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RESUMO

As comunidades microbianas que habitam os solos sofrem interferéncia de
fatores bidticos e abiéticos, e em se tratando do semiarido, estas comunidades
estdo sujeitas a baixa disponibilidade de agua, altas temperaturas e incidéncias
de radiacdo solar. Estas condicbes exigem adaptacdo de organismos, que
podem representar uma importante fonte de metabdlitos de interesse de
biotecnologia. Desta forma, este trabalho visou o estudo da dindmica das
comunidades fungicas de solo em recuperacdo do semiarido Pernambucano
coletados na Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira,
semiarido no municipio de Serra Talhada — PE. Para tal, o solo foi coletado em
dois periodos sazonais (uma coleta no chuvoso e duas em estiagem) e
realizado o isolamento e a quantificacdo de fungos totais e os termofilicos,
osmofilicos e halofilicos. Também foram realizados ensaios de atividade
antimicrobiana e atividade enzimatica para celulase, protease e amilase. Na
coleta 1 (periodo chuvoso) foi obtida a maior quantificacdo com 2,3 x 10’
UFC/grama de solo de fungos mesdfilos; desta mesma coleta foi possivel o
isolamento dos fungos osmofilicos, halofilicos e termofilicos. J& nas coletas 2 e
3 (periodo de estiagem), a maior quantificacdo foi de 7,33 x 10°® e 5,0 x 10°
UFC/grama de solo dos fungos osmofilicos e mesofilos, respectivamente. Nao
houve isolamento de fungos halofilicos nas coletas 2 e 3. Dos 22 isolados
selecionados e submetidos ao teste de atividade antimicrobiana, destacou-se o
iIsolado 11 (Fusarium sp.) com halo de inibicdo de 8,33 mm de diametro frente
a Bacillus subtilis. 18 dos 20 fungos testados mostraram atividade enzimatica.
Estes resultados permitem estabelecer uma correlacdo entre as caracteristicas
dos solos e das areas onde os mesmos foram coletados, com as populactes
microbianas encontradas, além de valorizar a diversidade e o potencial

biotecnoldgicos dos microrganismos isolados.

Palavras-chave: fungos; atividade enzimatica; antimicrobiano, microbiota do

solo.



ABSTRACT

Oil microbial communities suffer interference from biotic and abiotic factors, and
in the case of semi-arid, these communities are subject to low water availability,
high temperatures and high incidence of solar radiation. These conditions
require high adaptation of these organisms, which may represent an important
source of metabolites of interest to biotechnology. In this way, this work aimed
at the study of the dynamics of the fungal community of soil in recovery of the
semi - arid Pernambucano collected in the Conservation Unit State Park Mata
da Pimenteira, in the municipality of Serra Talhada - PE. In order to do so, the
soils were collected in two seasonal periods (one in the rainy season and two in
the dry season) and the isolation and quantification of total fungi and
thermophilic, osmotic and halophilic fungi were carried out. Antimicrobial and
enzymatic activity tests of these fungi were also carried out. In collection 1
(rainy season) the highest quantification was obtained with 2.3 x 107 CFU / mL
of mesophilic fungi; from the same collection it was possible to isolate all
groups. In collections 2 and 3 (drought period), the highest quantification was
7.33 x 10° and 5.0 x 10°®° CFU / mL of osmotic and mesophilic fungi,
respectively. There was no isolation of halophilic fungi in samples 2 and 3. Of
the 22 isolates selected and submitted to the test of antimicrobial activity, the
isolate 11 (Fusarium sp.) With a halo of 8.33 mm in diameter was distinguished
from Bacillus subtilis. Eighteen of the twenty fungi tested showed enzymatic
activity with degradation of at least one tested substrate. These results allow
establishing a correlation between the characteristics of the soils and the areas
where they were collected, with the microbial populations found, besides
valuing the biotechnological diversity and potential of the isolated

microorganisms.

Keywords: diversity; bioprospecting; enzymatic activity; antimicrobial, soil

microbiota.
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1. INTRODUCAO

O Nordeste do Brasil possui amplo territério com cerca de 1.561.177,8
km2, sendo que 841.260,9 km2 representam a area de clima semiarido, que
abrange cerca de 20 % dos municipios brasileiros e abriga por volta de 11 %
da populacao do pais. O semiarido ocorre nos Estados do Ceara, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, no sudoeste do Piaui,
partes do interior da Bahia e do norte de Minas Gerais (LIMA et al., 2012;
ANDRADE et al.,, 2005) e é caracterizado por possuir periodos de secas
prolongadas, com precipitacdo anual que variam entre 150 mm a 1300 mm,
temperaturas médias em torno de 28 °C, com maximas em torno de 40 °C, e
recursos hidricos limitados (ARAUJO, 2011).

Uma vasta area do semiarido nordestino é ocupada pela caatinga, do
tupi-guarani “floresta esbranquicada”, que possui fauna e flora diversificada,
cujas espécies endémicas estdo adaptadas aos periodos de estiagens tipicos
do semiérido (RAMALHO, 2013; MILES et al., 2006; MOURA et al., 2007). A
caatinga nordestina é composta por diferentes formas fisionbmicas como
caatinga arbérea, arbustiva, espinhosa, etc, decorrente da grande extensao do
semiarido, onde também ja foram classificados diferentes condicbes ambientais
e pelo menos 40 tipos de solo (PRADO, 2003).

Nos diferentes solos, as comunidades microbianas sdo compostas
especialmente por fungos, bactérias e microfauna, e sdo responsaveis pela
decomposicdo da matéria organica ali depositada, tendo papel fundamental na
dindmica de nutrientes e ciclagem bioquimica (VINHAL-FREITAS et al., 2010).
No semiarido nordestino, o uso do solo para diferentes atividades econémicas,
associado aos altos indices de desmatamento da caatinga, alteram suas
propriedades quimicas, fisicas e biolégicas. As inUmeras acdes antropicas
provocam alteracfes nas suas caracteristicas originais e consequentemente
causando danos a fracao biolégica, gerando, por exemplo, reducdo do namero
de microrganismo ali presentes, com consequente perda inestimavel da
biodiversidade microbiana nestes locais (ATTANASIO et al. 2006; MARTINS et
al., 2010).

Os microrganismos sd8o importantes para a sustentabilidade dos

ecossistemas, desempenhando atividades como a decomposicao da matéria
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organica, ciclagem de nutrientes, estabelecendo interacées com plantas, tendo
assim papel fundamental na manutencédo do equilibrio ambiental (MELLONI,
2007; ROSA et al., 2003). Os fungos tém um papel importante nos solos, uma
vez que a maioria decompde a lignina e a matéria organica de dificil digestao,
além de predominarem em solos de pH &cido e de iniciarem a decomposi¢ao
da matéria organica disponibilizando subprodutos mais facilmente utilizados por
outros microrganismos como as bactérias (LAVELLE & SPAIN, 2005).
Adicionalmente, associada a importancia ecoldgica da microbiota do solo, os
fungos representam importantes fontes de metabdlitos que podem ser Uteis
para a producdo de novos produtos biotecnolégicos empregados nas areas da
saude, agricultura, industria e meio ambiente (OLIVEIRA et al., 2006).

Desta forma, estudos nesta area sdo desenvolvidos a partir da pesquisa
de grupos microbianos que se relacionam com as propriedades fisicas e
guimicas do solo, e consequentemente sdo vulneraveis a alteracbes neste
sistema, além de serem relativamente faceis de mensurar, como por exemplo a
fracdo de fungos cultivaveis (ARIAS et al., 2005; MARTINS et al., 2010; LIMA
et al., 2014). Apesar desta importancia, ainda se conhece pouco sobre esses
microrganismos em solos do semiarido brasileiro, principalmente devido a
grande extensdo do territério, fazendo-se necessarios estudos nesta area
(SILVESTRE & FREITAS, 2007; CARDOSO & ANDREOTE, 2016). Em se
tratando de solo de uma regido com condi¢coes extremas, os fungos que
habitam solos do semiérido representam importantes fontes de metabdlitos que
podem ser utilizados na producdo de compostos como enzimas e
antimicrobianos, e que s&o naturalmente mais adaptaveis a variacbes de
temperatura e disponibilidade de agua, fatores importantes nos processos
biotecnoldgicos.

Neste contexto, este trabalho objetivou estudar a dindmica e diversidade
da populacdo de fungos cultivaveis de solo coletados em area caracterizada
como em recuperacao, da Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da
Pimenteira, no municipio de Serra Talhada — PE, e estabelecer a correlacéo
com os periodos de coleta (estiagem e chuvoso). Adicionalmente, também foi
objetivo deste estudo avaliar o potencial destes fungos para a producdo de
metabolitos com aplicacbes biotecnoldgicas, i.e. enzimas e compostos com

atividade antimicrobiana.



