contribuicdes e eigenvalues nos primeiros seis eixos para o total das amostras

PCA1 PCA 2 PCA 3 PCA 4 PCAS PCA 6

Contribuicao 12,5% | 10,31% | 12,5% | 7,98% | 6,10% | 5,95%

Contribuicao acumulativa | 12,5% | 22,81% | 31,68% | 39,66% | 45,75% | 51,7%
Eigenvalue 6,63 5,46 4,7 4,23 3,22 3,15

A andlise por PCA indica que para a PCA1 (Figura 3a e 3c) as varidaveis que mais
contribuem sdo: investigacdo em métodos de cultura (V16), investigacdo em métodos de
preservagcdo (V17), criopreservagdo em azoto liquido (V23), depdsito de patentes (V37),
formacdo em métodos de cultura (V38) formacdo em métodos de preservagdo (V39) e
consultadoria em depdsito de patentes (V47). Na PCA2 (Figura 3a) as caracteristicas que mais
contribuem para a variabilidade entre as colec¢Ges sdo: a preservacao de culturas por silica-gel
(V26), preservacdao em solo (V27), o controlo da pureza das culturas (V33), formagdo e
consultadoria em microbiologia industrial (V44 e V50) e existéncia de outros servigos (V52).
Finalmente na PCA3 (Figura 3c) as caracteristicas que mais contribuem sdo: a criopreservagao

(V22), liofilizacdo (V24), preservagao em agua (V28), controlo por microscopia (V30),controlo



da viabilidade das culturas (V31), controlo por identificacdo das culturas (V32), formagdo em
taxonomia (V41) e consultadoria em microbiologia industrial (V50).

Nos graficos de dispersado das colec¢bes (Figura 3be 3d) verifica-se que com a excepcdo
da coleccao grega ATHUM, todas as coleccdes europeias sao influenciadas maioritariamente
pelas varidveis que se encontram localizadas na componente negativa da PCA1 (Figura 3a). De
igual forma sdo as caracteristicas localizadas na componente negativa da PCA2 (Figura 3a) que

vai influenciar a posicao das colec¢des (Figura 3b).
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Figura 3: Sumdrio das relagdes entre as caracteristicas (varidveis) e as colecgGes (amostras) europeias

avaliadas. A rosa as colecgdes que sdo certificadas.



Il Caso de estudo: Colec¢ao Portuguesa de Culturas de Leveduras (PYCC)

1. Breve historial da PYCC e caracteriza¢do da sua missao e das suas actividades

A Colecgdo Portuguesa de Culturas de Leveduras (PYCC — Portuguese Yeast Culture
Collection) foi iniciada em 1952 pelo Prof. Nicolau van Uden quando trabalhava no Laboratério
de Micologia da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa. Em 1966 a colecgdo foi
transferida para o Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC) ganhando o acrénimo IGC. Foi
instalada no Laboratdrio de Microbiologia sob a direc¢do continuada do Prof. van Uden, onde
serviu de apoio a investigacdo realizada no Laboratério de Microbiologia do IGC,
nomeadamente: (i) estudos taxondmicos com descricio de numerosas espécies novas e
tratamentos monograficos de géneros; (ii) estudos ecoldgicos, doencas humanas e animais,
flora intestinal de aves e mamiferos domésticos e selvagens, habitats marinhos e de agua
doce; (iii) estudos bioquimicos e biofisicos envolvendo leveduras de potencial importancia
industrial.

Com o falecimento do Prof. Nicolau van Uden (1991), a Prof.2 Isabel Spencer-Martins
assumiu a coordenacdo da coleccdo até 2008. Em 1996 a coleccdo foi transferida para
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (FCT/UNL) como parte da
Sec¢do Auténoma de Biotecnologia, ganhando um novo acrénimo, PYCC. Em 1998 integrou a
nova unidade de investigacdo, Centro de Recursos Microbiolégicos (CREM), e em 2007 o
Departamento de Ciéncias da Vida. Em 2009, com o falecimento da Prof.2 Isabel Spencer-
Martins, o Prof. Alvaro Fonseca assumiu a coordenacdo da PYCC. A PYCC est4 filiada na ECCO e
na WFCC com o numero WDCM 595.

Em Outubro de 2009 foi constituida uma Comissdo de Acompanhamento da PYCC e
aprovado o regulamento da PYCC. A PYCC tem como missdo atender as necessidades da
comunidade cientifica e industrial, portuguesa e internacional, actuando como uma
infraestrutura dedicada a distribuicdo, armazenamento, preservacdo, caracterizacdo e
identificacdo de leveduras, assim como prestar apoio a investigacdo realizada no CREM sobre
identificacdo, classificagdo, manutencdo e ecologia das leveduras. A PYCC oferece servigcos de
consultadoria técnico-cientifica, desenvolvimento de projectos, identificacdo e manutencado de
leveduras.

De acordo com o regulamento interno da PYCC os seus objectivos sdo: (i) preservagao de
culturas puras de leveduras; (ii) depdsito e fornecimento de culturas de leveduras; (iii)
identificacdo e caracterizacdo das culturas preservadas; (iv) catalogacdio em suporte
informatico da informacdo disponivel sobre as culturas; (v) disponibilizacdo e difusdo da

informacdo sobre culturas da PYCC; (vi) fornecimento de servicos de identificacdo de



leveduras; (vii) integracdo ou associacdo a um centro de recursos bioldgicos nacional; (viii)
realizacdo de accbes de formacgdo e desenvolvimento de actividades de 1&D em sistematica,
ecologia e manutencdo de leveduras e (ix) certificacdo da PYCC de acordo com as linhas de
orientacao definidas pelas organizacdes de colec¢bes de culturas internacionais.

Como resposta aos objectivos propostos no regulamento e visando a obtenc¢do de uma
gestao eficiente das leveduras depositadas na PYCC, em 2010 foi adquirido um sistema
informatizado de gestdo de bases de dados bioldgicos, BioloMICS, que permite armazenar,
analisar, gerir e publicar informacgdo sobre quaisquer dados bioldgicos tais como morfologia,
fisiologia, bioquimica, dados moleculares, bibliografia, taxonomia, ecologia, que permitiu a

publicacdo online do website e do catalogo da PYCC (http://pycc.bio-aware.com).

