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Resumo - Quando os fungos do solo e fezes sao isolados usando meios de cultura sélidos, os membros da
ordem Mucorales estao entre os isolados de fungos mais comuns. Os quatro isolados foram nomeados:
Cicarelli, Papulsa, Doc. Beaver e Zaina e coletados na Universidade do Vale do Paraiba. No primeiro
experimento, os esporangiosporos foram produzidos no meio de batata dextrose e agar (PDA) a 28 °C por
dois dias e a germinacdo de cada isolado foi realizada nos meios de cultura Czapek, Emerson, PDA e
Sabouraud dextrose agar (SDA) onde a germinacgao foi registrada a cada hora até 6 h a 28 °C. Em um
segundo experimento, os esporangiosporos foram produzidos nos meios Czapek, meio minimo, Emerson,
PDA e SDA por sete dias a 28° C e a germinagao foi realizada em meio minimo com 0,1% de glicose, a
germinacao foi registrada a cada hora a partir da inoculagéao até 8 h a 28 °C. Foi observado que a nutricdo
exerce efeito nos processos fisioldgicos de fungos. No primeiro experimento o fungo produzido em meio
Czapek teve uma cinética de germinagao mais rapida que os outros tres meios, sendo que o meio SDA foi o
meio que proporcionou uma velocidade de germinacao mais baixa. No segundo experimento foi notado que
aparentemente este fungo ndo usa fontes de carbono endogenas acumuladas nos conidios, pois a
germinacdo dos quatro isolados produzidos em cinco diferentes meios de cultura teve aparentemente a
mesma velocidade de germinagéo. O isolado do cavalo Zaina germinou de forma mais acelerada que os
outros isolados.
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Introducéo caracteristica importante em sua habilidade para
competir no solo (MOORE- LANDECKER, 1996).

A micota coprofila é uma comunidade Condigbes ambientais relativas a fontes de

diversificada de fungos morfologicamente e carbono, fosforo, nitrogénio, tensédo de oxigénio, pH,

fisiologicamente especializados (RICHARDSON, temperatura, intensidade de radiagdo visivel e

microelementos influenciam o metabolismo e
consequentemente, o0 crescimento celular, a
diferenciagdo, a formagdo de  estruturas
reprodutivas e a diferenciacdo sexual (GRIFFIN,

2008). As fezes de herbivoros sdo potencialmente
um bom substrato para o crescimento dos fungos,
contendo altas concentragbes de carboidratos
soliveis, compostos nitrogenados, vitaminas e

minerais como celulose e lignocelulose, contendo
um teor de misturas adequado (CARLILE, 2001).
Espécies do género Mucor tém uma distribuigao
cosmopolita e podem ser isoladas a partir de
qualquer material orgénico em contato com o ar,
estes tem sido isolado a partir de substratos, como
solo, himus, outros em restos organicos e em fezes
(ALEXOPOULOS, 1996; RICHARDSON, 2001;
ALVEZ et al., 2002; SANTIAGO; SOUZA-MOTTA,
2006). Quando os fungos do solo e fezes séo
isolados usando meios de cultura soélidos, os
membros da ordem Mucorales estdo entre os
isolados de fungos mais comuns (SCHOENLEIN-
CRUSIUS, 2006). Eles sao freqlentemente mais
eminentes nas culturas, devido a taxa de
crescimento extremamente rapida, uma

1994, HALL et al., 1994; LI & HOLDOM, 1995).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a
velocidade de germinagdo de esporangidésporos do
fungo Mucor circinelloides em diferentes meios de
cultura;e em um segundo experimento avaliar a
nutricao endogena na germinacao de
esporangiésporos em meio minimo com 0,1 % de
glicose.

Material e Métodos
Isolados e cultivo

A coleta dos fungos zicomicetos mucordides
foram realizadas para uso em estudos anteriores

no Laboratério de Microbiologia Ambiental — IP&D.
Os isolados foram coletados de excrementos de
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quatro cavalos do centro de treinamento eqiiestre
da Universidade do Vale do Paraiba e foram
nomeados de acordo com 0s respectivos cavalos:
Cicarelli, Papulsa, Doc. Beaver e Zaina.

Suspenséao dos Esporangidsporos

Os esporangiésporos dos quatros isolados
foram colhidos com o auxilio da alga de platina e
suspendidos em 10 ml de 4&gua destilada
esterilizada em tubo de ensaio de poliestireno 15-
ml (Corning®, Corning, NY, USA).

Experimento 1: Velocidade de germinacdo de
esporangiésporos em diferentes meios de cultura.

