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Resumo: A micologia médica é uma area que vem ganhando importancia, e para melhor realizar os
estudos das espécies fungicas, foi necessario buscar técnicas eficazes para sua preservacdo. Existem
alguns métodos de conservacdo, porém nenhum € considerado o padrdo ouro. Assim, este trabalho
teve como objetivo avaliar trés métodos de preservacéo,(Cotton Balls, Castellani e Oleo Vegetal)
frente a diferentes espécies de fungos patogénicos. Foram utilizadas 17 amostras fungicas, 13
filamentosas e 4 leveduriformes. Nos métodos Castellani e 6leo vegetal, os fungos foram previamente
inoculados em &gar Sabouraud, e posteriormente cobertos com &gua destilada estéril, sendo no no
segundo método € adicionada uma pequena quantidade de Oleo vegetal estéril. No método Cotton
Balls, foram preparados tubos com bolinhas de algoddo; embebidas em é&gar Sabouraud e
posteriormente receberam os fungos. Todos os métodos foram avaliados ap6s periodos de 6 e 24
meses quanto a viabilidade e presenca de contaminagdo. Os resultados mostraram maior eficacia do
método do Gleo vegetal quando comparado aos demais, preservando bem tanto fungos filamentosos
quanto leveduriformes, apresentando bom crescimento ap6s um periodo de 24 meses. O método de
Castellani demonstrou maior eficacia no periodo de 6 meses. O método Cotton Balls apresentou a
pior eficiéncia na preservagdo de fungos. Assim, o método do 6leo vegetal, por n6s desenvolvido,
mostrou-se a melhor opcdo para a conservacdo de isolados filamentosos e de leveduras em médio

prazo.

Palavras-chave: Cotton Balls 6leo vegetal; Castellani; métodos de armazenamento; viabilidade;
contaminagéo

Abstract: Medical mycology is an area that has gained importance, and in order to better carry out
studies of fungal species, it was necessary to seek effective techniques for their preservation. There
are some methods for conservation, however, none is considered the gold standard. Thus, this work
aimed to evaluate three preservation methods (Cotton Balls, Castellani and Vegetal Oil) against
different pathogenic fungal species. Seventeen fungal samples were used, 13 filamentous and 4 yeast.
O. In the Castellani and vegetable oil methods, the fungi were previously inoculated in Sabouraud
agar, grown at the appropriate time and temperature, and subsequently covered with sterile distilled
water, but in the second method a small amount of sterile vegetable oil is added. In the Cotton Balls
method, tubes with cotton balls were prepared, which were soaked with Sabouraud agar and
subsequently received the fungi, which grew in adequate time and temperature. All methods were
evaluated after periods of 6 and 24 months for viability and presence of contamination. The results

showed greater effectiveness of the vegetable oil method when compared to the others, preserving
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well both filamentous and yeast fungi, showing good growth after a period of 24 months. Castellani's
method demonstrated greater efficacy in the 6-month period. The Cotton Balls method showed the
worst efficiency in preserving fungi. Thus, the vegetable oil method, developed by us, proved to be
the best option for the conservation of filamentous and yeast isolates in the medium term.

Keywords: Cotton Balls; vegetable oil; Castellani; storage methods; viability; Contamination

Resumen: La micologia médica es un area que ha ganado importancia, y para poder realizar mejor
los estudios de las especies flngicas, fue necesario buscar técnicas efectivas para su preservacion.
Existen algunos métodos para la conservacion, sin embargo, ninguno se considera el estandar de oro.
Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo evaluar tres métodos de preservacion (Bolas de Algodon,
Castellani y Aceite Vegetal) contra diferentes especies de hongos patdgenos. Se utilizaron diecisiete
muestras de hongos, 13 filamentosos y 4 de levaduras. o En los métodos de Castellani y aceite vegetal,
los hongos se inocularon previamente en agar Sabouraud, se cultivaron en el momento y la
temperatura adecuados y, posteriormente, se cubrieron con agua destilada estéril, pero en el segundo
método se agrego6 una pequefia cantidad de aceite vegetal estéril. En el método de Bolas de Algodon
se prepararon tubos con bolas de algodon, los cuales se empaparon con agar Sabouraud y
posteriormente recibieron los hongos, los cuales crecieron en tiempo y temperatura adecuados. Todos
los métodos fueron evaluados después de periodos de 6 y 24 meses para determinar viabilidad y
presencia de contaminacion. Los resultados mostraron una mayor eficacia del método del aceite
vegetal en comparacion con los demas, conservando bien tanto los hongos filamentosos como los
levaduriformes, mostrando un buen crecimiento después de un periodo de 24 meses. EI método de
Castellani demostré mayor eficacia en el periodo de 6 meses. EI método Cotton Balls mostro la peor
eficiencia en la conservacién de hongos. Asi, el método del aceite vegetal, desarrollado por nosotros,
demostro ser la mejor opcidn para la conservacion de aislados filamentosos y de levaduras a medio
plazo.

