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Resumo — A biodiversidade genética e fenotipica (fisiologica) de zigomicetos mucordides
decompositores foi avaliada quanto a tolerancia a radiagdo UV-B e calor na germinacdo em diferentes
meios de cultura. Os isolados foram coletados na Universidade do Vale do Paraiba. Os esporangiésporos
foram expostos a radiagdo UV-B com duas lampadas fluorescentes a uma irradiancia de 870 mwW m* por 2,
3 e 4 horas. Os esporangiosporos em suspensao também foram mantidos em banho-maria a 47 + 1°C por
1, 2, 3 e 4 horas. Foi observado que: 1) todos os isolados crescidos no meio PDA foram mais tolerantes a
radiacdo UV-B do que os isolados crescidos no meio CZAPEK; 2) todos os isolados crescidos no meio
CZAPEK foram mais tolerantes ao calor do que os isolados crescidos no meio PDA; 3) todos os isolados
tiveram alta tolerancia a radiacdo UV-B e calor; 4) o isolado coletado de excrementos do cavalo Zaina foi o
mais tolerante tanto para a radiacdo UV-B quanto para o calor do que os outros isolados; 5) verificou-se que
a biodiversidade fisioldgica dos isolados pode ser avaliada de acordo com sua tolerancia a radiacao UV-B e
calor.

Palavras-chave: zygomycetes mucordides, radiagéo UV-B, calor, meio de cultura, fisiologia de fungos.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas, Microbiologia.

Introducéo

A Ordem Mucorales, classe zigomicetos é a
ordem com maior nimero de representantes (299
espécies) e diversidade morfolégica
(HAWKSWORTH et al. 1995). A maior parte dos
géneros da ordem Mucorales sdo organismos
saprofitos, simbiontes, parasitas facultativos de
animais e vegetais (ALEXOPOULOS, MIMS;
BLACKWELL, 1996; ALVES et al., 2002).

Os fungos coprdfilos podem passar pelo trato
intestinal dos animais e crescer nas fezes ou
colonizar posteriormente as fezes. Estes fungos
desempenham um importante  papel no
ecossistema, pois quebram o substrato e reciclam
dos micronutrientes causando a degradacdo de
bilhdes de toneladas de fezes produzidas pelos
herbivoros (MUELLER; BILLS; FOSTER, 2004).

Varias mudancas ambientais estdo ocorrendo
nos ecossistemas terrestres, incluindo o aumento
da radiacao solar ultravioleta-B e aquecimento nas
latitudes mais elevadas (CALDWELL et al., 2002).

Dentre do espectro da radiacdo ultravioleta, a
radiacao UV-B (290-320 nm) é a mais prejudicial
para os sistemas biolégicos, como demonstrados
pelos espectros de acdo desenvolvida por varios
microrganismos (PAUL et al.,, 1997). A radiacdo
UV-B é diretamente absorvido pelo DNA e causa

danos diretos no DNA (e.g. dimeros de pirimidina)
e mutacao.

Com o efeito do aquecimento global, a
decomposicdo de matéria orgénica podera ser
reduzida porque a maioria dos microrganismos
vive na faixa mesofilica de temperatura. A alta
temperatura afeta as células de diferentes
maneiras. O calor umido causa a desnaturagdo
das proteinas (SETLOW; SETLOW, 1995),
desorganizacdo da membrana e parede celular e
inativacao do metabolismo do sistema respiratério
(CRISAN, 1973).

Caracteristicas fenotipicas, como € o caso da
tolerancia a radiacdo UV e radiacdo térmica, tém
uma base genética complexa e que é altamente
influenciada pelo meio ambiente (RANGEL et al.,
2004; RANGEL; ANDERSON; ROBERTS, 2008).
Portanto, na natureza, o fungo coproéfilo podera se
tornar mais ou menos tolerante a radiagdo UV-B e
calor de acordo com o substrato de crescimento.

