UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

VANESSA ARIANE SILVA DA COSTA

FUNGOS DA CAATINGA E SEU POTENCIAL NA PROMOCAO DA FERTILIDADE
DO SOLO DE AREAS EM PROCESSO DE DESERTIFICACAO

FORTALEZA
2021



VANESSA ARIANE SILVA DA COSTA

FUNGOS DA CAATINGA E SEU POTENCIAL NA PROMOCAO DA FERTILIDADE DO
SOLO DE AREAS EM PROCESSO DE DESERTIFICACAO

Monografia apresentada ao Curso de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Cear4, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias
Bioldgicas.

Orientador: Prof*. Dr*. Vania Maria Maciel
Melo

FORTALEZA
2021



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C876f Costa, Vanessa Ariane Silva da.
Fungos da caatinga e seu potencial na promogao da fertilidade do solo de dreas em processo de
desertificacdo / Vanessa Ariane Silva da Costa. — 2021.
51 f. :il. color.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduag@o) — Universidade Federal do Cear4, Centro de Ciéncias,
Curso de Ciéncias Bioldgicas, Fortaleza, 2021.
Orientacdo: Profa. Dra. Vania Maria Maciel Melo.

1. Bioinoculantes. 2. Microbioma. 3. Semidrido. 4. Pousio. 5. Impacto ambiental. I. Titulo.
CDD 570




VANESSA ARIANE SILVA DA COSTA

FUNGOS DA CAATINGA E SEU POTENCIAL NA PROMOCAO DA FERTILIDADE DO
SOLO DE AREAS EM PROCESSO DE DESERTIFICACAO

Monografia apresentada ao Curso de
Ciéncias Bioldgicas da  Universidade
Federal do Cear4, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias
Bioldgicas.

Orientador: Prof*. Dr*. Vania Maria Maciel
Melo

Aprovada em: [/

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Vania Maria Maciel Melo (Orientador) - Depto. de Biologia
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Arthur Prudéncio de Aratjo Pereira - Depto. de Ciéncias do Solo
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Marcelo Freire Moro - Instituto de Ciéncias do Mar
Universidade Federal do Ceara (UFC)



Aos meus pais, por todo incentivo € amor
incondicional durante todos esses anos,
vocés sao os verdadeiros donos desse

trabalho.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente aos meus pais por todo o apoio durante esses
anos. Agradeco a minha mae Marina (mainha) por sempre ter lutado por mim, por todo esforco
que fez desde a minha infancia para que eu pudesse receber a melhor educacdo possivel.
Agradeco ao meu pai Erineu, por todo o incentivo e por servir de espelho para que eu nunca
cansasse de buscar conhecimento. Obrigada também por ser nerd junto comigo e por todo apoio
financeiro, sem o qual ndo teria sido possivel estar concretizando esse sonho.

Um agradecimento especial a minha orientadora Profa. Vania, mulher forte e
exemplo de cientista que me inspirou desde o primeiro momento em que a conheci na
graduacdo. Obrigada por incentivar minha autonomia como cientista.

Agradeco ao Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
(Lembiotech) e a todas as pessoas que fazem parte desse maravilhoso ambiente de trabalho.
Agradeco a Mirella (Mimi) por ser esse ser humano doce, sempre disposto a ajudar o proximo
e dar cardao também quando necessario.

Agradeco ao time Caatinga por toda cooperacdo e parceria em todos esses anos.
Tem um pedacinho de cada um de vocés nesse trabalho. Queria agradecer aqueles que me
ajudaram diretamente Andreza, Lara Andrade (Lara Old), Lara Isense (Lara New) e Joao
Victor, obrigada pelo o apoio em tantos momentos dificeis.

Agradeco ao Programa de Educacdo Tutorial (PET-Biologia UFC) por todo o
aprendizado e oportunidades durante a graduacdo. Agradeco a Profa. Erika por toda sua
dedicacdo durante esse periodo, por sua sabedoria, bondade e organizacdo que me inspiram.
Agradeco também a todos os petianos que fizeram parte da minha jornada nessas duas geragcoes
que fiz parte. Agradeco ao Arthurzinho por todas as tardes de conversas comendo cuscuz no
seu Diniz. Agradeco a Renata e ao Felipe por todos os momentos de liberdade vividos e pelas
fotos maravilhosas que sempre vinham depois.

Quero agradecer em especial a Jeniffer que durantes esses dois tltimos anos foi
uma das pessoas mais importantes na minha vida. Obrigada por todo companheirismo, por
sempre acreditar em mim e ndo soltar minha mao em tantos momentos dificeis.

Agradeco ao squad por terem me acolhido desde o inicio da graduagdo. Agradeco
a Sofia por ter notado minha tatuagem do Doctor Who e ser a primeira pessoa da turma a falar
comigo. Agradego a Vitoria por ser minha companhia do Terminal do Antdnio Bezerra, pois

sem ela certamente eu me perderia em varios momentos. Agradeco a Bea por ser essa pessoa



doce e maravilhosa que sempre se preocupa e torce por vocé. Agradeco a Victoria por me
deixar dormir na casa dela depois dos happys, por compartilhar do gosto pela melhor banda que
obviamente é Imagine Dragons e pelos grandes momentos vividos no Rio, um dia ainda iremos
visitar o Klaus. Agradeco também ao inesquecivel grupo de bio de campo por proporcionar
tantos momentos bons, incluindo o por do sol do rei ledo e momento gases. Agradeco a Ddza
por toda a parceria nas disciplinas, no laboratdrio e nos meus dilemas de vida. Agradeco a Cath
por todas as conversas profundas, por ser minha maior companheira de viagens durante a
graduacdo e por entender e compartilhar os dias de tpm. E por fim agradeco a minha xara
Vanessa. Obrigada por ser essa pessoa divertida e amorosa, por alegrar os meus dias e por todo
o carinho e companheirismo.

Agradeco ao meu irmao Alef por toda a ajuda com dividas de informatica, pelo
amor, carinho e por todos os animes que me obrigou a assistir.

Nao poderia deixar de agradecer também a outras pessoas marcantes como a
Angela a qual agradeco profundamente toda a amizade desde o nosso tempo do fundamental e
cenescistas (s6 quem viveu sabe), obrigada pelos comes e bebes, pelos malocas e por tantas as
outras coisas vividas. Agradeco a Amanda por nunca desistir da minha amizade desde a
Zootecnia, mesmo que eu passe mil anos para responder no WhatsApp, minha consideragdo e
admiragdo por voceé € gigante, espero que um dia a gente faca mais viagens inesqueciveis que
nem foi SP. Agradeco ao Jeff por ter sido meu companheiro de inicio da graduacio, todos os
nossos momentos ficardo guardados com muito carinho. Agradego ao Joao Victor por ser essa
pessoa tao incrivel e um dos melhores amigos que tive a sorte de ter.

Agradeco também as pessoas que fizeram parte dos meus primeiros anos na
Universidade, como o Robson e todos os outros integrantes do Laboratério de Anatomia
Vegetal. Agradeco aos professores Arlete, Joao Luiz e Italo. Agradeco a minhas ex-
companheiras de monitoria Karol e Jéssica e a todos os outros ICs em especial a Lucy.

Agradeco a todos os professores que me inspiraram durante as disciplinas, a todas
as minhas orientadoras, ao seu Valdenor e seu Chiquim pelas 6timas conversas e excelente
trabalho prestado aos blocos 909 e 904. Agradeco a Universidade Federal do Ceard e
Departamento de Biologia, por me proporcionarem tantas experiéncias e oportunidades.
Agradeco também ao RU e as cantinas (Diniz, Samia e Quimica) que me alimentaram.
Agradeco ao MEC pela bolsa concedida. E por fim agradego a todos que fizeram parte dessa

minha caminhada na graduagdo mesmo nao estando aqui citados.



“E enquanto este planeta continua a girar na
sua Orbita, obedecendo a imutavel Lei da
Gravidade, as formas mais belas e
admirdveis, origindrias de um inicio tao
simples, continuam a seguir esse

desenvolvimento.”