2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Solo e sua microbiota

Os solos compdem a porcdo emersa da superficie terrestre, sendo
produto do intemperismo, ou seja, do conjunto de processos mecanicos,
guimicos e biologicos que ocasionam a desintegracdo e a decomposicdo de
rochas; o seu processo de formacéo e transformacéo sofre influéncia do relevo,
clima, bioma e do préprio tempo (JENNYS, 1994). Um dos principais recursos
naturais do planeta Terra, o solo € indispensavel para o desenvolvimento de
espécies animais e vegetais, uma vez que esta diretamente relacionado a
producdo de alimento, além de ser habitat de varios organismos, formando um
ecossistema complexo e dinamico (CARDOSO e ANDREOTE, 2016).

Os microrganismos fazem parte do solo de modo inseparavel,
desempenhando um papel fundamental no seu desenvolvimento e nas suas
funcbes (ANDREOLA & FERNANDES, 2007). As popula¢gBes microscopicas
gue habitam os solos ndo sdo perceptiveis ao olho humano, por isso sédo pouco
citadas, sendo muitas vezes nem mencionadas pela literatura (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Porém, a abundancia em numero e diversidade dos
microrganismos nos solos s&o imensas, em apenas 1 cm® de solo podem ser
encontrados inameros microrganismos, desde de bactérias, fungos, virus,
algas, protozoarios, como também outros organismos que compdem a
microfauna, mesmo naqueles em regides desérticas.

A populagdo de microrganismos presente nos solos € um importante
componente e suas atividades refletem nas caracteristicas e na qualidade dos
solos. Dentre as inumeras funcbes microbianas nos solos (Tabela 1),
destacam-se a decomposicdo de matéria organica, a producdo de humus, a
ciclagem de nutrientes e energia, a producdo de compostos envolvidos na
agregacdo do solo, decomposicao de xenobioticos, controle bioldgico, etc.
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Adicionalmente, as atividades microbianas
aumentam consideravelmente no solo rizosférico no qual os microrganismos
estabelecem relagbes simbidticas com 0s vegetais, as quais sdo extremamente

importantes para a obtencdo de nutrientes e melhoria na sua adaptabilidade,

3



como, por exemplo, os rizobios, as rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas, os fungos ectomicorrizicos e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS),
bem como os microrganismos endofiticos de raizes (ALEXOPOULOS et al.,
1996). Os FMAs, por exemplo, estdo envolvidos na producédo de uma
glicoproteina chamada de glomalina, responsaveis pela formacdo de
macromoléculas que atuam na agregacdo de particulas do solo e

consequentemente evitam sua erosao (VASCONCELLOS et al., 2013).

Tabela 1. Atividades microbianas nos solos

Funcao Exemplo de grupos e espécies Referéncias
Decomposicéao Aspergillus, Penicillium, Mucor, Alexopoulos et al.
da matéria Cladosporium, Fusarium, (1996).
organica Peacilomyces
Decomposicéao Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Kurek et al. (1982);
de xenobioticos Mucor, Saccaromyces e Jacques et al.
Trichoderma; (2007).

Acidovorans, Flavobacterium,
Gordonia, Pseudomonas
Solubilizagdo de Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas Moreira e Siqueira

fosfato e Ochrobactrum (2006).
Agregacao do Stenotrophomonas e Caesar-Tonthat et
solo Sphingobacterium; al. (2006);
FMAs Caravaca et al.
(2006).
Relacdes simbioticas com plantas
FMAs Acaulospora sp., Glomus sp. e Ferreira (2010).
Ambispora sp.
Rizobios Rhizobium spp. Stocco et al.
(2008).
RPCP Azospirillum, Azotobacter, Miransari (2014).

Rhizobium, Bacillus e Pseudomonas
Endofiticos  Mycocentrospora sp. (Dark-septate Wu et al., 2010;
de raizes endophytic fungus); Xanthomonas  Aradjo et al., 2002.
campestris

RPCP = Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
FMAs = fungos micorrizicos arbusculares

A populag&o microbiana nos solos é diversa e a sua biomassa em solos
em clima temperado pode chegar a cinco toneladas por hectare (KILLHAM,



1994). A guantidade de células microbianas varia entre diferentes tipos de solo,
bem como sofre influéncia de fatores abidticos e bioticos, sendo as bactérias as
mais numerosas, variando de 4 x 10° a 2 x 10° por grama solo seco
(WHITMAN et al., 1998). Apesar de em menor numero, os fungos compdem
uma boa parte da biomassa microbiana nos solos; por exemplo, a biomassa
ectomicorrizica foi estimada em 700 a 900 kg por hectare em uma floresta de
coniferas (WALLANDER et al. 2001).

Além de representar boa parte da biomassa, 0s microrganismos que
habitam os solos também compdem uma parte consideravel da diversidade
microbiana do planeta (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Estudos sobre a
diversidade microbiana em solos trazem, por exemplo, dados importantes para
a elaboracdo e implementacdo de estratégias para a sua preservagdo, bem
como para o desenvolvimento de ferramentas que indicam alteracbes e
disturbios ambientais, como a presenca de compostos toxicos e a utilizacéo
ndo sustentavel destes solos (@VREAS, 2000). Porém, por conta das técnicas
classicas dependentes de cultivo, esta diversidade é comumente subestimada,
uma vez que a maioria dos microrganismos nos solos nao crescem em meios
de cultura tradicionalmente utilizados.

Torsvik et al. (1998) detectaram cerca de 6.000 genomas bacterianos
diferentes por grama de solo (tomando como base o genoma de Escherichia
coli como uma unidade); em solos preservados, pode haver até 10.000
genomas, enquanto que em solos contaminados com metais pesados podem
contem até 1.500 genomas bacterianos. Em contraste, a complexidade do
genoma da comunidade de procariotos, recuperada por meio de cultivo in vitro,
é menor do que o equivalente a 40 genomas de E. coli (TORSVIK & @VREAS,
2002). Os fungos também comp8em uma fracdo bastante diversa. Estima-se
gue existam cerca de 1,5 milhGes de espécies de fungos no planeta, porém
apenas 74 mil espécies de fungos sédo de fato conhecidas (HAWKSWORTH,
2001). Este numero ainda € menor quando os fungos sao estudados a partir de
isolamento tradicional em meios de cultura (VIAUD et al., 2000), assim como
acontece com as bactérias.

Os estudos sobre a microbiota do solo podem trazer respostas
importantes para o entendimento deste complexo ecossistema, bem como

contribuir para a aplicacdo biotecnolégica, uma vez que se aumenta o
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conhecimento sobre a diversidade genética e bioquimica das comunidades
presentes nos solos; pode-se também entender os padrdes de distribuicdo dos
microrganismos e de suas funcdes, e identificar a influéncia de praticas de
manejo dos solos na sua qualidade (@VREAS, 2000; SOUZA et al., 2008).

Desta forma, a atividade e diversidade da microbiota do solo pode ser
examinada de diferentes maneiras, como, por exemplo, pela determinacédo da
sua biomassa, do emprego de certas enzimas presentes produzidas pelos
microrganismos, através das medidas da respiragdo basal, estudos de
metagendmica, dentre outros (TOTOLA & CHAER, 2002).

Toda metodologia, por mais moderna que seja, possui suas limitacoes.
Assim, a escolha da metodologia empregada também vai variar conforme o
objetivo a ser alcancado. O isolamento de microrganismos em meios de cultura
e sob condi¢bes controladas trata-se de um método r4pido e econémico e que
fornece informacdes sobre os grupos de microrganismos viaveis e cultivaveis
em uma amostra de solo. Apesar destes métodos apresentar a desvantagem
de selecionar apenas populagdes microbianas com taxa de reproducdo e
metabolismo mais elevados e em condi¢cdes aerdbias, sua utilizacdo €
justificada, por exemplo, para a obtencdo de cepas microbianas que possam
ser utilizadas em ensaios de bioprospeccédo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

2.1 Microrganismos como indicadores da qualidade de solos

O crescimento  populacional acarreta maior consumo e
consequentemente maior demanda de alimentos, fazendo com que haja um
aumento do desmatamento e do uso de pesticidas e fertilizantes, o que pode
causar prejuizos a qualidade do solo e a sua microbiota. Isso leva a perda de
inmeras caracteristicas, como o desaparecimento de nutrientes e decréscimo
dos organismos, que sdo fundamentas para o0 equilibrio do ecossistema
(ARAUJO & MONTEIRO, 2007; ARAUJO, 2007). Para solos do semiarido
brasileiro em especial, a retirada da vegetacdo nativa em conjunto com 0s
longos periodo de estiagem, geram solos desprotegidos e mais expostos as
acbes de fatores climaticos e consequentemente diminuindo seu potencial
produtivo (TREVISAN et al., 2002).



A gualidade do solo é determinada através da sua funcionalidade dentro
do ecossistema; esta funcionalidade inclui a manutencdo de beneficios
biolégicos que, em conjunto com outros fatores bidticos e abibticos, geram
saude nas plantas e animais, estocam e reaproveitam a agua, nutrientes e
energia, bem como preservam e alteram materiais organicos e inorganicos,
agindo como purificador ambiental (ARAUJO, 2007; JAHNEL et al., 1999). Os
integrantes que compbe a porcdo biolégica do solo sdo compostos
essencialmente de microrganismos que desempenham diferentes funcgodes,
sendo que estes microrganismos apresentam uma interferéncia direta em
relacdo as mudancas na qualidade do solo, peculiaridade essa que néo €
percebida através da utilizacdo de indicadores quimicos ou fisicos (ARAUJO,
2007).

