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“O papel dos infinitamente pequenos na natureza é infinitamente grande”
(Louis Pasteur)



RESUMO

Para a preservagdo de microrganismos com importancia econdmica, as colegdes bioldgicas
témse mostrado bastante eficientes, pois se as técnicas de preservacdo e manutencdo forem
adequadas, o material bioldgico manterd suas caracteristicas viaveis durante periodos
prolongados. Com isso, 0 objetivo desta pesquisa foi reorganizar parte de uma subcolecdo da
Central de Colegdes Microbioldgicas da Universidade do Estado do Amazonas (CCM/UEA),
buscando melhorias da viabilidade celular e aperfeicoamento do armazenamento dos
microrganismos preservados. O desenvolvimento do trabalho foi efetuado em 4 etapas, onde
foram selecionadas 25 linhagens preservadas nas técnicas de Castellani e em 6leo mineral para
realizar a reativacao, a identificacdo a nivel de género, manutencdo e novas preservacoes.
Dentre as 25 linhagens, 6 apresentaram-se inviaveis pelo erro das primeiras preservacdes
realizadas anteriormente ou pela presenca de contaminagdo nao sendo possivel a purificacao, e
15 chegaram a etapa de preservacdo, porém so foi possivel identificar 9 linhagens.

Palavra-chave: Subcolecdo; Microrganismos; Viabilidade.



ABSTRACT

For the conservation of economically important microorganisms, biological collections have
been shown to be quite efficient, because if conservation and maintenance techniques are
adequate, the biological material will maintain its viable characteristics for prolonged periods.
Therefore, the objective of this research was to reorganize a subcollection of the
Microbiological Culture Collection Center of the Amazonas State University (CCM/UEA),
seeking improvements in cell viability and improvement in the storage of preserved products.
The development of the work was carried out in 4 stages, where 25 lineages preserved in
Castellani and in mineral oil techniques were selected to carry out reactivation, identification
at the gender level, maintenance and new preservation. Among the 25 lineages, 6 were
unviable due to the error of the first conservations carried out previously or by the presence of
contamination, making purification not possible, and 15 reached the conservation stage, but it
was only possible to identify 9 lineages.

Keywords: Subcollection; Microorganism; Viability.
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1 INTRODUCAO

As colecBes de culturas biologicas sdo recursos valiosos, pois apresentam
caracteristicas essenciais para 0 uso sustentavel da diversidade microbiana e sua
conservagdo (SHAMA e SHOUCHE, 2014), bem como possuem grande importancia para
o desenvolvimento de estudos direcionados a contribuicdo para a economia, cultura, satde
e educacdo. A preservacdo de microrganismos com importancia econémica em cole¢cfes
bioldgicas tem apresentado papéis importantes na area da salde, indUstrias, meio ambiente
e descoberta de novos farmacos (DELLARETTI, 2014), pois apresentam informac6es
necessarias para obter um conhecimento prévio da espécie, a qual possuira ou nao,
utilidade para uma determinada linha de pesquisa. Essas informacdes sdo constantemente
atualizadas por meios de trabalhos publicados, mas muitas vezes ndo sdo inseridas no
banco de dados da colecéo.

Como requisito de qualidade de toda instituicdo, é de extrema importancia a
atualizacdo do banco de dados, bem como a execucdo de manutencdes periddicas das
colecdes bioldgicas para que os microrganismos depositados e suas informagdes ndo se
apresentem prejudicados no momento necessario de sua utilizacdo em pesquisas diversas e
para que mantenham suas caracteristicas viaveis durante periodos prolongados. Visto que
muitas vezes ocorrem contaminagfes por bactérias ou por outras espécies de fungos,
prejudicando o estado dos espécimes, também é indispensavel a verificacdo da viabilidade
celular e do estado de preservacgao das linhagens preservadas.

A inviabilidade celular também é um grande obstaculo para a qualidade da cultura,
sendo necessario a reposicao de novas preservacfes a colecdo, com uso de técnicas de
reativacdo em meios de cultura diversificados que promovam a esporulacédo, purificacéo de
colbnias contaminadas, juntamente com a autenticacdo dos microrganismos e posteriores
preparos de novos preservados.

