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APRESENTAÇÃO
As Ciências Biológicas, assim como as diversas áreas da Ciência (Naturais, 

Humanas, Sociais e Exatas), passam por constantes transformações, as quais são 
determinantes para o seu avanço científico. Nessa perspectiva, a coleção “A Pesquisa 
em Ciências Biológicas: Desafios Atuais e Perspectivas Futuras”, é uma obra composta 
de dois volumes com uma série de investigações e contribuições nas diversas áreas de 
conhecimento que interagem nas Ciências Biológicas. 

Assim, a coleção é para todos os profissionais pertencentes às Ciências Biológicas 
e suas áreas afins, especialmente, aqueles com atuação no ambiente acadêmico e/ou 
profissional. Cada volume foi organizado de modo a permitir que sua leitura seja conduzida 
de forma simples e com destaque por área da Biologia.

O Volume I “Saúde, Meio Ambiente e Biotecnologia”, reúne 17 capítulos com estudos 
desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa. Os capítulos apresentam 
resultados bem fundamentados de trabalhos experimentais laboratoriais, de campo e de 
revisão de literatura realizados por diversos professores, pesquisadores, graduandos e pós-
graduandos. A produção científica no campo da Saúde, Meio Ambiente e da Biotecnologia 
é ampla, complexa e interdisciplinar.

O Volume II “Biodiversidade, Meio Ambiente e Educação”, apresenta 16 capítulos 
com aplicação de conceitos interdisciplinares nas áreas de meio ambiente, ecologia, 
sustentabilidade, botânica, micologia, zoologia e educação, como levantamentos e 
discussões sobre a importância da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as 
espécies. Desta forma, o volume II poderá contribuir na efetivação de trabalhos nestas 
áreas e no desenvolvimento de práticas que podem ser adotadas na esfera educacional e 
não formal de ensino, com ênfase no meio ambiente e manutenção da biodiversidade de 
forma de compreender e refletir sobre problemas ambientais.

Portanto, o resultado dessa experiência, que se traduz nos dois volumes organizados, 
objetiva apresentar ao leitor a diversidade de temáticas inerentes as áreas da Saúde, Meio 
Ambiente, Biodiversidade, Biotecnologia e Educação, como pilares estruturantes das 
Ciências Biológicas. Por fim, desejamos que esta coletânea contribua para o enriquecimento 
da formação universitária e da atuação profissional, com uma visão multidimensional com 
o enriquecimento de novas atitudes e práticas multiprofissionais nas Ciências Biológicas.

Agradecemos aos autores pelas contribuições que tornaram essa edição possível, e 
juntos, convidamos os leitores para desfrutarem as publicações.

Clécio Danilo Dias da Silva
Danyelle Andrade Mota
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RESUMO: Fatores bióticos e abióticos podem 
interferir no metabolismo dos mixomicetos. 
Visando avaliar a interferência desses fatores 
na produção de substâncias inibitórias, cultivou-
se o plasmódio de Physarella oblonga em 
câmara-úmida, sob condições controladas de 
temperatura, luminosidade, umidade e pH, 
durante um ano.  No primeiro mês, o plasmódio 

foi transferido de uma câmara-úmida a outra 
semanalmente, utilizando-se flocos de aveia 
esterilizados como fonte de alimento. Após este 
período, as transferências foram realizadas 
mensalmente, nas mesmas condições. Extratos 
orgânicos foram obtidos com éter/acetato de 
etila (65:35 v/v) após um e doze meses de cultivo 
em câmara-úmida. Os extratos foram testados 
contra bactérias e leveduras, através do teste 
de difusão em ágar. Discos de papel foram 
impregnados com 25 microlitros dos extratos, na 
concentração de 1mg/mL e depositados sobre o 
meio inoculado com os microrganismos teste. Os 
resultados demonstraram que os extratos obtidos 
após um mês de cultivo inibiram o crescimento 
de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium 
smegmatis, Candida albicans e Candida 
tropicalis. Porém, os extratos obtidos após doze 
meses foram inativos contra esses mesmos 
microrganismos. Concluiu-se que fatores 
abióticos não são os únicos a afetar a produção 
de substâncias antimicrobianas, pois o plasmódio 
foi mantido, durante todo o período de cultivo, sob 
as mesmas condições laboratoriais. É provável 
que as sucessivas transferências do plasmódio 
para novas câmaras-úmidas, com condições 
laboratoriais favoráveis ao seu desenvolvimento, 
tenham impedido o crescimento de competidores 
que coabitam com plasmódios de mixomicetos 
em seu ambiente natural. Considerando-se que 
a produção de substâncias antimicrobianas, 
pode ser resultado da competição entre os seres 
vivos na natureza, é provável que a redução da 
competição no decorrer do experimento, tenha 
levado a redução na necessidade de produzir 