Actualmente a PYCC mantém cerca de 3000 estirpes de leveduras e fungos
leveduriformes, em que cerca de 1600 s3do espécies ascomicetas e 1300 espécies
basidiomicetas. Cerca de 1400 estirpes sdo Unicas da PYCC enquanto 1500 das estirpes
existentes na PYCC também se encontram depositadas noutras colec¢es internacionais. Cerca
de 28% (843/2941) das estirpes foram isoladas no territdrio nacional de Portugal e 23%
(676/2941) provenientes da Europa (Figura 4a). No que diz respeito ao substrato de
isolamento, as estirpes da PYCC apresentam origens de isolamento muito diversificadas (Figura
4b) com a maior percentagem de estirpes, cerca de 25% (725/2941) isoladas a partir de

substrato de natureza vegetal.

: Europa Agua Ar
Desconhecido p Desconhecido 6% 1%
25% 23% 21%.\ S

Ar;imais Bebidas

Comida

Portugal %

28%

Fungos

Solos
10%_%

Humanos
5%

Regides
PolaresA .
1% America Oceania
°11% Africa Asia 2%
3% 7% 25%

(a) (b)
Figura 4: Distribuicdo das estirpes da PYCC de acordo com a proveniéncia geografica (a) e a nivel de
substrato de isolamento (b).

A PYCC oferece a comunidade cientifica e industrial um conjunto de leveduras muito
diversificadas filogeneticamente para aplicagbes em investigacdo, induUstria e ensino. As
leveduras de acesso publico encontram-se limitadas ao grupo de risco 1 (Classificacdo do
Conselho Europeu, Directiva 93/88/ECC), e de forma restrita leveduras do grupo de risco 2.
Organismos geneticamente modificados sdo aceites desde que se enquadrem nestes dois

grupos de risco.



2 Estudo comparativo com colec¢des congéneres, nacionais e internacionais

Uma vez que a PYCC se encontra inscrita na ECCO e WFCC, foram escolhidas colec¢bes
portuguesas que mantém estirpes flngicas para termos de comparagao (CCMI, MEAN e MUM)
nacionais, a CBS devido ao facto de ser a coleccdo de cultura europeia de referéncia em
leveduras e fungos filamentosos e 4 colecgBes europeias de culturas especializadas em
leveduras (CIRM-Levures, DBVPG, CCY e NCYC). Estas colecgdes foram escolhidas para o estudo
comparativo com a PYCC uma vez que se pode obter dados sobre as caracteristicas das
coleccbes na WDCM (Tabela Al). As caracteristicas (varidveis) que entraram na analise
encontram-se na Tabela A3 do anexo. Com objectivo de testar as caracteristicas que
contribuem com as diferencas existentes nas colecc¢des foi realizada uma andlise multivariada
por Componentes Principais (PCA) utilizando o suplemento o software NTSYSpc (versdo 2.20d;
Exeter Software, Setauket, Y, USA).

A analise multivariada das caracteristicas das colec¢des mostra que a PCA1 explica para
21,36% (Tabela 8) dos dados originais na variagdo, PCA 2 explica para 18,84% da contribuicdo e
PCA3 para 15,5% da contribuigdo. Isto significa que o grafico de dispersdo das colecgdes entre
PCA1 e PCA2 (Fig. 5b) cobre cerca de 62% dos dados originais, PCA1 e PCA3 (fig. 5d) cobre para
cerca de 52% e PCA2 e PCA3 (Fig. 5f) cobre cerca de 44% dos dados originais.

Tabela 8: Peso das contribuicdes e eigenvalues nos primeiros trés eixos para o total das amostras

PCA1 PCA 2 PCA3

Contribuicao 21,36% | 18,84% | 15,5%

Contribuicao acumulada | 21,36% | 40,2% 55,7%
Eigenvalue 10,68 9,42 5,93

As caracteristicas (variaveis) que mais contribuem para a diferenca entre as colec¢des
congéneres da PYCC na componente PCA1 (Figura 5a e b) sdo o tipo de financiamento (V1 e
V2), a existéncia de curadores, investigadores e técnicos de investigacdo (V4, V5 e V6),
investigacdo em métodos de cultura (V16), investigacdo em métodos de preservacdo (V17),
investigacdo em biodiversidade (V18), investigacdo em agricultura (V19), investigacdo em
fisiologia (V20), criopreservacdo (V21), controlo das culturas por viabilidade (V31), controlo das
culturas por identificacdo (V32), controlo das culturas por verificagdo da pureza (V33),
formagdao em métodos de preservacgado (V37), consultadoria em preservagao (V43), existéncia
de outros servicos (V49) e existéncia de safe-deposit (50). Na componente PCA2 (Figura 5a) as
variaveis que mais contribuem para a diferenca entre as colec¢des sdo: financiamento
governamental (V2), existéncia de técnicos de investigacdo (V6) e administrativos (V8),
investigacdo em sistematica (V9), investigacdo em taxonomia (V10), preservagdo por sub-

cultura (V24), preservacgdo por silica-gel (V25), preservacdo em agua (V26), preservacdo em



6leo (V27), controlo de culturas (V28, V29, V30, V31), oferta de depdsito de patentes (V35),
formacdo em métodos de cultura (V36), formacdo em métodos de preservacdo (V37),
formacdo em taxonomia (V39), consultadoria em depdsito de patentes (V44) e consultadoria
em microbiologia industrial (V47). Na componente PCA3 (Figura 5c) as caracteristicas que
contribuem para a variabilidade entre as colec¢bes sdo: existéncia de especialistas em
informatica (V7), investigacdo em sistematica (V9), investigacdo em taxonomia (V10),
investigacdo em microbiologia aplicada (V12), investigacdo em microbiologia médica (V13),
investigacdo em microbiologia industrial (V14), preserva¢do por sub-cultura (V24), controlo de
culturas por microscopia (V28), formacdao em manutencdo e controlo de qualidade de uma
coleccdo (V40), consultadoria em identificacdo de microrganismos (V45), consultadoria em

regulacdo de microrganismos (V46) e existéncia de outros servicos (V50).
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Figura 5: Sumario das relagGes entre as amostras (colec¢Ges) a direita e as variaveis a esquerda das
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colecgdes de culturas congéneres nacionais e internacionais da PYCC. A rosa as colec¢des certificadas.

