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APRESENTACAO

As Ciéncias Bioldgicas, assim como as diversas areas da Ciéncia (Naturais,
Humanas, Sociais e Exatas), passam por constantes transformacdes, as quais sao
determinantes para o seu avango cientifico. Nessa perspectiva, a colecdo “A Pesquisa
em Ciéncias Biologicas: Desafios Atuais e Perspectivas Futuras”, € uma obra composta
de dois volumes com uma série de investigacdes e contribuicbes nas diversas areas de
conhecimento que interagem nas Ciéncias Biologicas.

Assim, a colecéo é para todos os profissionais pertencentes as Ciéncias Bioldgicas
e suas areas afins, especialmente, aqueles com atuagdo no ambiente académico e/ou
profissional. Cada volume foi organizado de modo a permitir que sua leitura seja conduzida
de forma simples e com destaque por area da Biologia.

O Volume | “Saude, Meio Ambiente e Biotecnologia”, reine 17 capitulos com estudos
desenvolvidos em diversas instituicdbes de ensino e pesquisa. Os capitulos apresentam
resultados bem fundamentados de trabalhos experimentais laboratoriais, de campo e de
revisdo de literatura realizados por diversos professores, pesquisadores, graduandos e pos-
graduandos. A produgéo cientifica no campo da Saude, Meio Ambiente e da Biotecnologia
€ ampla, complexa e interdisciplinar.

O Volume Il “Biodiversidade, Meio Ambiente e Educagédo”, apresenta 16
capitulos com aplicagdo de conceitos interdisciplinares nas areas de meio ambiente,
ecologia, sustentabilidade, botanica, micologia, zoologia e educagéo, como levantamentos
e discussdes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre
as espécies. Desta forma, o volume Il podera contribuir na efetivacédo de trabalhos nestas
areas e no desenvolvimento de praticas que podem ser adotadas na esfera educacional e
nao formal de ensino, com énfase no meio ambiente e manutencao da biodiversidade de
forma de compreender e refletir sobre problemas ambientais.

Portanto, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes
organizados, objetiva apresentar ao leitor a diversidade de teméticas inerentes as
areas da Saude, Meio Ambiente, Biodiversidade, Biotecnologia e Educag¢édo, como
pilares estruturantes das Ciéncias Biolégicas. Por fim, desejamos que esta coletanea
contribua para o enriquecimento da formacgéo universitaria e da atuacdo profissional,
com uma visdo multidimensional com o enriquecimento de novas atitudes e praticas
multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Agradecemos aos autores pelas contribuicdes que tornaram essa edicéo possivel, e
juntos, convidamos os leitores para desfrutarem as publicacées.

Clécio Danilo Dias da Silva
Danyelle Andrade Mota
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BR 174, MANAUS-AM

RESUMO: Os fungos podem ser encontrados
em uma grande diversidade de ambientes e
desempenham papel na formagdo do solo,
juntamente com outros microrganismos. Dentre
os varios filos do Reino Fungi, o filo Zygomycota
tem como principais caracteristicas hifas
cenociticas e a formagédo de zigosporéangio,
por reproducdo sexuada; e esporangio, por
reproducdo assexuada. Enquanto o filo forma
Deuteromycota (mitospoéricos), é caracterizado
pela producéo de esporos assexuados (conidios)
formados a partir de células conidibgenas,
contidas ou ndo em estruturas especializadas.
A pesquisa teve como objetivo isolar e identificar
os fungos Zigomicetes e os Mitosporicos
(Deuteromycota) encontrados em solos do
Campus da Universidade Federal do Amazonas-
UFAM e esterco bovino coletado no KM 12 da BR
174. No isolamento dos fungos foram utilizados
as técnicas de Clark e o método de Warcup.
Os meios de cultura utilizados foram: Agar
Sabouraud, Agar Batata Dextrose e meio Martin,
todos em duplicata. As placas foram incubadas
a temperatura ambiente, aproximadamente
28°C, por 3 a 10 dias, com observagdes diarias
de crescimento micelial. Apds crescimento das
colénias, as mesmas foram contadas (77) e em
seguida isoladas, purificadas e identificadas.
Os resultados obtidos foram: doze (12) colbnias
pertencentes a classe Zigomicetes: Absidia
corymbifera, Cunninghamella elegans, Mucor
hiemalis, Mucor mucedo, Pilobous sp., Rhizopus
microsporus e Zygorhynchus moelleri; em relagéo
aos Mitospoéricos foram observadas 65 colbnias
distribuidos dentro dos géneros Acremonium
sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Microsporum
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sp., Penicillium sp., Trichoderma sp. Destes foram identificadas as seguintes espécies
Aspergillus niger, A. flavus, A. glaucus, Microsporum gypseum, Penicillium chrysogenum, P.
expansum, P. glaucum. O estudo proporcionou maior conhecimento sobre a biodiversidade
da Amazénia de fungos Mitospéricos e Zigomicetos em solos e esterco no Amazonas, onde
foi constatado que a maioria das espécies sao cosmopolitas.