O presente estudo teve como objetivo conhecer
a biodiversidade fisiolégica de zigomicetos
mucoroides decompositores, quanto a tolerancia a
radiacdo UV-B e calor na germinacdo dos
esporangiésporos produzidos em diferentes meios
de cultura.
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Material e Métodos
Isolados e cultivo

Os isolados foram coletados através
excrementos de quatro cavalos na Universidade
do Vale do Paraiba em agosto de 2008 e mantidos
em culturas estoque refrigeradas, sendo esses
nomeados: Cicarelli, Doc Beaver, Papulsa e Zaina.

Os isolados foram retirados da cultura estoque
e transferidos para placas de Petri (Poliestireno,
95 x 15 mm), Cada isolado, cresceu
respectivamente em 23 ml de batata dextrose agar
médio (PDA) (Difco, Detroit, MI), e CZAPEK
Solucdo Agar (Difco, Detroit, MI), todos foram
mantidos no escuro em 28 + 1°C por 2 dias. Para
cada experimento, trés diferentes culturas foram
produzidas, uma para cada replicacdo do
experimento.

Suspenséo de esporos

Os esporos de todos os quatros isolados foram
colhidos com o auxilio da alca de platina e
suspendidos em 4 ml de agua destilada
esterilizada em tubo de ensaio de poliestireno 15-
ml (Corning®, Corning NY, USA).

Exposicao a radiacdo UV-B

De cada suspenséo foi coletada uma aliquota
de 40 pl e imediatamente colocado no centro da
placa em 4 ml CZAPEC mais 0,004% (w/v) de
benomyl com 25% do ingrediente ativo (Hi-Yield
Chemical Company, Bonham, TX, USA) em placa
de Petri (poliestireno 35 x 10 mm, Fisher Scientific
Co., Pittburgh, PA, USA).

Apés a inoculagdo no meio de cultura, os
esporangiésporos foram expostos a radiacdo UV-B
com duas lampadas fluorescentes TL 20W/12 RS
(Philips, Eindhoven, Holland) a uma irradiancia de
870 mW m™ e irradiados por 2, 3 e 4 horas. O
material foi coberto com filtro de diacetato de
celulose (JCS Industries, Le Miranda, CA) usado
para excluir a radiacdo UV-C e o curto
comprimento de onda UV-B (<290nm). O controle
ndo foi exposto a radiacdo UV-B, mas ele foi
inoculado em CZAPEK mais benomyl 0,004% e
incubado em 28 + 1°C.

Exposicdo ao calor

Cada suspenséo (2 ml) foi transferida para o
tubo de ensaio de vidro 16 x 125 mm (Pyrex,
Corning®, NY, USA) e colocado em banho-maria a
47 + 1° C. Depois de 1, 2, 3 e 4 horas de
exposicdo, uma aliquota de 40 pl foi transferida
imediatamente para 0 meio no centro da placa de
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Petri em 4 ml CZAPEC mais 0,004% (w/v) de
benomyl com 25% do ingrediente ativo (Hi-Yield
Chemical Company, Bonham, TX, USA) em placa
de Petri (35 x 10 mm). O controle ndo foi exposto
ao calor, mas ele foi inoculado imediatamente em
CZAPEK mais benomyl 0,004% e incubado em 28
+ 1°C.

As placas foram mantidas por 12 h no escuro a
28 + 1° C, e em seguida, as mesmas foram
contadas. A germinacdo foi observada em um
aumento de 400x. Considerou-se um esporo
germinado, quando 0 mesmo apresentou uma
projecéo visivel do tubo germinativo (MILNER et.,
al 1991). Um minimo de 300 esporos por placa foi
avaliado e a porcentagem de germinacao foi
calculada pela comparacdo de esporos
germinados e ndo germinados.

Resultados
Efeito da radiacdo UV-B na germinacgéo

Esporangiosporos de todos os isolados de
zigomicetos mucoréides produzidos em meio PDA
foram mais tolerantes a radiagdo UV-B que os
esporos dos isolados produzidos no meio CZAPEK
(Fig. 1 e 2).