Os bioindicadores, ou indicadores biologicos, podem sofrer mudancas
com o decorrer do tempo por meio de eventos naturais ou por sofrerem com
acOes antropicas (LIMA et al. 2007). Os diferentes métodos empregados e
finalidades para o uso do solo influenciam diretamente na harmonia entre o
solo e os organismos que neles vivem (PEREIRA et al., 2007). Deste modo, as
possiveis modificacdes podem afetar diretamente sua atividade bioldgica e as
suas propriedades, e assim também a sua capacidade produtiva (BROOKES,
1995). Diante disso, a variacdo desses atributos, determinada pelo manejo e
uso do solo, e sua avaliagcdo, sdo importantes para o melhor manejo visando a
sustentabilidade destes ecossistemas.

Segundo ISLAM & WEIL (2000), analises das -caracteristicas
microbianas podem trazer respostas quanto a degradacdo ou a qualidade do
solo, sendo que os estudos de carbono da biomassa microbiana e sua conexao
com estudos sobre a respiracdo basal por unidade de biomassa microbiana
s&o considerados bons bioindicadores (BRANDAO et al., 2008). Por exemplo,
em um estudo sobre atributos quimicos e biolégicos de solos do semiarido
nordestino, foram realizadas as analises de carbono da biomassa microbiana
do solo (C-BMS) e respiracdo basal do solo e os resultados apontaram que
estes atributos sdo mais sensiveis com o avan¢o da degradacdo e que podem
ser entdo utilizados como indicadores do nivel de degradacdo de solos

(MARTINS et al., 2010). Porém, este tipo de analise € pouco informativa sobre



a dindmica e funcdo dos microrganismos nos diferentes processos que
ocorrem nos solos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Outros autores defendem o uso de metodologias indiretas para avaliar o
uso de microrganismos como indicadores de qualidade dos solos,
principalmente por que estes métodos ndo necessitam recorrer a longos e
dispendiosos experimentos de campo (JAHNEL et al., 1999; WARDLE et al.,
1994).

Para estes tipos de metodologias, os propagulos microbianos no solo
estudado precisam ser capazes de formar colbnias em um ambiente né&o
natural, que pode ser, por exemplo, meios de culturas empregados para o
isolamento de microrganismos em laboratérios. As bactérias e fungos sao
entdo isolados e quantificados, e sua quantificacdo representa o numero de
esporos ou fragmentos flngicos, ou o numero de células bacterianas,
presentes na amostra. Este processo de quantificacdo indireta proporciona o
crescimento de microrganismos que apresentam metabolismo rapido quando
oferecida matéria orgéanica facilmente utilizavel. Estes microrganismos sao
chamados de zimogenos e, apesar de poderem induzir a uma subestimacédo da
totalidade da populacdo microbiana por conta do seu rapido crescimento em
meios de cultura, sdo os primeiros organismos afetados por pequenas
alteracdes fisico-quimicas dos solos, refletindo assim a qualidade dos mesmos
(PEREIRA et al., 1996; NANNIPIERE et al., 2007; SILVA et al., 2013).

O isolamento e quantificagdo de fungos e bactérias de solos coletados
em diferentes regibes brasileiras sdo atualmente utilizados ndo sé como
indicadores de qualidade, mas também para estudos da diversidade
microbiana, das rela¢cfes ecoldgicas, das interacdes entre os diferentes grupos
fisiologicos e estudos sobre metabdlitos de interesse biotecnolégico (GOY &
SOUZA, 2006; PREVIATI et al., 2012; LIMA et al., 2014).

E importante ressaltar que nenhuma metodologia apresenta somente
vantagens, uma vez que a natureza esta em constante mudancas, além dos
solos representarem complexos ecossistemas (JUNIOR et al., 2003). O
procedimento para remediacdo e consequente recuperacdo de solos € lento, e
esta relacionado a capacidade de seu restabelecimento, onde se recompéem
as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas a um nivel minimo, que permita

o desenvolvimento de espécies vegetais e da atividade microbiana, téao

8



importante para o estabelecimento e sucessdo da macrobiota (MENDES
FILHO, 2010).

2.2. Fungos: caracteristicas gerais e importancia

O Reino Fungi é composto por organismos que apresentam
caracteristicas como células eucarioticas, uni ou multicelulares, heterotroficos,
aclorofilados, nutrem-se por absor¢céo, sdo aerobios ou anaerébios facultativos,
acumulam glicogénio como reserva de energia e possuem quitina como
componente da sua parede celular.

Recentemente, baseado em andlises filogenéticas moleculares, este
Reino foi dividido em sete Filos: Microsporidia, Chytridiomycota,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycotina,
Kickxellomycotina, Entomophthoromycotina, Mucoromycotina, Glomeromycota,
Ascomycota e Basidiomycota. Os grupos Ascomycota e Basidiomycota
compartilham um ancestral comum e exclusivo, determinando uma maior
proximidade filogeneticamente em relacdo aos outros grupos, além de
comporem o sub-reino Dikarya (HIBBETT et al., 2007).

Hawksworth (2001) estimou a diversidade fungica em 1,5 milhdes de
espécies, dos quais, na época, somente cerca de 70.000 foram descritos até
entdo. Este mesmo autor em 2017 realizou um novo estudo, concluindo que a
estimativa comumente citada de 1,5 milhGes de espécies é conservadora, e a
real estimativa é de 2,2 a 3,8 milhdes. Neste mesmo trabalho, ja sdo citadas
120.000 espécies atualmente aceitas, ou seja, apenas de 3% a 8% de
espécies reconhecidas (HAWKSWORTH, 2017). No Brasil sdo reconhecidas
aproximadamente seis mil espécies de fungos, assim distribuidos em 1.246
géneros, 102 ordens e 13 divisbes (MAIA et al., 2015).

Os fungos possuem estruturas vegetativas (ou somaticas) que tém
funcdo de fixacdo e nutricdo, bem como estruturas reprodutivas, estas podendo
ser assexuadas ou sexuadas. Quando unicelulares, sdo chamados de
leveduras e quando multicelulares sdo denominados de filamentosos. Os
fungos também podem apresentar dimorfismo, ou seja, mudam de
leveduriforme para filamentosos e vice-versa, dependendo de fatores como

temperatura, pH e nutriente. As células dos fungos filamentosos formam as
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hifas, e o conjunto de hifas origina o micélio, o qual pode ser visto a olho nu; as
hifas podem ser cenociticas ou septadas. As leveduras podem formar pseudo-
micélio quando durante o processo de reproducdo assexuada por brotamento,
as células filhas ndo se desprendem da célula mae, dando a falsa impresséo
da formagédo de um micélio (TORTORA et al., 2012).

Os fungos se reproduzem por meio da formacao de esporos assexuados
e/lou sexuados, estes Ultimos sdo utilizados para a classificacdo destes
organismos, entretanto quando a forma de reproducdo sexuada nédo é
encontrada, a identificacdo € baseada nos 6rgdos de reproducdo assexuada.
Conidios, clamidésporos, blastosporos, artroconidios, zooporos e
esporangiosporos sao exemplos de esporos assexuado. Ja basidiosporos,
ascosposros, 00sSporos e zigosporos sao 0s esporos de origem sexuada
(TORTORA et al., 2012; OLIVEIRA, 2014).

Os fungos podem estabelecer diferentes interagdes com outros seres
vivos e com o meio ambiente, podendo ser saprobios, parasitas, predadores e
mutualistas. Estes organismos sdo encontrados no ar, nos alimentos, na agua,
no solo e em inimeros substratos, e muitos beneficiam o homem, ao passo
gue somente alguns causam algum tipo de patogenia (LEITE et al., 2006;
FERREIRA, 2010). Contudo, é muito comum serem apenas lembrados pelos
prejuizos que algumas espécies acarretam, seja parasitando plantas ou
provocando alguma adversidade a saude como alergias e micoses.
Infelizmente os prejulgamentos cometidos para os fungos sdo mais propagados
gue os proprios beneficios que os mesmos promovem, pois, todos os dias
cidaddos séo beneficiados com as criagcdes de produtos gerados a partir dos
fungos, seja de forma direta ou indireta. Exemplos sé&o a acdo fermentativa dos
fungos para a producdo de alcool etilico, de bebidas como a cerveja e na
producao de alimentos como paes e massas (TORTORA et al., 2017).