Keywords: Bolas de algoddn; aceite vegetal; castellani; métodos de almacenamiento; viabilidad;

Contaminacion

1. Introducéo

No século XIX, na area da microbiologia, a micologia passou a ser mais notada pelo homem
e, a partir de tal fato, se fez necessario o aprimoramento de técnicas para o isolamento, cultivo e
preservacdo das espécies fungicas (COSTA, 2020). Ao estudar os fungos, sao realizadas descobertas

que reafirmam sua importancia, pois possuem propriedades que sdo Uteis para diversos fins. Portanto,
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a preservacao dos fungos é muito importante, pois assegura que perpetuem-com o passar do tempo
sua patogenicidade e capacidade de esporulacdo, possibilitando dar continuidade as pesquisas que
levam as descobertas para industria ou para fins cientificos, por exemplo (FIGUEIREDO,2001;
SOLA etal., 2012).

A conservacao dos fungos se da por meio da atenuacéo ou paralisacdo do metabolismo celular,
0 que leva a uma diminui¢do na variacdo de células maes e filhas, sendo um dos principais objetivos
do uso de métodos para manutencdo. Entretanto este ndo € o Unico interesse, ela tem o intuito de
evitar a ocorréncia de mutagdes indesejaveis e contaminacdes, que geralmente ocorrem ao longo do
tempo com as linhagens que passam por manutencdes inadequadas (COSTA & FERREIRA, 2008).

Os métodos para conservacao fungica séo classificados em trés categorias, de acordo com o
tempo de observacdo em que os fungos sao mantidos. Assim, a classificacdo é de curto, médio e longo
prazo. Existem diversos métodos de manutencédo, porém os citados em um estudo realizado por Costa
e Ferreira (2008), sdo os mais utilizados na microbiologia. Entre os métodos classificados a curto
prazo, 0 mais usado é o repique continuo; nos métodos a médio prazo tém-se trés opcoes, sendo elas
a aplicacdo de 6leo mineral, uso de agua esterilizada (conhecido como método de Castellani) e o
congelamento a 20 graus negativos, tambem chamado de congelamento simples. Dentre os métodos
para manutencéo e preservacao a longo prazo, estao citados a liofilizacéo e a criopreservagédo (PEGG,
2002). Estudos relatam que até hoje ndo foi definido um método ideal, que se aplique de forma eficaz
a todos os fungos ja isolados, uma vez que 0s mesmos possuem particularidades.

Nesse sentido, se faz necessario dar continuidade a pesquisas na busca de um método que se
aplique bem a qualquer microrganismo, que seja compativel ou adaptavel as particularidades. Diante
do exposto, observa-se a grande importancia do estudo das diferentes técnicas de preservacdo de
culturas fangicas em laboratério, o que podera possibilitar um consideravel avango nos
conhecimentos relativos a biologia desses microrganismos. Assim, 0 presente trabalho visa avaliar
trés diferentes métodos de conservagdo de fungos (Cotton balls (CB), Castellani (C) e do Oleo

Vegetal (OV)) para avaliar qual o mais eficaz frente a diferentes espécies flngicas patogénicas.