PALAVRAS - CHAVE: fungos filamentosos, Zigomicetes, Mitospéricos, diversidade, solo.

ISOLATION OF FILAMENTOUS FUNGI FROM SOILS OF UFAM AND COW
MANURE AT KM 12 BR 174, MANAUS-AM

ABSTRACT: Fungi can be found in a wide variety of environments and play a role in soil
formation, along with other microorganisms. Among the several phyla of the Kingdom Fungi,
the phylum Zygomycota has as main characteristics cenocytic hyphae and the formation of
zygosporangium, by sexual reproduction; and sporangium, by asexual reproduction. While
the form-phylum Deuteromycota (mitosporic), it is characterized by the production of asexual
spores (conidia) formed from conidiogeneous cells, contained or not in specialized structures.
The research aimed to isolate and identify the Zygomycetes and Mytosporic (Deuteromycota)
fungi found in soils from the Campus of the Federal University of Amazonas-UFAM and cow
manure collected at KM 12 of BR 174. In the isolation of the fungi, Clark’s techniques and
Warcup method were used. The growth media used were: Sabouraud Agar, Potato Dextrose
Agar and Martin media, all in duplicate. The plates were incubated at room temperature,
approximately 28°C, for 3 to 10 days, with daily observations of mycelial growth. After colony
growth, they were counted (77) and then isolated, purified and identified. The results obtained
were: 12 colonies belonging to the Zygomycetes class: Absidia corymbifera, Cunninghamella
elegans, Mucor hiemalis, Mucor mucedo, Pilobous sp., Rhizopus microsporus and
Zygorhynchus moelleri; in relation to the Mitosporic ones, 65 colonies distributed within the
genera Acremonium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Microsporum sp., Penicillium sp.,
Trichoderma sp. Of these, the following species were identified: Aspergillus niger, A. flavus,
A. glaucus, Microsporum gypseum, Penicillium chrysogenum, P. expansum, P. glaucum.
The study provided greater insight into the Amazonian biodiversity of Mitosporic fungi and
Zygomycetes in soils and manure in the Amazon, where most species were found to be
cosmopolitan.

KEYWORDS: filamentous fungi, Zygomycetes, Mitosporic, diversity, soil.

11 INTRODUGCAO

Os microrganismos sdo um dos principais seres vivos encontrados e a sua atividade
afeta diretamente os fatores quimicos e fisicos do solo, contribuindo para sua produtividade
(PEREIRA et al., 2007). Os fungos podem ser encontrados em uma grande diversidade de
ambientes e estdo entre os organismos mais importantes do mundo, desempenhando um
papel vital em fun¢des do ecossistema e tem efeitos de grande alcance (MUELLER et al.,
2004).

O uso industrial de fungos tem sido amplamente utilizado devido as suas vantagens,

tais como a eficacia de custo, consisténcia, menor tempo e espago necessario para a
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producéo, facilidade de modificag@o e otimizacdo de processos (SUNITHA et al., 2012).

Nos ultimos 20 anos métodos moleculares aumentaram o conhecimento da
diversidade desses organismos. Ainda, estimativas recentes elevaram o numero de 1,5
para 5,1 milhdes de espécies de fungos existentes e aproximadamente 100 mil espécies
descritas (BLACKWELL, 2011).

Os fungos filamentosos sao formados por filamentos denominados hifas, que, em
conjunto, formam o micélio septado. O micélio pode ter duas fungdes distintas: promover
a fixacéo do fungo (micélio vegetativo) e promover a reproducdo, produgdo de esporos
(micélio reprodutivo). (GOCK et al., 2003).