Os isolados foram retirados da cultura estoque
e transferidos para placas de Petri (Poliestireno,
95 x 15 mm) em 23 ml de meio batata dextrose
agar (PDA) (Difco, Detroit, MI). Todos isolados
foram mantidos a 28 °C por dois dias. Para cada
experimento, foram produzidos quatro diferentes
culturas, uma para cada replicagdo do
experimento, sendo essas Czapek (Difco, Detroit,
MI), batata dextrose agar, (PDA) (Difco, Detroit,
MI), Sauboraud dextrose agar (SDA) (Difco) e
Emerson YpSs Agar (Difco).

A germinacao foi registrada a cada hora a partir
dainoculacado até 6 h a 28 °C.

Experimento 2: Avaliagdo da nutricdo enddgena
na germinagdo em meio minimo com 0,1% de
glicose.

Os isolados cresceram em placas de Petri
(Poliestireno, 95 x 15 mm) com 23 ml de meio
batata dextrose agar (PDA) (Difco, Detroit, MI),
Czapek (Difco, Detroit, Ml), Sauboraud dextrose
agar SDA (Difco), Emerson YpSs agar (Difco)
seguindo as recomendagdes da embalagem e
meio minimo (MM; 0,6 % (w/v) de nitrato de sédio,
0,3 % (w/v) de fosfato dipotassico, 0,15 % (w/v) de
sulfato de magnésio, 0,15 % (w/v) cloreto de
potassio, 0,003 % (w/v) de sulfeto de ferro, 4,5 %
(w/v) de Bacto agar (Becton Dickinson,Sparks,
MD). Todos isolados foram mantidos na estufa a
28 °C por sete dias.

A germinacdo destes isolados produzidos nos
cinco meio de cultura foi realizada no meio minimo
suplementado com 0,1% (w/v) de glicose em placa
de Petri (60 x 15 mm) com 8 ml, para cada
replicagdo. A germinacgéo foi registrada a cada 1 h
a partir da inoculagéo até 8 h a 28 °C. Para o
experimento com meio minimo, a suspensao dos
esporangiésporos utilizada foi igual ao descrito
acima.
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Contagem dos Esporangidsporos

A germinacdo foi observada em um aumento
de  400x. Os  esporangiosporos  foram
considerados germinados quando 0S mesmos
apresentaram uma visivel projecdo do tubo
germinativo (MILNER et., al 1991). Um minimo de
300 esporos por placa foi avaliado e a
porcentagem de germinagdo calculada pela
comparacao de esporos germinados e ndo
germinados (BRAGA et al., 2001).

Resultados

Experimento 1: Velocidade de germinacdo de
esporangiésporos em diferentes meios de cultura.

Os esporangiosporos produzidos no meio
Czapek apresentaram maior velocidade de
germinacao (Fig. 1A) seguida pelos
esporangiésporos dos isolados crescidos no meio
Emerson (Fig. 1B), PDA (Fig. 1C) e SDA (Fig. 1D),
sendo que o SDA foi o meio que propiciou a
menor velocidade germinacao dos
esporangiésporos.

Nao se observou tubos germinativos a terceira
hora de germinagdo nos meios de cultura PDA e
SDA respectivamente, entretanto uma dilatagéo no
didmetro médio do esporo foi observado, nota-se
entdo uma germinagdo diferenciada destes
fungos, visto que PDA é um meio de cultura
utiizado como padrdo para crescimento de
culturas de fungos seguido pelo meio de cultura
SDA, trata-se de meios com alta concentracao de
acucares [PDA (20 g/l dextrose) e SDA (40 g/l
dextrose)]. Os tubos germinativos surgiram a partir
da segunda hora no meio de cultura Czapek, ao
contrario de todos os outros meios. Observou-se
um aumento significativo nas hifas na quinta e
sexta hora de germinacao, fendbmeno ocorrido em
todos os meios de cultura utilizados.

O isolado Zaina germinou mais rapido que os
outros isolados.

XV Encontro Latino Americano de Iniciacdo Cientifica e

XI Encontro Latino Americano de P6s-Graduacao — Universidade do Vale do Paraiba



XVINIC

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica

Czapek
13
Ociareli
100 - O@v: Beaer .l
- Bpypuka
& o+ MZam
=
.
40
)l
A [
0
1 2 3 4 3 6
Tie (h)
Emersen
1%
OCiareli

10 { BDv¢ Bewar —

BPypuls
{ "z
B
E; 4 5

Germination (%)
s 8

BEypuia

+ EZyra

Gernunaton( %)
2 & 2 &

=

40
X
0
1 2 &
Time (h)
PDa
13
O iareli
14 DDoc Bewer —
fo BRypula
S i W
s
4]
40
e ol
o
5 &
Tine (h)
sha
120
OCxarel
1004 PDoc Bewer
5

1 2 3
3

5

. %J
§

Figura 1: A- Germinagdo dos fungos zigomicetos
mucordides no meio de cultura Czapek; B -
Germinagao dos fungos zigomicetos mucoroides
no meio de cultura Emerson; C - Germinagao dos
fungos zigomicetos mucordides no meio de

cultura PDA; D - Germinagdo dos fungos
zigomicetos mucordides no meio de cultura SDA.
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Experimento 2: Avaliagdo da nutricdo enddgena
na germinagcdo em meio minimo com 0,1% de
glicose.