Os fungos sdo microrganismos de grande importancia biotecnoldgica,
séo utilizados na producdo de alimentos como os produtos fermentados e
bebidas alcodlicas, sdo ecologicamente importantes como decompositores de
matéria organica e sdo de suma importancia agricola e ecoldogica na
manutencdo do equilibrio do ambiente, desempenham um papel fundamental
para a producdo de enzimas de interesse comercial embora a maioria seja

derivadas de varias fontes, como plantas e animais, enzimas de origem
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microbiana satisfazem em grande parte a exigéncia industrial (ABREU, 2015).
Possuem importancia nas areas médica, sdo empregados nas industrias
farmacéuticas, como produtores de metabdlitos, onde se destaca o antibiético
penicilina produzida a partir de metabdlitos dos fungos Penicillium
chrysogenum e Penicillium notatum (SILVA & MALTA, 2016).

2.3. Diversidade de fungos em solos do semiarido

O semiarido é marcado por uma série de caracteristicas préprias da
regido, como menos de 800 mm de indice pluviométrico anual, com periodos
de chuvas de apenas trés ou quatro meses ao ano, além disso, a temperatura
pode variam entre 23°C e 27°C podendo atingir 40°C devido a alta incidéncia
de raios solares. O solo do semiarido € rochoso, arenoso e raso, que
adicionado ao clima da regido € indicativo favoravel ao processo de
desertificacdo. A caatinga estd integrada ao semiarido, bioma totalmente
pertencente ao Brasil ocupando em torno de 10% do territério se tornando um
ambiente bastante rico e diversificado em relacdo a biodiversidade de
espécies, adaptadas as condi¢cdes da regido (ANDRADE, 2007; DRUMOND,
2000; PRADO, 2003; CASTELETI et al., 2004).

A regido semiéarida dispbe de uma vasta diversidade de microrganismos,
principalmente de fungos filamentosos, as estruturas como micélio e os
esporos podem ser encontrados principalmente na camada superior do solo, as
leveduras, forma unicelular dos fungos, também estdo presentes no solo,
principalmente em cultivos de frutas (FERREIRA, 2011).

O Nordeste brasileiro, quando comparado as outras regides, se destaca
pela grande diversidade de espécies fungicas catalogadas, com cerca de 2.617
exemplares, classificando a caatinga em terceiro lugar, com o registro de 999
espécies, com abundancia dos fungos conidiais com aproximadamente 407
espécies e do Filo Ascomycota, com cerca de 179 espécies (GUSMAO e MAIA,
2006; MAIA et al., 2015).

O levantamento realizado por Oliveira (2013), relata a escassez de
trabalhos direcionados a diversidade dos fungos na regido semiarida, onde foi
relatado a diversidade de fungos conidiais, principalmente das espécies de

Aspergillus e Penicillium.
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Algumas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de estudar
a diversidade de fungos de solo do semiarido brasileiro, destacando-se um
recente trabalho que descreveu uma nova espécie denominada Aspergillus
serratalhadensis (OLIVEIRA et al.,, 2018). Este fungo foi isolado de solo
coletado na Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, no
municipio de Serra Talhada, Pernambuco.

Outro importante trabalho desenvolvido também no Parque Estadual
Mata da Pimenteira que objetivou o isolamento e estudo da diversidade de
Mucorales de solo, com a obtencdo de seis taxons desta Ordem, destacando-
se Cunninghamella blakesleena citado pela primeira vez no Bioma Caatinga e
Rhizopus arrhizus var. delemar com primeira referéncia para o Brasil (SOUZA
et al., 2013).

Syncephalis aggregata (Zygomycota) (SANTIAGO et al., 2011),
Lichtheimia brasiliensis (Zygomycota) (SANTIAGO et al., 2014), Craterellus
niger (Basidiomycota) (SA et al., 2014), Coniarthonia aurata (Ascomycota
liquenizado) (MENEZES et al., 2013) e Pseudoacrodictys magnicornuata
(conidial Ascomycota) (FIUZA et al., 2014), dentre outros (MAIA et al, 2015),
sdo exemplos de outras novas espécies de fungos isolados do semiarido
brasileiro e que foram descritas nas Ultimas décadas, enfatizando a importancia

de estudos nesta area.

2.4. Bioprospeccao de fungos filamentosos

Diante a diversidade de microrganismos, 0s beneficios econbmicos
associados aos mesmos estdo certamente também associados a descoberta
de microrganismos potencialmente exploraveis nos processos biotecnologicos
para producdo, por exemplo, de novos antibidticos, probidticos, produtos
guimicos, enzimas e polimeros para aplica¢cdes industriais e tecnoldgicas,
biorremediagéo de poluentes e a capacidade microbiana para a fertilizacao dos
solos e despoluicdo das aguas (OLIVEIRA, SETTE e FANTINATTI-
GARBOGGINI,2006).

Neste cenario bioprospeccdo pode ser definida como processos que
pesquisam recursos naturais, por exemplo, microrganismos, que apoés testes

de screening séo selecionados os mais aptos para a producdo comercial ou
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industrial dos compostos de interesse. Assim, 0S novos estudos sobre
microrganismos e sua biodiversidade bioquimica utilizam materiais biologicos
encontrados no meio ambiente (SPROCATI et al.,, 2014). Os métodos
empregados na bioprospecc¢éo fazem-se necessarios, tanto para conhecimento
da biodiversidade quanto para aplicacdes biotecnolégicas, as quais vém se
tornando primordial na resolucdo de problemas nas areas de alimento, saude,
meio ambiente e industria (OLIVEIRA, SETTE e FANTINATTI-
GARBOGGINI,2006).

No Brasil a pesquisa envolvendo a bioprospecc¢éo se fortaleceu nos ultimos
dez anos, com o crescimento dos grupos de pesquisas direcionados a
bioprospeccéo, deste modo auxiliando a novas descobertas, principalmente tal
como ocorre com a utilizacdo de enzimas e antimicrobianos obtidos através do
meio ambiente visando a melhoria de vida (NASCIMENTO et al., 2012).

Os microrganismos, em especial os fungos e bactérias, possuem a
capacidade de produzir compostos como enzimas, as quais sdo responsaveis
pela catalisacdo de reacBes quimicas, ou seja, sdo elementares para o sistema
metabdlico de todos organismos vivos, podendo atuar nas reagbfes que
compdéem as vias catabdlicas e anabdlicas do metabolismo celular
(ORLANDELLI et al., 2012). As enzimas também podem ser obtidas a partir de
fontes vegetais e animais, porém as fontes microbianas apresentam vantagens
como maior producdo de biomassa em menor espaco e tempo. Os fungos em
particular, produzem enzimas extracelulares, uma vez que sua nutricdo é por
absorcdo, o que também representa uma vantagem. Estas enzimas sao de
grande interesse para as industrias, sendo produzidas em grande escala, por
exemplo, proteases, celulases e amilases, entre varias outras FERNANDES,
2009; PEREIRA, 2012; ORLANDELLI et al., 2012).

Os fungos além de produzirem enzimas, também séo uns dos responsaveis
pela producdo de metabolitos com atividade antimicrobiana, o qual séao
capazes de inibir ou mesmo interromper o progresso de desenvolvimento de
outros microrganismos como bactérias, fungos, virus ou protozoarios
causadores de doengcas em humanos e animais. Estes compostos
antimicrobianos sdo metabdlitos secundarios que sdo produzidos pelos fungos
por meio de impulsos em suas células por intermédio de reaces bioquimicas,

sendo que a compreensdo sobre o mecanismo espectro de acdo €
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indispenséavel para o uso apropriado destes microrganismos (NASCIMENTO et
al., 2014).

Principalmente, devido ao constante surgimento de bactérias resistentes
aos antimicrobianos, tem-se intensificado as busca por novos farmacos, sendo
os fungos uma importante fonte destes metabdlitos bioativos. O estudo
realizado com microrganismos a cada dia se intensifica para o alcance de
novos metabolitos com atividades antimicrobianas, recorréncia da intensas
infeccdes causadas por microrganismos multirresistentes, com isso o0 emprego

dos fungos vém recebendo bastante destaque (OLIVEIRA, 2013).
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3. METODOLOGIA

3.1.Local de coleta e amostragem

As coletas de solo foram feitas na Unidade de Conservacdo Parque
Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada-PE, em uma area caracterizada
como em recuperacdo (coordenadas N 9122756,65; E 577030,81). Foram
realizadas trés coletas em dois periodos, a primeira em 24/04/2017 no periodo
chuvoso (Figura 1A e 1B), a segunda em 27/10/2017 e a terceira em
07/12/2017, ambas em periodo de estiagem (Figura 1C e 1D).

Para as trés coletas, foi demarcada uma area de 2 m x 2 m, na qual foi
coletado solo de trés pontos equidistantes, compondo assim uma amostra
composta por local de coleta. O solo foi coletado numa profundidade de 20 cm
da camada superior com auxilio de uma péa (Figura 1B e 1D), acondicionado
em sacos plasticos previamente esterilizados e etiquetados, conservados em
caixas isotérmicas e encaminhados para o Laboratério de Microbiologia da
Unidade Académica de Serra Talhada, Serra Talhada-PE, onde foram

realizadas as analises microbioldgicas.