Dentre os vérios filos do Reino Fungi, o filo Zygomycota tem como principais
caracteristicas: hifas cenociticas e a formagéao de zigosporangio, por reproducéo sexuada; e
esporéangio, por reproducéo assexuada (LENNARTSSON et al., 2012). Os zigomicetos tem
despertado grande interesse na ciéncia quanto a composi¢éo da biomassa. Principalmente
em razdo de sua utilizagdo na producéo de alimentos fermentados e devido ao grande
potencial para o estabelecimento de uma plataforma para a producéo de produtos quimicos
finos, enzimas, fungos da biomassa para fins alimentares e lipidios (FERREIRA et al., 2013).

Enquanto o filo forma Deuteromycota (mitosporicos), € caracterizado pela reproducao
assexuada por producdo de conidiéforos e conidios. Nesse tipo de reprodugédo s6 esta
presente divisdes celulares por mitose. As espécies desse grupo também designados
fungos imperfeitos ou fungos Deuteromicetos. (SILVA; COELHO, 20086).

Visto que alguns desses organismos possuem interesse econdémico, a presente
pesquisa teve como objetivo isolar e identificar fungos Zygomycetes e os Mitosporicos
(Deuteromycota) encontrados em solos do Campus da Universidade Federal do Amazonas-
UFAM e esterco bovino coletado no KM 12 da BR 174. E, dessa forma, avaliar a sua
diversidade nos dois ambientes.

2| MATERIAIS E METODOS

2.1 Local de Coleta do Solo

A coleta das amostras de solo foi realizada em areas adjacentes e nas sementeiras
do projeto Sauim de coleira, Universidade Federal do Amazonas — ICB/UFAM-Manaus e
em excremento bovino coletados em baia de criagédo do sitio JC localizado no Ramal do
Pau Rosa, KM 12, BR 174.

Foram coletados em sacos plasticos, aproximadamente, 300g de amostras de solo
de floresta, solo das sementeiras e de excremento bovino, durante o periodo de estiagem
(Agosto) e durante o periodo chuvoso (Fevereiro).
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2.2 Técnica de Isolamento dos Fungos

Apos a coleta de dezesseis amostras: de solo (12) e de excremento (4), 0s mesmos
foram encaminhados ao laboratério de Micologia/DP/ICB onde realizou-se o isolamento
dos fungos, segundo técnica de Warcup (1950) modificado onde foi realizada pesagem
de aliquotas de 0,015g de cada amostra e distribuidas nas placas de Petri estéreis. A
amostra foi desagregada em particulas menores no fundo das placas com o auxilio de
espatula fina de ago inoxidavel. Posteriormente, verteu-se cerca de 15 mL de meio de
cultura (meio Martin) com temperatura em torno dos 43 a 45°C. As amostras de cada ponto
foram semeadas em duplicata.

Com o material de solo ou fezes restante, foi realizada também a técnica de diluicao
sucessiva (CLARK, 1965) modificada, em que se utilizou 1,0g de cada amostra diluida em
10 mL de agua destilada (10). Apé6s agitagcao em vortex, foram retirados aliquota de 1 mL
e incorporado a 9ml de agua destilada. Repetiu-se até a diluicdo 10

Em seguida, foi realizada a semeadura de 0,5 mL da suspensédo (10*) em placas
de Petri contendo meios Martin e Sabouraud. As amostras de cada ponto foram semeadas
em duplicata.

Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura ambiente, de
aproximadamente 28°C, por 3 a 7 dias, com observagdes didrias do crescimento micelial

Apo6s o desenvolvimento, as colénias foram contadas e, em seguida, isoladas para
meio de cultura (Agar Sabouraud e BDA) contido em tubos de ensaio.

2.3 Técnica de Purificacao das Coldnias Microbianas Isoladas

As colbnias que apresentaram contaminagéo foram purificadas segundo a técnica
da cultura monospoérica. Com o auxilio de uma alga de platina retirou-se um pequeno
fragmento de in6culo, e o transferiu para tubo contendo 1,0 mL de solugédo Tween 80,
agitando em vértex (SAO JOSE et al., 1994). Foi feita a diluicio em série, retirando-se 100
uL da suspensao da amostra, transferindo-a para um tubo contendo 900 pL de concentragao
de solugéo salina estéril (diluicdo 10"), a diluicdo entédo foi homogeneizada e a operagéo
repetida em diluicdes sucessivas até a diluicao de 10°3.

