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RESUMO

Os microrganismos sdo 0s principais agentes das atividades bioquimicas que
ocorrem no solo, sendo importantes para o bom funcionamento dos ecossistemas,
além disso, varios compostos naturais sdo produzidos por estes microrganismos
destacando-se os fungos, que sdo uma excelente fonte para a exploracdo de novos
metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana, por exemplo. Desse modo,
este trabalho teve como objetivo isolar, quantificar e avaliar o potencial
antimicrobiano de fungos filamentosos cultivaveis isolados de solo em area
preservada do semiarido Pernambucano, na Unidade de Conservacdo Parque
Estadual Mata da Pimenteira, no municipio de Serra Talhada — PE. Para isto, as
amostras de solo foram coletadas em dois periodos (estiagem e chuva), das quais
foram realizados os isolamento e quantificagdo de fungos em dois meios de cultura
(Agar Batata Dextrose - BDA e Agar Sabouraud - SAB), a temperatura ambiente, por
meio da técnica de diluicdo seriada. Esta etapa foi realizada com trés repeticdes em
cada periodo. Posteriormente, também foi realizado o teste de atividade
antimicrobiana dos fungos frente a bactérias utilizando a metodologia do bloco de
gelose. Como resultado, foi obtido uma maior quantificacdo de fungos em periodo de
estiagem, com maior crescimento de UFCs em meio de cultura BDA com 8,6 x 10°
UFC/g, seguido de 8,3 x 10* UFC/g em SAB. Foram selecionadas 31 col6nias da
coleta em estiagem, das quais nove foram até a presente data identificadas como
Aspergillus, Penicillium ou Eurotium e das quais, 20 foram submetidas ao teste de
atividade antimicrobiana. O isolado 05 se destacou apresentando halo de inibicdo de
32 mm de diametro frente a bactéria Staphylococcus aureus. Cinco outros isolados
fungicos foram ativos contra Escherichia coli e outros cinco contra Klebsiella;
nenhum fungo demonstrou atividade contra Salmonella. Em relacdo ao periodo de
chuva, foram identificados 11 isolados, como o Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Scopulariopsis e Paecilomyces. Dos isolados submetidos ao teste de
atividade antimicrobiana, nenhum isolado demonstrou atividade inibitoria frente as
bactérias. A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar o potencial
antimicrobiano apresentado pelos fungos em periodo de estiagem, ressaltando sua
importancia em busca de novos compostos de interesse da industria farmacéutica.

Palavras-chave: Microrganismos; Fungos do solo; Metabdlitos secundarios;

Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Microorganisms are the main agents of biochemical activities occurring in the soil,
being important for the proper functioning of ecosystems, in addition, several natural
compounds are produced by microorganisms belonging to the soil, especially fungi,
which are an excellent source for exploration of new secondary metabolites with
antimicrobial activity, for the production of antibiotics. Thus, the objective of this work
was to isolate, quantify and evaluate the antimicrobial potential of filamentous fungi
isolated from soil in a preserved area of the Pernambucano semi - arid region,
collected at the State Conservation Park Mata da Pimenteira, in the municipality of
Serra Talhada - PE. For this, the soil samples were collected in two periods (drought
and rain), from which the isolation and quantification of fungi in two culture media
(Dextrose Bata Agar and Sabouraud Agar - SAB) by the serial dilution technique.
This step was performed with three replicates in each period. Subsequently, the test
of antimicrobial activity of fungi against bacteria was also carried out using the gelose
block methodology. As a result, a higher quantification of fungi was obtained in the
dry season, with higher growth of CFUs in BDA culture medium with 8.6 x 106 CFU /
g, followed by 8.3 x 104 CFU / g in SAB. Thirty-one colonies were selected from the
collection in drought, of which nine were identified to date as Aspergillus, Penicillium
or Eurotium and of which, 20 were submitted to the antimicrobial activity test. Isolate
05 showed a 32 mm diameter inhibition halo against Staphylococcus aureus. Five
other fungal isolates were active against Escherichia coli and five against Klebsiella;
no fungus has shown activity against Salmonella. In relation to the rainy period, 11
isolates were identified, such as Aspergillus, Penicillium, Cladosporium and
Paecilomyces. Of the isolates submitted to the antimicrobial activity test, none of the
isolates showed inhibitory activity against the bacteria. From the obtained results, it
was possible to verify the antimicrobial potential presented by the fungi in the period
of drought, emphasizing its importance in search of new compounds of interest of the
pharmaceutical industry.

Key-word: Microorganisms; Soil fungi; Secondary metabolites; Antimicrobian activity.
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1. INTRODUCAO

Na regido semiarida, os solos sdo formados por um mosaico, desde solos
rasos e pedregosos, aos solos arenosos e profundos, que dao lugar as caatingas e
areas desprovidas de vegetacdo (RODAL et al.,1992). Grande parte desta regido
encontra-se alterada pelo desmatamento e usos inapropriados dos seus recursos,
acentuado pelo processo de desertificacdo, podendo resultar na degradacdo dos
solos e consequentemente perda de diversidade biolégica (CASTELLETTI et al.,
2003; LEAL, 2005). Apesar deste contexto preocupante, varios estudos tém
demonstrado a importancia do semiarido como fonte de uma grande diversidade de
espécies vegetais e animais (LEAL et al.,2003) e de microrganismos, incluindo os
fungos (GUSMAQ; MAIA, 2006).

Os microrganismos sédo fundamentais como agentes da atividade bioquimica
do solo, sendo envolvidos de modo direto em todos os processos biologicos, assim
como também influenciando processos fisicos e quimicos do solo (CORREIA;
OLIVEIRA, 2005), especialmente na ciclagem de nutrientes e decomposicdo de
matéria organica (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; INPA, 2011). Associada a
diversidade de grupos taxonémicos, esta a diversidade bioquimica, ou seja, a
diversidade de compostos produzidos pelos organismos, representada
principalmente por metabdlitos secundarios. Estes por sua vez sdo produzidos em
resposta a fatores bibticos e abidticos e possuem atividade biolégica de interesse
para a biotecnologia, como enzimas e agentes antimicrobianos (FERNANDES,
2009).