2. Metodologia

O presente estudo se trata de uma pesquisa experimental iniciada no segundo semestre de
2020. As amostras fungicas utilizadas foram oriundas da colecdo do Laboratorio de Estudos
Avancados em Micologia Médica (GEAMICOL) da Universidade Federal do Delta do Parnaiba-
UFDPar. Foram utilizados 4 isolados de fungos leveduriformes e 13 filamentosos, que contemplam
fungos negros (Cladophialophora carrionii 68, Cladophialophora carrionii 768, Exophiala spinifera
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AR, Phialophora verrucosa 146, Phialophora verrucosa ICB, Rhinocladiella aquaspersa 691,
Fonsecaea. monophora 69704, Fonsecaea pedrosoi 46428 ATCC), dermatéfitos (Microsporum canis
43979, Epidermophyton floccosum 1, Trichophyton interdigitale 73673), Aspergillus spp.
(Aspergillus flavus 58, Aspergillus fumigatus 13073), Candida spp. (Candida albicans 10231 ATCC,
Candida krusei 6258 ATCC) e Cryptococcus spp. (Cryptococcus neoformans 32269 ATCC,
Cryptococcus neoformans 48189 ATCC) . Elas foram repicadas em &gar Sabouraud Dextrose (ASD)
e incubadas em estufa a 35 °C durante os dias necessarios de crescimento de cada espécie.
Posteriormente os mesmos foram submetidos a trés diferentes técnicas de preservacdo de fungos,
sendo elas: método de Castellani (C), Oleo Vegetal (OV) e Cotton Balls (CB).

2.1 Aplicacao dos Métodos
A aplicacdo dos métodos foi feita em triplicata, portanto cada fungo teve trés amostras
submetidas a cada um dos trés métodos, totalizando a utilizacdo de nove tubos de tampa rosqueavel

contendo ASD para cada periodo testado-(seis e 24 meses).

2.1.1. Método de Castellani (C)

Este € um método inserido na categoria de conservacdo fungica a médio prazo. Consiste no
armazenamento de microrganismo em agua destilada estéril, sendo ideal aplicar em culturas jovens,
possibilitando a reducdo metabolica das mesmas (ABREU & TUTUNJI, 2004; DIOGO et al,2005;
NEUFELD & OLIVEIRA, 2008).

Com o uso de uma micropipeta foi adicionada agua destilada e esterilizada aos tubos até o
limite do bisel do agar contento os fungos ja crescidos previamente. Apés a realizac¢do do processo,
os tubos foram vedados com parafilme e colocados em recipientes de plastico com tampa e
armazenados na vertical em um armério do laboratério, em uma sala com temperatura entre
18-20 °C.

2.1.2. Método do bleo vegetal (OV)

Neste método desenvolvido por nos, foi utilizado 6leo de soja e agua destilada, ambos
previamente esterilizados. Estes foram inseridos aos tubos contendo as amostras fungicas com o
auxilio de micropipeta, sendo que primeiro foi adicionada adgua destilada até cobrir o crescimento

fangico e em seguida-adicionada uma camada de 0leo vegetal. Apos a realizacdo do procedimento,
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as amostras foram vedadas com parafilme e armazenadas na vertical, em recipientes de plastico com

tampa e em um armario do laboratorio, em uma sala com temperatura aproximada de 18-20 °C.

2.1.3. Método de Cotton Balls (CB)

Esta técnica consiste na confeccdo de bolas de algoddo que devem ser inseridas em tubos de
vidro com tampa rosqueavel e posteriormente embebidas com ASD. Segundo a literatura, este € um
método de conservacao e recuperacao de filamentosos recente e simples, quando comparada a outros
métodos usuais, tais com a liofilizagdo e criopreservacao (Al-Bedak et al., 2019). Foram realizados
cultivos de microrganismos em tubos contendo ASD. Apds o crescimento foram preparadas
suspensdes fungicas utilizando alga microbioldgica e solucdo salina. Com auxilio de uma pipeta, essas
suspensdes foram inoculadas em tubos contendo algoddo embebidos previamente com ASD.
Posteriormente, estes tubos foram incubados em uma estufa & 35 °C para crescimento.

Ap0s o periodo de crescimento, os tubos foram vedados com parafilme e armazenados em
um recipiente de plastico com tampa em um armario do laboratorio, em uma sala com temperatura

aproximada de 18-20 °C-para posterior observacao.

2.2. Periodo de inoculacéo e observacéo

Apo6s os dois periodos de tempo testados (6 e 24 meses), os tubos foram analisados
visualmente, em que foram observadas as caracteristicas gerais das colénias e meio de cultura. Apds,
a triplicata de cada método foram repicados novamente para tubos de ASD e crescidos a 35 °C, sendo
mantidos em estufa pelo periodo de crescimento indicado para cada tipo de fungo para verificacdo
dos resultados. Os tubos contendo as amostras repicadas foram observadas e quantificadas quantas
amostras da triplicata apresentaram crescimento. A partir da analise, tabelas foram construidas, cada
uma para um periodo de armazenamento. Assim, foi realizada a observacdo da viabilidade das

amostras a fim de determinar o método com melhores resultados.