Charles Darwin



RESUMO

O dominio da Caatinga possui um rico e pouco estudado microbioma do solo, que s6 agora
comeca a ser desvendado com abordagens metagendmicas. Apesar desse avanco, existe uma
lacuna acerca da diversidade fingica do solo de niicleos de desertificacdo do semidrido e do seu
potencial para recuperacio tecnolégica de dreas degradadas. Nesse contexto, este estudo teve
por objetivo isolar e avaliar o potencial de fungos de solos da Caatinga a fim de selecionar
estirpes promissoras para o desenvolvimento de inoculantes que possam ser usados para mitigar
os efeitos da desertificacdo. Para isso, foram realizadas coletas de solos em trés paisagens
diferentes no nicleo de desertificacdo de Irauguba, Ceard. Foram amostradas duas dreas de
pastagens, altamente degradadas, duas dreas cercadas ha 18 anos, em processo de regeneracao
natural e uma drea de vegetacio natural. As amostras de solos foram diluidas serialmente (1071
2 1078) em solucdo de NaCl 0,15 M e as dilui¢cdes plaqueadas, em triplicatas, em placas de
Agar Batata e estocadas 2 temperatura ambiente. Diariamente as placas foram inspecionadas e
apds o crescimento das colonias, as caracteristicas dos morfotipos foram capturadas em lupa.
Ao todo foram selecionados 22 morfotipos que encontram-se conservados em culturas puras
em agua destilada a 4 °C. Os morfotipos foram avaliados quanto ao potencial para solubilizar
fosfato e produzir sideréforos, atividades importantes para a fertilidade das plantas. A
identificacio molecular dos isolados foi realizada através do sequenciamento da regido
intergénica ITS1 e ITS4 pelo método de Sanger. As sequéncias obtidas foram tratadas no
programa Geneious R10 e os géneros e espécies identificadas por meio de compara¢des com
sequéncias de referéncias depositadas em bancos publicos. Dos vinte e dois morfotipos
analisados, 33% apresentaram atividade de solubilizacdo de fosfato e 64% producdo de
sider6foros. Dentre os isolados, seis se destacaram, sendo quatro deles provenientes das dreas
de recuperacao natural e dois da drea de vegetacdo natural. Com base nos critérios, solubilizagcdo
de fosfato e producdo de sider6foros, trés isolados foram selecionados como os mais
promissores. Nenhum isolado das dreas desertificadas foi selecionado com base nesses critérios.
Os trés isolados foram identificados como Aspergillus spp. Os resultados deste estudo
representam o primeiro passo para a descoberta de novas estirpes de fungos adaptadas as
condi¢cdes do semidrido e potenciais candidatos a inoculantes para acelerar a recuperacdo de

solos degradados.

Palavras-chave: Bioinoculantes; Microbioma; Semidrido; Pousio; Impacto ambiental.



ABSTRACT

The Caatinga domain has a rich and poorly studied soil microbiome, which is only now
beginning to be unveiled with metagenomic approaches. Despite this advance, there is a gap
about the knowledge of fungal diversity of the soil in desertification nuclei in the semiarid
region and its potential for technological recovery of degraded areas. In this context, this study
aimed to isolate and evaluate the potential of fungi from Caatinga soils in order to select
promising strains for the development of inoculants that can be used to mitigate the effects of
desertification. For this, soil collections were carried out in three different landscapes in the
desertification nucleus of Iraucuba, Ceard. Two highly degraded pasture areas, two areas
surrounded for 18 years, in the process of natural regeneration and an area of natural vegetation
were sampled. The soil samples were diluted serially (10~ to 1078) in 0.15 M NaCl solution
and the dilutions were plated in triplicates, in Potato Agar plates and stored at room temperature.
The plates were daily inspected and after the colonies had grown, the characteristics of the
morphotypes were captured using a magnifying glass. As a result, 22 morphotypes were
selected and preserved as pure cultures in distilled water at 4 °C. The morphotypes were
evaluated for there potential in phosphate solubilization and siderophores prodution, important
activities for plant fertility. The molecular identification of the isolates was performed by
sequencing the intergenic region I'TS1 and ITS4 by the Sanger method. The obtained sequences
were treated in the Geneious R10 program and the genera and species identified through
comparisons with reference sequences deposited in public banks. Of twenty-two morphotypes
analyzed, 33% showed phosphate solubilization activity and 64% siderophores production.
Among the isolates, six stood out with four of them coming from the natural recovery areas and
two from the natural vegetation area. Based on the criteria of good phosphate solubilization and
siderophores production, three isolates were selected as the most promising. No isolates from
desertified areas were selected based on these criteria. The three isolates were identified as
Aspergillus spp. The results of this study represent the first step towards the discovery of new
fungi strains adapted to the semiarid conditions and potential candidates for inoculants able to

accelerate the recovery of degraded soils.

Keywords: Bioinoculants; Microbiome; Semiarid; Fallow; Environmental impact.
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1. INTRODUCAO

O dominio Caatinga € atualmente um dos mais ameacados pela acdo antrdpica,
destacando-se a exploracdo agropecudria, desmatamento e fragmentacdo da sua mata nativa
(ANTONGIOVANNI et al., 2018). Por conta disso, vem sofrendo um acelerado processo de
desertificacdo, o que pde em risco sua biodiversidade.

A desertificacdo € entendida como o processo de degradacdo da terra em dreas
aridas, semidridas e subimidas secas, causada, entre outros fatores, por atividades humanas e
variagdes climdticas (BRASIL, 2004). Essas dreas sdo consideradas pela UNCCD (Convengao
das Nagdes Unidas para o Combate a Desertificacio), como Areas Suscetiveis 4 Desertificaco
(ASD) (BRASIL, 1998).

No Brasil, a maior parte das ASD se encontram no Nordeste (CGEE, 2016). O
Estado do Ceara tem 100% do seu territério susceptivel a desertificacdo, destacando 3 nicleos
de maior gravidade: Irauguba, Inhamuns e Médio Jaguaribe (CGEE, 2016). No estado, em
especial no nicleo de Iraucuba, a principal causa de degradacdo do solo € o intenso uso
agropastoril e entre os impactos relacionados a essas atividades se destacam a perda da
biodiversidade (flora e fauna), a diminuicao da matéria organica, a perda de solos por erosio e
a diminuicao da disponibilidade de recursos hidricos (OLIVEIRA & SALES, 2015). Outro forte
impacto da desertificacdo € a alteracdo da biomassa e diversidade microbiana, ocasionando
diversos impactos nos ciclos biogeoquimicos, que sdo diretamente dependentes desses
organismos (MARTINS et al., 2010).

Assim, algumas técnicas, como a exclusio de pastagens (EP), também chamada de
pousio, que visam a recuperacdo de areas desertificadas, vem sendo adotada em Irauguba
(CGGE, 2016; Filho et al., 2019). O pousio consiste em cercar a terra para evitar a interferéncia
humana e de animais, fazendo com que a propria dinamica ecoldgica do ambiente se encarregue
da sua restauracdo. No entanto, embora eficaz, a recuperagdo natural se mostra lenta, sendo
necessdrios longos periodos de tempo para que resultados significativos possam ser observados
(ZHAO et al., 2005).

Nessa perspectiva, outras formas de intervengdo mais diretas, como a utilizacao de
inoculantes microbianos que possam enriquecer o sistema mais rapidamente, vém sendo
amplamente estudadas. Grande parte dos estudos, faz uso das bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV), que possuem caracteristicas, tais como, solubilizagdo de fosfato,
producdo de sideréforos e fito-hormonios, dentre outros, que possibilitam uma melhoria da

qualidade do solo, facilitando o estabelecimento e desenvolvimento da vegetacdo no local
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(CATTELAN, 1999). Virios trabalhos também fazem a utilizacdo de fungos para a promocao
de crescimento vegetal (SANTOS et al., 2008; NODA, 2009; SCABORA et al., 2011), sendo
os fungos micorrizicos os mais utilizados por se associarem intimamente as raizes das plantas
(AL-KARAKI, 2013). Em contrapartida, o estudo com fungos ndo micorrizicos, para fins de
restauracdo ambiental, permanece a ser explorado.