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdes a 5,1 milhdes de espécies
fungicas em todo o mundo, sendo que destas, apenas foram descritas cerca de 120
mil espécies (BLACKWELL, 2011), e cerca de 13.800 existiiam no Brasil
(LEWINSOHN; PRADO, 2006). Em um levantamento sobre fungos em diferentes
areas do semiarido do nordeste brasileiro, Maia & Gibertoni (2002) mencionaram
451 espécies de fungos na caatinga, estas representando 203 géneros dos Filos
Ascomycota, Deuteromycotina, Oomycota e Zygomycota, enfatizando a alta

diversidade destes organismos também em areas do semiarido.

Além dos beneficios para os ecossistemas, o ser humano é beneficiado por

inlmeros compostos naturais como enzimas, corantes e acidos organicos 0os quais
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possuem diversas aplicacdes na industria alimenticia, farmacéutica e na agricultura,
destacando-se os fungos como uma importante fonte destes compostos (BERDY,
2005), incluindo aqueles com atividade antimicrobiana (FEOFILOVA, 2001). Na
natureza, os compostos de origem fungica com atividade antimicrobiana estédo
envolvidos na defesa quimica contra a competicdo com outros microrganismos em
ambientes ricos em espécies como por exemplo a rizosfera, bem como, quando em
baixas concentracdes, funcionam como moléculas para sinalizacdo intra ou
interespecifica (FARJADO; MARTINEZ, 2008).

Segundo Mamede (2015), a producdo de antimicrobianos por fungos é
conhecida ha muitos anos e de grande importancia. Atualmente, com o rapido
desenvolvimento da resisténcia bacteriana frente a antibioticos, a busca por novas
drogas deve ser continua, sendo os fungos, ainda, a fonte mais promissora para
combaté-la, em que essa busca também possibilita a descoberta de outros produtos
inovadores. O estudo de compostos fungicos com atividade antimicrobiana se deu
através da descoberta da penicilina por Alexandre Fleming, que a partir de entéo,
muitos compostos foram explorados por meio de microrganismos que tinham a
capacidade de inibir o crescimento de outro organismo, por meio de sua atividade

antimicrobiana (DEMAIN, 1999), e até comercializados.

Neste contexto, este trabalho objetivou o isolamento e quantificacdo de
fungos de solo coletado durante periodo de estiagem e periodo chuvoso em uma
area preservada na Unidade de Conservacao parque Estadual Mata da Pimenteira,
bem como a avaliacdo do seu potencial de producdo de metabdlitos com atividade
antibacteriana. Adicionalmente, também foi realizada a identificacdo taxondmica dos

isolados avaliados e se correlacionou os resultados obtidos com o periodo de coleta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Regido Semiérida

No Brasil, a regido semiarida € caracterizada por possuir temperaturas médias
anuais de 23° a 27 °C, com precipitacbes meédias anuais inferiores a 800 mm e
umidade relativa do ar média em torno de 50% (MOURA et al., 2007), associada a
curtos periodos de chuva irregulares, de 3 a 5 meses, com periodos prolongados de
seca, de até 9 meses (Maia, 2004). A caatinga corresponde a uma area de
aproximadamente 900.000 km? representando 11% do territério Nacional e 54% da
Regido Nordeste, abrangendo partes dos estados do Rio Grande do Norte, Ceara,
Paraiba, Sudeste do Piaui, Sergipe, Alagoas, regido norte e central da Bahia, Minas
Gerais e Pernambuco (ANDRADE et al., 2005).

O termo "caatinga" tem origem indigena (caa-mata; tinga-branca) e significa
"mata branca", vegetacdo tipica do semiarido brasileiro, considerada uma regiao
onde predominam condi¢cdes climaticas extremas, com altas temperaturas, alta
incidéncia de radiacdo solar, estresse hidrico e consequente de precipitacfes
irregulares (PIMENTEL; GUERRA, 2009). Este bioma esta entre as florestas secas
que ocupam 42 % das florestas tropicais e subtropicais do mundo (MOREIRA,
2006), composta por um conjunto de formas fisionbmicas, como caatinga arborea,
arbustiva e caatinga espinhosa (COUTINHO, 2006). Com vegetacdo adaptada a
seca e a mudancas climaticas, apresentando caracteristicas xerofiticas (FILIZOLA,;
SAMPAIO, 2015; PRADO, 2003).

Apesar das caracteristicas do semiarido, o solo comporta varias espécies de
plantas, animais e microrganismos, destacando estes Ultimos, por estarem
diretamente associados a estabilidade do solo, participando ativamente da
decomposicdo de matéria organica (SOUTO, 2008). Tanto a vegetacdo como a
ocorréncia de secas estacionais e periodicas, acarreta o depdsito de folhas,
formando uma camada superficial sobre o solo, sendo denominada serrapilheira, e

decomposicdo associada a atividade microbiana (COSTA et al., 2013).
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2.2. Importancia da microbiota do solo

A biomassa microbiana é um importante componente ecoldgico, responsavel
pela decomposicdo dos residuos vegetais, animais e microbianos no solo, sendo
utilizado como fonte de energia para a formacdo e o desenvolvimento de suas
células, bem como para a sintese de substancias organicas no solo (SCHIMITZ,
2003). A diversidade de microrganismos no solo € tdo vasta quanto desconhecida,
na qual um grama de solo pode conter uma grande quantidade de espécies,
representando milhares de microrganismos (STURSA et al., 2009), sendo que a
quantidade de bactérias se encontra entre 108 e 10° cels/g e a comunidade de
fungos pode variar de 104 e 108 cels/g de solo (BRANDAO, 1992).

Fungos e bactérias estdo presentes em todos os ambientes e, no solo, esses
microrganismos apresentam um importante papel nos ciclos do carbono, nitrogénio e
enxofre (POTTER; MEYER, 1990). Além disso, realizam diversas atividades como
na producdo de humus, ciclagem de nutrientes, decomposicdo de xenobibticos e
controle biologico de pragas e doencas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Contudo, a
comunidade microbiana nos solos pode ser influenciada pelas modificacGes
ambientais ao longo das estacdes do ano, estando relacionados ao clima da regiao,

estrutura, qualidade do solo e regime hidrico (CASTRO et al., 2008).

