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RESUMO

O método de determinacdo de fungos de solo em placa foi avaliado pela contagem
diaria de colonias ou ao final do periodo de incubagdo. O numero de UFC (umdades
formadoras de colonias) por placa, contado ao término do periodo de incubagdo, fo1 menor
que o encontrado somando-se as contagens didrias. As redu¢des foram de 0,6 a27,9% e 0 a
13,5% em Penicillium purpurogenum ¢ P. viridicatum, respectivamente. A redugdo na
contagem de colonias de fungos de solo foi de 1,2 a 16,5%, correspondendo & diminuigio
de 1 x 10* a 4 x 10* UFC g! solo. As redugdes ocorreram devido a sobreposigio de
colonias durante crescimento do fungo. .

Palavras-chaves: fungos do solo, contagem em placa, Penicillium spp., Aspergillus niger.

ABSTRACT

MISCOUNTING FUNGI USING THE POUR PLATE METHOD

The agar-plate method for fungi counts from soil samples was evaluated by colony
counts carried out daily or at the end of the incubation period. The CFU number per plate
counted at the end of the incubation period was lower than that found by summing up the
daily counts. Reductions were from 0.6 to 27.9% and 0 to 13.5% for Penicillium
purpurogenous and P. viridicatum, respectively. The observed reduction n colony counts
of soil fungi from 1.2 to 16.5% corresponded to a reduction of 1 x 10* to 4.09% x 10° CFU
gl soil. Such reductions were due to the overlapping of colonies during fungal growth,
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resulting in the miscalculation of the total colony number when counts were performed
only at the end of incubation.

Key words: soil fungi, plate count, Penicillium spp., Aspergillus niger.

Diferentes procedimentos diretos e indiretos tém sido utilizados para
quantificar populagoes microbianas em solos. Entre os métodos mdiretos,
o método de contagem de fungos totais tem sido o mais utilizado e permite
determinar o nimero de colOnias crescidas em meio solido em placas de
Petri (V).

Diferentes condigdes de incubacdo tem sido utilizadas pelos
pesquisadores. Harns et al. (/) cultivaram fungos no meio de cultura
acrescido de rosa de bengala, a 22-25 °C, por 10 dias. Persmark et al. (6)
utilizaram o meio de cultura WA (water-agar) e um periodo de incubagio
de uma a quatro semanas a 22 °C. Além das condigoes de incubacao, a
extragao dos microrganismos do solo (7), o procedimento de contagem das
colonias (9) e os métodos culturais empregados (3) podem influir nos
resultados finais.

Nas avaliagOes das contagens de fungos tem sido verificado que,
diferentemente das bactérias, os resultados nao corresponderam aos efeitos
esperados pela incubacdao de amostras de solos contendo diferentes fatores de
crescimento (4, 8). Constatou-se, em experimentos envolvendo o i1solamento e
a contagem de fungos, menor numero de colonias quando o periodo de
incubacdo das placas de cultivo prolongou-se além de quatro dias.

Este trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do
procedimento de contagem sobre o numero de unidades formadoras de

colonias (UFC) de fungos.

Material e métodos. Amostras de solo foram coletadas da camada
superficial (0-20 cm) de um Latossolo Vermelho-Escuro peneirado em
malha de 2 mm e dividido em duas por¢oes. Uma foi seca em estufa a 45
°C por cinco dias e esterilizada, e a outra guardada a 4 °C até o momento
de utilizar .

O numero de fungos foi determinado pelo método de diluigao (9).
Uma amostra de 10,0 g de solo umido foi misturada com 95 mL de uma
solugdo de pirofosfato de sodio 0,1% (p/v) e agitada por 30 minutos.
Aliquotas das dilui¢des de 10 a 10” foram inoculadas pelo método “pour
plate” em placas de Petri contendo meio de Czapeck (5) acrescido de
penicilina e estreptomicina (0,1 g L, p/v) e 70 ug mL" de rosa de
bengala.

Para preparar os inoculos, Penicillium purpurogenum, P.
viridicatum e Aspergillus niger foram cultivados por 15 dias a 30° C em
tubos de ensaio contendo meio inclinado de Sabouraud para obtengio de
esporos. Foram adicionados 10 mL de agua esterilizada em cada tubo e
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efetuada a raspagem dos esporos. A suspensao obtida foi filtrada em funil
contendo gaze esterilizada e a contagem dos conidios foi feita em camara
de Neubauer.

Foram adicionados 1,3 x 10° esporos por 100 g de solo esterilizado.
Quando se inoculou uma mistura de duas espécies de fungos, a
concentragao de esporos de cada fungo foi dividida por dois. Uma amostra
de 8 g de solo inoculado fo1 adicionada a 95 ml de solugdo de pirofosfato
de sodio a 0,1 % (p/v). Apos agitacao por 30 minutos, foi feita uma
diluigio decimal até 10, inoculando-se o meio de Czapeck contido em
placas de Petri. O volume do moculo foi determinado preliminarmente de
modo a se obter um numero de colonias nos intervalos de 0 a 100, 100 a
200 e 200 a 300 por placa. As placas foram incubadas a 30 °C, ¢ as
contagens foram realizadas diariamente ou apenas no final do tempo de
incubagao, utilizando-se um contador de colénias com aumento de 6x.
Quando se vernificou o efeito da glicose, uma solucdao deste acucar foi
preparada e adicionada ao solo de modo a se obter uma concentragdo de
0,2 mg g~ solo.

Todos os ensaios foram conduzidos com trés repeticdoes e quatro
placas de Petnn para cada diluigao utilizada, utilizando-se delineamento

inteiramente casualizado. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (5 %).