A Caatinga apresenta um grande potencial para prospec¢do biotecnolégica, uma
vez que sua microbiota adaptada a esse ambiente significativamente heterogéneo, se expde a
condicdes extremas, incluindo altas temperaturas, radiagcdo solar, acidez e baixa disponibilidade
de 4gua, sendo selecionada ao longo da evolucdo para lidar com os estresses ambientais,
apresentando assim uma maquinaria enzimdtica com grande potencial de aplica¢do industrial
(ANTRANIKIAN et al., 2005). Mesmo com essa grande habilidade de adaptacdo, os
microrganismos s@o sensiveis a mudangas drasticas nas condi¢des do ambiente, sendo estes
também utilizados no monitoramento e avaliacio da saide do solo, servindo assim como
bioindicadores (AVIDANO et al, 2005).

Mesmo com essa importancia, as comunidades microbianas da Caatinga
permanecem pouco estudadas, sendo ainda incerto a gravidade dos efeitos da desertificacao nos
microrganismos dessas dreas e seus potenciais para aplicacdes biotecnoldgicas. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo estudar isolados fiingicos de solos do nicleo suscetivel a
desertificacdo no municipio de Iraucuba, visando a selecdo de fungos nativos que apresentem
potencial para serem usados como inoculantes para recuperagdo do solo dessas dreas

degradadas.



16

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Desertificacio

O Artigo 1 da Convengdo das Nagdes Unidas para o Combate a Desertificacdo
(UNCCD), define desertificacdo como sendo, a degradacdo da terra nas zonas dridas,
semidridas e subimidas secas, resultantes de vérios fatores, incluindo as variagdes climéticas e
atividades humanas (BRASIL, 1998). Dessa forma, podemos entender a desertificacio como
um processo ou um conjunto de fendmenos que levam uma determinada drea a se transformar
ou se assemelhar a um deserto (CONTI, 2009). No entanto, o conceito de desertificacio e
deserto ndo sdo similares, uma vez que os desertos sao ambientes essencialmente dridos, onde
a evaporagao potencial gera um grande superavit em relagdo a precipitacao anual, fazendo com
que esses ambientes possuam uma inerente caréncia de dgua e baixo desenvolvimento da
biosfera (CEARA, 2010). Em contrapartida, a desertificacio é um processo secunddrio e
dindmico de alteracdo de ambientes suscetiveis, fazendo com que esses ambientes sofram
perdas considerdveis em sua biota e morfologia, se aproximando caracteristicamente de
desertos naturais. No Brasil, o processo de desertificacio vem sendo discutido de forma
mundial desde a década de 1970 (AB’SABER, 1977).

Para Kansas (1995), a degradacdo de terras dridas estd relacionada a uma
combinacdo entre a exploracdo humana excessiva, que ultrapassa a capacidade natural de
suporte dos recursos terrestres do sistema, e a fragilidade ecoldgica inerente do sistema. Como
maneira de medir essa suscetibilidade, foi instaurado como parametro mundial o Indice de
Aridez (IA), que consiste no quociente entre a quantidade de precipitacdo média anual (P) e a
perda méxima possivel de dgua por meio da evapotranspiracdo potencial total anual (ETP)
(UNEP, 1992). A UNCCD considera suscetiveis as zonas aridas, semiaridas e subumidas secas,
com excegio das zonas polares e subpolares, que possuem Indice de Aridez (IA) entre 0,05 e

0,65 (BRASIL, 1998).
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Tabela 1 — Escala de suscetibilidade a desertificacdo de acordo com clima e Indice de

Aridez (IA).

Suscetibilidade a

Clima Indice de Aridez (IA) iz T
Arido 0,05 - 0,20 Muito Alta
Semiarido 0,21 - 0,50 Alta
Subumido Seco 0,51 - 0,65 Moderada

Fonte: Ceara, 2010 e MMA, 2004.

No geral, as zonas suscetiveis a desertificacdo ocupam cerca de 41% da superficie
da Terra, e destas 20% se encontram degradadas (ADEEL et al., 2005). Essas regides além de
abrigarem uma imensa biodiversidade, que estd sendo perdida, abrigam também milhdes de
pessoas que dependem de um ambiente integro para garantir sua subsisténcia. Com isso, as
atuais consequéncias da desertificacdo vao além dos graves problemas ambientais. De acordo
com a UNCCD (2004), a desertificacao estao atrelados também diversos problemas sociais, tais
como reduc¢do da produgdo de alimentos, aumento da fome da populagdo, aumento no custo

social, declinio na quantidade e qualidade de 4gua, aumento da pobreza e instabilidade politica.
2.2 Dominio fitogeografico da caatinga

A Caatinga é um dominio fitogeografico estritamente brasileiro, que ocupa
atualmente cerca de 734.478 km?, sendo apenas 1% desse territério protegido por unidades de
conservacao integral (MMA, 2007). Esse fato é preocupante, ja que a Caatinga ¢ um dominio
brasileiro rico em endemismos, com uma diversidade ainda pouco estudada de fauna, flora e
outros organismos quando comparadas as florestas tropicais e até mesmo o Cerrado.

A vegetacao predominante nesse dominio € vegetacdo tropical semidrida, do tipo
xerofila e hiperxeréfila, sendo essas fortemente adaptadas as condi¢des climéticas do semidrido
brasileiro (SILVA et al, 2004). Nas ultimas décadas a Caatinga vem sofrendo um acelerado
processo de degradacdo devido a intensa atividade antrépica. Estudos recentes mostram a
grande fragmentacdo atual da vegetacdo nativa de Caatinga (ANTONGIOVANNI et al., 2018;
JESUS et al., 2019). Estima-se que a Caatinga se encontra atualmente subdividida em 47.100
fragmentos, sendo 91% destes menores do que 500 ha (ANTONGIOVANNI et al., 2018).
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A crescente degradacdo da Caatinga, aliada a algumas caracteristicas ecolégicas do
semidrido, tais como recursos hidricos limitados e fortemente influenciados pela sazonalidade
e uma baixa cobertura vegetal com variagdo sazonal considerdvel, conferem uma baixa protecao
a erosdo desses ambientes aumentando ainda mais sua suscetibilidade a desertificacao
(KANSAS, 1992). Dessa forma, toda a extensao de Caatinga se encontra dentro da delimitacao

de ASD com grande parte do seu territério estando antropizado (MMA, 2007).

2.3 Naucleos de desertificacido no Brasil

No Brasil, os estados contidos na zona suscetivel a desertificacdo sdo Alagoas,
Bahia, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Ceard, parte do
Espfirito Santo e Minas Gerais (Figura 1). Com isso, se percebe que as zonas mais suscetiveis a
desertificacdo se encontram, majoritariamente, nas regides de semidrido localizadas no
Nordeste do pais, devido as suas caracteristicas climdticas prdoprias, como forte insolacao, altas
temperaturas, regime de chuvas marcado pela escassez e irregularidade na concentracdo das
precipitacdes anuais (ANGELOTTI et al., 2009). A maior parte do territério do semidrido
brasileiro é constituida de Caatinga, o unico bioma exclusivamente brasileiro, rico em
biodiversidade e fortemente ameacado pela acao antrépica. Estima-se que 181.000 km2, o que
corresponde a aproximadamente 20 % da drea semidrida da regido Nordeste, se encontram em

processo de desertificacio (EMBRAPA 2011; CGEE 2016).
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Figura 1 — Localizacio da Area Suscetivel a Desertificacdo no Brasil.

Legenda
— Divisa estadual

Area Suscetivel a
Desertificagio no Brasil

Fonte: CGEE (2016). Elaborado por Funceme e CGEE, com informagdes do IBGE, 2007 e
do PANBrasil, MMA, 2005.

Entre os estados citados anteriormente, o Ceard € tinico que possui 100% do seu
territorio suscetivel a desertificacdo e, dentro dessa area suscetivel, 11.45%, o equivalente a
17.042,16 km?, se caracteriza como area fortemente degradada (FUNCEME, 2016). Por conta
disso, em 2010 foi criado o Programa de Acdo Estadual de Combate a Desertificagdo e
Mitigacdo dos Efeitos da Seca (PAE — CE), no intuito de colocar em pratica estratégias que
minimizem de forma integrada os efeitos da desertificacdo no estado (CEARA, 2010). No
Ceara, estdo contidos os trés nucleos de desertificacdo em niveis mais graves de ocorréncia no
pais, sendo estes: I — Irauguba/ Centro-Norte, que abrange os municipios de Canindé, Irauguba,
Miraima, Santa Quitéria e Sobral; II — Inhamuns, que comporta os municipios de Arneiroz,
Independéncia e Taud; e III — Médio Jaguaribe, que abriga os municipios de Jaguaretama,
Jaguaribe, Alto Santo e Morada Nova (Figura 2) (CGEE, 2016). Dentre estes, o nicleo de

desertificac@o de Iraucuba se enquadra como o mais critico (BRASIL, 2004).