3. Resultados e Discussao

Nas Figuras 1 e 2 estdo, respectivamente, as triplicatas de fungo negro (Fonsecaea pedrosoi
46428 ATCC) avaliadas apds 6 (seis) e 24 (vinte e quatro) meses nos diferentes métodos de
conservacio. E possivel notar que a técnica em que os tubos mantiveram maior integridade do meio

de cultura e do crescimento fungico foram, OV, C e CB, nessa ordem. No método CB, houve um
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ressecamento intenso tanto do meio quanto no fungo. Essas caracteristicas se repetiram nas demais

classes de fungos avaliados.

Figura 1- Isolado Fonsecaea pedrosoi 46428 ATCC ap06s ser submetido aos métodos de
Castellani(1), Oleo Vegetal (2) e Cotton Balls (3) por seis meses.

Fonte: Autoria propria

Figura 2- Isolado Fonsecaea pedrosoi 46428 ATCC ap06s ser submetido aos métodos de Castellani
(1), Oleo Vegetal (2) e Cotton Balls (3) por 24 meses.

Fonte: Autoria Prdpria.

Os resultados com relacdo ao crescimento em ASD ap6s 6 e 24 meses de armazenamento
estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Como podemos observar na Tabela 1 100% (n=13), dos fungos filamentosos foram capazes
de crescer apds 6 meses armazenados no método OV, 84,6% (n=11) ap6s o método C e 54% (n=7)
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no metodo CB. Com relacdo as leveduras, 100% (n=4) cresceram apds 6 meses nos métodos OV e C,
porém no primeiro, um maior numero de tubos da triplicata apresentou crescimento e nenhum isolado
cresceu apds conservacdo no método CB. Dentre os fungos negros (n=8), cresceram apds 0os métodos
OV, C e CB, respectivamente, 100%, 75% (n=6) e 62,5% (n=5). Com relagdo aos dermatofitos,
houve crescimento de 100% (n=3) ap6s os métodos OV e C, mas de 33% (n=1) apos a técnica CB.
Sobre as espécies de Aspergillus (n=2), 100% cresceu apds os métodos OV e C, sendo que mais tubos
da triplicata cresceram no primeiro e 50% cresceu ap6s conservagdo no CB.

Na Tabela 2 estéo tabulados os resultados das amostras fungicas apds 24 meses de estocagem
nos diferentes métodos. Sobre os fungos filamentosos, 100% (n=13), 84,6% (n=11) C e 38,5% (n=5)
cresceram apos as técnicas OV, C e CB, respectivamente. Porém, no ultimo método apenas um tubo
da triplicata cresceu em ASD. Com relacdo as leveduras, 100% (n=4) cresceram apds as metodologias
OV e C, bem como nenhum cresceu apds a CB. Em relacdo aos fungos negros, 100% (n=8), 75%
(n=6) e 50% (n=4) cresceram apos as técnicas OV, C e CB, respectivamente. Os dermatéfitos (n=3)
e Aspergillus spp. (n=2) apresentaram crescimento idéntico (100%) nas técnicas OV e C, e nédo
cresceram apoés a técnica CB. Vale ressaltar, que um ndmero maior de tubos da triplicata cresceu em
ASD para o segundo grupo de fungos ap6s submetido a metodologia OV, quando comparada ao
método C.

Tabela 1: Resultado das analises de crescimento das amostras flingicas apos preservagéo por seis
meses nos métodos Castellani(C), Oleo Vegetal (OV) e Cotton Balls (CB) em meio agar Sabouraud.

Isolados Viabilidade
Castellani* Oleo Cotton
vegetal* Balls*
FUNGOS FILAMENTOSOS
Fungos Negros
Cladophialophora carrionii 68 2/3 3/3 0/3
Cladophialophora carrionii 768 2/3 3/3 2/3
Exophiala spinifera AR 0/3 3/3 2/3
Phialophora verrucosa 146 2/3 3/3 2/3
Phialophora verrucosa ICB 2/3 3/3 2/3
Rhinocladiella aquaspersa 691 2/3 3/3 0/3
Fonsecaea. monophora 69704 0/3 33 0/3
Fonsecaea pedrosoi 46428 ATCC 2/3 3/3 2/3
Dermatofitos
Microsporum canis 43979 2/3 1/3 0/3
Epidermophyton floccosum 1 2/3 2/3 2/3
Trichophyton interdigitale 73673 2/3 2/3 0/3
Aspergillus spp.
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Aspergillus flavus 58 2/3 3/3 0/3
Aspergillus fumigatus 13073 2/3 33 1/3
LEVEDURAS
Candida spp.
Candida albicans 10231 ATCC 2/3 2/3 0/3
Candida krusei 6258 ATCC 1/3 2/3 0/3
Cryptococcus spp.
Cryptococcus neoformans 32269 ATCC 1/3 2/3 0/3
Cryptococcus neoformans 48189 ATCC 1/3 2/3 0/3