Todos isolados crescidos em meio PDA (exceto
o0 isolado Zaina), expostos a radiacdo UV-B por 2,
3, e 4 h apresentaram diferenca significativa de
tolerancia (Fig. 1). Entretanto, esporangidésporos
dos isolados crescidos em meio CZAPEK
apresentaram maior reducdo na taxa germinativa
qguando expostos a radiacao UV-B a partir das 3 h
de exposicao (Fig. 1). Apos 4 h de exposicao, com
excecdo do isolado Zaina, todos isolados
apresentaram reduzida germinacéo (Fig. 1).

Em um segundo experimento foi realizado uma
curva de sobrevivéncia para avaliar a tolerancia de
esporangiésporos do isolado Zaina (o isolado mais
tolerante a radiacdo UV-B). Este isolado foi
produzido em meio PDA e CZAPEK e expostos a
radiacdo UV-B de O (controle) a 12 h. Neste
experimento foi verificado resultado similar aos
resultados obtidos no primeiro experimento, onde
0s esporangiésporos produzidos em PDA foram
mais tolerantes que os produzidos em CZAPEK
(Fig. 2). Para os esporangiosporos produzidos em
CZAPEK houve uma severa reducdo logo na
quarta hora de irradiagcdo enquanto que o0s
esporangiésporos produzidos em PDA a mesma
reducéo se deu as 10 horas (Fig. 2).
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Figura 1. Porcentagem de germinacédo de isolados
de fungos zigomicetos mucordides apds a
exposicdo a radiacdo UV-B por 0, 2, 3 e 4 h. a
uma irradiancia de 870 mw m?.
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Figura 4 . Porcentagem de germinacao de isolados
de fungos zigomicetos mucoréides apds exposicao
ao calor (47 C) por 12 h.

Discussao

Sabe-se que esporos de fungos produzidos em
meios de cultura pobres se tornam mais tolerantes
a varios estresses devido da acumulagdo do
carboidrato trealose e manitol nos esporos ou
conidios de fungos protegendo-os contra varios
estresses (HALLSWORTH; MAGAN, 1997;
RANGEL et al., 2008). Em estudos com o fungo
patdgeno de insetos Metarhizium robertsii, foi
verificado que os conidios produzidos no meio
menos nutritivo CZAPEK ou meio minimo sem
fontes de carbono foram mais tolerantes a
radiacdo UV-B que os conidios produzidos no
meio PDA suplementado com extrato de levedura
(PDAY) (RANGEL et al.,, 2006; RANGEL et al.,
2008; RANGEL et al., 2004). Entretanto, o
resultado deste estudo foi surpreendente, pois foi
verificado o inverso para toleréncia a radiacdo UV-
B, todos isolados crescidos em PDA tiveram
esporangiésporos mais resistentes a radiacdo UV-
B do que os isolados crescidos em CZAPEK. Este
resultado foi repetido em um segundo experimento
com o isolado mais resistente Zaina, pois este
isolado ndo teve alteracdo de tolerdncia por
apenas quatro horas em wuma curva de
sobrevivéncia por doze horas.

Alguns trabalhos demonstraram que condi¢Bes
ambientais como temperatura, pH, aeracéo,
radiacdo, entre outras exibem influéncia sobre a
estrutura dos organismos, e a presenca de
diferentes nutrientes também induzem respostas
diferentes, como forma de adaptacdo ao meio
ambiente, induzem a ativacdo de sistemas
enzimaticos diferenciados, e, portanto geram
respostas metabdlicas e fisiologicas distintas
(GRIFFIN, 1994; ALEXOPQOULOS et al.,, 1996).
Entdo, acredita-se que diferentes meios com
concentracbes ricas em nutrientes e pouco
nutritivas, e, além disso, diferentes condi¢cdes de
estresses (UV-B e calor) induziram respostas
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distintas de acordo com o substrato de
crescimento.