Figura 2 — Nucleos de desertificacdo no Estado do Ceara.
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2.4 Desertificacao em Iraucuba

A regido de Iraucuba € marcada por grandes periodos de estiagem, possuindo um
dos mais baixos indices pluviométricos do estado do Ceari, com média histérica de
aproximadamente 540,0 mm, sendo que nos anos de seca, alcanca somente 30 a 40% dessa
média (FUNCEME; FILHO & SILVA, 2015). Seu clima é considerado como Tropical Quente
Semidrido, possuindo uma média anual de temperaturas entre 26 e 28 °C e sua vegetacdo é
classificada como Caatinga Arbustiva Aberta (IPECE, 2017). Devido a tais caracteristicas essa
regido possui uma vulnerabilidade inerente a préticas excessivas de uso do solo, o que
comumente € observado na regido, ja que, frequentemente, aliada a pratica de sobrepastejo,
temos também o intenso desmatamento da regido para fins agropastoris. Segundo Sousa et al.,
(2009), o desmatamento é usado como ferramenta para aumentar a producao das forrageiras e
para formacdo de novas pastagens, que sdao usadas em condi¢des de sobrepastejo e pastejo
continuo, o que, aliado as condicdes de solo e clima locais, ndo permitem o desenvolvimento
de uma densa vegetacdo de porte arboreo.

Dessa forma, o sobrepastejo, se caracteriza, atualmente, como uma das principais
causas de erosao do solo de Iraucuba (OLIVEIRA & SALES, 2015). Outros autores também
apontam o sobrepastejo, juntamente com o desmatamento, como sendo a principal causa do
processo de desertificacdo de diversas regides (WALI et al., 1999; MANZANO, 2000; Li et al.,
2000; ZHAO et al., 2007). A prética de sobrepastejo ainda se torna mais intensificada pela
sobreposicdo de culturas, frequentemente praticada na regido, onde animais como caprinos e
ovinos sdo criados em pastagens ja exploradas por bovinos, sem que haja um devido tempo de
recuperacdo da terra. No entanto, essa pratica é extremamente prejudicial ao solo, tendo como
principais consequéncias a remog¢ao da vegetacdo superficial, utilizada como forragem pelos
animais e compactagdo do solo por conta da superlotacdo (FILHO & SILVA, 2015). Como
resultado temos uma grande extensdo de dreas extremamente degradadas na regido.

A simulagdo realizada por Cunha et. al (2013), substituindo a vegetacao de Caatinga
natural por Caatinga de agropecudria e posteriormente por Caatinga degradada, mostrou que a
degradacgdo da Caatinga, pode causar modifica¢des nos processos de superficie na regido, como
alteracdo dos balangos de dgua, de energia e de carbono. Essas mudancas na regido semidrida
do Nordeste Brasileiro, podem também promover alteracdes no clima local e de regides
vizinhas. No estudo, as principais mudangas observadas foram o aumento da sazonalidade e
reducdo da evapotranspiragdo na Caatinga degradada, mostrando que esses processos de

retirada de vegetacdo e utilizacdo extensiva do solo, podem ocasionar mudangas drasticas no
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clima da regido. Dessa forma, vemos que os impactos ambientais provocados pela
desertificac@o sao diversos, e podem ser observados por meio da destruicao da biodiversidade,
da diminui¢ao da disponibilidade de recursos hidricos, do assoreamento de rios e reservatorios
e da perda da qualidade dos solos (ANGELOTTI, 2009; MONTEIRO et al., 2019). Como
resultado, temos um custo alto de recuperacdo dessas dreas agricolas e um custo biolégico
incalculdvel por conta da extingdo de espécies nativas, muitas com alto valor ambiental e
econdmico, além de importancias farmacéuticas e biotecnolégicas.

Em 2009, foi sancionada a Lei N° 645/2009 que instituiu a Politica Municipal de
Combate e Prevencdo a Desertificacao e Mitigagdo dos Efeitos da Seca de Irauguba, sendo
lancado o Plano de Ac¢do Municipal de Combate a Desertificacio de Irauguba (PAM-
IRAUCUBA-CE), que foi construido conforme os objetivos e significado de “combate a
desertificacao” estabelecidos pela Convencao Internacional de Combate a Desertificagdo nos
Paises afetados por Seca Grave e/ou Desertificagdo, Particularmente na Africa (CEARA, 2009).
Segundo a convengao, entende-se por "combate a desertificagao" as atividades que fazem parte
do aproveitamento integrado da terra nas zonas dridas, semidridas e subumidas secas, com
vistas ao seu desenvolvimento sustentavel, e que t€m por objetivo: I) A prevencao e/ou redugao
da degradacdo das terras; II) A reabilitacdo de terras parcialmente degradadas; III) A

recuperagao de terras degradadas.
2.5 Formas de mitigacao

Devido a gravidade da situacdo que se encontram as dreas desertificadas e em
processo de desertificagdo no Brasil e no mundo, foram desenvolvidas algumas estratégias, que
visam promover a recuperacao desses ambientes degradados. Entre as técnicas de recuperacao
de solo e vegetacdo, vemos com maior frequéncia o emprego da Exclusdo de Pastagens (EP),
também chamada de pousio. Pesquisas na regido de Iraucuba-CE mostraram que a exclusdo de
animais domésticos em dreas afetadas pela desertificacio, apresenta bons resultados no que diz
respeito a regeneracido da vegetacdo e melhoria de atributos fisicos, quimicos e biolégicos do
solo (SALES & OLIVEIRA, 2015; FILHO et al., 2019). No entanto, por ndo haver nenhuma
intervencdo além da remoc¢do dos animais e isolamento da drea, a recuperagdo fica muito
dependente também das condic¢des climéticas do local e da disponibilidade de propédgulos das
plantas nativas para recolonizacdo dos locais afetados. Para Sales (2002), a principal limitacdo
para que as areas de EP em Iraucuba promovam a melhoria do uso da terra, é a condicdo

climatica, estando atrelada a maioria dos municipios da regido do interior do Ceard. Dessa



23

forma, existe uma reducgdo significativa da capacidade de recuperacio dessas terras, devido a
variabilidade climatica natural (UNCCD, 2004).

Outra problemadtica referente a metodologia de EP, € o seu tempo de efeito. Nos
diversos trabalhos executados utilizando essa técnica como forma de mitigacdo, foi observada
que a restauracdo é diretamente influenciada pelo tempo de exclusdo, constatando assim que, a
melhoria dos atributos quimicos, fisicos e bioldgicos do solo, bem como o aumento da
vegetacdo, é diretamente proporcional ao tempo de exclusdo. (HIERNAUX et al., 1999; SU et
al., 2004; YONG-ZHONG et al., 2005; LI et al., 2006; PEI et al., 2007; SHRESTHA & STAHL,
2008;). Em estudos na regido de exclusido e sobrepastejo no municipio de Irauguba, Sousa
(2009) identificou algumas melhorias na qualidade do solo com sete anos de exclusdo, no
entanto, tais melhorias ndo foram grandes o suficiente para promover a recuperagdo desses
solos. Tal fato, reforca a ideia de que embora eficaz, a EP se mostra pouco eficiente quando
levamos em consideragdo o tempo necessdrio para que ocorra essa recuperacdo, sendo
necessario mais de 20 anos para que comecem a ser observados resultados significativos
(VALONE & SAUTER, 2005; PEI et al., 2007; ZHAO et al., 2007).