influenciada pelas caracteristicas localizadas nos eixos positivos da PCA1 (Figura 5a e 5c), pelas

Nos graficos de dispersdo das colecgbes (Figura 5b e 5d) observa-se que a PYCC é
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caracteristicas localizadas no eixo positivo da PCA2 (Figura 5a) e pelas caracteristicas
localizadas no eixo negativo da PCA3 (Figura 5c). Conclui-se que as principais caracteristicas
que contribuem para a posicdo da PYCC nos graficos de dispersdo sdo: investigacdo em
métodos de cultura (V16), investigacdo em métodos de preservagdo (V17), investigacdo em

biodiversidade (V18), controlo da pureza das culturas (V31) e oferta de outros servigos (V49).

3. Perspectivas de desenvolvimento futuro da PYCC

3.1 Diversificagao de servigos e actividades

Nos ultimos trés anos a PYCC tem diversificado os servicos e actividades oferecidos. Com
a obtencdo de um sistema informatizado de bases de dados, um catdlogo online foi produzido,
assim como um website onde os clientes podem realizar uma pesquisa no catdlogo online e
podem requisitar as estirpes. O website permite igualmente realizar uma procura por
sequéncias na base de dados, em que as sequéncias disponiveis na base de dados sdo
actualizadas de forma periddica, de dois em dois meses. Este servico de pesquisa de
sequéncias ndo é restringido ao website da PYCC. Desde Maio de 2012 a PYCC encontra-se

ligada ao Mycobank (www.mycobank.org) que é uma base de dados online sobre fungos

gerida pela CBS, podendo ser realizado uma pesquisa de sequéncias neste website e obter
resultados de estirpes da PYCC. O préximo passo é associar as estirpes existentes na PYCC a
Straininfo.

Além do servico basico de depdsito na colec¢do, a PYCC tem um servico de “safe-
deposit”. Este tipo de depdsito é de interesse pois pode ser utilizado pela industria. No website
pode-se encontrar as condi¢cdes para este tipo de servico. Em desenvolvimento encontra-se
uma metodologia de depdsito de estirpes online. Basicamente, o cliente que quiser depositar
estirpes de leveduras na colec¢do solicita um depdsito a PYCC e preenche o formulario com as
caracteristicas minimas da estirpe (espécie, substrato de isolamento, origem, etc) e tipo de
depdsito (normal ou “safe-deposit”). Apds a verificagdo do enquadramento do depdsito na
colec¢do é enviado um n2 PYCC ao cliente.

Uma vez que a PYCC tem acesso a infraestruturas de sequenciacdo, nomeadamente a
empresa StabVida, um dos novos servicos é a identificagdo molecular de estirpes de leveduras
por sequenciacdo do dominio D1/D2 do gene LSU do DNA ribossémico e da regido ITS do DNA
ribossémico. Posteriormente, e a pedido do cliente, estas estirpes poderdo dar entrada na
colecgao.

Além do servico de identificagdo molecular, a PYCC oferece também servigos de

caracterizacdo das estirpes, nomeadamente caracterizagdo morfoldgica e fisioldgica. Nos



ultimos meses a PYCC tem desenvolvido a caracterizagdo fisiolégica em microplacas, com
resultados promissores. Um dos objectivos proposto para os proximos anos é de realizar testes
fisioldgicos as estirpes ainda ndo caracterizadas fisiolégicamente.

Nos dois ultimos anos a PYCC encontra-se envolvida em alguns projectos. O projecto
LUSOEXTRACT (QREN — SI I&DT: Projecton? 13107) em colaboragdo com a empresa de
biotecnologia BioAlvo e outros centros de investigacdao nacionais, tendo como objectivo criar
uma biblioteca de extractos naturais provenientes de ecossistemas Unicos Portugueses. A
PYCC contribuiu com a selec¢do de 150 estirpes provenientes de ambientes com diferentes
caracteristicas em Portugal, subsequente obtencdo de biomassa e re-identificagdo molecular
por analise do dominio D1/D2 do LSU rRNA. Das cerca de 80 estirpes basidiomicetas que
entraram no projecto 28 foram sujeitas a re-identificagdo molecular (Figura 6), verificando-se
que 3 estirpes ndo corresponderam as espécies atribuidas com base nos dados fenotipicos e
25 estirpes corresponderam as espécies inicialmente atribuidas. Em contrapartida, das cerca
de 68 estirpes de ascomicetas que entraram no projecto, foram sujeitas a re-identificacdo
molecular 60 estirpes (Figura 7), em que resultou 14 estirpes que ndo correspondiam as
espécies atribuidas com base nos dados fenotipicos e 54 correspondéncias. Isto indica que no
universo de 88 estirpes tendo como base de identificagdo os métodos classicos cerca de 19%
(17/88) verificaram-se como estando incorrectamente identificadas.

Um outro projecto em que a PYCC contribuiu no ultimo ano foi: “Uma nova abordagem
molecular na pesquisa do modo de reproducdo e da estrutura populacional em leveduras
basidiomicetas afins de Cryptococcus neoformans” (PTDC/BIA-MIC/113051/2009). Entre outros
objectivos deste projecto, esteve incluido a identificagdo molecular de estirpes pertencentes a
espécie Cryptococcus laurentii uma espécie muito heterogénea. Em cerca de 46 estirpes de C.
laurentii da colecgdo identificadas previamente por dados morfoldgicos e fisioldgicos, verifica-
se a re-identificacdo de 26 estirpes pertencentes a diferentes espécies.

Por andlise destes dois projectos, é expectdvel que entre 19 a 30% das estirpes
presentes na coleccao estejam mal identificadas em particular estirpes ascomicetas ou estirpes
pertencentes a grupos muito heterogéneos. A participagdo da PYCC em projectos de

investigacdo é muito vantajoso pois permitem autenticar as estirpes presentes na coleccao.