Algumas modificagdes que interferem na permanéncia de microrganismos,
ocorrem principalmente devido a temperatura, umidade, alteracbes do pH e
disponibilidade de nutrientes (BERNARDES; SANTOS, 2006), pois a existéncia de
uma populacdo no ecossistema esta condicionada a sua capacidade de adaptacéo e
de respostas a mudancas ambientais, visto que essas modificacOes refletem na
atividade, composicédo e biomassa da comunidade (BERNARDES; SANTOS, 2006).
Com isto, a populacédo de microrganismos tende a se manter mais estavel ao longo
do ano, se o solo apresentar um alto teor de matéria organica (FEDE;
PANACCIONE; SEXTONE, 2001; TOLEDO et al., 2009).

Por serem extremamente abundantes, quando se resulta numa diminui¢cao na
diversidade de espécies pode significar que o solo esta perdendo sua qualidade,
podendo afetar diretamente o equilibrio de todo o ecossistema (ZILLI et al., 2003).

Com isto, os microrganismos através de estudos podem ser usados como
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indicadores da qualidade do solo, ja que respondem de forma rapida as alteracdes,
podendo ser percebidas com variacbes na populacdo e atividade desses
microrganismos (ARAUJO; MONTEIRO, 2007). Além do mais, a quantificacdo de
microrganismos permite a obtencdo de informacfes importantes em relacdo a
dindmica da populacéo constituinte da microbiota (FONTANA, 2010), destacando os
fungos que representam a maior parte da biomassa microbiana do solo, sendo
importantes para todo o equilibrio do ecossistema (MENDES; JUNIOR, 2004;
BALDRIAN et al., 2012).

A contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC), a partir da
inoculacdo de diluicbes seriadas de uma suspensdo de solo, permite avaliar a
densidade populacional de microrganismos cultivaveis e identificar grupos com
importantes atividades, como produtores de celulases por exemplo (NANNIPIERI et
al., 2007). A importancia dessa andlise possibilita estabelecer relacdes ecoldgicas
gue acontecem no solo, como também identificar os fatores que exercem influéncia
no equilibrio microbioldgico e na relacao entre os diferentes grupos microrganismos
(BJORKLOF et al., 2009, BATISTA et al., 2010, ABURJAILE et al., 2011).

Diversos fungos sao conhecidos por agir de forma patégena nos seres Vivos,
como causadores de doencas no homem, animais e plantas, podendo acarretar
varios prejuizos. No entanto, esses microrganismos participam de interacdes
benéficas como a decomposicdo de matéria organica, na industria alimenticia,
farmacéutica e na biotecnologia (TORTORA, et al., 2005). Entre essas interacdes
estdo a producao de enzimas e metabdlitos com atividade antimicrobiana (DEACON,
2005). Além disso, algumas espécies fangicas podem estabelecer relacdes
simbidticas com outros organismos, Como 0S micorrizos, associagao simbibdtica entre
fungos e raizes de plantas, e os liquens, associa¢cfes entre fungos e algas verdes
e/ou cianobactérias (SCHARDL et al., 2004).

2.3 Caracterizacao dos fungos

Os fungos sao microrganismos eucariontes pertencentes ao Reino Fungi,
apresentando parede celular composta por quitina, e armazenamento de glicogénio

como substancia de reserva e energia (TRABULSI et al., 2008). Nao realizam
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fotossintese, 0 que caracteriza a nutricdo dos fungos como heterotrofica, realizada
por absorcédo (WEBSTER et al., 2007). Na natureza, apresentam-se de duas formas:
filamentosos e/ou leveduras, estando distribuidos nos mais diversos habitats, como
no ar, solo, plantas e nos animais, podendo ser saprobios, parasitas e simbiontes; a
maioria tem habito saprobio em praticamente todos 0os ambientes, especialmente no
solo (GUSMAO; MAIA, 2006).

S&o unicelulares ou pluricelulares, caracterizados pela formacao de estruturas
filamentosas chamadas de hifas, podendo ser septadas ou asseptadas (cenociticas),
formando o micélio, (Figura 1), responsavel pela a formacdo de estruturas
assexuadas e/ou sexuadas que originam os esporos (PELCZAR, 1980). Os esporos
sdo formados na superficie dos micélios, estrutura chamada de esporoforo, e pelo o
esporangio os esporangiosporos sao dispersos para novos habitats, outros se
reproduzem através da producdo de esporos chamado de conidios, originados a

partir de conidiéforos ou esporoforos (PELCZAR, 1980).

Micalio
ou lalo
|
|
A

Hifa Hifas

Seplo
Hifas asseptadas Hifas septadas
Fonte: Micologia. Fundamentos e Diagndsticos (2001)

Figura 1. Morfologia de hifas fungicas.

De acordo com a classificagdo mais recente dos fungos, sao considerados
sete filos principais: Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,

Microsporidia, Neocallimastigomycota, Basidiomycota e Ascomycota, com 10
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subfilos, 35 classes, 12 subclasses e 129 ordens (HIBBETT et al., 2007). Entre os
filos, o Ascomycota apresenta uma maior quantidade de espécies fungicas
(BARREIRO et al, 2012). A Mata Atlantica apresenta o maior registro de espécies de
fungos (1.664 spp.), seguida pela Caatinga (734 spp.) e Amazonia (519 spp.), com
menor registro no Cerrado (291 spp.), sendo a Regido Nordeste a que possui maior

diversidade de espécies, com cerca de 1.749 espécies (FORZZA et al., 2010).

Entre os fungos filamentosos mais frequentemente encontrados no solo,
destacam-se os géneros Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
Fusarium, Pythium, Verticillium e Alternaria (GAMS, 2007; MOREIRA; SIQUEIRA,
2002). Destes, destacam-se as espécies do género Penicillium e Aspergillus
conhecidos principalmente por suas propriedades metabdlicas e poder de
biodegradacdo, bem como presenca em diversos ambientes, especialmente em
regides de clima tropical e subtropical (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

O género Aspergillus inclui cerca de 260 espécies, sendo caracterizadas pelo
0 seu crescimento em determinadas temperaturas, coloracdo dos conidios e
producdo de metabdlitos (SANSON; VARGA, 2009), usados na biotecnologia para a
producdo de antibibticos, enzimas e &acidos organicos (SAMSON et al., 2014);
conhecidos também por produzir micotoxinas, deteriorar alimentos e alguns
descritos como patégenos (SAMSON et al., 2014). As espécies desse género
apresentam conidiéforo ndo septado e dilatado no topo, em forma de vesicula, onde
se formam fialides, células que originam os esporos chamados conidios (FAIA,
2011).