Ao final da série de dilui¢cdes, inoculou-se 100 pL das diluigbes 103, em triplicata,
nas placas contendo meio de cultura Agar Sabouraud e Agar Batata Dextrose (BDA), pH
6.8. As placas devidamente identificadas foram incubadas a temperatura de 28°C por um
periodo de 48-72 horas. Apés este periodo, iniciou-se a separac¢ao das colOnias para tubos
identificados contendo os mesmos meios de isolamento e incubados por oito dias.

As amostras puras foram repicadas em placas de Petri contendo Agar Sabouraud
e BDA com pH 6.8, por oito dias para posterior identificagcdo a nivel genérico e especifico.
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2.4 Técnica de Microcultivo Em Lamina

Para identificagcdo morfoldgica dos fungos utilizou-se a técnica de microcultivo em
lamina, segundo Riddell (1950), modificada, colocando-se inicialmente uma porgéo circular
de papel filtro sobre o fundo de uma placa de Petri, a qual recebeu sobre o papel um
par de lamina 76 x 26 mm e laminulas e em seguida, foi esterilizada em autoclave. Para
inoculagao, dois blocos de meio de cultura (BDA ou Agar Sabouraud), de aproximadamente
5 mm, foram transferidos com uma espatula para a superficie central da lamina estéril
contida na placa. Nas quatro extremidades do bloco de meio foi inoculada uma porg¢éo da
colénia. Duas laminulas estéreis foram depositadas sobre a superficie dos blocos de meio
de cultura. Com uma pipeta, depositou-se uma pequena quantidade de agua destilada
esterilizada no fundo da placa para umedecer o papel de filtro, suficiente para manter
umidade por cinco a sete dias.

Ap6s o crescimento flngico mostrar-se visualmente suficiente, as laminulas
foram cuidadosamente removidas e dispostas sobre uma gota do corante Azul-de-
lactofenol na superficie de uma lamina de 76 x 26 mm e analisadas em microscopia éptica
(ONIONS et al., 1981). As colbnias que ndo desenvolveram estruturas reprodutivas foram
reinoculadas e submetidas a variagcdo na temperatura, pH, luz e nutrientes para estimular
o desenvolvimento reprodutivo.

2.5 ldentificacdao dos Fungos

Para identificagdo em nivel de género e espécie os fungos foram identificados por
meio de observagdes macro (caracteres da coldnia) e microscopicas (laminas), com o auxilio
de bibliografia especializada (ALVES et al., 2002b; DOMSCH, ELLIS, 1971; O'DONNELL,
1979; SCHIPPER, 1978; SEIFERT et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2011;).

2.6 Analise Estatistica dos Dados

Foram utilizadas duas metodologias para determinar a diversidade e frequéncia com
que esses organismos se desenvolveram:

a) Frequéncia de ocorréncia (%) — a frequéncia de ocorréncia (LOBO & LEIGHTON,
1986) foi expressa em porcentagem e calculada para cada espécie durante o periodo de
estudo. As espécies foram consideradas:

Constantes: quando F>50%

Comuns: quando 10%=F<50%

Raras: quando F<10%

F= PA/P*100 onde

PA = n° de meses onde a espécie esteve presente

P = n° total de meses coletados

b) indice de Similaridade de SORENSEN (MULLER-DOMBOIS e ELLEMBERG,
1974) — foi utilizado para verificagdo da similaridade entre as micotas isoladas nas areas
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de estudo.

IS =2C / (A+B) *100 (%)
A= Namero de taxons na area 1
B= NUmero de taxons na area 2

C= Numero de tdxons em comum para ambas as areas

2.7 Preservacao dos Fungos

Os fungos identificados e devidamente purificados e esporulados estdo sendo
preservados no laboratério de Micologia da UFAM, cada um dos isolados foram armazenadas
duplicatas das colénias conforme o método de preservagdo de Castellani (ARAUJO et al.,
2002) e mantidos em temperatura ambiente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 48 placas, 24 de sementeiras, 16 de solo de floresta e 8 de
esterco em varias diluigbes, que obtiveram uma amostragem da diversidade de fungos
nesse ambiente apds 7 dias de observacdo. Foram realizadas as contagens das colbnias
desenvolvidas em cada placa, totalizando 77. Foram observadas as principais caracteristicas
macroscopicas, sendo identificadas em nivel genérico e posteriormente algumas a nivel de
espécies.

