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Avaliacao da capacidade decompositora de fungos
saprofitos isolados de sapal

1. Fundamentacao Teoérica

A decomposicdo da matéria organica vegetal € um processo central nos ciclos
biogeoquimicos (C, N, P), largamente mediado por fungos saprofitos. Estes organismos
produzem enzimas extracelulares capazes de degradar polimeros estruturais da parede
celular vegetal, nomeadamente celulose, hemicelulose e lenhina.

A degradacao destes compostos permite a libertacdo de monémeros que podem ser
assimilados e metabolizados através de vias centrais como a glicélise e o ciclo de Krebs.
A eficiéncia de decomposicdo é influenciada por vérios fatores homeadamente a
composicao quimica do substrato. Tecidos vegetais com baixo teor de lenhina sdo
geralmente mais facilmente degradaveis, enquanto substratos ricos em compostos
fendlicos e lenhina apresentam maior recalcitrancia estrutural.

Em ambientes de sapal, as pressdes ecolbgicas favorecem versatilidade metabdlica e
adaptacao a substratos complexos. Além da capacidade individual, interacbes entre
estirpes podem influenciar significativamente o processo decompositor, afetando
colonizacéo e eficiéncia funcional.

A incluséo de guaiacol no meio permite avaliar a atividade ligninolitica dos fungos, uma
vez que enzimas como peroxidases ou lacases oxidam guaiacol formando coloragcao
castanho-avermelhada, servindo como marcador visual de degradagdo de compostos
fendlicos.

2. Objetivos
e Avaliar a capacidade de crescimento e potencial decomposicdo de substratos
vegetais por fungos saprofitos isolados de sapal.
o Analisar as interacdes entre estirpes em co-inoculacéo.
¢ Analisar o efeito da composicao quimica do substrato vegetal.
e Analisar o efeito da temperatura.

o Detectar atividade ligninolitica através da oxidacao de guaiacol incorporado no
meio.

3. PRE-AULA - Preparacdo do meio de cultura e substratos
Materiais

e Meio agar-agua

e Guaiacol (solucéo a 1% p/v)

o Folhas de Spinacia oleracea, espinafre

o Folhas de Quercus coccifera, carrasco
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Celulose microcristalina
Estufa (50-60 °C)
Moinho

Autoclave

Placas de Petri estéreis

Preparacao dos substratos

1.
2.

Secar o material vegetal a 50-60 °C até peso constante.
Moer até obter particulas <1 mm.

Preparacao do meio de cultura

1.

2 S S A

Preparar o meio agar agua sélido (20 g L) com (1% p/v de folhas de espinafre
ou de carrasco ou de celulose microcristalina) e sem fonte adicional de carbono.
Autoclavar (110 °C, 40 min).

ApO6s arrefecimento para ~50 °C.

Adicionar guaiacol por filtracao para concentragao final de 0,01% p/v.
Homogeneizar cuidadosamente.

Verter em placas sob condi¢des assépticas.

Preparar:

Placas com espinafre

Placas com sobreiro

Placas com celulose microcristalina

Placas com meio agar agua sem fonte de carbono (controlo negativo)

4. 12 Aula Laboratorial (23 de marco) — Inoculacao
Materiais

Estirpe F1 (da ecologia)
Estirpe F2 (da ecologia)
Placas preparadas na pré-aula
o Placas com espinafre
o Placas com sobreiro
o Placas com celulose microcristalina
o Placas com meio agar agua sem fonte de carbono
Pipeta P1000 e pontas azuis estéreis
Agua estéril
Palitos estéreis
Pipetas P20 e pontas amarelas ou brancas estéreis
Estufas (temperatura ambiente ~19-20 °C, 28 °C)

Procedimento
A. Isolamento de esporos

1.
2.

Inocular 2 mL de agua estéril no centro da colénia.
Com a ajuda do palito, raspar a superficie das col6nias para libertar os esporos.
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3. Agitar a placa com movimentos circulares durante 1 minuto.