Tendo em vista a necessidade de preservar microrganismos amazonicos, no estado
do Amazonas foi criada em 2003, na Escola Superior de Ciéncias da Saude - ESA
juntamente com o Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da
Amazonia — PPGMBT, uma Colecdo de microrganismos. Cinco anos mais tarde, o grupo
de pesquisa Quimica Aplicada a Tecnologia iniciou sua cole¢cdo microbioldgica. Nesse
sentido, em 2010 foi criada a Central de Cole¢Ges Microbiologicas da Universidade do
Estado do Amazonas (CCM-UEA) mantendo-se agora com duas subcolecdes: a subcolegéo

de Quimica Aplicada a Tecnologia (EST) e a subcolecéo dos Programas de Pos-graduacao,
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localizada na ESA.

No intuito de evitar adversidades envolvendo falta de recursos microbiologicos e
inviabilidade dos microrganismos preservados, foi realizada uma contribuicdo para
manutencdo de parte de uma subcolecdo microbioldgica da Universidade do Estado do
Amazonas, localizada na Escola Superior de Ciéncias da Saude, objetivando melhorias no
armazenamento e no estado de preservacdo dos isolados, seguindo protocolos ja
estabelecidos pela CCM/UEA, visando o aperfeicoamento do estado de preservacdo dos

espéecimes preservados e enriquecimento do banco de dados.

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Reorganizar parte de uma subcolecdo da Central de Cole¢bes Microbioldgicas da
Universidade do Estado do Amazonas (CCM/UEA), buscando melhorias da viabilidade

celular e aperfeicoamento do armazenamento dos preservados.

2.2 Especificos

e Verificar a viabilidade celular dos fungos filamentosos preservados em agua
destilada e 6leo mineral;

e Incorporar no banco de dados da subcolecao, informagdes referentes as
caracteristicas morfologicas e fisioldgicas dos fungos filamentosos viaveis;

e Integrar no banco de dados informagdes oriundas de pesquisas cientificas realizadas

com os fungos da subcolecéo.

3 REFERENCIAL TEORICO

O bioma amazénico é um dos que mais possuem diversidade de seres vivos, sendo
0s microrganismos representando a maior parte (VERO et al., 2019), porém alguns fatores
como o desmatamento e grandes queimadas acabam dissipando ou destruindo uma boa
parte dessa biodiversidade. Em outros casos, alguns estudos indicam “que a diversidade de
fungos de uma area é afetada diretamente pela idade da floresta, pela composicdo vegetal e
pela qualidade do substrato” (MEDEIROS & CATTANIO, 2015).

Os fungos sdo microrganismos de grande importancia biotecnoldgica, sendo
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empregados nas industrias farmacéuticas, na producdo de alimentos e até mesmo na
manutencdo do equilibrio do meio ambiente (ABREU et al.,, 2015). Os fungos
filamentosos possuem uma grande diversidade de espécies, apresentando caracteristicas
morfoldgicas e fisiologicas variadas. Tais microrganismos, sob condi¢cdes adequadas e
controladas, sdo capazes de produzir substancias desejaveis a produgdo de produtos
comerciais e outros fins (COLEN, 2006). “Como aliados, os fungos podem ajudar a
resolver problemas dificeis para a quimica, como a funcionalizacdo de carbonos néo
ativados, a remogdo sustentavel de poluentes em areas contaminadas e a producdo de
novos farmacos” (TAKAHASHI et al., 2017). Para a obtencdo de bons resultados no
decorrer das producgdes e pesquisas envolvendo esses microrganismos, € necessario manté-
los armazenados em espacos adequados, cuja funcdo de preservacao das caracteristicas da

linhagem é mantida.

Fungos como os endofiticos, que habitam no interior das plantas sem causar
prejuizos ao hospedeiro, podem trazer vantagens as plantas enquanto produzem seus
metabolitos secundarios, diminuindo a herbivoria, ataque de insetos, aumento da tolerancia
a estresses abidticos e o controle de outros microrganismos (PAMPHILE et al., 2017).
Segundo Mafra (2014) as plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, constituindo em modelos para sintese de grande ndmero de
farmacos. Este autor também afirma que as sementes da espécie Licaria puchury-Major,
popularmente conhecida como Puxuri, sdo utilizadas na medicina caseira como
carminativas estomaquicas e no tratamento de insonia e irritabilidade de adultos e criangas.
Ja no trabalho de Azevedo et al. (2018) foi realizado um estudo utilizando este o 0leo

essencial de puxuri como pesticida natural, obtendo-se bons resultados.