* Quantificagdo do numero de tubos da triplicata que tiveram crescimento.
Fonte: autoria prépria.
Tabela 2: Resultado das analises de crescimento das amostras fungicas apds preservacéo por 24

meses nos métodos Castellani (C), Oleo Vegetal (OV) e Cotton Balls (CB) em meio &gar
Sabouraud.

Isolados Viabilidade
Castellani* Oleo Cotton
vegetal* balls*
FUNGOS FILAMENTOSOS
Fungos Negros
Cladophialophora carrionii 68 2/3 3/3 0/3
Cladophialophora carrionii 768 3/3 33 1/3
Exophiala spinifera AR 0/3 3/3 1/3
Phialophora verrucosa 146 2/3 3/3 1/3
Phialophora verrucosa ICB 2/3 3/3 1/3
Rhinocladiella aquaspersa 691 3/3 3/3 0/3
Fonsecaea. monophora 69704 0/3 3/3 0/3
Fonsecaea pedrosoi 46428 ATCC 3/3 33 0/3
Dermatofitos
Microsporum canis 43979 2/3 1/3 0/3
Epidermophyton floccosum 1 2/3 2/3 0/3
Trichophyton interdigitale 73673 1/3 2/3 0/3
Aspergillus spp.
Aspergillus flavus 58 2/3 3/3 0/3
Aspergillus fumigatus 13073 2/3 3/3 1/3
LEVEDURAS
Candida spp.
Candida albicans 10231 ATCC 2/3 2/3 0/3
Candida krusei 6258 ATCC 1/3 1/3 0/3
Cryptococcus spp.
Cryptococcus neoformans 32269 ATCC 1/3 1/3 0/3
Cryptococcus neoformans 48189 ATCC 1/3 1/3 0/3

* Quantificacdo do numero de tubos da triplicata tiveram bom crescimento

Fonte: Autoria propria



Os resultados obtidos nesse estudo foram satisfatorios, sobretudo com o método OV,sendo
perceptivel a boa conservacdo com essa técnica, e em segundo lugar o método C, que apresentou
crescimento satisfatorio no tempo indicado para cada fungo, com baixas taxas de contaminac&o,
corroborando com o estudo feito por Feitosa et al. (2016), que aponta 0 método C como eficaz. Porém,
foi perceptivel na andlise feita ao final do periodo de teste estipulado de 6 e 24 meses que alguns
isolados apresentaram evaporacdo da agua acrescida, com relativo ressecamento do meio,
principalmente nos fungos filamentosos (Figura 1 e 2), bem como a presenca de pontos de
contaminantes em alguns isolados. Tal fato nos faz concordar com o estudo realizado por Borman et
al. (2006) que avaliou 0 método C no periodo de dois meses a 21 anos e afirmou que o método
apresenta vantagens pela acessibilidade e facilidade da execucédo da técnica, porém se faz necessario
0 seu uso atrelado a uma segunda técnica que possibilite uma garantia da manutencdo da viabilidade
e estabilidade dos fungos ao longo dos anos. A taxa de contaminacéo ndo foi relatada neste estudo
pois o objetivo principal se deu em analisar a eficicia de crescimento dos isolados no meio no
momento de reinoculacdo apos sua retirada dos métodos.

Segundo Aparecido et al. (2001) e Matos et al. (2022), o método Castellani, garanti a
preservacao das caracteristicas originais dos isolados por longos periodos, contribui para que nao
sejam contaminados por acaros, baixo custo, tendo em vista que utiliza apenas dgua destilada, além
de ndo requerer grande espaco fisico para o acondicionamento dos frascos.