4. Recolher para um eppendorf estéril, com a ajuda de uma micropipeta, a
suspensao.

5. Homogeneizar no vortex.

6. Inocular 10 uL da suspenséo de cada estirpe (para confirmar a viabilidade) no
centro de placas com meio PDA.

7. Incubar a 28 °C e conservar as suspensoes a 4 °C.

Nota: Para utilizar indculos padronizados, nas tarefas seguintes, cada grupo devera
utilizar os inéculos fornecidos e ndo os que acabaram de preparar.

B. Culturas Individuais fornecidas em eppendorfs
8. Inocular 10 uL no centro da placa de cada estirpe.
9. Incubar a temperatura definida.

C. Co-inoculacao (Interacao entre estirpes)
1. Inocular 10 uL de F1 a ~3 cm de uma extremidade da placa.
2. Inocular 10 pL de F2 na extremidade oposta.
3. Incubar nas mesmas condicoes.
Cada grupo devera testar todos os substratos nas diferentes temperaturas atribuidas.

5. 2% Aula Laboratorial — Avaliacao
Avaliar:

e Crescimento micelial (didmetro em mm) em mais do que uma dire¢ao, ou seja,
fazer uma cruz na caixa (no centro da colbénia) e medir o diametro nas duas
direcGes

e Taxa de crescimento (mm/dia)

o Alteracdes visuais no substrato

e Formacao de linha de confronto em co-inoculagdes

e Sobreposicdo ou inibicao de crescimento

o Diferencgas entre substratos

o Diferencgas entre temperaturas

e Comparacao entre culturas individuais e co-cultura

e Comparacao com controlo negativo

e Oxidacdo de guaiacol: presenca e intensidade de coloragcdo castanho-
avermelhada ao redor do micélio

6. Guiao de discussao e analise critica
Os estudantes podem analisar os resultados considerando os seguintes pontos:
A. Interpretacao Fisiolégica
1. O crescimento observado permite concluir utilizacdo efetiva do substrato como
fonte de carbono?
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Porque é expectavel maior crescimento em substratos com menor teor de
lenhina?

Que enzimas extracelulares estardo envolvidas na decomposicao (celulases,
peroxidases, lacases)?

A taxa de crescimento reflete necessariamente maior eficiéncia decompositora?
A coloracgéo do guaiacol confirma atividade ligninolitica? Difere entre estirpes ou
substratos?

B. Analise Experimental

6.
7.
8.
9.

Porque é essencial utilizar meio minimo sem fonte adicional de carbono?
Limitacdes do uso de material vegetal triturado.

Avaliacéao visual é suficiente para confirmar degradacao?

Métodos quantitativos para mineralizacéo efetiva.

C. Interacoes Microbianas

9.

A co-inoculagéo alterou o padrao de crescimento?

10. Foi observada inibi¢cao, sobreposicao ou coexisténcia?
11. A interag&o variou consoante o substrato?
12. Em substratos mais recalcitrantes (ex.: carrasco), a co-cultura apresentou

vantagem?

13. Que mecanismos podem explicar antagonismo (ex.: metabolitos secundarios)?
14. Pode existir complementaridade enzimatica entre estirpes?

D. Contexto Ecolégico
12. Como estas interagcées podem influenciar a decomposicdo em sapais ou outros

ecossistemas?

13. Que impacto podera ter a temperatura sob cenarios de alteragdes climaticas?
14. A decomposicéo € um processo individual ou emergente da comunidade?

7. Sintese Final
Os estudantes deverao:

Relacionar composi¢ao do substrato com crescimento fungico
Interpretar interagbes interespecificas em contexto funcional
Discutir limitacdes metodolbgicas

Avaliar criticamente resultados qualitativos

Propor melhorias experimentais

Contextualizar os resultados em ecossistemas de sapal
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