Quando estes fungos estdo associados a plantas medicinais, seu valor de
importancia aumenta significativamente em pesquisas, pois o estudo dessas associa¢des
pode minimizar o perigo de extincdo de algumas espécies de plantas utilizadas para
extracdo de produtos medicinais, garantindo a preservacdo destas (MUSSI-DIAS et al.,
2012) em colecBes microbiologicas. Essas colecfes de materiais bioldgicos dao
representatividade para grandes e pequenos centros privados e de servi¢o, possuindo
objetivos, politicas e acervos diversificados e que mantém registros disponiveis ha mais de
dez anos, no qual até hoje se fazem preservados, vidveis e prontos para serem reativados
para usos futuros em trabalhos de pesquisa. Em laborat6rios, o uso de microrganismos

preservados em colecGes de cultura permite, de acordo com Finatti e Aparecido (2009),
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desenvolver pesquisas bésicas e aplicadas cujos resultados podem ter impactos positivos
para melhoria de métodos de manejo e controle de doengas.

Segundo Aranda (2014) um dos principais objetivos de uma colecdo bioldgica é
manter a organizacao, qualificacdo e preservacdo dos exemplares ex situ e disponibilizar as
informacdes relativas a taxonomia e biogeografia dos preservados. A preservacao ex situ é
uma “estratégia de preservacao de componentes da biodiversidade ou de recursos genéticos
animal, vegetal e microbiano fora de seu habitat natural, tendo sua manutencédo realizada
em condigOes artificiais na forma de bancos de germoplasma vegetal, banco de
germoplasma animal e colegdes de microrganismos” (JOSE et al. 2019).

Esse método de preservacdo é “largamente utilizada no campo da conservagdo da
biodiversidade, sendo considerada indispensavel para aumentar as chances de
sobrevivéncia de espécies ameagadas” (LOUREIRO, 2012), possui mais vantagens do que
desvantagens, tornando-se bastante viavel para a preservacdo de material genético de
microrganismos em colecdes por grandes periodos de tempo, devendo estas estarem
operando “de forma controlada pela qualidade e atendendo aos padrGes de qualidade
exigidos pela comunidade cientifica” (VERO et al., 2019)

As colecOes bioldgicas contém varios especimes preservados em métodos
diversificados de preservacdo ex situ, visando a manutencdo da viabilidade celular
prolongada por décadas, destacam-se a preservacdo em o6leo mineral e agua destilada
autoclavada ou método Castellani, criopreservacao e liofilizacdo. O método de preservacéo
disponibilizada nas colecGes ira depender dos recursos disponiveis para tal instituicdo, que
irdo auxiliar diretamente em trabalhos de pesquisa. Dentre as técnicas de preservacao,
Canhos et al., (2004) e Costa et al., (2009) afirmaram que “a preservagdao em Oleo
proporciona uma maior longevidade as estirpes, quando comparada a repicagem periddica,
bem como redugdo da velocidade de desidratacdo do meio de cultura”, porém segundo
Amorim et al. (2016) os microrganismos preservados em 6leo mineral, em comparacéo
com o0 método de Castellani, tendem a apresentar mais contaminacdes e inviabilidade
quando preservados por longos periodos sem a devida manutencao.

Diogo et al. (2005) e Passador et al. (2010) citam que a &gua destilada se
caracteriza como forma de preservacdo de fungos mais préatica e barata, uma vez que exige
apenas a agua destilada armazenada em pequenos vidros, ocupando pouco espaco na
colecdo. Além disso, hd garantia da manutencdo das caracteristicas morfoldgicas e

fisiolégicas por periodos mais prolongados, evita a contaminagdo por acaros e pode ser
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empregada para grande nimero de géneros e espécies de fungos.