: . Y, : - 3 e LA R e \ (:“‘:
Figura 1. Local de coleta de solo em area em recuperacdo na Unidade de
Conservagdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada-PE no periodo
chuvoso (A) e de estiagem (C); Coleta do solo no periodo chuvoso (B) e em
periodo de estiagem (D).
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3.2. Isolamento e quantificacdo de fungos mesofilos, osmofilicos,
termofilicos e halofilicos.

Para o isolamento e quantificacdo de fungos mesdfilos, osmofilicos,
termofilicos e halofilicos foi realizada a técnica de diluicdo seriada a qual
consiste em adicionar 25 g do solo em um frasco Erlenmeyer contendo 225 ml
de agua destilada esterilizada (diluicdo 10™") e homogeneizacdo por 1 min por
agitacdo. Desta primeira diluicdo, foi transferido 1 ml para tubo de ensaio
contendo 9 ml de 4gua destilada esterilizada, e assim sucessivamente até a
diluicdo 10°. Das dltimas trés diluicdes, foi semeado 0,1 ml em placas de Petri
pelo método de espalhamento em superficie, em triplicatas, contendo os meios
de cultura para:

e Fungos mesofilicos: Agar Sabouraud (SAB) acrescido de cloranfenicol (100
mg/L) incubados a 28 °C por até 7 dias;

e Fungos halofilicos: meio de cultura Agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol e de 10 % de NaCl e incubados a 28 °C por até 7 dias;

e Fungos osmofilicos: meio de cultura Agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol e de 18 % de glicerol e incubados a 28 °C por até 7 dias;

e Fungos termofilicos: meio de cultura Agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol e incubados a 45 °C por até 7 dias.

A quantificacao foi feita nas placas de Petri que apresentarem entre 20 e
200 Unidades Formadoras de Colonias (UFC), sendo os resultados expressos
em UFC/mL.

3.3. Selecdo, purificacao e identificacdo dos isolados fungicos

Dentre os fungos isolados sob condi¢gbes especificas (item 3.3), foram
selecionadas até 10 colbénias de fungos de acordo com as caracteristicas
macromorfologicas distintas. Estes isolados foram purificados e mantidos em
meio de cultura Agar Sabouraud em tubos de ensaio e sob refrigeracao, até a
realizagéo da identificagdo taxonémica e dos ensaios de bioprospecgéo.

A identificagdo foi realizada por meio de taxonomia classica

observando-se caracteristicas macroscopicas das colbnias (cor, aspecto,
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consisténcia e presenca de pigmento) e caracteristicas microscopicas

(morfologia de estruturas vegetativas e reprodutivas).

3.4. Bioprospeccéo
3.4.1 Producéo de metabdlitos com atividade antimicrobiana

Baseado na metodologia de Ichikawa et al., (1971), os fungos foram
submetidos ao teste de atividade antimicrobiana em meio sélido. Inicialmente
os isolados fungicos foram cultivados em placas de Petri com meio de cultura
SAB a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foram cortados discos das
colénias (15 mm de diametro) e transferidos para a superficie do meio de
cultura Agar Mueller Hinton (contendo g/L: Peptona 3,0; Peptona de caseina
17,5; Agar 15; Ca®" 20-25; Mg** 10-12,5; pH 7,4) em placas de Petri
previamente semeadas com as bactérias teste. Apos 24 horas a atividade
antibacteriana foi avaliada pela formacéo de halos de inibigdo, os quais foram
medidos e expressos em mm. Os testes foram realizados em triplicata e as
medidas dos halos expressas pelas médias das triplicatas.

As bactérias teste que foram utilizadas para os testes antimicrobianos
foram duas bactérias Gram-positivas - Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis obtidas da Colecdo de Culturas do Departamento de Antibiéticos da
UFPE e trés bactérias Gram-negativas - Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, obtidas da Colecédo de Culturas do Departamento de Antibioticos

da UFPE, e Salmonella sp. isolada de Musca domestica.

3.4.2 Screening de produgéo de enzimas

Esta etapa visou a avaliacdo do potencial da producdo de enzimas pelos
microrganismos selecionados por meio de métodos qualitativos. Para tal, os
microrganismos foram previamente cultivados em meio de cultura Agar
Sabouraud por 7 dias e, apds crescimento das colbnias, estas foram repicadas
para o centro das placas de Petri contendo os meios de cultura especificos
para a producéo de cada enzima, como descrito a seguir.

e Determinacgao da producéo de amilase (Dingle, Tied e Solomons, 1953).

17



Composicdo do meio de cultura: agar (1,5%), amido (1%), tampéo
citrato-fosfato 0.1M, pH 5,0 (0,5 L).

Como revelador de reacao, foi utilizada uma solugéo de iodo 0,1 M a
gual foi aplicada sobre a superficie do meio de cultura por 10 minutos. As
reagcOes de atividade enzimaticas positivas foram identificadas pela formacéo
de um halo translucido ao redor das colbnias.

e Determinagao da producéo de celulases (Dingle, Tied e Solomons, 1953).

Composicéo do meio de cultura: agar (1,5%), carboximetilcelulose (1g) e
tamp&o acetato de sodio 0,1M, pH 5,0 (0,5 L).

Para verificacdo da producdo de celulase, foi utilizado o lugol como
solucéo reveladora, sendo positiva a reacdo enzimatica com formacéo de um
halo claro apés a adi¢éo do lugol na superficie do meio de cultura.

e Determinagao de proteases (Dingle, Tied e Solomons, 1953)

Composicdo do meio de cultura: agar (1,5%), gelatina incolor (1%), leite
desnatado (1%) e tampéao citrato-fostfato 0.1M, pH 5,0.

A reacdo enziméatica foi detectada pela modificagdo quimica do meio de
cultura, sendo esta reagdo positiva quando visualizado a formagao de halo
translicido ou esbranquicado, sem a necessidade de adicdo de nenhum
revelador.

A determinacédo enzimatica foi expressa em indice enzimatico (IE), o qual é
calculado por meio da relacdo do didmetro médio do halo de degradacao do
substrato e o didmetro médio da colbénia, medidos utilizando-se um

paquimetro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e quantificacdo de fungos

Na coleta 1, realizada durante periodo chuvoso, destacaram-se 0s
fungos mesofilos com uma quantificagdo de 2,3 x 10’ UFC/g de solo. Em
seguida os termofilicos totalizaram 1,3 x 10’ UFC/g de solo, seguidos pelos
halofilicos com 9,6 x 10° UFC/g de solo e os osmofilicos com quantificacdo de
6,6 x 10° UFC/g de solo.

Na coleta 2, que aconteceu no periodo de estiagem, ocorreu um
decréscimo da quantificacdo em relacdo a coleta 1, com quantificagcdo de
fungos osmofilico de 5,0 x 10° UFC/g de solo, mesofilicos de 4,0 x 10° UFCl/g
de solo, e termofilicos 1,0 x 10* UFC/g de solo, ndo ocorrendo presenca de
fungos halofilicos.

Na coleta 3, também realizada em periodo de estiagem, também néo se
observou crescimento de fungos halofilicos, porém se verificou a presenca dos
demais grupos flingicos estudados, com quantificacdes de 7,33 x 10° UFC /g
de solo para mesofilicos, 5,33 x 10> UFC/g de solo para os osmofilicos e 0,33
x 10° UFC /g de solo para os termofilicos.

As quantificacbes de UFC de fungos obtidas nas trés coletas estédo

expressas na Tabela 2.

Tabela 2. Quantificagdo de grupos fungicos isolados de solo de area em recuperagao
da Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada -

Fungos Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Mesdfilico 2,3x 107 4,0 x 10° 7,33 x 10°
Termofilico 1,3 x 107 1,0 x 10* 0,33 x 10°
Osmofilico 6,6 x 10° 5,0 x 10° 5,33 x 10°
Halofilico 9,6 x 10° SC SC

SC = sem crescimento; Os resultados estdo expressos em Unidades Formadoras de
Colbnias por grama de solo
PE.

De acordo com os resultados obtidas entre as trés coletas, foi possivel

observar que os fungos mesofilos predominaram, apesar dos fungos mesofilos
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e osmofilicos apresentarem quantidades proximas na coleta 2 (Figura 2); este
resultado era o esperado, uma vez que a maioria dos fungos se desenvolvem
bem em temperaturas entre 15 e 25 °C, porém, quando comparados os valores
obtidos da coleta 1 realizada em periodo chuvoso, com aqueles das coletas 2 e
3 (periodo de estiagem), é possivel verificar que a quantidade de fungos
mesaofilos é influenciada pela disponibilidade de agua. Esse fator também pode
ter influenciado na diversidade de grupos fisiol6gicos da coleta 1, uma vez que

nesta houve a presenca de todos 0s grupos pesquisados.
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Figura 2. Quantificacdo de grupos fungicos de solo em area em recuperagdo da
Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada- PE,
nas trés coletas. Os valores estdo expressos em 10 UFC por grama de solo.