PYCC 4810 Trichasporon mucoides
_g PYCC 4958 Trichosporon mycotoxinivorans | Trichosporonales
PYCC 4681 Cryptococcus ramirezgomezianus
PYCC 6050 Bullera sinensis EUD02794
PYCC 4564 Cryptococcus poadzolicus
PYCC 5862 Dioszegia hungarica AY562147
PYCC 5857 Dioszegia catarinonii AY562142 Type
PYCC 5863 Dioszegia takashimae AY562150
PYC 5867 Dioszegia zsoltii AY562152
PYCC 5063 Cryptococcus flavescens
PYCC 4671 Cryptacoccus terrestris
PYCC 6032 Auriculibuller fuscus
PYCC 5743 Papiliotrema bandonii AF416642 Type
PYCC 4026 Cryptococcus laurentii
PYCC 4723 Cryptococcus laurentii
PYCC 6110 Bullera pseudoalba
PYCC 5850 Cryptococcus amylolyticus AY562134 Type
PYCC 5851 Cryp us cistialbidi AY562135 Type
PYCC 6095 Cry dimennae EU002799 Agaricomycotina
PYCC 6037 Cryptococcus heimaeyensis
PYCC 6081 Cryptococcus victoriae
PYCC 4665 Cryptococcus carnescens
PYCC 5263 Cryptococcus arrabidensis AF181535 Type
PYCC 4963 Cryptococcus albidus AF181509
PYCC 6038 Cryptococcus albidosimilis EU002808
PYCC 4698 Cryptococcus terreus AF444693
PYCC4684 Cryptococcus phenolicus AF181523 Type
PYCC 5259 Cryptococcus aerius AF181525
PYCC 5258 Cryptococcus oeirensis AF181519 Type
PYCC 5260 Cryptococcus magnus AF181532
PYCC 6062 Cryptococcus wieringae EUD02806
PYCC 5265 Cryptococcus cylindricus AF181534 Type
PYCC 6144 Cryptococcus metallitolerans AY731789 Type|
PYCC 6143 Cryptococcus ibericus AY731791 Type
PYCC 4951 Cystofilobasidium infirmominiatum
LE PYCC 6001 Cystofilobasidium macerans EU082225 Type |Cystobasidiales
PYCC 4482 Cystofilobasidium macerans EU082226
PYCC 6046 Sporoholomyces salicinus EU002824
PYCC 6045 Rhodotorula cf. aurantiaca EU002832
PYCC 6069 Sporobolomyces coprosmae EU002822
PYCC 6056 Sporobolomyces elongatus EU002826
PYCC 6044 Erythrobasidium cf. hasegawianum EU002833

PYCC 4763 d ula slooffiae
4|—{ PYCC 4817 Occultifur externus AF131062 Type
PYCC 4557 Occultifur externus AF189910
PYCC 5563 Sporobolomyces lactophilus
PYYC 5510 Kurtzmanomyces insolitus AF177408 Type
PYCC 4378 Sterigmatomyces halaphilus [Agaricostilbomycetes
PYCC 5506 Sporobolomyces sp. boekhoutii Type
PYCC 5565 Kondoa aeria AF204054
PYCC 4756 Leucosporidium scattii
PYCC 5759 Leucosporidium golubevii AY212997 Type
PYCC 4403 Leucosporidium fellii AY512856 Type
PYCC 4506 Rhodotorula vanillica AF189970 Type
PYCC 4947 Rhodotorula nothofagi
PYCC 5545 Sporobolomyces tsugae
PYCC 4525 Rhodotorula yarrowii AF189971 Type
PYCC 4524 Rhodotorula ferulica AF363653 Type
PYCC 4918 Rhodotorula begoriensis
PYCC 4597 Rhodotorula philyla
PYCC 4687 Rhodotorula sp.
PYCC 4458 Rhodotorula pilati EF450538

PYCC 6043 Sporobolomyces ruberrimus EU002847 Microbotryomycetes
PYCC 4222 Sporobolomyces ruberrimus EU003477
PYCC 4558 Sparidiobolus salmonicolor EF592150
PYCC 4641 Rhod idium lusitaniae AF070423 Type
PYCC 5062 poridium azoricum AF321977 Type
PYCC 5694 Sporobolomyces odoratus AF387125 Type
PYCC 4945 Rhodatorula mucilaginosa
PYCC 5106 Rhodosporidium sphaerocarpum
PYCC 4691 Rhodotorula sesimbrana sp. Nov AF387144
PYCC 4943 Rhodosparidium toruloides
PYCC 4778 Rhodosporidium kratochvilovae AF444772
PYCC 4779 Rhodosporidium diobovatum
PYCC 4258 Rhodosporidium babjevae AF389824

PYCC 6076 Exobasidium sp. 1 EU002861
PYCC 6119 Microstoma sp.EU002863
T PYCC6122P yma fusiformata EU002856 Ustilaginomycotina

I:F\!CC 6047 Farysizyma acheniorum EU002859
PYCC 5952 Farysizyma setubalensis EU002857 Type

Filobasidiales

Cystobasidiomycetes

Pucciniomycotina

Figura 6: Arvore filogenética baseada nos dominios D1/D2 do gene LSU rRNA, representando as 80
estirpes basidiomicetas que entraram no projecto LUSOEXTRACT. As cores representam estirpes que
foram sequenciadas durante o projecto. Verde: estirpes cuja sequenciagdo confirmou a espécie.
Vermelho: estirpes re-identificadas.