Outras técnicas para preservacdo de microrganismos que estd sendo bastante
utilizada tem como recursos principais o arroz integral e o papel filtro. A preservacdo em
papel filtro € relatada no trabalho de Neto et al. (2019) como vantajosa para obtencdo de
maior crescimento micelial em comparagdo com outras técnicas como a de Castellani e
6leo mineral. Essa técnica também apresenta vantagens como o baixo custo, a ndo
exigéncia de equipamentos especiais, estabilidade elevada e a ndo ocorréncia de acaros
(Botelho et al., 2013). J4 o arroz integral, de acordo com Muller-Fischer (2013), contém
amido, proteina, lipidio e minerais, sendo um 6timo substrato capaz de fornecer suporte e
nutricdo aos fungos, sendo também um bom indutor de esporulacdo. A vantagem dessa
preservacao € o baixo custo e alto rendimento do arroz como material principal.

Visto que, durante o processo de preservagdo nos métodos citados anteriormente, é
possivel haver contaminacdo proveniente do ambiente com ma esterilizagdo, ha
necessidade de constante acompanhamento para a analise do estado de preservagdo do
material em colecdes, por profissionais da area, para a identificacdo de necessidades
especificas. “O comprometimento institucional e pessoal com o sistema que envolve
qualidade, biosseguranga e ambiente, agrega mais valor a estes acervos, contribuindo de
forma determinante na melhoria das condi¢des de preservagédo e crescimento, tornando-os

mais acessiveis, seguros e confidveis” (ARANDA, 2014).

4 MATERIAL E METODOS

Segundo Gil (2002), considerando os procedimentos a serem utilizados, o presente
trabalho € classificado como pesquisa experimental, no qual consistiu em determinar os
microrganismos que foram utilizados no decorrer da pesquisa, selecionando as variaveis
capazes de influencia-los, como a presenca de contaminacdes, o tipo de preservacdo e o
meio de cultura de reativagédo e definindo formas de controle e de observacdo dos efeitos

que tais variaveis produzem nos microrganismos.

4.1 Microrganismos

Com intuito de contribuir para a identificagdo dos microrganismos da subcolecéo,
foram selecionadas 19 linhagens ainda ndo identificadas a nivel de género e 6 ja
identificadas, totalizando 25 linhagens de fungos filamentosos que haviam sido isolados da

planta Licaria puchry-Major (quadro 1) e conservadas na subcolecdo dos Programas de
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Pds graduacdo da Central de Colecdes Microbioldgicas da Universidade do Estado do
Amazonas (CCM/UEA), localizada na Escola Superior de Ciéncias da Saude (ESA).

Foram utilizados dois exemplares de cada linhagem preservados em &gua destilada

autoclavada (método de Castellani) e em 6leo mineral, totalizando 50 exemplares, que

foram reativados e analisados para verificagdo da viabilidade celular, manutencdo e

reintroducdo dos microrganismos na subcolecao.

Quadro 1 - Dados das linhagens preservadas no método de Castellani e em 6leo mineral.

Codigo Substrato de Ano de preservacao Identificacao
coleta
Castellani Oleo

10245 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10246 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10248 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10249 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10252 Licaria 2010 2011 NID
puchury-Major

10261 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10263 Licaria 2010 2011 NID
puchury-Major

10266 Licaria 2010 2011 NID
puchury-Major

10268 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10269 Licaria 2010 2011 NID
puchury-Major

10271 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major
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10339 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10340 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10341 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10342 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10343 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10344 Licaria 2010 2011 NID
puchury-Major

10351 Licaria 2011 2011 NID
puchury-Major

10352 Licaria 2010 2011 NID
puchury-Major

10361 Licaria 2011 2011 Phomopsis sp.
puchury-Major

10362 Licaria 2011 2011 Phomopsis sp.
puchury-Major

10363 Licaria 2011 2011 Phomopsis sp.
puchury-Major

10364 Licaria 2011 2011 Phomopsis sp.
puchury-Major

10365 Licaria 2011 2011 Phomopsis sp.
puchury-Major

10366 Licaria 2011 2011 Phomopsis sp.

puchury-Major

Fonte: A autora, 2022. (NID) Nao identificado.

4.2 Reativacao de preservados em agua destilada e 6leo mineral

Dos fungos filamentosos preservados em agua destilada e em 6leo mineral, foram

retirados fragmentos do micélio e reativados em meio de cultura Agar Batata Dextrose
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(BDA) e mantidos a 25 £ 2°C por sete dias. Inicialmente todos os fungos foram reativados
em meio de cultura BDA natural (1 litro infusdo de batata, 18g de agar e 10g de dextrose),
porém posteriormente optou-se por utilizar BDA sintético para as proximas reativacgoes e
repiques.