Os resultados obtidos na primeira coleta mostram a presenca de fungos
em todas as condi¢cbes submetidas, e quando observados os valores para cada
grupo é possivel evidenciar que os mesofilicos e termofilicos compde quase
sua totalidade, indicando que a comunidade fangica na primeira coleta é
composta por fungos tolerantes a temperaturas mais elevadas, caracteristica
de regibes do semiarido pernambucano e também de solos que, por estarem
em area antropizada, ficam mais expostos a incidéncia solar devido a intensa
atividade agricola do local. Nas coletas 2 e 3 houve crescimento em quase
todas as condi¢cdes submetidas, observou-se uma variedade de mesofilicos,
termofilicos e osmofilicos, ndo apresentando crescimento de fungos halofilicos.
Apés as analises, foi possivel observar que os todos os grupos de fungos

pesquisados estavam presentes em solos das trés coletas, exceto para 0s
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fungos halofilicos nas coletas 2 e 3. Em se tratando de uma area em
recuperacao, estes dados preliminares sdo Uteis para o monitoramento da
densidade fangica neste solo ao longo do tempo e podem, em associagdo com
futuras andlises, serem utilizados como bioindicadores de éarea em
recuperacao.

Segundo Silva (2013) a biodiversidade de fungos variou devido ao
periodo em que o solo foi coletado (chuvoso e de estiagem). Menezes et al.
(2012) em solos de regido semiarida do Brasil, apontaram que a diversidade
dos microrganismos também variou de acordo com a época de coleta.

No presente trabalho, se tratando de uma area que sofreu acles
antropicas, consequentemente perdeu partes de suas caracteristicas originais,
contudo o numero de fungos encontrado mostra a presenca de fungos em
guantidades satisfatorias, possuindo assim um papel primordial para a
recuperacao total ou desempenha um bom funcionamento deste ecossistema
(ALVES & SOUZA, 2011).

O semiarido possui fatores que o caracterizam como um ambiente hostil
para sobrevivéncia de algumas espécies de fungos, como temperaturas mais
elevadas, levando maior indice de radiacdo solar e baixa disponibilidade de
agua, causando estresse para o desenvolvimento de microrganismos. Estas
condicbes extremas tornam esses microrganismos S&0 recursos para
aplicac6es biotecnoldgicas (SOARES, 2012).

Para a obtencdo de diferentes grupos fisiologicos de fungos, foi
adicionado ao meio de cultura substancias que proporcionassem as condicdes
de isolamento semelhantes as condicdbes do semiarido, como baixa
disponibilidade de &gua, alta salinidade e temperatura elevada. Por exemplo,
para o isolamento de fungos osmofilicos foi adicionado glicerol ao meio de
cultura; este grupo foi encontrado em todas as coletas, sobressaindo na coleta
2, ou seja, em periodo de estiagem. Este resultado enfatiza a capacidade
natural que os fungos possuem em se desenvolver em condi¢cOes diversas, e,
em se tratando do semiarido, mostram que 0os mesmos estdo adaptados a tais
condi¢cbes. Esta mesma constatacédo foi feita por Leitdo (2018) que ao analisar
solo em é&rea degradada do semiarido pernambucano, obteve uma maior
guantificacdo de fungos osmofilicos nas coletas no periodo de estiagem. Os

estudos que pesquisam fungos filamentoso em solos, principalmente do
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semiarido brasileiro, sdo escassos dificultando a comparacdo dos resultados
(GORACH-LIRA e COUTINHO, 2007).

4.2 Selecao e identificacdo dos isolados fungicos

Apds a quantificagdo, foram selecionados e purificados 22 isolados
fungicos, sendo treze (13) da coleta 1 realizado no periodo chuvoso, cinco (5)
da coleta 2 e quatro (4) da coleta 3, ambas realizadas no periodo de estiagem
(Figura 3).

Dos 22 isolados purificados, nove (41%) foram de fungos osmofilicos
(seis da coleta 1, um da coleta 2 e dois da coleta 3), trés (13%) foram de
fungos termofilicos (um da coleta 1 e dois da coleta 2), cinco (23%) foram de
fungos mesofilicos (um da coleta 1, dois da coleta 2 e dois da coleta 3), e por
fim, cinco (23%) fungos halofilicos (todos pertencendo a coleta 1).

m halofilico
m osmofilico
termofilico

®m mesofilico

Figura 3. Porcentagem total de isolados fungicos selecionados e
purificados das trés coletas do solo em area em recuperacdo da
Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra
Talhada- PE por condi¢do de isolamento.

Apoés a observacao de caracteristicas macroscopica e microscopica dos
isolados, sendo que 17 dos 22 isolados foram identificados a nivel de género
(Tabela 3), sendo eles Aspergillus sp. (9 isolados), Fusarium sp. (5 isolados),
Curvularia sp. (1 isolado) e Cunninghamella sp. (01 isolado) (Figuras de 4 a 9)
(Tabela 2).
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Tabela 3. Isolados fungicos ao nivel de género do solo em recuperacao da Unidade de

Numero do isolado Condicao do Identificacao
isolado
1* Halofilico Cunninghamella
2%* Termofilico Aspergillus sp.
3* Mesofilico Fusarium sp.
o** Termofilico Aspergillus sp.
e Osmofilico Fusarium sp.
8* Osmofilico Cladosporium sp.
g** Mesofilico Fusarium sp.
10* Osmofilico Aspergillus sp.
1% Osmofilico Fusarium sp.
12** Mesofilico Aspergillus sp.
13** Osmofilico Aspergillus sp.
14* Halofilico Aspergillus sp.
15* Halofilico Aspergillus terreus
16%** Mesofilico Fusarium sp.
17* Termofilico Aspergillus sp.
20* Osmofilico Curvularia sp.
22%* Osmofilico Aspergillus sp.

* isolados da coleta 1 / ** isolados da coleta 2/ *** isolados da coleta 3.

Conservacéo Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada - PE.

O género Aspergillus, que se encontrou em maior niumero neste trabalho,

foram obtidos 4 e 5 da 1 e 2 coletas, respectivamente, porém este fungo nao foi

identificado entre os isolados da coleta 3. Este género foi catalogado pela

primeira vez pelo Padre Italiano e Bidlogo Pietro Antonio Micheli e inclui mais

de 180 espécies caracterizadas como aerdbias, facilmente encontradas em

ambientes ricos em oxigénio, tém alta taxa de crescimento e podem apresentar
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colénias de cores variadas, desde o amarelo, branca a colbnias escuras. As
espécies de Aspergillus spp. tem como principal funcdo a decomposicdo de
matéria organica e a deterioracdo de alimentos, mas também sao aplicados em
processos biotecnolégicos, principalmente na producdo de enzimas.
Normalmente ndo sdo patdégenos, porém Aspergilllus fumigatus é conhecido
por causar aspergilose pulmonar (ABARCA, 2000; SAMSON, 2014). Espécies
deste género sao encontradas praticamente em todos os ambientes pois
possuem alta capacidade de dispersdo de seus esporos assexuados,
denominados de conidios, que germinam e se desenvolvem com mais
facilidade em clima com temperaturas em torno de 37°C, sendo esses fungos
considerados termotolerantes (BOFF et al., 2012).

O género Fusarium foi encontrado nas trés coletas, sendo que dois séao
da coleta 1 (isolados 3 e 7), 1 (um) pertencente a coleta 2 (isolado 9) e dois
isolados 11, 16) da coleta 3. Este género possui aproximadamente 1414
espécies descritas na literatura. Sua morfologia € baseada em macros e
microconidios e na disposicdo dos conidios no conidioforo. Possui micélio
aéreo filamentoso formando hifas ramificadas e septadas, estruturas
assexuadas e junto com a pigmentacao, producédo de toxinas e sua capacidade
infecciosa séo critérios de identificagdo do género. Espécies de Fusarium sédo
comumente encontradas em solos e, quando em desequilibrio ecoldgico,
causam frequentemente fitopatologias em cultivos. Produzem clamidosposros,
gue sdo esporos de resisténcia, que permitem sua permanéncia nos solos
durante longos periodos, mesmo em condi¢cdes adversas (URBEN et al., 2009).

Fungos do género Curvularia foram encontrados apenas na coleta 1
(isolado 20), é extensamente encontrado no planeta, podendo estar
relacionado a espécies vegetais, na forma saprofitica, endofitica ou como
parasita. A identificacdo das espécies € de relevancia para a compreensao de
algumas doencas, a identificacdo é realizada pelas caracteristicas
morfologicas, como aspectos do micelio, morfologia das hifas, forma e tamanho
dos conidios. E caracterizado como um fungo demaceo devido a producéo de
melanina nas suas células, o que traz ao mesmo protecao a fatores adversos,
como altas incidéncias de raios UV (MOURAO et al., 2017).

Entre os varios taxons, também se destaca Cladosporium, encontrado na

coleta 1. Este género que é considerado um dos mais cosmopolitas e de maior
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concentracdo na atmosfera, particularmente em regifes temperadas (ZOPPAS
et al.,, 2011). Compreende mais de 189 espécies, sao denominados fungos
demécios, mielinizados ou pretos por apresentarem coloracdo naturalmente
acastanhada em decorréncia da presenca de pigmento em sua parede celular.