PYCC 3827 Candida parapsilosis
PYCC 4259 Candida parapsilosis

PYCC 4807 Lodderomyces elongisporus

PYCC 4672 Candida tropicalis

PYCC 4880 Candida tropicalis

PYCC 6129 Candida oceani AY731730 Type| Debaryomycetaceae
PYCC 4921 Candida albicans

PYCC 5302 Candida ishiwadae

PYCC 5237 Debaryomyces nepalensis

PYCC 4709 Candida oleophila

PYCC 2611 Debaryomyces hansenii

PYCC 4644 Schwanniomyces occidentalis

PYCC 5051 Sugiyamaella chiloensis

PYCC 4166 Kluyveromyces lactis

PYCC 2633 Millerozyma farinosa

PYCC 4977 Lipomyces spencer martinsiae] Lipomyceraceae

PYCC 4882 Lachancei kluyveri

PYCC 4478 Torulaspora delbrueckii

,—PVL( 4476 Candida sake
PYCC 2571 Wickerh bovis U75417 Type

PYCC 4380 Wickerhamomyces anomalus
M PYCC 4738 Meyerozyma guilliermondi
PYCC 4941 Meyerozyma guilliermondii

siae

PYCC 2613 Saccharomyces ¢
PYCC 4889 Saccharomyces cerevisi
PYCC 4612 Kazachstania exigua
PYCC 4805 Zygosaccharomyces baili Saccharomycetaceae
PYCC 4802 Zygos
PYCC 2509 Candida glabrata
PYCC 4932 Kodamaea ohmeri
PYCC 4677 Hanseniaspora opuntiae
PYCC 4927 Hanseniaspora uvarum Saccharomycodaceae
PYCC 5635 Hanseniaspora guilliermondii

PYCC 5177 Saccharomycopsis crataegensis "
PYCC 5331 Saccharomycopsis schoeml:l Saccharomycopsidaceas
PYCC 6128 Candida argentea AY731817 Type
PYCC 4399 Barnettozyma californica
PYCC 4688 Candida cylindracea
PYCC 5183 Kregervanrija fluxuum
PYCC 4678 Candida boidinii
PYCC 4877 Candida sonorensis Ogataeaclade
PYCC 4664 Ogataea saltuana

PYCC 4854 Candida tartarivorans AF105335 Type

I:W(( 4741 Hyphopichia burtonii
PYCC 4867 Candida caseinolytica
PYCC 4922 Candida pararugosa
PYCC 4936 Yarrowia lipolytica
PYCC 3026 Candida haemuloni
PYCC 2705 Clavi: alusitaniae AY190538 Type|
PYCC 4715 Candida intermedia
PYCC 5238 Candida intermedia
PYCC 4798 Metschnikowia reukaufi
PYCC 4663 Candida rancensis
PYCC 4383 Metschnikowia gruessii
PYCC 4438 Metschnikowia viticola

ae

omyces rouxii

Saccharomycotina

Metschnikowiaceae

PYCC 4140 Komagataella pastori

L_pYCC 4670 Komagataella pastoris :lph'"'”“y‘"“'"

PYCC 2639 Candida silvae U71065 Type
PYCC 5059 Saturnispora zaruensis

PYCC 5019 Pichia manshurica

PYCC 4479 Candida norvegica

PYCC 4679 Pichia terricola

PYCC 4679 Pichia fermentans

PYCC 4931 Candida pseudolambica

PYCC 4929 Pichia kudriavzevii i

Pichiaceae

PYCC 5894 Taphrina deformans
PYCC 5558 Lalaria carpini AY239198 Taphrinomycotina
PYCC 6049 Lalaria inositophilaAY239204

0.02
Figura 7: Arvore filogenética baseada nos dominios D1/D2 do gene LSU rRNA, representando as 68

estirpes de ascomicetas que entraram no projecto LUSOEXTRACT. As cores representam estirpes que
foram sequenciadas durante o projecto. Verde. Estirpes cuja sequenciagdo confirmou a espécie.

Vermelho: estirpes re-identificadas.

3.2 Medidas com vista a acredita¢do/certificacdo da PYCC

De acordo com o Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC) a Certificacdo consiste em
demonstrar a conformidade das caracteristicas de um produto, servigco ou sistema face a um
documento de referéncia preciso que estabeleca e quantifique os parametros que devem ser
verificados. O processo de certificacdo de uma instituicdo consiste na concepgao, criacdo,
implementacdo e certificacdo de um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ). A Acreditacdo é o
reconhecimento da competéncia técnica para exercer as actividades de avaliagdo da

conformidade. A acreditacdo diferencia-se da certificagdo por ndo sé exigir um sistema da



qualidade, mas ainda requerer a necessaria competéncia técnica para garantir confianca nos
resultados e produtos das actividades acreditadas.

No que diz respeito a laboratérios que basicamente oferecem servicos, tais como
analises clinicas, além de serem importante serem certificados, é também importante serem
acreditados, pois a competéncia técnica é de extrema importancia. Mas no caso das CC podem
ser apenas certificadas pois uma das formas de provarem que as suas culturas sao
autenticadas é serem certificadas, pois acrescenta valor. Para certificar uma CC é necessario
implementar um SGQ com o objectivo de assegurar o fornecimento de produtos e servigos que
vao de encontro as expectativas dos clientes, que incrementem a sua satisfagdo e potencie a
melhoria continua do desempenho da organizacao.

As Normas ISO tém constituido o padrdao que o mercado mundial reconhece como
referéncia. No caso do Instituto Portugués da Qualidade a Norma de referéncia é a Norma NP
EN ISO 9001:2008 “Sistemas de Gestdao da Qualidade — Requisitos”. A Norma estd dividida em
oito capitulos: (1) Objectivos e campo de aplicacdo; (2) Referéncias normativas; (3) Termos e
definicGes; (4) Sistema de Gestdo da Qualidade; (5) Responsabilidade da gestdo; (6) Gestdo de
recursos; (7) Realizacdo do produto; (8) Medicdo, analise e melhoria. Para que a PYCC possa
alcancar boas praticas em relacdo a gestdo, aquisicdo, manutencdo, fornecimento de estirpes e
servicos oferecidos deverdo ser seguidas uma série de orientagbes nomeadamente as
recomendacdes da OECD - Best Practice Guidelines for Biological Resources Centres (OECD,
2007) e o Guia da WFCC para o estabelecimento e Operacdo de CC de Microrganismos (WFCC,
2010) tendo como base a orienta¢do da formagdo de um SGQ de acordo com a ISO 9001:2008
que serdo apresentados em seguida.

Objectivos: em primeiro lugar os objectivos a curto prazo (1, 3, e 5 anos) devem ser
definidos, incluindo uma estimativa do nimero de novas estirpes que se espera adquirir (em
termos monetarios) neste periodo de tempo e as programacdes para a implementacdo dos
novos procedimentos e eventuais equipamentos e aumento de instala¢des. Além disso deve
ser estabelecido o nimero de estirpes a serem mantidas a longo prazo tendo em consideracdo
0s objectivos da coleccdo, a capacidade de armazenamento e os recursos humanos e
financeiros.