Para alguns fungos foi preciso utilizar meios de culturas que induzissem a
esporulacdo, como o agar aveia e o agar tomate, ambos bons indutores de esporulacéo e a
exposicdo a luz. As culturas que apresentaram contaminagdes apOs a reativacdo ou
repique, foram purificadas, retirando apenas o micélio da espécie de interesse e em seguida
0 repique para placa de Petri em meio BDA, seguido de incubagéo em estufa a 25 °C por 7

dias.

4.3 Autenticacdo de preservados em agua e 6leo

A confirmacdo das caracteristicas macro e micromorfoldgicas das culturas fangicas
foi realizada a nivel de género, utilizando como chaves de identificagdo os trabalhos de
Klich & Pitt (1988), Pitt (1985) e Watanabe (1937), Zhao et al. (2007) e Matos (2012) e
Cordeiro et al. (2009).

Para a analise das caracteristicas macromorfoldgicas foram observadas texturas do
micélio, relevo, coloracdo das coldnias tendo como referéncia o catadlogo de cores da
Suvinil Fresh utilizado como padrdo da subcolegdo, presenca de exudatos e pigmentos.
Para a confirmacdo das caracteristicas micromorfolégicas foram realizadas, primeiramente,
a confeccédo de laminas oriundas de microcultivo (KONEMAN, 2001) contendo azul de
lactofenol e fragmentos de micélio para a verificacdo das estruturas reprodutivas, e em
seguida a utilizacdo das chaves de identificacdo. Todas as caracteristicas foram registradas

utilizando cdmera fotografica.

4.4 Preservacao dos microrganismos em agua destilada e 6leo mineral

A realizacdo da nova preservacdo dos fungos filamentosos que passaram pela
autenticacdo, seguiu um protocolo ja estabelecido para a subcole¢do. A primeira etapa para
a preservacao foi desenvolvida no interior do fluxo laminar com auxilio de uma al¢a de
inoculagdo para a retirada de fragmentos do micélio e laminas de bisturi para realizar
pequenos cortes nas colonias.

Para a preservacdo dos microrganismos em agua destilada autoclavada (método de
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Castellani), foram feitos cortes, com lamina de bisturi e 10 pequenos cubos do micélio
foram inseridos em frascos de vidro Penicilina de 10 mL contendo 6 mL de agua destilada
previamente esterilizada (CASTELLANI, 1967). Logo em seguida os frascos foram
tampados e vedados com pléastico filme PVC para evitar contaminagdes.

Para a preservacdo em 6leo mineral, foram retirados fragmentos do micélio dos
fungos e repicados para tubos de vidro contendo 10 mL de meio BDA solido e levados
para estufa a 25 °C por 7 dias. Ap0Os essas etapas, foram acrescentados 10 mL de 6leo
mineral esterilizado e o tubo foi fechado com a sua tampa.

No decorrer das atividades foram introduzidas duas técnicas de preservacdo como
novos protocolos das subcole¢des da Universidade do Estado do Amazonas, a preservagao
em arroz integral e a preservacdo em papel filtro. Para a primeira técnica foram preparados
tubos de vidro, que em seguida foram autoclavados contendo 1 cm de arroz integral e
700uL de agua destilada. Ja a segunda técnica consistiu em preparar tubos Eppendorf de
2mL contendo 5 discos de papel filtro umedecidos com &gua destilada autoclavada. Em
ambas as técnicas foram repicados fragmentos miceliais em cubos e em seguida
depositados em estufa BOD a 25°C por aproximadamente 7 dias. Apds esse periodo foi
acrescentado 6leo mineral nos tubos de vidro contendo arroz integral e o micélio do

microrganismo.

4.5 Insercdo dos novos preservados na colecao

A subcolec¢do aderiu como novo protocolo a insercdo dos novos preservados em
duplicata para a padronizacgéo do acervo. A partir disso, os microrganismos utilizados nesta

pesquisa foram preparados conforme o novo padrédo e em seguida inseridos na subcolecéo.