http://lattes.cnpq.br/9353769923577373
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essas substâncias, culminando com a perda da ação antimicrobiana observada nos extratos 
plasmodiais obtidos após 12 meses de cultivo em câmara-úmida.
PALAVRAS - CHAVE: Atividade antimicrobiana; Microrgansmos; Câmara-úmida; Mixomicetos

INTERFERENCE OF CULTIVATION TIME IN MOIST CHAMBER ON THE 
PRODUCTION OF ANTIMICROBIAL SUBSTANCES FROM PLASMODIUM OF 

PHYSARELLA OBLONGA (MYXOMYCETES) 
ABSTRACT: Abiotics and biotics factors interfere with metabolism of the slime molds by 
changing the production of antimicrobial substances. Plasmodium of Physarella oblonga 
was cultivated in moist-chamber cultures, under the same conditions of temperature, light, 
moisture and pH, over a year, in order to annul the interference of these factors on the 
production of inhibitory substances. At this time, monthly transfers of the plasmodium into 
new moist-chamber cultures were carried out, using, for each transference, sterilized oatmeal 
flakes which served as food for the plasmodium. Extracts which were obtained one and twelve 
months after cultivation were tested against human pathogens by using the agar diffusion test. 
It was observed that the extracts obtained one month after cultivation inhibited the growth 
of Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium 
smegmatis, Candida albicans e Candida tropicalis. Although, the extracts obtained after 
twelve months were inactive against the same microorganisms. It was concluded that 
abiotic factors are not the only to affect the production of antimicrobial substances for the 
plasmodium was maintained under the same experimental conditions during the whole period 
of cultivation. Successive transfers of the plasmodium into new moist-chamber cultures, 
with favorable conditions for its growth, are thought to have led to a reduction in the number 
of microorganisms that co-inhabit with plasmodium of myxomycetes, thereby reducing the 
competition and, consequently, the need of producing antibiotic substances.
KEYWORDS: Antimicrobial activity, Microorganisms, Moist chamber, Slime molds.

1 |  INTRODUÇÃO
Os mixomicetos apresentam em seu ciclo de vida duas formas bastante distintas, 

uma imóvel, com formas bem definidas, denominada esporocarpo, onde estão contidos os 
esporos; e outra que se locomove por movimentos amebóides, denominada plasmódio, 
que consiste em uma massa de protoplasma multinucleada. Os esporos, ao germinarem, 
liberam células haplóides, que após uma série de divisões mitóticas, comportam-se como 
isogametas, que se fusionam aos pares formando um zigoto diplóide. Divisões sucessivas 
do núcleo zigótico dão origem ao plasmódio. Na maturidade, em condições ambientais e 
de nutrição adequadas, esta fase móvel sofre um processo de esporulação, originando 
esporocarpos, que ao liberarem esporos dão início a um novo ciclo de vida (Alexopoulos et 
al. 1996; Kirk et al. 2008; Keller & Everhart 2010; Li et al. 2020).