Preservagao: por medida de seguranga e para minimizar a possibilidade de perda de
estirpes é recomendavel que cada estirpe seja mantida por pelo menos dois métodos distintos,
nomeadamente criopreservacdo (actualmente utilizado) e liofilizacdo, pois estes métodos
apresentam menos riscos de alteracdes genéticas além de garantirem a preservagdo por um

longo periodo de tempo. Actualmente a PYCC encontra-se a duplicar as estirpes da colecgdo



com o objectivo de ter um back-up em local distinto e separado, evitando os riscos de perda
de importantes recursos genéticos.

Procedimento de depdsito e autenticagcdo de estirpes: as solicitagdes de depdsito
devem ser submetidas a uma analise prévia para verificacdo de enquadramento na colecgdo e
de acordo com os niveis de biosseguranca. Como parte dos procedimentos de depdsito, deve
ser fornecido um formuldrio que deve ser preenchido pelo depositante com os dados minimos
sobre a(s) estirpe(s) a depositar, nomeadamente nome de organismo, histérico , substrato e
local de origem, restricdes, condicdes de crescimento, referéncias bibliograficas, nome,
endereco e assinatura do depositante. Apds a recep¢ao da estirpe a PYCC devera proceder a
verificacdo da viabilidade e pureza assim como confirmar a identificacdo e certificar-se que as
descri¢cdes da espécie estdo de acordo com as publicadas. De seguida a PYCC deverd proceder
a autenticacdo da estirpe e apds preservacdo realizar um controlo de qualidade para
verificacdo da viabilidade da estirpe (Figura 8). Todo o material que chega a colec¢do devera
ser tratado como potencialmente perigoso, até que a sua identificacdo ou autenticacdo seja
confirmada. E recomendavel que todo o material ndo autenticado seja manipulado de acordo
com as especificagGes para o nivel de risco bioldgico 2.

Distribuicdo de estirpes: todos os pedidos devem ser formalizados e documentados (em
formato digital ou em papel), com uma explicacdo breve da utilizagcdo pretendida e assinados
por um profissional qualificado e autorizado a manipular a estirpe requerida. A PYCC deverd
manter os registos dos clientes que receberam as estirpes incluindo a identificacdo da estirpe
enviada, método e data do envio, nome e endereco da pessoa a quem o material foi enviado
caso haja algum tipo de problema ou necessidade de fornecimento de informagdes adicionais.
Quanto ao envio da estirpe em si, os regulamentos de envio incluindo a embalagem e
rotulagem devem ser seguidos e em casos especificos de restricdes de entrada em algum pais
de estirpes patogénicas ou potencialmente patogénicas para animais, humanos e/ou plantas, a
solicitagcdo da estirpe devera incluir uma declaracdo assinada pelo solicitante assumindo os
riscos e as responsabilidades associadas ao recebimento, manipulagdo, armazenamento e uso
das estirpes em questao.

Equipamentos e reagentes: de forma a assegurar que as estirpes sejam apenas
manipuladas pelo pessoal adstrito a PYCC é aconselhavel que a PYCC tenha o seu proéprio
equipamento tais como estufas, frigorifico, cdmara de fluxo laminar, etc. Este tipo de
equipamento tem de ser igualmente controlado de forma periddica de forma a diminuir os
riscos de contaminacdo. E também de importancia que os reagentes utilizados na preparacdo

dos meios estejam igualmente controlados e que sejam utilizados apenas na colec¢do.



Solicitagdo de depésito

!

Verificagdo do NAO Envio de justificativa
enquadramento na PYCC da recusa

Preenchimento do formuldrio de depésito
online e orientagdo para envio de cultura

y

Recebimento da cultura e do
formulario de depésito

Verificagdaoda NAO Pedido de nova
viabilidade e pureza amostra

v

Repicagem e incubagdo

Verificagdo da Pureza e NAO Nova repicagem
Autenticagdo e incubagdo

I Registo da cultura na PYCC |

Preservagao

Controle de NAO Nova repicagem
Qualidade eincubagao

Envio de informagdo do numero
de registo ao cliente

Figura 8: Proposta de fluxograma de depdsito de culturas microbianas evidenciando as etapas de
controlo de qualidade (em vermelho) seguindo as recomendag&es da OECD (2007) e da WFCC (2010).

Publicidade: de forma a assegurar uma ampla visibilidade da colecgdo e os servigos
oferecidos pela PYCC através da preparacdo de panfletos, participacdo em workshops,
congressos e/ou reuniBes cientificas, publicacio de artigos e colaboracdo com outras
instituicdes. No website da PYCC ja podem ser consultadas informacdes sobre o catalogo
disponivel e alguns servigos, assim como pregos.

Outros servigos: além do servico de identificacdo taxondmica oferecido pela PYCC é de
interesse oferecer servicos de consultadoria ndo sé pelo pessoal adstrito a coleccdo mas
também pelo pessoal da instituicdo associada. Se a colec¢do evoluir de forma a oferecer
servicos de depdsito para fins de patentes, estes devem ser operados de acordo com os
procedimentos estabelecidos no tratado de Budapeste.

Documentagdo e informatizagdo: os registos com as caracteristicas de cada estirpe
devem ser mantidos quer de forma digital, quer em papel e por questdes de seguranca, é
recomenddvel que os registos digitais sejam duplicados ou cdpias destes registos sejam
mantidos em locais separados. E de igual importancia que o pessoal adstrito a coleccdo esteja

familiarizado com a operacao do sistema.



Investigagao: programas de investigacdo devem fazer parte das actividades da colecgao
e devidamente publicitados.

Padroes de seguranca e de qualidade: os aspectos de seguranca referentes a todas as
operacoes realizadas na colecgdo necessitam de ser cuidadosamente controlados quer por
auditorias internas, quer por auditorias externas e devem igualmente seguir os regulamentos
nacionais e da instituicio de acolhimento no que diz respeito a seguranca, saude e boas
praticas de laboratério. As estirpes de origem desconhecida ou de potencial risco bioldgico
devem ser manipuladas em camaras de fluxo laminar.