4.6 Analise de dados

A andlise dos dados foi realizada durante e ap6s os procedimentos, para a
verificacdo comparativa do desenvolvimento das atividades. Foram utilizadas planilhas
contendo informacdes das primeiras coletas e conservacoes, cedidas pela subcolecdo.

As linhagens foram consideradas positivas (+) quando viaveis, sendo considerados
6timos crescimentos com possibilidade de purificacdo caso houvesse contaminacdo. Ja as
linhagens registradas como negativas (-) foram consideradas invidveis pela auséncia do
desenvolvimento de hifas a partir do fragmento reativado ou com impossibilidade de

purificacdo devido alta presenca de contaminacdes por outras espécies de fungos a partir
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do fragmento reativado. Os fungos da mesma linhagem, que estavam preservados no
método de Castellani e em 6leo mineral, no qual apresentaram caracteristicas morfologicas
completamente distintas, também foram consideradas invidveis, sendo registradas como
(DIF).

4.7 Atualizacéo de informacdes no banco de dados

Foi realizado um levantamento para verificar as pesquisas cientificas realizadas
com os fungos da subcolecdo, tomando como base a relacdo das dissertacOes e teses
publicadas nos Programas de PoOs-graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da
Amazonia (PPGMBT/UEA) e em Biodiversidade e Biotecnologia da Rede Bionorte, desde
0 inicio da implementacdo da subcolegdo até os dias atuais, para que os dados obtidos

fossem inseridos no banco de dados da subcolecao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das reativagbes dos microrganismos em placas de Petri contendo BDA
natural observou-se que a esporulacdo dos fungos foi lenta, sendo necessario aguardar mais
de 20 dias para comegar a observar as primeiras esporula¢es de algumas colonias. Desta
forma, optou-se por avaliar a reativacdo dos fungos em BDA sintético. Essa alteracdo do
meio de cultura reduziu o tempo de esporulacdo de alguns fungos e foi observado que a
presenca de contaminagdes diminuiu.

As linhagens que apresentaram esporulagdo e/ou crescimento micelial muito lento
foram MBT 10252, MBT 10246, MBT 10263, MBT 10266, MBT 10268, MBT 10351.
Para essas linhagens foi preciso aplicar técnicas que induzissem a esporulacdo, como
exposicdo a luz, repique para 0s meios de cultura agar aveia e agar tomate (Silva e
Teixeira, 2012; Pulz e Janior, 2009). Os fungos que obtiveram melhores resultados foram
os cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura agar aveia, pois as coldnias cujo
micélio aparentava uma densidade baixa passou a apresentar uma densidade mais alta. A
linhagem MBT 10344 esporulou apenas no meio de cultura 4gar tomate. De acordo com o
trabalho de Souza e Boava (2018) fungos repicados para 0 meio de cultura agar aveia
também apresentaram resultados mais promissores em comparagdo com o agar tomate.

No decorrer da pesquisa notou-se que durante as primeiras reativacfes utilizando
BDA natural nem todos os fungos estavam apresentando viabilidade, principalmente os

que estavam preservados em Oleo mineral. Quando essas situacBes eram registradas,
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posteriormente outro fragmento era retirado do mesmo frasco para ser reativado
novamente. Quando a inviabilidade do micélio preservado era confirmada, outra reativacao
da mesma linhagem e mesmo método de preservacdo era executada, porém utilizando
outro frasco com micélio preservado. Ao trocar a utilizacdo do BDA natural para 0 BDA
sintético foi possivel obter sucesso de 100% de crescimento micelial apos as reativacoes e
os frascos cujo micélio ndo apresentou crescimento apos trés reativac6es foi demarcado
como inviavel.

Outra marcacdo em relacdo a sua inviabilidade ocorreu com a linhagem MBT
10340, no qual todos os fragmentos que foram reativados dos 3 diferentes frascos com
microrganismos preservados no método de Castellani apresentaram colénias com
caracteristicas completamente distintas dos fragmentos reativados dos 3 frascos de

preservacdo em 6leo mineral (Figura 1).

Figura 1: Linhagem MBT 10340 reativada a partir do método de Castellani (a) e 6leo mineral(b)

Fonte: A autora, 2022.