Esporocarpos e plasmódios de mixomicetos têm sido referidos na literatura como 
produtores de substâncias bioativas, algumas das quais atuam inibindo o crescimento de 
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microrganismos patógenos ao homem (Locquin & Prévot 1948, Martin et al. 1983; Keller & 
Everhart 2010; Li et al. 2020). Embora alguns trabalhos relatem a atividade antimicrobiana 
de plasmódios, como é o caso de Sobels (1950), Considine & Mallete (1963) e Herrera et 
al. (2011), a maioria das pesquisas foram realizadas com esporocarpos, o que pode ser 
evidenciado pelos estudos desenvolvidos por Guimarães et al. (1998), Guimarães (1999), 
Pereira et al. (1992), Albuquerque (1998), Chiappeta (1999) e Chiappeta et al. (1999a, 
1999b). Isto deve ocorrer por ser o plasmódio uma fase efêmera, restrita a ambientes 
úmidos e sombreados, e menos frequentemente encontrada na natureza, quando 
comparada aos esporocarpos. Em laboratório, entretanto, a fase plasmodial pode ser 
mantida durante vários meses por cultivo em câmara-úmida, na ausência de fatores que 
induzem sua esporulação, como por exemplo a luminosidade (Martin 1940, Martin et al. 
1983; Alexopoulos et al. 1996).

O plasmódio se alimenta pela assimilação de nutrientes dissolvidos no meio ou, 
mais frequentemente, por fagocitose, ingerindo bactérias, microalgas, leveduras, micélios 
e esporos de fungos (Lazo 1961; Daniel & Rusch 1956; Balaji et al. 1999). Sobels (1950) 
acredita que a capacidade de produzir substâncias antibióticas esteja relacionada com a 
nutrição do plasmódio, considerando que as mesmas seriam capazes de agir sobre células 
microbianas, provocando-lhes a morte e facilitando o seu englobamento.

Vários fatores podem interferir no metabolismo do plasmódio, alterando a produção 
de substâncias antimicrobianas e, consequentemente, o seu potencial inibitório. Fatores 
abióticos como temperatura, luminosidade, pH e umidade são os que mais afetam o seu 
desenvolvimento (Gray 1939; Gray & Alexopoulos 1968). Por outro lado, fatores bióticos 
também exercem influência sobre os mixomicetos; plasmódios de várias espécies, por 
exemplo, só se desenvolvem em laboratório quando associados a bactérias, as quais lhes 
servem de alimento. Interações de plasmódios de algumas espécies de mixomicetos com 
algas verdes do gênero Chlorella foram registradas por Lazo (1961), ao cultivar plasmódios, 
livres de bactérias, em meio ágar-aveia contendo células destas algas. Este autor sugere 
que as algas, da mesma forma que as bactérias, possibilitam o crescimento vegetativo do 
plasmódio e contribuem para completar o seu ciclo de vida, demonstrando que plasmódios 
se desenvolvem melhor quando associados a outros microrganismos do que em culturas 
puras. Tentativas para purificar estes plasmódios e mantê-los em condições axênicas vêm 
sendo realizadas há décadas, mas poucas foram bem sucedidas, pois os plasmódios não 
apresentam um bom desenvolvimento nessas condições (Cohen 1939; Daniel & Rusch 
1956;  Hu & Clark 1986; Balaji, et al. 1999).

Apesar da interação com outros grupos ser importante para o desenvolvimento do 
plasmódio, ele disputa com microrganismos de seu ambiente natural por espaço e outros 
benefícios. Segundo Lancini et al. (1995), a competição por nutrientes, por exemplo, 
seria um dos fatores que levaria à produção de substâncias antibióticas, uma vez que 
os organismos produtores teriam uma vantagem competitiva em relação a outros que 
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compartilham o mesmo ambiente. Albuquerque (1998) comenta que as substâncias 
antimicrobianas produzidas por plasmódios de algumas espécies de mixomicetos, seriam 
uma forma de protegê-los do ataque de fungos e outros organismos, e que tais substâncias 
permaneceriam ativas após a esporulação, conferindo aos esporocarpos a mesma proteção.