Conformidade com as leis nacionais e internacionais: para as estirpes distribuidas a
PYCC devera seguir em conformidade com as diversas legislacdes e regulamentos que
controlem estes materias, nomeadamente a IATA.

De acordo com a CBD, a PYCC devera requerer que os colectores das estirpes possuam
o consentimento prévio do pais no qual eles realizaram a colecta e um documento de
transferéncia de material devera ser requerido da mesma forma que existe um MTA para a

distribuicdo de estirpes.

3.3 Evolugdo para BRC ou integracdao em rede nacional de BRCs?

Como foi dito anteriormente a OECD recomenda a evolugdo das colec¢des de culturas
para BRCs (OECD, 2007). A transformacdo de colec¢Ges de servico em BRCs depende da
definicdo de uma politica de Estado, que assegure a capacitacdo continua de centros
credenciados e a consolidacdo de um sistema de informagdo que assegure a integracao dos
esforgos. Isto sO sera possivel através de adopcdao de uma estratégia que garanta o apoio de
longo prazo aos centros componentes da rede, associado a um mecanismo de avaliagao de
qualidade e desempenho. Actualmente, existe no cendrio internacional um conjunto de
ameacgas concretas ao transito de material bioldgico e, portanto, a devida preservagao e
fornecimento de material bioldgico certificado por Colec¢es de Servico e/ou BRCs é de grande
relevancia para o desenvolvimento tecnoldgico.

Nos ultimos anos a PYCC tem realizado uma série de mudangas para se adaptar ndo so
as directivas da OECD mas também as recomendacdes da WFCC, nomeadamente a publicacdo
de um catdlogo online, desenvolvimento de novos procedimentos de requisicdo de estirpes
(requisicdo online) com vista ao desenvolvimento de um Sistema de Gestdo da Qualidade e
posterior obtencao da Certificacao.

Como foi dito anteriormente ja havia sido realizada uma tentativa de formacdo de um
BRC nacional (Lima et al., 2006) mas essa tentativa ndo seguiu para a frente. Devido as

constricdes financeiras governamentais actualmente existentes no pais e com um futuro



proximo de austeridade, o apoio governamental que poderia advir na criagdo de um BRC
nacional ou de uma rede nacional de BRCs é pouco provavel. Tendo esta restricdo em vista, a
forma como as colec¢des de culturas em Portugal poderem evoluir para BRC sera realizando
elas proprias essa evolugdo, com a obtencdo de financiamento externo como por exemplo o
Projecto MIRRI. De facto, actualmente, a PYCC colabora no MIRRI e a MUM ¢é a coleccdo
portuguesa que é parceiro activo no MIRRI. Uma vez que a propria Fundagdo para a Ciéncia e
Tecnologia (FCT) tem demonstrado interesse neste projecto sera interessante desenvolver
uma cooperacdo entre a PYCC, MUM e FCT com vista a formac¢do de um BRC nacional com o
apoio do MIRRI.

Outra alternativa passa pela formagdao de um BRC prdprio em conjunto com
investigadores do CREM especialistas em leveduras, fungos e bactérias. Alguns destes
investigadores ja mantém colecgBes de culturas prdprias e existe a inten¢do da criagdo de uma
coleccdo de bactérias (A. Yurkov, comunicagdo pessoal). Considerando a experiéncia que a
PYCC tem na gestdo de bases de dados informdticas, assim como na intencdo da
implementacdo de um SGQ, serd interessante evoluir a PYCC em conjunto com os outros
investigadores do CREM para uma BRC prépria, podendo igualmente obter financiamento e

apoio do MIRRI.

3.4 Constrangimentos e desafios na implementagao das medidas propostas

Os maiores constrangimentos na implementacdao das medidas propostas sdao os de
origem financeira. A forma mais eficaz de implementagao de um SGQ é seguindo a Norma NP
EN ISO 9001:2008 “Sistemas de Gestdo da Qualidade — Requisitos”, uma vez que é reconhecida
internacionalmente. Contudo a implementacdo desta norma ISO requer uma série de
procedimentos que devem ser seguidos, nomeadamente concepc¢do, planeamento e
implementacdo do Sistema em si. Estes factores sdo influencidveis por varias variaveis como a
dimensdo da colec¢do, os processos empregues e os funciondrios.

O principal constrangimento na implementa¢do de um SGQ é no aspecto das instalacGes
e equipamentos. Uma vez que a PYCC esta inserida no CREM partilha muitas instalagdes,
equipamentos e reagentes com os restantes investigadores do CREM. Tendo em atenc¢do que o
espaco fisico suplementar em si é dificil de obter e que existe o interesse no desenvolvimento
das coleccdes privadas dos investigadores do CREM em coleccbes de servigo, é aconselhavel
gue o CREM seja certificado por inteiro. Contudo existem restricdes nessa possibilidade uma
vez que a certificacdo de um centro de investigacdo existente numa universidade devera ter
em conta os regulamentos da universidade em si na implementacdo desse Sistema de Gestdo

da Qualidade.



Independentemente dos constrangimentos na implementacdao de um SGQ, algumas
metodologias ja podem ser implementadas na PYCC, nomeadamente no que diz respeito aos
procedimentos e documentos. Se ndao se puder concretizar a implementacdao do SGQ pela
norma ISO 9001:2008, as recomendac¢des da OECD e da WFCC para o bom funcionamento dos
BRCs e Colec¢bes de Culturas deverao ser seguidas.