Em relacdo ao género Penicillium, compreende cerca de 350 espécies
descritas, sendo comumente encontradas no solo (PITT; HOCKING, 2009; VISAGIE
et al., 2014). Apresentam hifas septadas, do qual a partir do micélio vegetativo se
desenvolvem conidiéforos, estrutura em forma de estipe que pode ser alargado ou
mais estreito (PITT, 1991). Algumas espécies podem ser usadas como fonte de
enzimas de interesse industrial e producdo de novos farmacos (PALLU, 2010),
porém muitas espécies sdo conhecidas pela a producdo de metabdlitos toxicos,
entre as micotoxinas mais encontradas nos alimentos, destacam-se a citrinina,
patulina e ocratoxina (FRISVAD et al.,2004).
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2.4. Fungos como fonte de compostos com atividade antimicrobiana

Na natureza encontra-se varios produtos naturais que apresentam algum tipo
de composto que beneficiam o ser humano, entre esses estdo 0S compostos
quimicos com finalidade para a saude, na producdo de antibiéticos, na qual grande
parte deles é produzida por microrganismos pertencentes ao solo (BERDY, 2005),
devido a capacidade de inibir outros microrganismos, através da producdo de
metabdlitos secundarios (OSBURNE et al., 2002). Esses compostos ndo estao
relacionados com o crescimento e desenvolvimento dos organismos, mas
constantemente exercem um papel importante como moléculas de defesa, e com
maior producdo de metabdlitos quando o crescimento microbiano estd na fase
estacionaria (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Os metabdlitos secundérios sintetizados pelos fungos se dao através de
estimulos em suas células com varias reacfes bioquimicas, podendo ser vistas
como uma estratégia para que consigam sobreviver ao meio em que foram expostos
(NASCIMENTO et al., 2014). Importantes revisbes que abordam a historia de
antibiéticos produzidos por fungos, suas aplicacdes e sua evolucdo ao longo das
Ultimas décadas podem ser encontradas na literatura atual (CLARDY et al., 2009;
DU TOIT 2016; GRENNI et al., 2018).

Entre os metabdlitos secundarios produzidos com atividade antimicrobiana,
estdo os peptideos sintetase nao ribossomal (NRPS) e os policetideos (PK) nao
ribossébmicos, produzidos pelas enzimas policetideo sintases (PKS) (WENZEL;
MULLER, 2005). Estes compostos sdo gerados principalmente por fungos e
bactérias, podendo apresentar diversas finalidades farmacologicas, como na
producdo de antibidticos, antitumorais, antifingicos, agentes imunossupressores e
antivirais (YADAV; GOKHALE; MOHANTY, 2003), atuando sobre o DNA, RNA,
sintese de proteinas, na funcdo da membrana plasmatica, esporulacdo, no

transporte de elétrons, germinacgéo, entre outros (DEMAIN, 2000).

A descoberta de metabdlitos produzidos por fungos, ocorreu em 1929 com a
descoberta da penicilina pelo cientista britanico Alexander Fleming, quando foi

observado que coldnias de Staphylococcus aureus, haviam sido contaminadas por
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um composto produzido por um fungo, sendo identificado o Penicillium notatum
(BALA et al, 2011). Apos varios anos de pesquisa esse composto foi isolado e
denominado de penicilina, consolidada apenas em 1940, com uso em humanos,
contribuindo para a diminuicdo de mortes durante toda a Guerra Mundial (BALA et
al, 2011). Apos isso, muitos compostos foram explorados, principalmente a partir de
fungos do solo e culturas de actinomicetos, proporcionando a descoberta das
tetraciclinas, cefalosporinas, aminoglocosideos, macrolideos, cloranfenicol,
glicopeptideos e rifamicinas (BERDY, 2005; PELAEZ, 2006; OVERBYE; BARRETT,
2005; FERNANDES, 2006).

Dentre alguns antibidticos destacam-se os B-lactamicos, apresentando uma
grande importancia para o controle de doencas infecciosas, sendo responsaveis por
50% das vendas de antibiéticos em 2004 (VON et al.,, 2006). Estes antibioticos
atuam na inibicdo da sintese da parede celular, inibindo a enzima transpeptidase da
célula bacteriana (WALSH, 2003; SUAREZ E GUDIOL, 2009). A classe dos -
lactdmicos pode ser subdividida em 5 classes, sendo as principais, as penicilinas e
cefalosporinas, sendo consideradas mais eficazes em aplicagdes na medicina (LIMA
et al., (2001).

Nos ultimos anos, diferentes ecossistemas tém sido estudados, entre 0os quais
o solo tem sido uma importante fonte para estudos de bioprospeccdo, com a
finalidade de se detectar microrganismos produtores de novas moléculas com

potencial aplicacdo biotecnoldgica (BEATTIE et al., 2005).

A utilizagdo de fungos como fonte de agentes bioativos representa uma
vantagem em relacdo as fontes animal e vegetal, jA que esses microrganismos
podem ser cultivados em grande escala em fermentadores (TAKAHASHI; LUCAS,
2008). Entre os géneros mais importantes e estudados no controle de doencas
infecciosas, pode-se destacar o Aspergillus, Cephalosporium e Penicillium (YU;
KELLER, 2005).

Segundo Pereira e colaboradores (2008), os antibidticos podem ser
classificados de acordo com o tipo de cepa produtora (fungos ou bactérias), quanto
a sua estrutura quimica, espectro de atividade e mecanismo de acao. A classificacéo
guanto ao espectro de atividade se refere ao niumero e caracteristicas fisiol6gicas do

organismo que foram afetado pelo antibiotico, e em relacdo ao mecanismo de acao
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se refere a forma como o agente antibidtico interfere no metabolismo da bactéria
patogénica podendo atuar na sintese da parede celular, sintese de &cidos nucléicos,

sintese de proteinas entre outras funcdes (PEREIRA et al., 2008).