A germinagao ocorreu igualmente a partir da 3
h em MM suplementado com 0,1% de glicose para
todos os cinco meios de cultura utilizados. Os
isolados Cicarelli (Fig.2A), Doc Beaver (Fig.2B),
Papulsa (Fig.2C) e Zaina (Fig.2D) tiveram
germinacao semelhante.
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Figura 2: Velocidade de germinacdo dos fungos
zigomiceto mucordides produzido sob diferentes
condigdes de cultura. A- Germinagéo do isolado
Cicarelli em meio minimo (MM), Czapek, Emerson,
PDA e SDA; B - Germinagdo do isolado Doc
Beaver em meio minimo (MM), Czapek, Emerson,
PDA e SDA; C - Germinacao do isolado Papulsa
em meio minimo (MM), Czapek, Emerson, PDA e
SDA; D - Germinacao do isolado Zaina em meio
minimo (MM), Czapek, Emerson, PDA e SDA.

Discussao

Varios experimentos tém lidado com a
influéncia da nutricdo basal sobre o crescimento
de fungos e esporulacdo a fim de se conhecer 0s
componentes ideais para o cultivo dos fungos. A
germinacdo de esporos requer condigcbes
especiais e, portanto, a taxa de germinagao é
normalmente diferente em diferentes meios de
cultura (LEITE et al., 2003; PAUL et al,1993;
RANGEL et al., 2008b). Observou-se no primeiro
experimento alta taxa de germinagdo no meio
Czapek que é considerado pobre. O meio de
cultura  Emerson favoreceu também rapida
velocidade de germinagdo seguido do meio
Czapek. Em contraste, PDA e SDA apresentaram
menor velocidade de germinagdo. Algumas
espécies de Zygomicetes tem sido chamados
“fungos do aglcar” por causa do fato que eles nao
tem enzimas para degradar carboidratos
complexos (ALEXOPOULOS et al, 1996),
portanto, possivelmente os carboidratos dos meios
Emerson, PDA e SDA nao foram catabolizados
rapidamente para a rapida germinagdo destes
esporangiésporos.

No segundo experimento, a velocidade de
germinacdo foi aparentemente semelhante para
todos os isolados produzidos em diferentes meios
de cultura. Estes resultados n&o coincidem com
estudos sobre a germinacdo de conidios de
Metarhizium anisopliae, onde verificou-se que o0s
conidos produzidos em MM germinaram mais
rapido que os outros meios, especialmente em
comparacao aos conidos produzidos em PDAY
(RANGEL et al., 2008). Assim, é provavél que a
cinética de germinacdo desses fungos nao esta
relacionada aos  carboidratos  enddbgenos
acumulados nos esporangiésporos e sim
diretamente relacionado com ao metabolismo de
carboidratos exégenos do meio de cultura.

Segundo BRAGA et al., 1999 Pode-se supor
que a respiragao micelial ocorre as custas das
reservas endogenas , que se acumulam ao longo
da fase de crescimento.Em outros fungos a
trealose intracelular e mobilizagdo manitol podem
contribuir de alguma forma as exigéncias de
energia de respiracdo enddgena e fornecer
energia para a germinacdo dos esporos
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(D'ENFERT et al, 1999;. ELBEIN et al, 20083;
THEVELEIN 1984). A adaptacdo fisiologica de
fungos ao estresse nutrional ou osmaético também
tem sido observada em outros estudos sobre a
cinética de germinacdo (RANGEL et al. 2008b).

Conclusao

Em conclusdo foi verificado no primeiro
experimento que meios de cultura com agucares
mais simples proporcionaram maior taxa de
germinacdo de todos os isolados, entretanto, no
segundo experimento onde 0s esporangiésporos
foram produzidos em diferentes meios de culturas
e posteriormente germinados em meio minimo
com 0,1% de glicose, indicou que estes fungos
provavelmente ndo tem ou ndo utilizam agucares
enddgenos que possivelmente auxiliariam-nos na
velocidade de crescimento; isolado do cavalo
Zaina germinou de forma mais acelerada que os
outros isolados resultante de uma natural
adaptacao.
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