Desta forma, o cultivo de plasmódios de mixomicetos em laboratório, com o 
fornecimento de condições favoráveis ao seu desenvolvimento e a diminuição na 
competição com outros microrganismos, poderia levar a uma redução na necessidade de 
produzir substâncias antimicrobianas. Considerando-se que Ribeiro et al. (2002) detectaram 
atividade antibiótica em extratos plasmodiais de Physarella oblonga (Berk. & M. A. Curtis) 
Morgan cultivada em câmara-úmida, objetivou-se, neste trabalho, verificar a influência do 
tempo de cultivo do plasmódio desta espécie, na produção de substâncias com atividade 
antimicrobiana.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Coleta de material
O plasmódio de Ph. oblonga foi coletado sobre estipe em decomposição de Elaeis 

guineensis L. (dendezeiro), na Reserva Florestal de Gurjaú, Cabo de Santo Agostinho, 
Pernambuco, Brasil. Este material foi conduzido ao laboratório e mantido em câmara-úmida, 
no escuro, sobre papel de filtro umedecido com água destilada (Ribeiro et al. 2003). Após a 
passagem do plasmódio para o papel de filtro, ele foi transferido para nova câmara-úmida 
e mantido à temperatura ambiente (25oC ± 3oC), na ausência de luminosidade e em pH 
variando de 4,5 a 5,0, durante um ano. Neste período, foram realizadas transferências do 
plasmódio, de uma câmara-úmida a outra, sendo, a cada transferência, adicionados 5 mg de 
flocos de aveia esterilizados, utilizados como fonte de alimento. Exsicata representativa da 
espécie estudada encontra-se no herbário UFP, da Universidade Federal de Pernambuco, 
Brasil, sob o nº 27.874.

2.2 Obtenção de extratos orgânicos
Após um mês de cultivo em câmara-úmida (1o período), uma parte do plasmódio 

foi submetida à extração orgânica com éter/acetato de etila (65:35 v/v), mantendo-se em 
agitação por 1h e, em seguida, em repouso por 24h a, aproximadamente, 6oC. Após este 
período, o material foi filtrado e evaporado à temperatura ambiente. O extrato resultante foi 
mantido em dessecador até apresentar peso constante. Ao final de 12 meses de cultivo em 
câmara-úmida (2o período), outra parte do mesmo plasmódio foi submetida à extração, nas 
mesmas condições acima descritas.

2.3 Testes de atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada frente a Staphylococcus aureus 
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Rosenbach (UFPEDA-01), Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn (UFPEDA-16), Pseudomonas 
aeruginosa (Schroeter) Migula (UFPEDA-39), Escherichia coli (Migula) Castellani & 
Chalmers (UFPEDA-224) e Mycobacterium smegmatis (Trevisan) Lehmann & Neumann 
(DAUFPE-71), como representantes de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e álcool-
ácido resistentes, cedidas pelo Departamento de Antibióticos da Universidade Federal 
de Pernambuco (UFPEDA); e frente a isolados clínicos das leveduras Candida albicans 
(Robin) Berkhout e Candida tropicalis (Castellani) Berkhout, cedidos pelo Departamento de 
Micologia da UFPE.

Os ensaios foram realizados utilizando-se o método de difusão em ágar, segundo 
Grove & Randall (1955), com três repetições para cada microrganismo. Suspensões de 
107 UFC/mL (50 µL), padronizadas pelo método de Bauer et al.(1966) foram inoculadas 
em placas de Petri (9cm de diâmetro) contendo 15 mL de meio ágar Müller-Hinton. Discos 
de papel (6mm de diâmetro) foram impregnados com 25 µL de cada extrato (1 mg/mL) e 
depositados sobre o meio previamente inoculado. Como controle negativo, foram aplicados 
discos impregnados com a mescla de solventes utilizada para extração; como controle 
positivo, os antibióticos Cefalotina e Amicacina, e o antifúngico Anfotericina B.

As placas de Petri foram mantidas sob refrigeração a 8oC, durante 24 h (Chiappeta 
1999a). Após este período, foram incubadas a 30oC e 36oC, respectivamente, para leveduras 
e bactérias, durante 48 h para M. smegmatis, e 24 h para os demais microrganismos. Os 
resultados foram avaliados pelas medidas dos halos de inibição formados em torno dos 
discos e expressos pela média das três repetições.