A maneira como 0s antibidticos tém sido utilizados na medicina, tem
proporcionado uma rapida disseminacdo de microrganismos resistentes (CHAIT;
VETSIGIAN; KISHONY, 2012). Estudos mostram que um dos principais fatores para
0 aumento da resisténcia microbiana, se da através do uso abusivo de antibioticos e
de forma indiscriminada (DOERN; TILLOTSON, 2002). Segundo Aqueveque e
colaboradores (2010), a busca por novos metabdlitos secundarios extraidos a partir
de fungos tem sido uma grande fonte de inovacdo quimica na busca de produtos

naturais, com potencial antimicrobiano.

Entre os fungos microscépicos, 0os géneros como Aspergillus e Penicillium,
geralmente caracterizados pela formacao abundante de esporos, tem sido utilizados
para a busca de compostos bioativos, do qual aproximadamente 6.500 metabdlitos
bioativos de fungos microscépicos, mais de 30% foram obtidos destes géneros
(TAKAHASHI; LUCAS, 2008), como exemplo, o acido micofendlico contra bactérias
Grame-positivas (VINOKUROVA, 2005).

Conforme Kozlovsky e colaboradosres (2012), o género Penicillium produzem
metabdlitos secundérios de varias classes de compostos como alcaloides,
diquetopiperazinas, benzodiazepinas, quinolinas, poliquetideos e quinazolinas. Entre
outros compostos, ressalta 0s metabdlitos estraidos de Basidiomycota que
apresentam fonte de produtos naturais, com acdo antitumoral, antibacterianos,
antifangicos, antivirais, alucindgenos, citostaticos e enzimas reguladoras (SUAY et
al., 2000).

Considerando a producdo de metabdlitos por outros géneros de fungos,
destaca-se o Phomopsis, encontrado principalmente como endoéfito em plantas
medicinais (GARCIA et al.,, 2012), com atividade antimicrobiana contra varios
agentes patogénicos, como E. coli, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium

tuberculosis, Micrococcus luteus e Candida albicans (JAYANTHI et al., 2011).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Local de coleta e amostragem

As coletas de solo foram realizadas em area caracterizada como preservada
da Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, localizada no
municipio de Serra Talhada-PE. A primeira coleta foi realizada em periodo de
estiagem (agosto de 2018) e a segunda em periodo de chuva (abril de 2019).

Durante as coletas foi aferido a temperatura do solo através do termdémetro
digital (Figura 2A) e, posteriormente o solo foi coletado em trés pontos equidistantes,
a uma profundidade de 0-20 cm, com auxilio de uma pé& (Figura 2B), e armazenado
em sacos plasticos previamente esterilizados (Figura 2C), etiquetados e
encaminhados para o laboratério de Microscopia em recipientes isotérmicos para
realizacdo de analises microbiologicas. A partir das trés amostras de solo de cada
periodo (estiagem e Chuva), foi preparada uma amostra composta que foi utilizada

para fazer o isolamento dos fungos.

Figura 2. (A) Aferimento da temperatura no solo; (B) Coleta do solo; (C) Solo
acondicionado em saco plastico esterilizado.
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3.2. Isolamento fangico

Para o isolamento e quantificacdo de fungos, a amostra de solo foi submetida a
técnica de diluicdo seriada, a qual consiste em adicionar 25g do solo em um frasco
Erlenmeyer contendo 225 mL de agua peptonada (1%) previamente autoclavado
(diluicdo 101') e homogeneizacdo por 1 min de agitacdo. A partir desta primeira
diluicdo, foram realizadas diluicdes seriadas transferindo-se 1 mL desta para tubos
de ensaio contendo 9 mL de agua destilada e esterilizada, e assim sucessivamente
até a diluicdo 104, Das ultimas trés diluicGes, foi semeado 0,1 mL em placas de Petri
pelo método de espalhamento em superficie (Figura 3), contendo os meios de
cultura Agar Batata Dextrose (BDA) e Agar Sabouraud (SAB) acrescidos de
cloranfenicol para supressdo bacteriana, todos em triplicata. Esta fase do

experimento foi realizada em trés repeticdes.

Diluicéo 10-2[.%} Néo 10+

Diluicdo 10"

1mL 1mL 1mL

9 mL de agua
destilada

D,1w.L,ﬂ o,m.._ﬂ o,m._ﬂ

I £ —777»-

| lneubacio \/

25g do solo +225 mL
de dgua peptonada

Figura 3. Representacdo da técnica de Diluicdo Seriada, realizada com solo
coletado na UC Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada — PE, para
isolamento e quantificagdo de fungos.

Posteriormente, as placas de Petri foram incubadas a 28 °C para contagem
de fungos mesofilos por até 7 dias. A quantificacao foi feita nas placas de Petri que
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apresentaram entre 20 e 200 Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), sendo os

resultados expressos em UFC por grama de solo.

3.3. Selecéao e Identificacao dos isolados

Dentre os isolados, foram  selecionadas colénias de  fungos,
macromorfologicamente distintas. Estes isolados foram purificados e mantidos em
tubos de ensaio e sob refrigeracdo, até a realizacdo dos ensaios de atividade
antimicrobiana. Para a identificagdo dos isolados purificados foi observando
caracteristicas macroscopicas das colbnias, identificando o tipo de textura da
colénia, producédo de pigmentacdo, bem como caracteristicas microscopicas como

estruturas reprodutivas assexuadas e sexuadas.

3.4. Avaliagdo da producéo de metabdlitos com atividade antimicrobiana

Os isolados fungicos selecionados e purificados foram submetidos ao teste de
atividade antimicrobiana, baseado na metodologia de Ichikawa et al., (1971). Para
tal, os fungos foram cultivados em placas de Petri com meio Agar Sabouraud,
deixando crescer por pelo menos sete dias a temperatura ambiente. Além disso,
foram repicadas bactérias com meio Agar Nutriente, sendo as bactérias utilizadas
para os testes antimicrobianos: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
sp. e Klebsiella pneumoniae.