Actualmente, em Portugal, apenas uma coleccdao se encontra certificada com um SGQ
implementado a MUM. Uma vez que a MUM é maioritariamente uma colec¢do de fungos
filamentosos sera de interesse da PYCC igualmente implementar um SGQ e obtenc¢do posterior

da Certificagao.
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Anexos:

Tabela Al: Lista das colecgBes de culturas de fungos existentes na Europa e em Portugal escolhidas para estudo comparativo e as caracteristicas correspondentes (dados

obtidos a partir da WDCM). A rosa representa as colec¢ies que estdo certificadas

Acrénimos Nome Pais Leveduras |Outros Fungos|Outros Organismos
ACBR Austrian Centre of Biological Resources and Applies Microbiology Austria 2500 2000
BCCM/IHEM Scientific Institution of Public Health, Louis Pasteurs Bélgica 3453 8829
BCCM/MUCL Mycotheque de I’'Universitat Catholique de Louvain Bélgica 2200 13500
NBIMCC National Bank for Industrial Microorganisms and Cell Cultures Bulgdria 2200 13500
CCF Culture Collection of Fungi, Charles University Republica Checa 1800
CCm Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University Republica Checa 22 750 2600
IBT Mycology Group, Technical University of Denmark Dinamarca 500 22000 500
HAMBI HAMBI Culture Collection Finlandia 66 35 1712
VTTCC VTT Culture Collection Finlandia 1400 1400 3100
CIRM-Levures Centre International de Ressources Microbiennes — Levures Franga 1800
LCP Museum National d’Histoire Naturelle, Laboratoire de Cryptogamie Franca 4000
DSMz Deutsche Sammlung von Mikroorganiismen und Zellkulturen GmbH Alemanha 500 2000 20580
ACA-DC Greek Coordinated Collections of Microorganisms Grécia 81 622
ATHUM Culture Collection of Fungi, University of Athens Grécia 6 600
BPIC Collections of Phytopathogenic Fu:\ngsit?tr:j(:eBacteria, Benaki Phytophatological Grécia 412 1556




NCAIM National Collection of Agriculture and Industrial Microorganisms Hungria 1540 310 1140
DBVPG Industrial Yeast Collection Itélia 5200
MUT Mycotheca Universitatis Taurinensis Italia 2832
MSCL Microbial Strain Collection of Latvia Latvia 108 182 402
CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures Holanda 9000 63000
IBA Collection of Microorganisms Producing Antibiotics Polénia 82 100 526
IAFB Collection of Industrial Microorganisms Polénia 520 460 185
VKM All-Russian Collectionof Microorganisms Russia 2300 3355 3662
VKPM Russian National Collection of Industrial Microorganisms Russia 2300 750 12200
ccy Culture Collection of Yeasts Eslovaquia 3800
CECT Collection Espafolade Cultivos Tipo Espanha 2500 1500 3022
CCUG Culture Collection, University of Goteborg Suécia 400 100 40000
KUKENS Centre for Research and Application of Culture Collection of Microorganisms Turquia 150 135 1010
NCYC National Collection of Yeast Cultures Inglaterra 3000
ccmi Culture Collection of Industrial Microoganisms (INETI) Portugal 200 278 460
MEAN Micoteca da Estacdo Agrondmica Nacional Portugal 350
MUM Micoteca da Universidade do Minho Portugal 396
PYCC Portuguese Yeast Culture Collection Portugal 2950




Tabela A2: Lista das caracteristicas (variaveis) e sua codificagdo escolhidas para a comparagdo entre as colecgGes europeias

Caracteristicas Codificacao
Universitario V1
Financiamento
Governamental V2
Coordenador V3
Curador V4
Pessoal Investigadores V5
Técnicos de Investigacao V6
Especialista em informatica V7
Administrativos e Assistentes V8
Sistemdtica V9
Taxonomia V10
Biologia Molecular Vil
Microbiologia Aplicada V12
Microbiologia Médica V13
Microbiologia industrial e alimentar V14
Investigagao Ecologia V15
Métodos de cultura V16
Métodos de preservagdo V17
Biodiversidade V18
Veterindria e Agricultura V19
Fisiologia V20
Biotecnologia V21
Criopreservagao (congelador) V22
Criopreservacdo (N2) V23
Técnicas de Liofilizacao V24
preservac¢io Sub-cultura V25
Silica gel V26
Solo V27

Agua V28
Oleo V29
Microscopia V30
Controlo de Viabilidade V31
culturas Identificagdo V32
Pureza V33
Depdsito de estirpes V34
. Distribuicdo de estirpes V35
Servigcos
Identificacdo de estirpes V36
Depdsito de Patentes V37
Métodos de cultura V38
Métodos de preservagdo V39
Sistemdtica V40
Taxonomia V41l
Formagao
Manutencdo e controlo de qualidade V42
Diversidade microbiana V43
Microbiologia industrial Va4
Ecologia molecular V45
Preservagao V46
Depdsito de patentes V47
Identificagdo V48
Consultadoria N . .
Regulagdo e quarentena de envio de organismos V49
Microbiologia industrial V50
Taxonomia molecular V51
Outros Outros servigos V52
servicos Safe-deposit V53




Tabela A3: Lista das caracteristicas (variaveis) e sua codificagdo escolhidas para a comparagdo entre a PYCC e colecgGes nacionais e europeias congéneres.

Colecgoes Codificagdo Agua V26
Ei . ; Universitario V1 Oleo V27
inanciamento : :
Governamental V2 Microscopia V28
Coordenador V3 Controlo de Viabilidade V29
Curador Va culturas Identificacdo V30
Pessoal Investigadores V5 Pureza V3l
Técnicos de Investigagdo V6 Depdsito de estirpes V32
Especialista em informatica V7 . Distribuicdo de estirpes V33
Servicos
Administrativos e Assistentes V8 Identificacdo de estirpes V34
Sistematica V9 Depdsito de Patentes V35
Taxonomia V10 Métodos de cultura V36
Biologia Molecular V11 Métodos de preservacgdo V37
Microbiologia Aplicada V12 Sistematica V38
Microbiologia Médica V13 Formagdo Taxonomia V39
Microbiologia industrial e alimentar Via Manutencdo e controlo de qualidade V40
Investigagdo Ecologia geral V15 Diversidade microbiana val
Métodos de cultura V16 Ecologia molecular V42
Métodos de preservacdo V17 Preservagdo Va3
Biodiversidade Vis Depdsito de patentes V44
Veterindria e Agricultura V19 Identificacdo Vas
Fisiologia V20 Consultadoria | Regulacio e quare.ntena de envio de V46
- ~ organismos
Criopreservagao (congelador) V21
Criopreservacdo (N2) V22 Microbiologia industrial Va7
Tecnicas (ie Liofilizagdo V23 Taxonomia molecular V48
preservagao - :
Sub-cultura V24 Outros servigos Outros servigos V49

Silica gel V25 Safe-deposit V50