O género Cladosporium apresenta conidiéforos de comprimento variado,
eretos e variavel quanto as suas ramificacdes, proximo ao apice. Esta estrutura
reprodutiva apresenta s tamanhos variodos e podem ser septados. Variando de
pretos esverdeado claro e sdo levemente dilatados nas extremidades distais
(MENEZES et al., 2017).

Cunninghamella é caracterizado por possuir coldnia esbranquicadas e
desenvolvimento rapido. Microscopicamente apresenta hifas hialinas nao
septadas e produz esporangiéforo que caracteriza o género. Estes fungos sao
encontrados no meio ambiente.

Quando comparadas as trés coletas, a Coleta 1, que foi realizada em
periodo chuvoso, mostrou maior diversidade com cinco géneros; enquanto que
as Coletas 2 e 3 que ocorreram em periodo de estiagem apresentaram dois
géneros fangicos.

Os géneros de fungos listados na Tabela 2 sdo frequentemente relatados
como compondo a microbiota de diversos solos, inclusive do semiarido
brasileiro (SILVEIRA, 2007).

Figura 4. (A) Macroscopia de Cunninghamella sp. (isolado 01) e (B)
de Aspergillus sp. (isolado 02) mantidos em agar Sabouraud apés 7
dias de crescimento a temperatura ambiente, isolados do solo em
recuperacdo da Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da
Pimenteira, Serra Talhada — PE.
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Figura 5. (A) Macroscopia de Fusarium sp. (isolado 03) e (B) de
Aspergillus sp. (isolado 05) em agar Sabouraud apés 7 dias de
crescimento a temperatura ambiente, isolados do solo em recuperagao
da Unidade de Conservacado Parque Estadual Mata da Pimenteira,
Serra Talhada — PE.

Figura 6. (A) Macroscopia de Aspergillus sp. (isolado 14) e (B)
Curvularia sp. (isolado 20) em agar Sabouraud apés 7 dias de
crescimento a temperatura ambiente, isolados do solo em
recuperacdo da Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da
Pimenteira, Serra Talhada — PE.

Figura 7. (A) Microscopia de Aspergillus sp. (isolado 05) e (B) células
de Hulle de Aspergillus sp. (isolado 13), isolados do solo em
recuperacdo da Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da
Pimenteira, Serra Talhada — PE.



Figura 8. (A) Microscopia de Aspergillus sp. (isolado 02) e (B)
Aspergillus terreus (isolado 15), isolados do solo em recuperacdo da
Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra
Talhada — PE.

Figura 9. (A) Microscopia de Aspergillus sp. (isolado 22) e (B)
Curvularia sp. (isolado 20), isolados do solo em recuperacdo da
Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra
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Figura 10. (A) e (B) Microscopia de Fusarium sp. (isolado 09) ,
isolados do solo em recuperacdo da Unidade de Conservacado
Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada - PE
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A diversidade fungica que compde a fracdo bioldgica do solo mostra-se
distinta com a ocorréncia de alguns géneros como Aspergillus, Fusarium,
Cladosporium e Penicillium, sendo que os trés primeiros géneros citados no
presente trabalho.

Borges et al. (2011) relata a presenca dos géneros Aspergillus,
Cladosporium e Fusarium, por meio de uma listagem sobre trabalhos referente
a identificacdo dos géneros presentes no solo. Os géneros Aspergillus,
Cladosporium e Fusarium também séo citados por Silva et al. (2011), os quais
foram isolados do solo de sistemas agroflorestais com predominancia do
género Aspergillus, o qual ocorreu em relacdo ao presente trabalho com o
maior numero de isolados em periodo de estiagem, mostrando a capacidade
do género a sobreviver sob condicdes adversas. Estes géneros podem ser
frequentemente encontrados em solos, independentes das praticas ou acdes
antropicas sofridas pelo local (SILVA et al., 2011).

4.3 BIOPROSPECCAO

4.3.1 Producgao de metabdlitos com atividade antimicrobiana

As andlises para os testes antimicrobianos foram realizadas com 20 dos
22 isolados fungicos, uma vez que para dois isolados (18 e 19) ndo ocorreu um
bom crescimento da col6nia, impossibilitando a realizacdo dos testes com 0s
mesmos.

Os resultados obtidos apos o teste de atividade antimicrobiana por meio
da técnica de bloco de gelose encontram-se listados na Tabela 4; dos 20
fungos testados, oito apresentaram atividade antibacteriana.

Os isolados testados que apresentaram maior potencial antimicrobiano
foram contra as bactérias Gram positivas Bacillus subtilis (isolados 1,3, 5, 9, 11,
12 e 17) e Staphylococcus aureus (isolados 12 e 16) para as Gram negativas
apresentaram inibicdo frente a Salmonella sp. (isolados 3,12, e 17) e
Escherichia coli (isolados 3, 12 e 17); nenhum isolado fangico apresentou halo
de inibicdo contra a bactéria K. pneumonia (figura 8).

Nota-se que trés fungos apresentaram atividade contra E. coli, com

crescimento de halo de média 1 mm (Fusarium) e 2 mm ( Aspergillum).
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Tabela 4. Halos de inibigcdo (&) apds analise da atividade antimicrobiana de fungos do solo de area
em recuperagédo, da Unidade de Conservacgdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada -
PE

Bactérias testes

Fungo (N° do isolado)  Condicdo do Salmonella S. Klebsiella E. Bacillus
Isolamento aureus coli subtillis
Cunninghamella (1%) Halofilico SA SA SA SA 7,67 mm
Aspergillus sp. (2**) Termofilico SA SA SA SA SA
Fusarium sp. (3*) Mesofilico 1 mm SA SA 1 mm 5,00 mm
4rxx Mesofilico SA SA SA SA SA
Aspergillus sp. (5**) Termofilico SA SA SA SA 1,67 mm
Fusarium sp. (9*%) Halofilico SA SA SA SA 2mm
Fusarium sp. (7%) Osmofilico SA SA SA SA SA
Cladosporium sp (8*) Osmofilico SA SA SA SA SA
6* Mesofilico SA SA SA SA SA
Aspergillus sp. (10%) Osmofilico SA SA SA SA SA
Fusarium sp. (11***) Osmofilico SA SA SA SA 8,33 mm
Aspergillus sp. (12*) Mesofilico 1 mm 4 mm SA 2mm 6 mm
Aspergillus sp. (13*) Osmofilico SA SA SA SA SA
Aspergillus sp. (14%) Halofilico SA SA SA SA SA
A. terreus (15%) Halofilico SA SA SA SA SA
Fusarium sp. (16***) Mesofilico SA 2mm SA SA SA
Aspergillus sp. (17%) Termofilico 6 mm SA SA 2mm 6 mm
Curvularia sp. (20%) Osmofilico SA SA SA SA SA
21* Osmofilico SA SA SA SA SA
Aspergillus sp. (22%) Osmofilico SA SA SA SA SA

SA = SEM ATIVIDADE / * isolados coleta 1/ ** isolados coleta 2/ *** isolados coleta 3.

Sendo E. coli uma bactéria Gram negativa responsavel por um grande
numero de infecgbes, apesar de também ser descrita como uma bactéria
simbionte do Homem, porém existindo sorotipos que causam infeccfes
(CLEMENTINO et al., 2015).

Bacillus subtilis foi a bactéria contra a qual um maior nimero de fungos
testados mostrou atividade, totalizando 7 isolados, sendo eles 1, 3, 5, 9, 11, 12
e 17, e apresentou o maior halo de inibicdo de 8,33 mm gerado pelo isolado 11
(Fusarium sp.). O isolado 12 (Aspergillus sp.) apresentou atividade contra 4 das
5 bactérias testadas, sendo elas Bacillus, S. aureu, E.coli e Salmonella,
salientando seu amplo espectro de agao.

Nenhum isolado fungico mostrou atividade inibitéria frente a Klebsiella
Clementino (2015) explica este fato relatando que os metabdlitos produzidos
pelos fungos sejam menos eficazes contra bactérias Gram-negativas pelo fato
de a sua parede celular possuir uma membrana externa que esta envolvida na
producdo de enzimas que inativam certos compostos, dificultando a acao de
certos antibioticos. O mecanismo de acdo de determinados antibidticos

acontece na parede celular das bactérias (MOLINARO, 2009), sendo as Gram
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positivas sdo mais vulneraveis aos antibiéticos do que as Gram negativas, pois
as Gram positivas possuem uma membrana externa e que esta envolvida em
processos de inativacdo enzimatica dos agentes antimicrobianos (TORTORA,
2017).

H4 uma demanda por compostos com atividade antimicrobiana para isso
diversas pesquisas estdo sendo realizadas para a descoberta de novos
compostos para serem aplicados pelas industrias principalmente farmacéutica
devido ao surgimento de bactérias resistentes aos antibidticos, sendo os
fungos uma grande fonte produtoras desses agentes antimicrobianos se
tornando uma alternativa para combater essa problematica (OSTROSKY,
2008).