Apbs esse tempo, as colonias de fungos foram cortadas em forma de disco e
transferidas para superficie do meio de cultura Agar Mueller Hington (composicéao
g/L: Peptona de caseina 17,5; Peptona 3,0; Agar 15 Ca2+ 20-25; Mg2+ 10-12,5; pH
7,4), em placas de Petri, contendo as bactérias previamente semeadas com auxilio
de swab estelilizado. Apds 24 horas a atividade antimicrobiana foi analisada a partir
da formacédo de halos de inibicdo, dos quais foram medidos seus diametros e
expressos em mm.

Os testes foram realizados em triplicata, sendo entdo, as medidas dos halos
representadas pelas médias das triplicatas. Os fungos que apresentaram halos de
inibicdo >20 mm foram considerados bons produtores de compostos antibacterianos,

com halos de inibicdo >10 mm e <20 mm foi considerado produtores medianos, e
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halos <10 mm foram classificados como fracos produtores de compostos

antibacterianos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e quantificagdo de fungos mesofilos

Para o isolamento e quantificacdo de fungos realizados a partir da coleta de
solo em periodo de estiagem, foi possivel verificar que o meio de cultura que
permitiu maior crescimento de UFCs foi o BDA, nas trés repeticOes realizadas,
quando comparado com o meio de cultura agar SAB (Tabela 01). O maior valor
obtido foi de 8,6 x 108 UFC/g da repeticdo 1 no meio de cultura BDA, e o menor foi

de 2,6 x 10* UFC/g na repeticdo 2 e meio de cultura SAB.

Tabela 1. Quantificacdo das unidades formadoras de colonias de fungos por cada
repeticao isolados de solo em periodo de estiagem de area preservada na UC
Parque estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada — PE.

Grupo dos isolados Meio de Quantificacdo* (UFC/qg)
cultura

Repeticdo 1 BDA 8,6 x 10°
(D1 a D10) SAB 4.6 x 10°
Repeticdo 2 BDA 1,93 x 108
(Al a Al0) SAB 2,6 x 10°
Repeticdo 3 BDA 1,86 x 10°

(I1alll) SAB 8,3 x 10°

*Os valores representam as médias das triplicatas de cada repetigdo

No isolamento e quantificacdo de fungos realizados a partir da coleta de solo
em periodo de chuva, foi observado uma maior quantidade de UFCs em meio de
cultura SAB, quando comparado com o meio de cultura BDA, nas trés repeticoes
realizadas (Tabela 02). A maior quantificacdo foi de 2,23 x 10% UFC/g da repeticéo 1
em meio de cultura SAB, e o menor valor obtido foi de 1,23 x 108 UFC/g da repeticdo

3 em meio de cultura BDA.
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Tabela 2. Quantificacdo das unidades formadoras de colonias de fungos por cada
repeticao isolados de solo em periodo de chuva de area preservada na UC Parque
estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada — PE.

Grupo dos isolados Meio de Quantificacdo* (UFC/qg)
cultura

Repeticéo 1 BDA 2,06 x 106
(b1aDb10) SAB 2,23 x 10°
Repeticéo 2 BDA 1,9 x 10°
(Al a Al0) SAB 2.2 x106
Repeticao 3 BDA 1,23 x 10°

(1alll) SAB 2,07 x 108

*Os valores representam as médias das triplicatas de cada repetigdo

A partir desses dados, € possivel notar que o solo analisado apresenta uma
grande biomassa fungica, porém, a quantidade de UFCs foi maior em periodo de
estiagem, mesmo diante de temperaturas altas existentes na regido, com
temperatura média do solo de 28,5 °C, podendo se dizer que esses microrganismos
sao tolerantes a temperaturas mais elevadas. Por outro lado, por se tratar de uma
area preservada, a presenca de serrapilheira minimiza outros fatores como umidade

e incidéncia de radiagéo solar.

A temperatura do solo obtida em periodo de chuva foi de 24,1 °C. Na tabela 2,
observa-se que a quantidade de UFCs de fungos foi menor em periodo chuvoso,
este resultado é semelhante ao encontrado por Rodrigues et al., (2010) e Silva et al.
(2010) onde a populacdo de fungos foi maior no periodo seco. A quantidade de
fungos presentes no periodo de estiagem pode estar relacionado com as
caracteristicas da parede celular desses microorganismos, ja que possuem uma
parede celular rigida que permite suportar altas taxas de temperaturas
(DALLACORT et al.,, 2009). Souto, (2006) em um estudo realizado para
determinacdo da populagdo flngica, também verificou um maior crescimento de

fungos em periodos mais secos.

E sabido que diversos fatores como a salinidade, temperatura e o pH
interferem diretamente no desenvolvimento microbiano, ou seja, influenciando a
atividade metabdlica dos microrganismos de acordo com as condi¢des a que foram

expostos (BONONI, 2015; SOUTO et al., 2008), sendo esperada uma variacdo na
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quantidade de fungos ali presentes quando comparados os valores encontrados em
outros trabalhos (RECH et al., 2013). MENEZES et al., (2012) em seu estudo com
microrganismos de solos da regido semiarida, comprovaram essa variabilidade, o
que corrobora para justificar as diferencas entre as popula¢des fungicas do solo

coletado nos dois periodos do presente estudo.

4.2. Selecao e identificacdo dos isolados fungicos do solo

Para o isolamento de fungos realizado com o solo da coleta em periodo de
estiagem, foram selecionadas e purificadas 31 col6nicas fungicas, e do solo da
coleta no periodo de chuva foram selecionadas 11 col6nias fungicas. Estes isolados
foram identificados a partir de suas caracteristicas macro e micromorfologicas, a

nivel de género (Tabela 3).

Alguns géneros de fungos apresentam espécies mais representativas na
maioria dos tipos de solo, entre eles entdo os géneros Aspergillus e Penicillium
(MACHERONI et al., 2004). Com os resultados obtidos a partir da primeira coleta
(periodo de estiagem), foi observado uma maior incidéncia de fungos pertencentes
ao género Aspergillus na maioria dos isolados, o Penicillium apenas no isolado A4, e

Eurotium no isolado A5 (Figura 4).
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Tabela 3. Identificacdo dos isolados fungicos de solos coletados na UC Parque
Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada — PE, por periodo de coleta.