2.4 Cromatografia em camada delgada (CCD)
Os extratos orgânicos foram também aplicados em placas de silicagel 60 F254+366 

(Merck), na concentração de 1 mg/mL, e submetidos à cromatografia ascendente em 
camada delgada, utilizando-se como eluente o sistema de solventes tolueno/acetato de 
etila/ácido fórmico (8:1:1 v/v). As bandas cromatográficas obtidas foram visualizadas sob 
luz ultravioleta a 254 nm e 366 nm, e reveladas com vapores de iodo ressublimado (Ribeiro 
et al. 2003).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os dados cromatográficos revelaram diferenças na produção de substâncias pelo 

plasmódio de Ph. oblonga, submetido a diferentes períodos de cultivo. Foram observadas 
três bandas cromatográficas no extrato orgânico obtido no 1o período (Rf = 0.91, 0.82 e 
0.50) e quatro bandas no extrato obtido no 2o período (Rf = 0.95, 0.74, 0.48 e 0.20). As 
bandas com valores de Rf igual a 0.50 e 0.48, detectadas, respectivamente, nos extratos 
plasmodiais obtidos no 1o e 2o períodos são, provavelmente, a mesma substância, pois 
além de apresentarem valores de Rf semelhantes, apresentaram também a mesma reação 
de coloração e o mesmo padrão de revelação (Tabela 1).
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A tabela 1 também mostra que as bandas com Rf  0.91 e 0.82, detectadas no 
extrato plasmodial obtido no primeiro período, não foram observadas após 12 meses de 
cultivo. Isto pode ser devido tanto à redução na produção dessas substâncias, como a 
sua completa inibição, sendo substituídas por outras substâncias que não haviam sido 
detectadas anteriormente, como é o caso das bandas com Rf  0.95, 0.74 e 0.20.

EXTRATOS 
PLASMODIAIS

COMPONENTES CROMATOGRÁFICOS

Rf COLORAÇÃO
REVELAÇÃO

UV (NM) IODO 
RESSUBLIMADO254 366

1o Período
0.91 Púrpura - + +
0.82 Amarelo intenso + - +
0.50 Amarelo pálido + - +

2o Período

0,95 Castanho + - +
0,74 Azul claro - + +
0,48 Amarelo pálido + - +
0,20 Castanho + - +

Tabela 1: Valores de Rf, coloração sob luz ultra-viololeta (UV) e revelação com iodo ressublimado das 
bandas cromatográficas visualizadas nos extratos plasmodiais de Physarella oblonga (Berk. & M. A. 
Curtis) Morgan, obtidos após um (10 período) e doze (20 período) meses de cultivo em câmara-úmida

Essas alterações observadas na composição química do plasmódio de Ph. oblonga, 
cultivado em laboratório por um longo período, levaram à perda do potencial inibitório dos 
extratos plasmodiais, pois enquanto os extratos obtidos no primeiro período foram ativos 
contra a maioria dos microrganismos testados, os extratos obtidos após 12 meses de 
cultivo foram inativos contra os mesmos microrganismos (Tabela 2).