Além da EP, outras formas de mitigagcao, que utilizam o manejo mais direto do solo,
também jd estdo sendo empregadas. Segundo a Embrapa Semiarido (ANGELOTTI et al., 2011),
temos também como outras formas de mitigacdo, a utilizacdo de coquetéis vegetais, manejo
animal mais adequado, integracdo lavoura pecudria-floresta, manejo florestal, manejo do solo
e sistemas de produgdo organica. Nesse contexto podemos citar também algumas formas
paliativas de condicionamento desse solo, sendo estas a utiliza¢do de fertilizantes sintéticos e
adubos organicos (SAMPAIO et al., 2005). Atualmente, cada vez mais estdo surgindo novos
trabalhos utilizando microrganismos isolados como como instrumento para a producdo de
Inoculantes Biolégicos. Esses Inoculantes Biologicos ou Bioinoculantes de microrganismos,
sdo produtos compostos por microrganismos imobilizados em substancias biodegraddveis, e
que, quando aplicados no solo, melhoram sua fertilidade e produtividade, sendo esta uma
alternativa mais sustentdvel, uma vez que causam consideravelmente menos impactos, quando
comparados a condicionantes e fertilizantes sintéticos (VENN et al., 1997, SCHOEBITZ et al.,
2013).

Virios trabalhos relatam a utilizagdo de bactérias para esse fim. Essas bactérias sdo
chamadas de Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV), devido ao fato de
possuirem varios mecanismos que auxiliam o desenvolvimento de plantas associadas, tais como

solubilizacdo de fosfato, fixacdo de nitrogénio, produgdo de sider6foros, amonio, vitaminas e
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fito hormdnios (auxinas, citocininas, giberelinas) (SARAVANAN et al., 2007; LIN et al., 2012;
SANTI et al., 2013; PEREIRA et al., 2013).

2.6 Desertificacio e o microbioma do solo

J4 se sabe que entre as consequéncias da desertificacio temos a perda de
biodiversidade. Os efeitos na fauna e na flora sdo perceptiveis, uma vez que em alguns anos
conseguimos contabilizar, apenas por observagdo, o declinio no nimero de individuos de
determinada espécie. Por outro lado, os microrganismos também sao extremamente afetados
com a degradacdo desses ambientes, embora seja mais dificil monitorar e avaliar os declinios
nessas comunidades, jd que esses organismos ndo podem ser visualizados a olho nu. Diversos
estudos mostram que a degradagcdo por excesso de exploracdo humana, diminui a biomassa
microbiana, diminuindo, consequentemente, a atividade biol6gica do solo (NUNES et al., 2012;
FU et al.,, 2012; FTERICH et al.; 2012; SILVA et al., 2012), sendo resultados similares
encontrados também na regiao nordeste (MARTINS et al., 2010; LUNA et al., 2019).

Os microrganismos exercem no solo papéis essenciais para manutengao de diversos
processos ecoldgicos. Entre esses processos, se destaca a ciclagem de nutrientes e
decomposicdo de matéria organica, que proporcionam a fertilidade do solo, permitindo um bom
desenvolvimento da vegetacdo ali presente (MOHAMMADI et al., 2011). Sendo assim, esses
papéis desempenhados pelas comunidades microbianas sdo de suma importancia para a
promocao do equilibrio e desenvolvimento dos ecossistemas, € sem eles estes ficariam
comprometidos.

Entre os principais microrganismos de destaque para prospec¢do de compostos
microbianos, temos os fungos, que sdo organismos de extrema importancia ecolégica e que a
muitos anos exercem importantes papéis biotecnolégicos, devido ao seu alto poder metabdlico,
sendo utilizados na industria para fins ambientais, agrondmicos, alimentares e farmacéuticos
(KALSOOM et al., 2020). Diversos trabalhos também fazem a utilizacdo de fungos em
processos de restauracdo de areas degradadas e crescimento vegetal no Brasil (CARNEIRO et
al.,, 2001; SANTOS et al., 2008; NODA, 2009; SCABORA et al., 2011). Grande parte dos
trabalhos fazem a utilizagdo de fungos micorrizicos, mais especificamente dos
endomicorrizicos arbusculares, devido a sua intima associacdo com as raizes das plantas e
promocdo do aumento da capacidade de absorcdo de nutrientes por parte das mesmas

(ABBOTT & ROBSON, 1982; HERRERA & SALAMANCA, 1993; SAITO & MARUMOTO,


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1164556311001348#!
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2002; KOZIOL & BEVER, 2016). Estudos utilizando fungos ndo micorrizicos como
inoculantes visando a promocao de crescimento ainda se encontram restritos.

As espécies mais citadas em trabalhos sobre diversidade de fungos edéficos sdo
Penicillium spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., Trichoderma spp. e Verticillium spp.

(DRESCH et al., 2019). Sendo estes também amplamente explorados para fins biotecnoldgicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Analisar estirpes de fungos isoladas de solos de trés paisagens dentro da Area
Suscetivel a Desertificagao (ASD) do Nucleo de Irauguba-CE, a fim de selecionar aqueles mais
promissores para serem explorados tecnologicamente como bioinoculantes, visando a

recuperacdo de dreas degradadas e em processo de desertificacao.

3.2 Especificos

e Avaliar a capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio das estirpes isoladas;
e Avaliar a capacidade produtora de sider6foros das estirpes isoladas;
e Realizar a identificacdo molecular dos isolados;

e Selecionar isolados promissores para producdo de bioinoculantes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem e coleta de solos

Os solos utilizados neste experimento foram coletados em maio de 2018 em areas
da fazenda Aroeira, localizada na cidade de Irauguba, Ceard, Brasil (3.7476° S, 39.7827° O),
que segundo dados do CGEE, 2016, se enquadra como um dos ntcleos de desertificagcdo mais
graves do pais. As amostras foram coletadas em cinco dreas distintas da fazenda: a) drea de
mata pouco antropizada, como um exemplar de Caatinga nativa (Figura 3; Figura 4.A); b) duas
areas de pastejo, distantes entre si por aproximadamente 2,4 km, representando uma Caatinga
com grau de desertificacdo avancado (Figura 3; Figura 4.B); c) duas areas de 0,25 hectares (50
m x 50 m) de recuperagdo natural, também distantes por aproximadamente 2,4 km, que foram
cercadas no ano 2000 (OLIVEIRA & SALES, 2015) (Figura 3; Figura 4.C). Foram
selecionados 3 pontos de amostragem em cada drea, tendo a coleta sido realizada em triplicata
em cada ponto, na camada de 0-20 cm de profundidade. As amostras foram transportadas em
caixa térmica até o laboratério, onde foram peneiradas em malha de 2 mm e armazenadas em

frascos estéreis em geladeira a 4 °C, para realizacdo das andlises microbioldgicas.

Figura 3 — Localizagdo das dreas de Exclusio de Pastagem (Grazing Exclusion),
Sobrepastagem (Overgrazing) e Vegetacao Natural (Natural Vegetation) na fazenda Aroeira
no municipio de Iraucuba-CE.
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Figura 4 — Caracterizacdo das areas de Vegetacdo Natural, Sobrepastagem e Exclusdo de
Pastagem da fazenda Aroeira no municipio de Irauguba-CE.

Fonte: Autora.

4.2 Isolamento e estocagem

As amostras de solo foram suspensas em solucao de NaCl 0,15 M na proporcao de
25 g de solo para 225 ml de salina e homogeneizadas em agitador orbital a 150 rpm por 1 hora.
Em seguida, foram preparadas dilui¢cdes que foram plaqueadas em triplicata, de acordo com a

técnica de spread plate, em meio Agar Batata Glicose (BDA) (Kasvi, SP) pH 5,6. As culturas
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foram incubadas por 7 dias a temperatura ambiente 28 + 2 °C e observadas diariamente. Os
morfotipos com caracteristicas culturais distintas foram isolados em culturas puras. Ao todo
foram selecionados 11 morfotipos da drea desertificada, 7 da 4rea de exclusdao e 4 da 4rea

natural. Discos de 6 mm de diametro de micélio de cada cultura pura foram estocados em dgua

destilada a 4 °C.