Resultados e discussdo. A escolha da técnica para estudar a
populagao microbiana deve permitir o desenvolvimento de todas as
unidades viavels na amostra de solo, possibilitando a determinacao
quantitativa com maior exatidao dos microrganismos (2). Este trabalho
demonstrou que para se obter esses resultados é importante considerar o
método de contagem adotado.

O Quadro 1 apresenta os resultados das contagens diarias do numero
de colonias dos fungos inoculados em solo esterilizado. O crescimento do
fungo P. purpurogenum pode ser constatado ja no 2° dia de incubacdo. As
contagens foram feitas até o 4° dia de incubagdo, anotando-se o nimero de
novas colonias surgidas nas placas de cultivo a cada dia (Quadro 1).
Assim, foram observadas 5,7 colonias de P. viridicatum no 2° dia de
cultivo, 46,0 no 3° ¢ mais 8,3 no 4°, somando 60,0 colonias. No 4° dia, foi
feita a contagem do numero total de colonias, segundo os critérios
descritos em Material e Métodos, obtendo-se um total de 52,3 colonias.
Portanto, verificou-se que houve redugao das contagens comparando-se a
soma dos numeros de colonias surgidas a cada dia e o nimero obtido
apenas no ultimo dia de incubagao. A diminuicao do numero de colonias
de P. purpurogenum variou de 0,6 a 27,9% e, de P. viridicatum, de zero a
13,5%. Quando P. purpurogenum e P. viridicatum foram inoculados
juntos, foi obtida reducgido de ate 28,5%. Esta diminuicdo foi diretamente
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relacionada ao aumento do diametro da colonia em uma superficie llmttada
pela placa de Petri, ocorrendo assim sobreposi¢io de colonias.

QUADRO 1 - Numero de colonias de ﬁmgos inoculados em solo

esterilizado
Fungos Numero Numero de novas colonias/placa Reducio
de | (%)
colonias ___

2° 3* 4° Soma Final
_dia  dia  dia_ 4 dia

0-100 ND 29,0 5,0 340a 34,0b 0,0

100200 57 460 83 600a 5236 12,8
200-300 12,0 480 86 686a 593b 135
0-100 30 550 70 650a 650° 00
PpxPv 100200 3,0 673 173 177.6a 770° 08
200-300 50 111,5 80 1245a 89,00 285
™Contagem ao final do periodo de incubagdo, ND = ndo detectado;, nameros seguidos

pelas mesmas letras em italico ndo diferem entfre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Pp, P.
purpurogenum; Pv, P. viridicatum

Os resultados das contagens das colonias de fungos utilizando-se
duas diluicoes da amostra de solo e volumes crescentes de inoculo
encontram-se no Quadro 2. Na diluigdo 10, o crescimento dos fungos
iniciou-se no 3° dia de incubagdo, observando-se o surgimento de 14,0
colonias por placa. Ao final, isto é, no 5° dia de incubagio, foram
encontradas 165,3 colonias, quando, pela somatoria, deveriam aparecer
198,0 colonias. A redugdo calculada foi de 32,7 colonias ou 16,5%.
Redugdes menores, variando de 1,2 a 3,2%, foram observadas nas
amostras mais diluidas. Esses dados mostram que quanto maior o numero
de colonias crescidas na placa, maior a sobreposigao de colonias ¢ a
reducdo entre as duas formas de contagens, confirmando os resultados
anteriores.
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QUADRO 2 - Nimero de UFC de fungos do solo

Solo  Inoculo Numero de novas colonias/placa Reducao
(dilmigao) (ml) | %)
3° 4°  5° Soma Final
dia dia dia 5°dia
107 0,1 140 170,0 14,0 198,04 1653b - 16,5
10° 0,1 ND 503 110 613a 605a 1,2
107 0,2 ND 690 143 833a 818a 1,8
10° 03 ND 117,8 248 1425a1380b 32
"Abreviagdes e notas de rodapé como no Quadro 1.

Aparentemente, uma diminui¢gdo do numero de colonias de 1,2%
parece pouco expressiva, contudo correspondeu a diminuigio de 10* UFC
g™ solo, enquanto redugiio de 16,5 % correspondeu a diminuigio de 4,09 x
10 UFC g solo. |

Quando esporos de Aspergillus niger foram inoculados em solo
contendo concentragoes crescentes de glicose, foi observada reducdo da
contagem que variou de 7,2 a 55,9%, a medida que aumentou o nimero de
UFC por placa (Quadro 3).

QUADRO 3 - Numero de UFC de Aspergillus niger inoculado em solo
esterilizado, suplementado com glicose

Solo Glicose Numero de novas colonias/placa Reducio
(dilui- (mgg'  2° 3° 4° Soma  Final (%)
¢do) solo) dia dia dia 4°dia

10 0 ND 1345 16 136,la 126,5a 7.1
10~ 0 ND 668 59 726a 1772a -
10° ] 2750 62,5 14 3389a 188,8b 443
107 ] 180,0 525 1,1 2336a 138,8b 40,6
107 2 3845 545 1,8 440,8a 194.6b 55,9

10° 2 3680 356 1,5 4051a 1959 51,6
"Abreviagdes e notas de rodapé como no Quadro 1.

Em conclusdo, este trabalho mostrou que quanto maior o numero de
colonias crescidas por placa, maior o erro na avaliagao final das contagens
de fungos. Assim, por estes resultados, concluiu-se que uma unica
contagem no final do periodo de incubagiao subestimou o numero total de
colonias crescidas na placa e esta diferenca foi maior quando maior foi o
numero de colonias na placa. Dessa forma, mesmo que a concentragido de
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colonias por placa de Petni seja baixa, a contagem total deve ser o
resultado da somatona das contagens dianas.
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