Segundo Karabicak et al. (2016), o armazenamento de isolados fangicos em agua estéril
demonstrou maior estabilidade de crescimento quando comparado ao armazenamento em Gleo
mineral e criopreservacao, o que corrobora com o estudo feito por Borman et al. (2006). Castellani,
Neufeld e Oliveira (2008) em seu estudo comprovaram a eficiéncia da técnica por meio da
manutencdo de 15 cepas de dermatdfitos por um periodo de 11 anos; assim, 94,3% (n=14 cepas)
apresentaram viabilidade, sem alteragdes morfoldgicas. Alexandre et al. (2022) destacam a baixa
efetividade do método Castellani na preservacdo de fungos filamentosos. Em seu estudo, utilizou
agua destilada estéril em microtubos acrescentando fungos filamentosos previamente cultivados em
meio &gar Sabouraud, armazenando-os em refrigerador a 5°C durante 180 dias, ao final, a técnica

apresentou baixa conservacao e recuperacdo dos isolados.

A aplicacdo de uma camada de 6leo mineral estéril por cima de culturas fangicas é um método
de conservacdo de médio prazo e impede que 0 oxigénio entre em contato com o0 microrganismo.

Segundo o estudo feito por Sola et al. (2012) este € um método que apresenta maior eficacia quando

30



comparado ao método de repique periodico, porém ha uma preocupacao ambiental quanto a forma de
descarte correto apds o uso desse material, que deve ser feita por empresas especializadas. Além
disso, h& riscos de contaminagdo e o aparecimento de microrganismos mutantes, 0 que causa
instabilidade na seguranca do uso deste método (FEITOSA et al., 2016; DA SILVA, 2017).

Devido a estas questfes, no nosso estudo foi avaliado o uso de dleo vegetal de soja, em
pequena quantidade. Além de ser de facil aquisicéo, barato, esse 6leo pode ser descartado apds passar
por um processo de saponificacdo, ja que o descarte direto deste material pode provocar a
contaminacdo de lencOis freaticos e mananciais (RABELO, 2008). Além disso, consegue
desempenhar a funcdo do 6leo mineral de forma eficiente, impedindo a evaporacdo da agua que

acontece no método C, bem como a contaminacao.

Podemos observar a baixa eficiéncia do método CB, que durante o desenvolvimento da técnica
se mostrou bastante laborioso, e apresentou baixo rendimento nos resultados. Foi possivel observar
também que, mesmo com o isolamento dos tubos houve alto indice desidratacdo do meio embebido
no algodao, principalmente nos tubos contendo fungos leveduriformes. Bedak et al. (2019) avaliou o
uso do método CB somente em fungos filamentosos, e no presente estudo foram avaliados com este
método fungos leveduriformes e filamentosos, os autores recomendam o uso dessa técnica na
preservacao de diversos tipos de fungos, em virtude de sua baixa complexidade, baixo custo e por ser
uma ferramenta de preservacao de fungos filamentosos com baixo risco de contaminagéo. Entretanto,
embora tenha sido perceptivel que os fungos filamentosos, em especial os fungos negros,
apresentaram crescimento ap0s o0 armazenamento CB, sobretudo apos seis meses, durante a pesquisa
foi totalmente ineficiente em qualquer um dos tempos empregados com relacéo as leveduras, indo de
encontro aos resultados de Bedak et al. (2019).

Levando em conta que a escolha do método ideal de conservacdo deve ser baseada nas
vantagens e desvantagens de execu¢do dos métodos (SOLA et al., 2012), o método que apresentou
maiores desvantagens foi o de CB. Além de bastante laborioso na parte inicial da técnica, quando
comparado aos demais , apresentou ressecamento dos isolados e, consequentemente, baixo indice de
recuperacdo dos fungos. Contudo, na técnica de C, mesmo apresentando baixo custo e sendo de facil
execucao, tivemos uma taxa de recuperacdo geral inferior do que o método OV em ambos periodos
de armazenamento. A técnica de OV apresentou muitas vantagens, como baixo custo, de facil

execucao.

Até 0 momento, mesmo com tantas técnicas existentes testadas ainda ndo foi definido um

método que seja padrdo-ouro para ser utilizado em todos os tipos de fungos (GIRAO et al., 2016). No
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nosso estudo, o método OV foi 0 que mais se aproximou de tal objetivo, devido suas boas
caracteristicas quando aplicado para a preservacdo dos isolados, demonstrando que seu uso é

vantajoso para fungos filamentosos e leveduriformes.