4.3 Teste de Solubilizacao de Fosfato

A identificacdo de isolados capazes de solubilizar fosfato de célcio foi realizada de
acordo o método de Sylvester-Bradley et al. (1982). Para o ensaio, foi preparado o meio GL
(10 g de glicose, 2 g de extrato de levedura e 15 g de 4gar para cada litro) com pH 5,6. O meio
foi autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Apés esterilizagdo, foram adicionados 50 mL de uma
solugdo estéril de K;HPO4 100 g/L e 100 mL de CaCl> 100 g/L, levando a formacdo de um
precipitado esbranquicado (Ca3(PQOs)2) (SPEROTTO, 2014). Apds misturadas as solugdes o
meio foi distribuido em placas de Petri estéreis. Os isolados, previamente reativados em placas
contendo meio BDA, foram inoculados nas placas do meio teste e incubados por 5 dias a
temperatura ambiente (28 £ 2 °C). Os fungos capazes de solubilizar fosfato foram identificados
observando-se a formacdo de uma zona de solubilizacdo translicida ao redor do disco de
micélio. Por conta da pandemia de COVID-19 nio foi possivel realizar a replicacdo do teste.

Os isolados também foram cultivados em meio liquido, afim de avaliar a capacidade
dos mesmo em acidificar o meio. Para isso os discos estoques dos micélios foram inoculados
em erlenmeyers contendo 25 ml de caldo Sabouraud Dextrose (KASVI, SP), pH 5,6 e
cultivados em incubadora a temperatura de 27 °C, durante 5 dias. Apds o periodo de cultivo,
foi realizada a medi¢do de pH do meio, através de aliquotas, que foram medidas com fitas

medidoras de pH.

4.4 Teste de Producao de Sideréforos

Para verificar a produgdo de sideréforos, usou-se o protocolo de Sperotto (2014) e
Schwyn & Neilands (1987), comumente utilizado com bactérias, adaptado para deteccdo em
fungos. O meio teste padrdo € composto por um meio base (dgar King B diluido) adicionado
do corante Cromazurol S (CAS) em volume equivalente a 20 % do volume do meio base. Todas
as vidrarias utilizadas neste ensaio foram lavadas com uma solu¢do HCI 6 mM para eliminacao

de quaisquer tragos de ferro que possam comprometer a leitura do ensaio. Para a composicdo
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do meio de cultura adaptado, foi utilizado apenas dgar a 15% e dgua Milli-Q, que é desprovida
de ions sendo a mais adequada para esse ensaio. O meio foi autoclavado a 121°C por 15
minutos. Para a preparacdo de 200 ml do corante CAS foram utilizadas quatro solugdes: 15 mL
de uma solucdo de FeCl3.6H20 1 mM + HCl 10 mM; 75 mL de uma solucdo de azul de
Cromazurol (CAS) 2mM; 60 mL de uma solu¢do 10 mM de HDTMA (brometo de hexadecil
trimetil amoOnia) e aproximadamente 50 mL de uma solu¢do tampao PIPES com pH ajustado
para 5,6. O corante foi esterilizado em uma membrana de filtragdo 0,2 um, e apds a
esterilizacao, foi adicionado ao dgar estéril (com a temperatura do meio em torno de 50 °C). A
mistura foi vertida em placas de Petri de 150 mm, que permaneceram protegidas da luz até a
realizag¢do do ensaio.

Os 22 isolados foram reativados através do cultivo em caldo. Para tanto, discos
estoques dos micélios foram inoculados em erlenmeyers contendo 25 ml de caldo Sabouraud
Dextrose (KASVI, SP), pH 5,6. As culturas foram incubadas em agitador orbital a 130 rpm, a
temperatura de 27 °C, durante 5 dias. Ao final do periodo de incubagdo, aliquotas de 1 mL do
sobrenadante foram transferidas para tubos de microcentrifuga de 1,5 ml e centrifugadas
durante 5 minutos a 5.000 rpm, para separacdo das células. Aliquotas de 200 pl dos
sobrenadantes das culturas foram inoculadas em pocos de 0,9 mm de didmetro feitos
previamente no meio teste, usando a parte mais larga de uma ponteira de 1000 pl estéril como
furador. As placas foram cobertas com papel aluminio para evitar fotooxidacao e incubadas por
24 h em estufa microbiolégica a 37 °C. A deteccdo de sideréforos foi percebida através da
formacdo de um halo com coloracdo avermelhada em torno do in6culo. O didmetro do halo foi
medido com um paquimetro. Por conta da pandemia de COVID-19 nio foi possivel realizar a

replicacdo do teste.

4.5 Identificacio Molecular

A extracdo de DNA gendmico dos isolados foi realizada utilizando o método de
CTAB 2x (WARNER, 1996). Esse método utiliza Brometo de Cetiltrimetil Amdnio (CTAB)
para realizar a quebra da parede celular e membrana plasmadtica, liberando o material genético.
Para a realizacdo do experimento, os isolados foram cultivados previamente por 7 dias, em
placas contendo meio BDA a temperatura ambiente (28 + 2 °C). Apods o periodo de incubagao,
discos (6 mm) do micélio foram colocados em tubos eppendorf de 1,5 ml e recobertos com 600
ul do tampao de extracio CTAB 2X pré-aquecido a 60 °C. A solugdo foi homogeneizada por

inversdo e incubada overnight em banho-maria a 60 °C. No dia seguinte, foram adicionados
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mais 600 pl de cloroférmio-alcool isoamilico 24:1 (v/v), sendo os tubos novamente
homogeneizados por inversdao até que houvesse a formacdo de uma emulsdo, que foi entdo
centrifugada por 10 minutos a 12.000 rpm. Apds a centrifugacio, a fase aquosa (superior) foi
coletada e transferida para novos tubos. Foram adicionados aproximadamente %3, do volume
coletado, de isopropanol 100 %. Novamente os tubos foram homogeneizados por inversio e
centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado,
foram adicionados 500 ul de etanol 70 % gelado, sendo homogeneizado logo em seguida com
o auxilio de uma pipeta. Os tubos foram levados a centrifuga por 5 minutos a 12.000 rpm e o
sobrenadante descartado. Logo apds, os tubos foram deixados abertos em temperatura ambiente
por cerca de 10 minutos ou até que todo o etanol evaporasse. Apds o etanol ter sido
completamente evaporado, o DNA foi novamente suspenso em 30 ul de tampao Tris-HCI
contendo RNAse. O material extraido, foi quantificado através de espectrofotdmetro Nanodrop
ND100 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA) e armazenado a -20 °C.

As amostras de DNA gendmico foram submetidas a uma PCR (Polymerase Chain
Reaction) em termociclador Eppendorf Mastercycler 38 (Epperndorf, Hamburgo, Alemanha)
utilizando os primers ITSIF (5’ - TTCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3°) e ITS4R (5° -
TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3°). Os produtos gerados foram quantificados em NanoDrop
e submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 0,8 % para determinacao da integridade dos
fragmentos. O material amplificado foi enviado para a empresa Macrogen
(www.macrogen.com), que realizou o sequenciamento dos fragmentos através do método de
Sanger. As sequéncias recebidas foram tratadas no programa Geneious R10 versio 10.2
(www.geneious.com), gerando um megablast para alinhamento das sequéncias e determinacao

da identidade dos isolados.
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S. RESULTADOS

5.1. Isolamento e Caracterizacao

Ao todo foram isolados 22 morfotipos flingicos a partir de solos dos 5 locais de
coleta. Desses, 11 foram provenientes das dreas de sobrepastagem, colecio DIRA
(Desertificacdo Irauguba) (Figura 5), 7 das dreas de exclusdao de pastagem, colecio EIRA
(Exclusao Irauguba) (Figura 6) e 4 da drea de vegetacdo natural, colecio NIRA (Natural

Irauguba) (Figura 7).

Figura 5 — Fungos isolados de solos de dreas em processo de desertificacio no Nucleo de
Desertificacdo de Irauguba, Ceard. (colecdo DIRA).

Fonte: elaborada pela autora. A numerag@o no canto superior esquerdo de cada imagem indica a nomenclatura
do isolado dentro da colecio.
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Figura 6 — Fungos isolados de dreas ha 18 anos em regime de pousio no Nicleo de
Desertificacdo de Irauguba, Ceard. (colecdo EIRA).

Fonte: elaborada pela autora. A numerag@o no canto superior esquerdo de cada imagem indica a nomenclatura
do isolado dentro da colecao.

Figura 7 — Fungos isolados da drea de vegetagdo natural de Caatinga no Nucleo de
Desertifica¢do de Irauguba, Ceard. (colecdo NIRA).

Fonte: elaborada pela autora. A numeracdo no canto superior esquerdo de cada imagem indica a nomenclatura do
isolado dentro da colecdo.