A Figura 1(a) apresenta um micélio na cor areia com textura veludosa enquanto a
figura 1(b) apresenta um micélio de relevo rugoso na cor verde militar com bordas brancas
e textura pulvurulenta. O mesmo ocorreu com as linhagens MBT 10343, MBT 10361,
MBT 10362, MBT 10366. Apos 3 reativacdes dos mesmos frascos foi confirmado que

houve falhas durante as primeiras preservacdes, prejudicando a identificacdo da espécie do
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fungo pertencente a linhagem. Para tais microrganismos os responsaveis pela subcole¢do
tomardo providéncias para uma nova preservacdo. Como os 5 fungos apresentaram
caracteristicas macromorfoldgicas bastante distintas, suas laminas oriundas de microcultivo

ndo foram preparadas, sendo as linhagens registradas como inviaveis (Quadro 2).

Quadro 2 - Dados obtidos ap6s a reativacdo das linhagens preservadas no método de Castellani e em dleo

mineral.
Codigo Meétodo de preservagao Identificacéo Preservados
e inseridos
- - _ na colecéo
Castellani Oleo mineral

MBT 10245 + + Helicomyces sp. NPR
MBT 10246 + + Colletotrichum sp. NPR
MBT 10248 + + Helicomyces sp. OK
MBT 10249 - - NID NPR
MBT 10252 + + NID NPR
MBT 10261 + + NID OK
MBT 10263 + + NID OK
MBT 10266 + + Acremonium sp. OK
MBT 10268 + + NID OK
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MBT 10269 + + NID OK
MBT 10271 + + Helicomyces sp. OK
MBT 10339 + + Helicomyces sp. OK
MBT 10340 DIF DIF NID NPR
MBT 10341 + + Trichoderma sp. OK
MBT 10342 + + NID OK
MBT 10343 DIF DIF NID NPR
MBT 10344 + + NDI NPR
MBT 10351 + + Helicomyces sp. OK
MBT 10352 + + NDI OK
MBT 10361 DIF DIF NID NPR
MBT 10362 DIF DIF NID NPR
MBT 10363 + + Colletotrichum sp. OK
MBT 10364 + + NID OK
MBT 10365 + + NID OK
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MBT 10366 DIF DIF NID NPR

Fonte: A autora, 2022. (+) Viavel; (-) Invidvel; (DIF) Mesma linhagem com caracteristicas diferentes;
(NID) Nao identificado; (NPR) Néo preservado.

Na subcolecdo s havia 1 frasco com micélio preservado no método de Castellani e
3 frascos com micélio preservado em 6leo mineral da linhagem MBT 10249. Isso
dificultou o processo de purificacdo do micélio reativado do método de Castellani, pois
havia contaminacdo com duas espécies de fungos filamentosos partindo do mesmo
fragmento em ambas as conservagdes. Essa linhagem foi reativada 3 vezes ndo obtendo
sucesso de viabilidade (Figura 2).

Figura 2: Linhagem MBT 10249 reativada a partir do método de Castellani (a) e leo mineral (b).

Fonte: A autora, 2022.

Com relacdo a identificacdo micromorfologica, apenas 9 fungos puderam ser
identificados em nivel de género, enquanto 10 fungos ndo puderam ser identificados
devido a auséncia de estruturas reprodutivas, apresentando apenas hifas vegetativas na
lamina preparada, com 7 dias de crescimento (Quadro 2). Como as coldnias dessas 10
linhagens estavam puras e com caracteristicas semelhantes entre os reativados das
conservacdes em dagua destilada e 6leo mineral, optou-se por adiantar suas novas
conservagdes para posteriormente serem identificadas com base nas caracteristicas
genéticas. Essa etapa seréd posteriormente realizada na subcolegéo.

As linhagens MBT 10245, MBT 10248, MBT 10271, MBT 10351 e MBT 10339
(Quadro 2) foram identificadas como Helicomyces spp., pois apresentaram caracteristicas
semelhantes ao género como estruturas reprodutivas em forma helicoidal, hifas septadas
(Figura 3). Esses fungos, conforme o trabalho de ZHAO et al. (2007) e MATOS (2012),

podem ser comumente encontrados em substratos como madeira em decomposicao, no
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solo e na agua.