De acordo com o Grafico 1, verificou-se o desenvolvimento dos representantes de
Zygomycetes em 12 col6nias. E em relagéo aos fungos Mitospéricos foram observadas 65.

Grafico 1: Percentual de géneros isolados e identificados em amostras de solo e esterco bovino, AGO
2017 e FEV 2018, Manaus, AM.
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O Gréfico 2 apresenta os resultados obtidos das col6nias pertencentes a classe
Zigomicetes:Absidia corymbifera, Cunninghamella elegans, Mucor hiemalis, Mucor mucedo,
Pilobolus sp., Rhizopus microsporus e Zygorhynchus moelleri. Enquanto os Mitosporicos
foram distribuidos dentro dos géneros Acremonium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Microsporum sp., Penicillium sp., Trichoderma sp. Destes Ultimos foram identificadas as
seguintes espécies: Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus, Aspergillus niger, Microsporum

gypseum, Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum e Penicillium glaucum.

Grafico 2: Percentual de espécies isolados e identificados em amostras de solo e esterco bovino, AGO
2017 e FEV 2018, Manaus, AM.

Conforme os resultados obtidos, destacaram-se os géneros Absidia sp., Aspergillus
sp., Mucor sp. e Penicillium sp., que foram representados com maior frequéncia por Absidia
corymbifera, Aspergillus niger, Mucor hiemalis e Penicillium chrysogenum.

Em relagcéo as amostras coletadas, as de solo apresentaram menor diversidade de
Zygomycetes que no esterco, isto pode ter ocorrido devido a alta competitividade de outros
fungos do solo. Até mesmo Mucor spp., em que foi observado crescimento rapido, portanto
pode ter interrompido o crescimento de outros Zygomycetes.

Estudos anteriores de Cunha e Silva (2007) identificaram os géneros Cunninghamella
sp., Mucor sp., Rhizopus sp. e Syncephalastrum sp. em amostras de solo do Campus
da UFAM, sendo os trés primeiros também isolados neste trabalho. No entanto, ambos
trabalhos obtiveram diversidade de Zygomycetes inferior se comparado com trabalhos
realizados em outras regides do Brasil (AZEVEDO et al., 2014; ALVES et al, 2015).

De acordo com a Analise Estatistica dos Dados, as espécies que apresentaram

frequéncia de ocorréncia constante, com 100% de frequéncia, foram Aspergillus niger,
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Mucor hiemalis e Penicillium chrysogenum. As espécies Absidia corymbifera, Aspergillus
flavus, Aspergillus glaucus, Cunninghamella elegans, Mucor mucedo, Penicillium expansum
e Pilobolus sp. apresentaram frequéncia de ocorréncia comum, com 50% de frequéncia
cada. A espécie Rhizopus microsporus também apresentou frequéncia de ocorréncia
comum, porém com 25%.

De acordo com o indice de similaridade do Zigomicetes, foi verificado semelhanca
entre as micotas nas areas de estudo em torno de 50%. As espécies que foram isoladas nas
duas areas foram: Absidia corymbifera e Mucor hiemalis. Enquanto para os Mitospoéricos,
foram utilizados os fungos Aspergillus niger e Penicillium chrysogenum, pois foram
observados em ambas coletas, no qual o indice apresentou aproximadamente 20% de

similaridade.

41 CONCLUSAO

Os estudos relacionados a taxonomia de microrganismos sdo bastante significativos
para o fortalecimento das colecbes existentes, durante este projeto, se buscou ampliar as
informacgdes existentes sobre a classe de fungos Zygomycetes e Mitosporicos.

As espécies mais frequentemente observadas foram Absidia corymbifera, Aspergillus
niger, Mucor hiemalis e Penicillium chrysogenum

Dentre os isolados, os géneros Pilobolus sp. e Zygorhynchus (Z. moelleri) foram

isolados pela primeira vez na area.
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