5.2 Identificacio Molecular

A tabela 5 mostra o resultado da identificacdo molecular dos isolados em nivel de
género. Dos 22 fungos identificados, 11 pertencem ao género Aspergillus e cinco ao género
Penicillium, sendo estes os dois géneros mais abundantes. Outros géneros encontrados foram
Parasarolcladium, Epicoccum, Fusarium e Cunninghamella, em menor propor¢do. Nao foi

possivel chegar a identificacdo do género do isolado DIRA 01, sendo identificada a sua ordem.



Tabela 2 — Identificacdo molecular dos isolados.
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Estirpe

Estirpe

Estirpe

b (i Identificacao it (i Identificacao 3t Identificacao
DIRA 01 Pleosporales EIRA 01  Aspergillus sp. NIRA 01 Cunninghamella sp.
DIRA 02  Parasarolcladium sp. EIRA 02  Aspergillus sp. NIRA 02 Aspergillus sp.
DIRA 03 Aspergillus sp. EIRA 03  Penicillium sp. NIRA 03 Aspergillus sp.
DIRA 04 Penicillium sp. EIRA 04  Fusarium sp.  NIRA 04 Talaromyces sp.
DIRA 05 Penicillium sp. EIRA 05  Aspergillus sp.

DIRA 06 Aspergillus sp. EIRA 06  Aspergillus sp.

DIRA 07 Aspergillus sp. EIRA 07  Penicillium sp.

DIRA 08 Epicoccum sp.

DIRA 09 Aspergillus sp.

DIRA 10 Penicillium sp.

DIRA 11 Aspergillus sp.

Fonte: elaborada pela autora.

5.3  Solubilizacio de Fosfato

Das 22 estirpes, apenas DIRA-04 ndo foi avaliada no teste de solubilizagdo de

fosfato, por ndo ter crescido no meio (Figura 8). Os dez isolados testados da colecdo DIRA

(Desertificagdo) nao mostraram atividade de solubilizacdo de fosfato. Dos sete isolados da

colecao EIRA (Exclusdo ou pousio), cinco se revelaram solubilizadores de fosfato, sendo

EIRA-02 e EIRA-03, potencialmente fortes solubilizadores, como se deduziu a partir da

comparacao visual de todas as culturas no mesmo periodo de tempo. Dos 4 isolados da colecao

NIRA (Natural), apenas dois foram positivos e, qualitativamente, considerados fracos

solubilizadores. Entre fungos com resultado positivo EIRA-01 e NIRA-04 foram os que mais

demoraram a mostrar atividade, sendo possivel a detec¢do a partir do quarto dia no caso de

EIRA-O1 e do quinto dia no caso de NIRA-04, em contraste com EIRA-2 e EIRA-3 que no

terceiro dia ja mostraram atividade (Tabela 3).
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Em meio liquido os isolados da colecdo DIRA, com excecdo de DIRA-10, e os
isolados EIRA-04, EIRA-07 e NIRA-O1 modificaram o pH inicial do meio para 6,0,
demonstrando ndo ter havido acidificacdo do meio. O restante dos isolados promoveu a
acidificacdo do meio de forma leve a acentuada. Entre as estirpes que apresentaram acidificacao
leve temos DIRA-10, NIRA-03 e NIRA-04 com pH final 5,0. E entre as estirpes que
promoveram uma acidificacdo mais acentuada, temos, em ordem decrescente, EIRA-03 (pH
4,5), EIRA-02 (pH 4,0), EIRA-01 (pH 3,5), EIRA-05 (pH 3,0), EIRA-06 (pH 2,0) e NIRA-02
(pH 2,0).

Figura 8 — Leitura do teste de solubilizacdo de fosfato de cdlcio por fungos crescido em meio
s6lido em placa. Exemplar positivo (EIRA-03), mostrando zona de solubiliza¢do ao redor do

micélio (A), e exemplar negativo (DIRA-03), auséncia de solubilizacdo ao redor do micélio

B).

Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 3 — Solubilizagdo de fosfato de célcio por estirpes de fungos isoladas de solos da

Caatinga na Area Suscetivel a Desertificacio (ASD) de Iraucuba, Cear4.

Estirpe 3 dias de 4 dias de S dias de
de Fungo crescimento crescimento crescimento
EIRA 01 (Aspergillus sp.) - + +
EIRA 02 (Aspergillus sp.) ++ ++ ++
EIRA 03 (Penicillium sp.) ++ ++ ++
EIRA 05 (Aspergillus sp.) + + +
EIRA 06 (Aspergillus sp.) + + +
NIRA 02 (Aspergillus sp.) + + +
NIRA 04 (Talaromyces sp.) - - +

Fonte: elaborada pela autora. - (negativo); + (positivo); ++ (resposta forte com maiores zonas de solubiliza¢do).

5.4 Producao de Sideréforos

Aproximadamente 64 % dos 22 fungos analisados produziram sider6foros (Tabela
4). A produgdo de sideréforos foi detectada ja com 24 horas de cultivo, embora a positividade
do teste tenha sido mais intensa com 72 horas. Dos isolados positivos, EIRA-06 se revelou o
mais promissor com halo medindo 39 mm, seguido por EIRA-05, com halo de 28 mm. Dos

sete 1solados da area em recuperacio, apenas um foi negativo.
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Figura 9 — Exemplos de resultado positivo para producdo de sideréforos (DIRA-07), halo
vermelho ao redor do poco contendo o sobrenadante da cultura do fungo, e resultado negativo

(NIRA-01), auséncia de halo.

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 4 — Atividade de producgao de sideréforos por estirpes de fungos isoladas de solos da
Area Suscetivel a Desertificacdo (ASD) de Iraucuba, Ceara.

Estirpe de Fungo Halo (mm)
DIRA 03 (Aspergillus sp.) 11
DIRA 05 (Penicillium sp.) 19
DIRA 07 (Aspergillus sp.) 20
DIRA 09 (Aspergillus sp.) 12
DIRA 10 (Penicillium sp.) 10
DIRA 11 (Aspergillus sp.) 13
EIRA 01 (Aspergillus sp.) 17
EIRA 02 (Aspergillus sp.) 24

EIRA 04 (Fusarium sp.) 13
EIRA 05 (Aspergillus sp.) 28
EIRA 06 (Aspergillus sp.) 39
EIRA 07 (Penicillium sp.) 21
NIRA 02 (Penicillium sp.) 20

NIRA 04 (Talaromyces sp.) 15

Fonte: elaborada pela autora.
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5.5 Selecao de Isolados de Interesse

Com base nas atividades de solubilizacdo de fosfato e produgao de sideréforos,
foram selecionados os isolados EIRA-01, EIRA-02, EIRA-05, EIRA-06, NIRA-02 e NIRA-4
como 0s mais promissores para dar prosseguimento aos estudos de comprovagdo das suas

potencialidades como bioinoculantes (Figura 10).
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Figura 10 — Atividades de solubiliza¢do de fosfato e producdo de sider6foros detectadas em

estirpes de fungos isoladas de solos da Caatinga da area suscetivel a desertificacao de Iraucuba,

Ceara.

Fonte: elaborada pela autora. Quadros preenchidos (+) indicam a positividade do isolado no teste. *Isolado ndo

DIRA 01 (Pleosporales)

DIRA 02 (Parasarolcladium sp.)

DIRA 03 (Aspergillus sp.)
DIRA 04%* (Penicillium sp.)
DIRA 05 (Penicillium sp.)
DIRA 06 (Aspergillus sp.)
DIRA 07 (Aspergillus sp.)
DIRA 08 (Epicoccum sp.)
DIRA 09 (Aspergillus sp.)
DIRA 10 (Penicillium sp.)
DIRA 11 (Aspergillus sp.)
EIRA 01 (Aspergillus sp.)
EIRA 02 (Aspergillus sp.)
EIRA 03 (Penicillium sp.)
EIRA 04 (Fusarium sp.)
EIRA 05 (Aspergillus sp.)
EIRA 06 (Aspergillus sp.)
EIRA 07 (Penicillium sp.)

NIRA 01 (Cunninghamella sp.)

NIRA 02 (Aspergillus sp.)
NIRA 03 (Aspergillus sp.)
NIRA 04 (Talaromyces sp.)

testado para solubilizacdo de fosfato.