MICRORGANISMOS
EXTRATOS PLASMODIAIS / HALOS 

DE INIBIÇÃO (mm)
1O PERÍODO 20 PERÍODO

Staphylococcus aureus 16 0
Bacillus subtilis 12 0

Pseudomonas aeruginosa 9 0
Escherichia coli 0 0

Mycobacterium smegmatis 13 0
Candida albicans 20 0
Candida tropicalis 22 0

Tabela 2: Atividade antimicrobiana dos extratos plasmodiais de Physarella oblonga (Berk. & M. A. 
Curtis) Morgan, obtidos após um (10 período) e doze (20 período) meses de cultivo em câmara-úmida
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Vários autores já demonstraram que alterações químicas em myxomycetos 
podem ocorrer devido a variações ambientais vigentes durante o desenvolvimento ou o 
processo de esporulação do plasmódio, e que essas alterações influenciam na atividade 
antimicrobiana das espécies (Guimarães et al. 1989; Chiappeta 1999). Albuquerque (1998), 
por exemplo, demonstrou que etálios de Lycogala epidendrum (L.) Fries, coletados em 
diferentes estações do ano, sobre um mesmo substrato, apresentavam variações na sua 
composição química, o que afetava a atividade antimicrobiana da espécie. Da mesma 
forma, Chiappeta et al. (1999b) observou alterações no potencial antimicrobiano de 
extratos brutos obtidos a partir de etálios de Fuligo septica (L.) Wigg., desenvolvidos sobre 
um mesmo substrato, dependendo da época em que os etálios foram coletados e do pH 
dos solventes empregados para obtenção dos extratos. 

Vale ressaltar que os estudos acima citados foram realizados com esporocarpos de 
uma mesma espécie, mas originados de diferentes plasmódios, que se desenvolveram sob 
diferentes condições de luminosidade, temperatura e nutrientes, o que justifica as alterações 
químicas. No presente trabalho, porém, as alterações foram observadas em um mesmo 
plasmódio, submetido durante todo o período de cultivo às mesmas condições laboratoriais. 
A explicação mais provável é de que as sucessivas transferências do plasmódio para novas 
câmaras-úmidas tenham levado a uma diminuição no número de microrganismos presentes 
no meio, diminuindo também a competição. Levando-se em consideração que a produção 
de substâncias antibióticas está relacionada com o mecanismo de defesa contra o ataque 
de outros microrganismos, é possível que a redução na competição tenha interferido no 
metabolismo plasmodial, alterando a produção de substâncias antimicrobianas.

A atividade antimicrobiana detectada nos extratos plasmodiais obtidos no primeiro 
período (Tabela 2), demonstra a capacidade que o plasmódio de P. oblonga tem de produzir 
substâncias capazes de inibir um amplo espectro de microrganismos, uma vez que inibiram 
o crescimento de bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. subtilis), Gram-negativas (P. 
aeruginosa) e álcool-ácido resistentes (M. smegmatis), além de fungos leveduriformes (C. 
albicans e C. tropicalis). Porém, o cultivo em câmara-úmida por um longo período de tempo 
levou à perda da capacidade do plasmódio em produzir substâncias antimicrobianas. Esses 
dados confirmam a hipótese de Ribeiro et al. (2002), de que as substâncias com Rf 0.91 e 
0.82 são as inibidoras do crescimento bacteriano, pois como pode ser observado no teste 
cromatográfico, estas substâncias não foram detectadas nos extratos plasmodiais obtidos 
no segundo período (Tabela 1), justificando a ausência de atividade antimicrobiana nos 
mesmos.

Os resultados aqui apresentados permitem concluir que o plasmódio de Ph. 
oblonga, cultivado em câmara-úmida por 12 meses, perdeu completamente a sua 
capacidade de inibir microrganismos patogênicos. Acredita-se que condições favoráveis ao 
desenvolvimento do plasmódio em câmara-úmida, tenha dificultado o desenvolvimento de 
outros microrganismos, levando a uma redução na competição e, consequentemente, na 
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necessidade de produzir substâncias antibióticas. Isto está de acordo com o pensamento 
de alguns autores, como Lancini et al. (1995), que acreditam que a produção de substâncias 
antibióticas esteja relacionada com a competição entre organismos que compartilham um 
mesmo ambiente, conferindo vantagem àqueles que têm a capacidade de produzir tais 
substâncias. Estudos futuros poderão ser realizados visando estabelecer relações entre a 
produção de substâncias com atividade antimicrobiana e a presença, no meio de cultura, 
de outros microrganismos que, em geral, coabitam com plasmódios de mixomicetos. Os 
resultados aqui obtidos chamam a atenção para a necessidade, nesse tipo de estudo, de 
controlar não só os fatores abióticos, mas também os fatores bióticos, os quais também 
podem afetar a produção de substâncias antimicrobianas.
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