No trabalho desenvolvido por Moreira (2015), o0 mesmo isolou 13 fungos de
solo, que apresentaram atividade contra as bactérias das espécies E. coli e S.
aureus, ndo havendo nenhum fungo capaz de inibir a espécie K. pneumoniae
resultados também encontrados neste trabalho. Abneuf et al. (2016) ressalta
em que em sua pesquisa que 18 isolados fungicos obtidos do solo, foram
eficazes contra cinco bactérias, entre elas estédo E. coli, B. subtilis e S. aureus.
Os fungos isolados por Yogabaanu et al., (2017) de solos Articos e Antarticos,
com a finalidade a avaliar a potencial desses microrganismos para a producao
de substancias antimicrobianas, foram testados contra cinco bactérias, dentre
as quais as mais sensiveis foram B. subtilis e E. coli.
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Figura 11. llustracdo do teste antimicrobiana, frente as bactérias B. subtillis (A),
E. coli (B), Salmonella (C) e S. aureus (D) que apresentaram dados positiva
com a formacdo de halos de inibicdo de isolados fangicos. Klebsiella (E) ndo
produziu nenhum halo de inibico.

4.3.2 Screening de Producédo de Enzimas

Os 22 isolados fungicos foram utilizados para as analises de atividade
enzimatica, com o intuido de avaliar o potencial para a producédo das enzimas
amilase protease e celulase.

Os fungos que apresentaram atividade para a enzima amilase foram os
isolados 9 (Fusarium sp.), 12 (Aspergillus) e o isolado 15 (Aspergillus sp.)
sendo os isolados 9 (Fusarium sp.), e 12 (Aspergillus sp.) pertencem a coleta 2
(periodo de estiagem) pertencente ao grupo dos mesofilicos e apresentando a
maior atividade enzimatico, com halos de 19,33 mm e 29,62 mm
respectivamente, ja o isolado 15 (Aspergillus sp.) € oriundo da coleta 1 e esta
dentro do grupo dos halofilicos, sendo 50% dos fungos que apresentaram
atividade enzimatica para amilase pertencem a coleta 1 e 50% da coleta 2
(Figura 12). Verificou-se que a producdo para amilase apresentou resultados
intermediérios pois dos 22 fungos apenas 4 apresentaram halo de degradacédo
sendo eles = 15 mm (Figura 14).

Em relacdo a atividade para a enzima protease apenas dois isolados
apresentaram potencial enziméatico, sendo eles os isolados 8 (Cladosporium
sp.) e 10 (Aspergillus sp.), 100% (Figura 12) oriundos da coleta 1 e pertencente
ao grupo dos osmofilicos.

Para avaliacdo o potencial enzimatico, foram testados 22 isolados

fungicos, cujas os resultados se encontram apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Halos de atividade enzimatica de fungos de solo em area de recuperacéo da
Unidade de Conservacao Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada - PE.

Fungo (N° do isolado) Condicao do AMILASE PROTEASE CELULASE

Isolamento
Cunninghamella (1*) Halofilico SAE SAE 11,33 mm
Aspergillus sp. (2**) Termofilico SAE SAE 13,5 mm
Fusarium sp. (3%) Mesofilico SAE SAE 17,66 mm
4rrx Mesofilico SAE SAE 34,00 mm
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Aspergillus sp. (5**) Termofilico SAE SAE 15,33 mm
6* Halofilico SAE SAE SAE
Fusarium sp. (7%) Osmofilico SAE SAE 23, 00 mm
Cladosporium sp. (8% Osmofilico SAE 12,67 mm 18,66 mm
Fusarium sp. (9**) Mesofilico 19,33 mm SA 31,33 mm
Aspergillus sp. (10%) Osmofilico SAE 11,33 mm 24,00 mm
Fusarium sp. (11***) Osmofilico SAE SAE SAE
Aspergillus sp. (12**) Mesofilico 29,67 mm SAE 35,33 mm
Aspergillus sp. (13**) Osmofilico SAE SAE 20,33 mm
Aspergillus sp. (14%) Halofilico SAE SAE 7 mm
A. terreus (15%) Halofilico 15,33 mm SAE 26,66 mm
Fusarium sp. (16***) Mesofilico SAE SAE 12,66 mm
Aspergillus sp. (17%) Termofilico SAE SAE 14,33 mm

SA = SEM ATIVIDADE ENZIMATICA / * isolados coleta 1/ ** isolados coleta 2/ *** isolados coleta 3.

18* Halofilico SAE SAE SAE

19%** Osmofilico SAE SAE SAE
Curvularia sp. (20%) Osmofilico 21,33 mm SAE 32,33 mm

21* Osmofilico SAE SAE 20,00 mm
Aspergillus sp. (22*) Osmofilico SAE SAE 7,66 mm

Conforme os resultados expressos na Tabela 5, podemos observar que
0s isolados apresentaram um potencial para producdo de enzimas, se
destacando a producédo para celulase, onde 18 dos 22 fungos testados
apresentaram halo de degradacéo, sendo 11 isolados provenientes da coleta
1, (seis sdo osmofilicos, trés halofilicos e dois pertencente a grupos dos
mesofilicos e termofilicos); cinco dentre os 18 apresentaram halo de
degradacdo para celulase e fazem parte da coleta 2 (um osmofilico, dois
mesofilicos e dois termofilicos). Na coleta 3 apenas o grupo dos mesofilicos
(isolados 4 e 16) apresentaram atividade enzimética.

Quatro isolados dos 18 se destacaram em relacdo ao potencial para
producdo de celulase pois apresentaram halo de degradagdo = que 30 mm
sendo eles o isolado 04 (a identificar), 9 (Fusarium sp.), 12 (Aspergillus sp.) e
20 (Curvularia sp.) (Figuras 15 A e 15 B).
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Totalizando que 20% dos fungos que apresentaram halo de degradagéo
para celulase pertencem a coleta 3, 25% da coleta 2 ambas coletada no
periodo de estiagem e 55% da coleta 1 coletado no periodo chuvoso (Figura

12). Todos os isolados apresentaram atividade para pelo menos uma das
enzimas testadas.

Amilase Protease Celulase

M coletal M coleta 2 I coleta 3

Figura 12. Porcentagem dos isolados fungicos com atividade enzimatica por coleta
de solo.

Figura 13. Halo de degradacao, revelado por Iod 1M o poder de producéo da
enzima amilase pelos isolados 2A (Aspergillus sp.) e isolado 15B (Aspergillus
terreus).
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TrEFigura 14. Halo de degradacdao, revelando pela substancia Lugol o poder de
producdo da enzima celulase pelos isolados 21, 20 B (Curvularia sp.) e
de fungoisolado 12 C (Aspergillus sp.)

que isolou fungos diferentes ambientes inclusive o solo, onde vou avaliado a
producdo das enzimas amilase, protease, celulase e pectinase, obtendo em
relacdo as trés primeiras enzimas indice enzimético,08 mm, 10,62 mm e 13,86
mm respectivamente para as trés primeiras enzimas, sendo que as mesmas
fazem parte do referente trabalho.

Para a producdo da enzima celulase microrganismos dos géneros
Trichoderma, Aspergillus, Fusaruim, Penicillium, Chaetomium, estdo entres as
de destaque (FISCHER, 2014). Outra particularidade destes fungos, que
possuem atividade enzimatica para celulose habitarem o solo, onde estéo
frequentemente em contato com a vegetagdo, 0S mesmos SA0 responsaveis
pela decomposicdo de substancias celuléosicas (RUEGGER & TAUK-
TORNISIELO 2004).Ja para a producao da enzima protease, pode ocorre uma
relacdo do solo com compostos nitrogenados, ou seja, matéria organica
justificando, portanto, a ocorréncia dos fungos produtores de protease (WICK et
al., 2005).

Os microrganismos de suma importancia e utilidade para processos
industriais essencialmente para aplicagcbes biotecnoldgicas, quando
relacionados a producao de enzimas. (BARNARD et al., 2010). Por isso a

procura por novas compostos € primordial.
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CONCLUSOES

A microbiota de solo do semiarido pernambucano, em area em
recuperacao, é composta por fungos filamentosos, sendo a densidade
fungica (Unidades formadoras de col6nia) maior em solo coletado em
periodo chuvoso;

Aspergillus e Fusarium sdo os géneros predominantes que compdem a
fracdo fungica da microbiota do solo estudado;

Os fungos isolados neste trabalho produzem compostos com atividade
antibacteriana, inclusive com amplo espectro de acgédo, e podem ser
utiizados em experimentos futuros de bioprospeccdo de produtos
naturais.

Os isolados fungicos estudados neste trabalho, possuem um alto
potencial enzimatico, principalmente para a producdo da enzima
celulase.

Mesmo em se tratando de um solo ndo preservado, o local estudado
compde uma Unidade de Conservacédo, havendo a necessidade da sua
preservagao e consequentemente a preservacao de microrganismos ali

presentes Uteis para o Meio Ambiente e para o Homem
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