Com um aumento da radiacdo UV-B,
interagindo com outros fatores de mudanca global,
podem afetar muitos dos processos
ecossistémicos e atributos, tais como a producéo
de biomassa vegetal, o consumo de plantas por
herbivoros, incluindo insetos, incidéncia de
doencas de plantas e animais, e mudancas na
abundancia e composicdo mineral e ciclagem de
nutrientes (CALDWELL et al., 2003). Por exemplo,
a partir de estudos com fungos decompositores,
pode prever que um aumento na radiacdo UV-B
esperado para 15% de destruicdo do o0zb6nio
reduziu a germinacdo em até 40% em algumas
espécies (PAUL et al., 1997). Todos isolados
crescidos em meio PDA apresentaram alta
tolerancia a radiacdo UV-B e ndo tiveram
diferencas significativas entre eles. Entretanto,
para os isolados crescidos em meio CZAPEK
guando expostos a radiacdo UV-B, apresentaram
maior reducao na taxa germinativa.

Sabe-se que a tolerancia a radiacdo UV é de
uma natureza quantitativa e existe grande
variabilidade na tolerancia a radiacdo UV, tanto
entre espécies e variedades, quanto entre
leveduras e fungos filamentosos (FARGUES et al.,
1996; PAUL et al, 1997). Entre os isolados
utilizados neste estudo, notou-se que o fungo
zigomiceto mucordide, especialmente o isolado
Zaina, foi mais resistente a radiagcao UV-B que
muitos outros fungos descritos na literatura como
Verticillium  lecanii,  Aphanocladium  album,
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria
fumorososea, Trichoderma harzianum que em
apenas quatro horas de irradiacdo UV-B com
similar irradidncia perderam totalmente a
viabilidade (BRAGA et al.,, 2001; BRAGA et al.,,
2002; FARGUES et al., 1996; FARGUES et al,,
1997; FERNANDES et al.,, 2007; MOORE et al.,
1993).

Fatores ambientais, particularmente diferencas
na temperatura, restringem o crescimento de
espécies de fungos copréfilos como ocorre com o
fungo Pilobolus (FOOS; ROYER, 1989). Quando
os isolados foram expostos ao calor, pode-se
observar que os esporangiésporos de todos os
isolados de zigomicetos mucordides produzidos
em meio CZAPEK tiveram uma tolerancia maior ao
calor 47 T do que os isolados crescidos no PDA.
Este comportamento fisiolégico tem  sido
demonstrado para o fungo M. anisopliae onde
conidios do fungo produzidos no meio pobre em
carboidratos como o0 meio minimo sem
carboidratos foram mais tolerantes ao calor do que
os conidios produzidos no meioc PDA
suplementado com extrato de levedura (PDAY).

Novamente, notou-se que o0s isolados de
fungos zigomicetos mucordides foram mais
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tolerantes ao calor do que outros fungos como M.
anisopliae, B bassiana (FERNANDES et al., 2008;
RANGEL et al.,, 2005; ZIMMERMANN, 1982).
Todos os isolados apresentaram alta tolerancia ao
calor, sendo o0 mais tolerante o isolado coletado de
excremento do cavalo Zaina.

Neste estudo pode-se observar grande
biodiversidade genética e fenotipica (fisiolégica)
dos isolados de acordo com sua tolerancia a
radiacdo UV-B e calor. Pois a variabilidade na
toleréncia reflete na biodiversidade dos isolados,
como natural adaptacdo em diferentes condi¢des
de meio ambiente, incluindo intensidade de
radiacdo UV e temperatura.

Concluséao

Em concluséo, verificou-se que: 1) todos os
isolados zigomicetos mucoroides crescidos no
meio PDA foram mais tolerantes a radiacdo UV-B
do que os isolados crescidos no meio CZAPEK; 2)
todos os isolados crescidos em meio CZAPEK
foram mais tolerantes ao calor do que os isolados
crescidos no meio PDA; 3) todos os isolados
tiveram alta toler&ncia tanto para a radiacdo UV-B
como para o calor; 4) o isolado coletado de
excrementos do cavalo Zaina foi o mais tolerante
tanto para a radiacdo UV-B quanto para o calor do
gue os outros trés isolados; 5) verificou-se que a
biodiversidade genética e fenotipica (fisiolégica)
dos isolados pode ser avaliada de acordo com sua
tolerancia a radiacao UV-B e calor.
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