Figura 3: Microscopia Optica (aumento 40x) da linhagem MBT 10245.

4

Fonte: Arquivo pessoal.

As linhagens MBT 10246 e MBT 10363 foram identificadas como Colletotrichum
sp., apresentando conidios cilindricos, retos com extremidade obtusa, como descrita no
trabalho de Cordeiro et al. 2009 (Figura 4).

Figura 4: Microscopia Optica (aumento 40x) da linhagem MBT 10246.

Fonte: Arquivo pessoal.

Ja a linhagem MBT 10266 apresentou caracteristicas de Acremonium como hifas
septadas hialinas e conidiéforos com conidios aglomerados na extremidade (Oliveira,
2015) (Figura 5).
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Figura 5: Microscopia dptica (aumento 40x) da linhagem MBT 10266.

Fonte: Arquivo pessoal.

A linhagem MBT 10341 foi identificada como Trichoderma sp. Apresentando
conidiéforos bastante ramificados em varios niveis, onde as divisdes primarias originam
secundarias menores. As fidlides encontram-se dispostas em verticilos terminais sobre a
ramificacdo do conididforo (Figura 6) (Bisset, 1991; Corabi-Adell, 2004).

Figura 6: Microscopia éptica (aumento 40x) da linhagem MBT 10341.

Fonte: A autora, 2022.
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As linhagens MBT 10252, MBT 10261, MBT 10263, MBT 10268 e MBT 10269,
MBT 10342, MBT 10344, MBT 10352, MBT 10364 e MBT 10365 ndo puderam ser
identificadas em nivel de género, pois s6 foram encontradas hifas vegetativas
impossibilitando encontrar estruturas reprodutivas. Para tais microrganismos sera realizada
a extracdao de DNA para identificacdo em nivel molecular.

Apobs as identificagbes macro e micromorfoldgicas, as linhagens MBT 10248, MBT
10261, MBT 10263, MBT 10266, MBT 10268, MBT 10269, MBT 10271, MBT 10339,
MBT 10341, MBT 10342, MBT 10344, MBT 10351, MBT 10352, MBT 10363, MBT
10364 e MBT 10365 foram preservados em duplicata nos métodos de Castellani, 6leo
mineral, papel filtro e arroz integral (Figura 7). Ao aguardar o periodo de incubacdo em
BOD dos fungos repicados para o0 arroz integral, notou-se o inicio da esporulacdo em um
periodo de aproximadamente 7 dias, sendo mais acelerado em comparagdo com o repique
para 0 meio de cultura &gar aveia.

No decorrer da pesquisa foi realizado um levantamento para verificar as pesquisas
cientificas realizadas com os fungos da subcolecdo, tomando como base a relacdo das
dissertacGes e teses publicadas nos Programas de Pos-graduacdo em Biotecnologia e
Recursos Naturais da Amazodnia (PPGMBT/UEA) e em Biodiversidade e Biotecnologia da
Rede Bionorte, desde o inicio da implementacdo da subcolecdo até os dias atuais, para que
os dados obtidos fossem inseridos no banco de dados da subcole¢do, mas ndo foram
encontrados trabalhos publicados envolvendo os microrganismos citados nesta pesquisa
no site do Programa de PoOs-graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da

Amazonia.

Figura 7: Preparo das preservagdes em 6leo mineral, 4gua destilada, arroz integral e em papel filtro

respectivamente.

Fonte: Arquivo pessoal.
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6 CONCLUSAO

E de grande valor a contribuicdo para o enriquecimento de préximas pesquisas 0
conhecimento das linhagens depositadas na subcole¢cdo da UEA que apresentam uma
esporulacdo lenta no meio de cultura mais utilizado no laboratério do PPGMBT, o BDA
sintético, e saber os substratos que induzem a rapida esporulacdo, para que o pesquisador
possa ter grandes sucessos na etapa de reativacéo e repique.

Com o presente trabalho foi possivel contribuir para a ampliacdo do banco de dados
da subcolecdo utilizando os resultados obtidos como a identificacdo a nivel de género,
registros das caracteristicas macro e micromorfologicas e realizacdo de manutencdes,
recuperando linhagens invidveis e inserindo novas preservacfes no acervo da subcolecgéo,

assegurando o sucesso de futuras pesquisas.
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