Periodo de estiagem Periodo de chuva
N°do isolado Identificacao N° do isolado Identificacdo
Al Aspergillus sp. AS Scopulariopsis sp.
A2 Aspergillus sp. A7(1) Cladosporium sp.
A3 Aspergillus niger A7(2) S
A4 Penicillium sp. ot Sl
A5 Eurotium sp. A9 Paecilomyces sp.
A9 Aspergillus sp. D7 Penicillium sp.
A10 Aspergillus sp. D9 Aspergillus sp.
D8 Aspergillus sp. 17 Aspergillus niger
D10 Aspergillus niger 1 Paecilomyces sp.
12 Aspergillus sp. 18(2) S
13 Aspergillus sp. - Sl

S| = sem identificagéo.

Estes resultados corroboram com Klinch (2002), onde os fungos do género
Aspergillus sp. veem sendo isolados com mais frequéncia em areas com
temperaturas superiores a 25 °C, consideradas quentes. As espécies desse género
sdo de facil distribuicdo no ambiente (ABARCA, 2000), podendo ser classificados
como organismos cosmopolitas, pela propensdo a dispersdo de seus esporos
assexuados. Conforme Ritter (2007), esse género se desenvolve melhor em clima
tropical, por conta da variagcdo de temperatura, sendo esses fungos termotolerantes,
com o potencial de se desenvolver em temperaturas superiores a 37°C (BOFF et al.,
2012).

Em relacdo aos resultados obtidos no periodo de chuva, foi verificado a
presenca de fungos pertencentes ao género Aspergillus, Penicillium, Scopulariopsis,
Cladosporium e Paecilomyces (Figura 5). Conforme Lacaz et al., (2002), dentre os

principais géneros de fungos anemafilos amplamente encontrados no ar e na poeira,
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destaca-se o género Cladosporium, com maior ocorréncia em relagcdo aos demais.
Este género é considerado um dos mais cosmopolitas, presente nos mais diversos
ambientes e substratos (MENEZES et al., 2006). Sendo em sua maioria espécies
saprofitas, incluindo espécies responsaveis por algumas doencas em plantas,
animais e humanos, referidos como bioalérgeno (LACAZ et al., 2002; TRABULSI et
al., 2005).

O género Paecilomyces pode ser encontrado naturalmente em diversos tipos
de solo. Seus conidi6foros sdo ramificados em grupos de bifurcacdes irregulares,
apresentando cerca de 600 um de comprimento, e conidios separados das fialides
em forma de corrente (DOMSCH et al., 1980).

Em um levantamento com fungos filamentosos isolados de solos de
municipios da regido de Xingd, Cavalcanti et al., (2006), observaram uma maior
representatividade entre os fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. Moura,
(2007) em seu estudo com fungos de solo no Vale do Catimbau, também registrou
44 espécies com maior predominancia dos géneros Aspergillus com 16 espécies e
Penicillium com 8, assim como em outros estudos no semiarido brasileiro, Cavalcanti
e Maia (1994) e Costa et al., (2006) demonstraram, em sua maioria, fungos

representados por ambos géneros.

Figura 4. Isolados da coleta em estiagem, identificados de Aspergillus sp. (12),
Aspergillus niger (D10), Penicillium sp. (A4), Eurotium sp. (A5).
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Figura 5. Isolados da coleta em periodo de chuva, idehtificados de Paecilomyces sp.
18(1), Cladosporium sp. A7(1), Micélio septado (19), Scopulariopsis sp. (A5).

Gochenaur (1975), em seu estudo com solos das Bahamas concluiu que
Aspergillus e Penicillium podem colonizar ambientes com baixo potencial hidrico
comparados a outros fungos, porém o Aspergillus mais tolerante a condi¢des aridas,

sendo considerado mais xerotérmico que Penicillium.

Outro dado importante observado no presente estudo, € que os isolados
selecionados da coleta realizada em periodo de estiagem, apesar de em maior
namero, foram menos diversos (trés géneros) quando comparados aos isolados
obtidos da coleta realizada em periodo de estiagem, com um total de cinco
diferentes géneros identificados até a presente data. Este resultado salienta que o
periodo de coleta, associado a outros fatores como temperatura e disponibilidade de
agua, influenciam na comunidade fungica presente no solo. Assim, € interessante
salientar a importancia da condicdo hidrica, uma vez que nestas ha melhores

condi¢des para manutencdo de diversidade, como constatado em outros trabalhos



32

gue abordaram a diversidade de microrganismos de solos (SANTOS et al., 2014,
MOURA et al., 2015; GOBERNA et al., 2005)

4.3Producado de metabdlitos com atividade antimicrobiana

A producdo de compostos fungicos a partir dos ensaios da primeira coleta

(periodo de estiagem), verificou-se que dos 20 fungos testados, 15 apresentaram

atividade inibitoria contra Staphylococcus aureus, E.coli e Klebsiella (Tabela 4).

Tabela 4. Halos de inibicdo apds analise da atividade antimicrobiana
de fungos isolados de solo coletado em periodo de estiagem.

Bactérias

N° do isolado/
Género (coleta
estiagem)

Salmonella S. aureus

Klebsiella @ E. coli

A4-Penicillium
sp.
D8-Aspergillus
sp.

D1
A10-Aspergillus
sp.
A9-Aspergillus
sp.
A10-Aspergillus
sp.

12- Aspergillus
sp.

D1

D1
A2- Aspergillus

sp.
18

A5- Eurotium sp.

Al-Aspergillus
sp.
D4
A3- Aspergillus
niger
Al-Aspergillus
sp.

SA

SA

SA
SA

SA

SA

SA

SA

SA
SA

SA
SA
SA

SA
SA

SA

26 mm

28mm

30 mm
26 mm

32 mm

30 mm

SA

SA

SA
SA

SA
SA
SA

SA
SA

SA

SA

SA

SA
SA

20mm

SA

SA

SA

SA
SA

SA
SA
18 mm

16 mm
SA

18 mm

15mm

SA

SA
SA

SA

SA

SA

17mm

19 mm
17mm

16mm
SA
SA

SA
SA

SA
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13- Aspergillus SA SA SA SA
sp.