4. Concluséo

Portanto, foi possivel concluir que o método de maior eficacia na conservacdo de fungos
filamentosos e leveduriformes os dois periodos analisados foi 0 método OV, uma técnica ainda nao
relatada, e que ndo causa impactos ao meio ambiente. Mais estudos devem ser realizados ampliando
0 numero de isolados fangicos e ampliando o periodo de conservacao para avaliar a eficiéncia desse

novo método.
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ANEXOS

Anexo 1: Regras de Formatacao da Revista “Research, Society and Development”

1) Text structure:

* Title in this sequence: English, Portuguese and Spanish.

* The authors of the article (must be placed in this sequence: name, ORCID, institution, e-mail). NOTE: The ORCID
number iz individual for each author, and it is necessary for registration at the DOI, and in case of error, it is not
possible to register at the DOI).

+ Abstract and Keywords in this sequence: Portuguese, English and Spanish (the abstract must contain the objective
of the article, methodology, results and conclusion of the study. It must have between 150 and 250 words);

+ Body of the text (must contain the sections: 1. Introduction, in which there is context, problem studied and
objective of the article; 2. Methodology used in the study, as well as authors supporting the methodology; 3.
Results (or alternatively, 3. Results and Discussion, renumbering the other subitems), 4. Discussion and, 5. Final
considerations or Conclusion);

* References: (Authors, the article must have at least 20 references as current as possible. Both the citation in the
text and the item of References, use the formatting style of the APA - American Psychological Association.
References must be complete and updated Placed in ascending alphabetical order, by the surname of the first
author of the reference, they must not be numbered, they must be placed in size 8 and 1.0 spacing, separated
from each other by a blank space).

1) Estrutura textual

o Titulo nesta sequéncia: Inglés, Portugués e Espanhol.

e Resumo e Palavras-chave nesta sequéncia: Portugués, Inglés e Espanhol (o resumo deve
conter o objetivo do artigo, metodologia, resultados e concluséo do estudo. Deve ter entre 150
e 250 palavras);

o Corpo do texto (deve conter as secdes: 1. Introducdo, em que ha contexto, problema estudado
e objetivo do artigo; 2. Metodologia utilizada no estudo, bem como autores que apoiam a
metodologia; 3. Resultados (ou, alternativamente, 3. Resultados e Discusséo, renumerando 0s
demais subitens), 4. Discusséo e, 5. ConsideracOes Finais ou Conclusao);

o Referéncias: (Autores, o artigo deve ter pelo menos 20 referéncias o mais atual possivel. Tanto
a citacdo no texto quanto o item de Referéncias, utilizam o estilo de formatagdo da APA -
American Psychological Association. As referéncias devem ser completas e atualizadas

Colocadas em ordem alfabética crescente, pelo sobrenome do primeiro autor da referéncia,
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elas ndo devem ser numeradas, devem ser colocadas em espacamento de tamanho 8 e 1.0,

separadas umas das outras por um espaco em branco).

2) Layout:

* Word format (.doc);
* Written in 1.5 cm space, using Times New Roman font 10, in A4 format and the margins of the text must be lower,

upper, right and left of 1.5 cm ;
* Indents are made in the text editor ruler (not by the TAB key);

2) Layout:
e Escrito em espaco de 1,5 cm, utilizando fonte Times New Roman 10, em formato A4;

« Os recuos sdo feitos na régua do editor de texto (ndo pela tecla TAB);

3) Figures:

The use of images, tables and illustrations must follow common sense and, preferably, the ethics and axiology of the
scientific community that discusses the themes of the manuscript. Note: the maximum file size to be submitted is 10 MB

(10 mega).

Figures, tables, charts etc. (they must have their call in the text before they are inserted. After their insertion, the source
(where the figure or table comes from ...) and a comment paragraph in which to say what the reader must ohserve is
important in this resource The figures, tables and charts ... must be numbered in ascending order, the titles of the
tables, figures or charts must be placed at the top and the sources at the bottom.

3) Figuras:
O uso de imagens, tabelas e ilustracdes deve seguir 0 bom senso e, preferencialmente, a ética e a

axiologia da comunidade cientifica que discute os temas do manuscrito.

Figuras, tabelas, graficos etc. (eles devem ter sua chamada no texto antes de serem inseridos. Apos a
sua insercao, a fonte (de onde vem a figura ou tabela ...) e um paragrafo de comentario no qual dizer
0 que o leitor deve observar é importante neste recurso As figuras, tabelas e graficos ... devem ser
numerados por ordem crescente, os titulos das tabelas, figuras ou graficos devem ser colocados no

topo e as fontes na parte inferior.
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