D5 SA SA SA SA

19 SA SA SA SA

SA = sem atividade;

Pode-se notar que dos isolados, 6 fungos apresentaram atividade contra a
bactéria Gram-positiva S. aureus, sendo o maior niumero de fungos entre os testes
observados, e com o maior halo de inibicdo de 32 mm de diametro, gerado pelo
isolado 5 (Aspergillus sp.). O género Aspergillus, tem distribuicdo mundial,
comumente isolado de diversos substratos organicos, e destaca-se por sintetizar
diversos compostos bioativos, entre os quais ja foram identificados antimicrobianos
(JAHROMI et al., 2012).

Figura 6. Isolados fungicos que apresentaram halos de inibicdo contra S. aureus,
E.coli e Klebsiella.
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Para a E. coli, 5 fungos mostraram atividade contra a bactéria, com
crescimento de halo de inibicAo médio entre 14 mm e 19 mm. Bactéria gram-
negativa que pode sobreviver em particulas fecais, poeira e agua por semanas,
porém seu ambiente normal é o trato intestinal (ANDRADE, 2005; SAVIOLLI, 2010)
sendo responsavel por um grande numero de infeccées (CLEMENTINO et al., 2015).
Quatro fungos apresentaram contra a Klebsiella, com halo de crescimento de 16 mm

a 20 mm.

Quanto a bactéria Salmonella, nenhum isolado fungico mostrou atividade
inibitdria, este resultado pode estar relacionado ao fato de que as bactérias Gram-
negativas possuem uma estrutura diferenciada das Gram-positivas no que diz
respeito a parede celular: as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes a acao
dos antibidticos, devido apresentarem uma membrana externa constituida de
lipopolissacarideos que funciona como uma barreira contra a entrada de drogas
antimicrobianas (HANCOCK, 1997), além de enzimas no espaco periplasmatico
(entre a parede celular e a membrana externa), pois a resisténcia pode estar
relacionado a enzimas inativadoras e modificadoras, onde compostos produzindo
pelos isolados do solo poderiam ser destruido por enzimas de bactérias Gram-
negativas (LEVY; MARSHALL, 2004). A resisténcia de S. aureus aos antibidticos
também tem demonstrado ser um grave problema de saude publica, se destacando
como um grande desafio na busca de novos compostos quimicos para controlar os
efeitos patogénicos desta bactéria (MORELL; BALKIN, 2010).

Diante dos resultados, a maioria dos fungos apresentaram halos de inibicéo
médio entre 15 mm e 32 mm de didmetro, com isso, sendo classificados como bons
produtores de compostos antibacterianos. Estes resultados corroboraram com
Queiroz e colaboradores (2014), em seu estudo de prospeccdo de fungos da
caatinga produtores de antibidticos, na qual os isolados fungicos apresentaram
atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli, com halos de inibicdo superior a
20 mm, e maior halo de inibicdo contra E. coli com 33 mm de diametro. Este
resultado também concorda com o encontrado por Clementino et al., (2015), onde as

linhagens fungicas apresentaram halos de inibicdo maiores que 10 mm.

Com relacdo aos isolados da coleta em periodo chuvoso, nota-se que dos 11
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isolados fungicos submetidos ao teste de atividade antimicrobiana, nenhum isolado

demonstrou atividade inibitéria frente as bactérias testes utilizadas.

De acordo com Lee et al., (2004) a temperatura € um dos principais fatores
gue podem influenciar na producdao de compostos bioativos. Este fato foi verificado
em um estudo realizado por Clementino et al.,, (2015), em que os resultados
mostraram que na temperatura a 28 °C e 37 °C a maioria apresentaram halos de
inibicdo, porém, a uma temperatura de 45 °C houve uma maior producdo de
metabdlitos secundérios. Algumas alteracdes nas condi¢bes de cultivo, tais como,
disponibilidade de nutrientes, pH, tempo de incubacéo, auséncia ou presenca de luz
e agitacao influenciam diretamente para a producdo de metabdlitos fungicos (SUAY
et al., 2000).

A busca de novos antimicrobianos tem mostrado que ha maior dificuldade na
descoberta de novos metabdlitos bioativos contra bactérias Gram-negativas do que
contra as Gram-positivas. Entre essas estdo E. coli, K. pneumoniae (RICE, 2008;
BASSETTI; FRANCESCA; MALGORZATA, 2011). Esta afirmacao, corrobora com
Josy et al., (2010) em seu estudo realizado com 60 cepas de Penicillium,

demonstraram maior capacidade de inibicdo em bactérias Gram-positivas.

Este cenario e a falta de novos antimicrobianos tem ocasionado novos
investimentos direcionados as pesquisas com solo, inclusive com apoio das
ferramentas da biologia molecular (BUSTI et al., 2006), na busca de novos

compostos, sendo os fungos ainda considerados boas fontes destes compostos.
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Figura 7. Isolados fungicos que ndo apresentaram halos de inibig&o.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A quantificacdo de UFCs por periodo de coleta ndo demonstrou grande
diferenca, apesar dos valores serem um pouco maiores em solo coletado em
periodo de estiagem. O meio de cultura utilizado influenciou a quantidade de
UFC de fungos, principalmente em periodo de estiagem.

Na coleta em periodo de estiagem, foram identificados os géneros
Aspergillus, Eurotium e Penicillium, dentre os quais Aspergillus foi o que mais
se destacou, com oito representantes. Em periodo de chuva, foram
identificados os géneros Cladosporium, Paecilomyces, Scopulariopsis,
Aspergillus e Penicilium. O que mostra a influéncia de fatores como
temperatura e disponibilidade de agua na diversidade de fungos que habitam

0s solos.

Com os ensaios da primeira coleta, quinze isolados demonstraram atividade
antimicrobiana, sendo assim, classificados como bons produtores de
compostos  antibacterianos  importantes  para  futuras  aplicacbes
biotecnolégicas, em especial na industria farmacéutica.

A producéo de metabdlitos secundarios com atividade antibacteriana pode ser

influenciada pelo periodo de coleta, uma vez que os isolados da coleta em
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periodo de chuva ndo mostraram nenhuma atividade inibitoria frente as

bactérias teste.
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