Solubilizacao
de Fosfato

Producao de
Sideréforo
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6. DISCUSSAO

O fosforo (P) é um elemento essencial para qualquer vida na terra, estando presente
no material genético e em diversas outras moléculas importantes para os seres vivos. A
deficiéncia de P no solo, gera um comprometimento do crescimento vegetal. As terras das zonas
tropicais possuem tendéncia natural a deficiéncia de P assimildvel (NOVAIS & SMYTH,
1999). Com isso, adubos sintéticos sdo frequentemente utilizados a fim de suprir a deficiéncia
desse mineral em 4dreas agricolas. A adocdo frequente dessa prdtica acarreta algumas
consequéncias, estando entre elas a cumulagdo de metais pesados no solo (RAMALHO et al.,
1999). Nesse contexto, a utilizacdo de inoculantes microbianos surge como alternativa aos
fertilizantes sintéticos.

A solubilizag@o de fosfato transforma o fosfato insolivel em sua forma soldvel,
facilmente assimildvel pelas plantas, sendo essa uma caracteristica desejada nos
microrganismos inoculantes. Os fosfatos insoliveis, estao naturalmente presentes no solo e sdo
provenientes da formacdo de fosfatos de célcio em solos alcalinos e de fosfatos de ferro e
aluminio em solos 4cidos, por processos quimicos do solo (SANYAL & DE DATA, 1991). Os
solos das trés dreas estudadas do municipio de Irauguba foram analisados no trabalho de
Oliveira (2020), sendo estes classificados como solos 4cidos, o que vai de encontro com o fato
de que os tipos de fosfato mais encontrados da regido Nordeste sdo os fosfatos de aluminio e
de ferro (SALCEDO, 2006).

A capacidade de solubilizar fosfato de cdlcio € relevante, mas ndo implica
necessariamente na solubilizacdo dos outros tipos de fosfato. No entanto vérios trabalhos ja
relataram que isolados pertencentes ao género Aspergillus, que solubilizam fosfato de célcio,
também solubilizam fosfatos de aluminio (CARVALHO et al., 1969; BANIK & DEY., 1982;
ILLMER et al., 1995; SILVA FILHO & VIDOR, 2000) e de ferro (BARROSO & NAHAS,
2008). Na literatura, o mecanismo de solubilizacao estd relacionado, entre outros motivos, a
producdo de acidos e a consequente diminuigdo do pH (WHITELAW, 1999; VASSILEV et al.,
2006; CHUANG et al., 2007).

Os fungos avaliados neste trabalho, em especial aqueles das dreas de exclusdo e de
vegetacdo natural demonstraram uma boa capacidade de solubilizacdo do fosfato de célcio.
Esses isolados também demonstraram uma maior capacidade na producio de dcidos em meio
liquido, quando comparados aos isolados das dreas em processo de desertificacdo, que ndo

apresentaram essa atividade.
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Todos os fungos positivos no teste de solubilizacdo de fosfato, diminuiram o pH
inicial do meio de 5,6 para 5,0 ou menos. Por sua vez os fungos das dreas desertificadas,
excetuando DIRA 10, elevaram o pH do meio para 6,0, mostrando ndo ter havido produgao de
4cidos por parte desses isolados. E importante frisar que o pH inicial do meio (pH 5,6) foi
aferido em potencidmetro e o pH final foi aferido com fita de medi¢do de pH, que possui uma
menor precisao.

Um outro ponto importante a ser ressaltado, € que a acidificagdo do meio nao
determina por si s6 a capacidade de solubilizacio, ja que efetivamente pode ser observada uma
relacdo significativa entre a solubilizacdo e a producdo de 4cidos, mas nao com a diminuicao
do pH (BARROSO & NAHAS, 2008). Ou seja, mesmo um meio estando acidificado, os dcidos
produzidos podem nao ser capazes de promover a solubilizacdo de fosfato.

Outra caracteristica bastante buscada em microrganismos inoculantes € a sua
capacidade de produzir sideréforos, que sdo moléculas quelantes de ferro, que ao se ligarem
aos ions metélicos presentes no solo, formam um quelato, que € um produto assimildvel por
outros organismos vivos (BENITE et al., 2002).

O ferro € um dos micronutrientes essenciais para praticamente todos os seres vivos.
Nas plantas, ele exerce papéis fundamentais, como constitui¢do de enzimas (metaloproteinas),
envolvimento no transporte de elétrons na fotossintese e envolvimento indireto na biossintese
da clorofila (ALI & VIDHALE, 2013). Além do ferro os sideréforos também sdo conhecidos
por quelar outros metais, como cobre, aluminio, gilio, cromo e outros (GASCOYNE et al,,
1991; HU & BOYER, 1996; CHATURVEDI et al., 2012). O cobre, além de exercer também
papéis de constituicdo enzimdtica e envolvimento no transporte de elétrons na fotossintese,
possui também envolvimento no crescimento reprodutivo, com a inducdo da floracdo e
estabelecimento do fruto (ALI & VIDHALE, 2013).

Devido a essas caracteristicas os sider6foros sdo moléculas extremamente versateis
e uteis em diversos tipos de aplicacOes. Rengel et al. (1999), fez o uso dessas moléculas na
funcdo de biofertilizantes, a fim de aumentar a concentragdo de micronutrientes em graos como
arroz, feijao e milho. Outra grande fung¢do agrondmica e ambiental dessas moléculas, € a sua
capacidade de auxiliar no crescimento das plantas, através do controle de organismos
patogénicos por meio de quelacao (BURD et al., 2000).

No teste, seis dos sete isolados provenientes das dreas em recuperacdo natural
(pousio), se revelaram produtores de sider6foros, compreendendo os dois isolados mais

promissores Os fungos das dreas em desertificagdo também mostraram resultados expressivos,
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com 55 % dos isolados da colecio DIRA e 50 % dos isolados da colecio NIRA sendo
produtores de sider6foros. Assim, em todas as areas foi encontrada uma propor¢do consideravel
de isolados produtores de sider6foros, sendo esses resultados inéditos para essa ASD.

Nenhum isolado das dreas desertificadas foi selecionado como promissor e 50 %
dos isolados analisados testaram negativo nos dois testes. Em contraste, quatro dos sete isolados
das dreas de exclusdo foram classificados como sendo de interesse e todos os isolados foram
positivos em pelo menos um dos testes.

Ambientes degradados frequentemente apresentam um declinio na atividade
metabdlica do solo, ja dreas que passaram por distirbios ecolégicos, mas que estdo em fase de
recuperacdo (como € o caso das dreas de exclusdo), tendem a possuir altas taxas metabdlicas
(ISLAM & WEIL, 2000). Nesses ambientes, como o microbioma passou por um periodo de
distirbio, as comunidades tendem a compensar o estresse com o aumento da produgdo de
metabdlitos secundarios. Esse fato foi observado no trabalho de Moreira & Costa (2004), em
areas reflorestadas, onde mostrou que dreas reflorestadas a menos de 4 anos apresentaram as
menores taxas de atividade respiratéria microbiana, enquanto dreas de reflorestamento acima
de 10 anos, apresentaram atividades mais altas.

Dos quatro isolados da drea de vegetacdo natural, dois apresentaram ambas as
atividades e os outros dois foram negativos. Embora o nimero de isolados avaliados seja muito
baixo, espera-se um maior equilibrio metabdlico nessas areas, caracteristica frequente em
ambientes naturais e ecologicamente equilibrados, onde diferentes espécies microbianas podem
desempenhar os mesmos papéis no ecossistema.

Os isolados mais promissores identificados neste estudo sdo majoritariamente do
género Aspergillus. O género Aspergillus € descrito na literatura como um género cosmopolita
e de ocorréncia generalizada, sendo ele muitas vezes dominante no solo, o que explica assim a
alta incidéncia entre os isolados (DRESCH et al., 2019). Esse, € um dos géneros de fungos mais
estudados, uma vez que possuem como carateristica marcante a grande capacidade de produgdo
de metabdlitos secunddrios diversos, sendo estes tdo vastos e importantes que atualmente sao
utilizados na diferenciacio taxondmica do grupo (FRISVAD et al., 2007). Essa alta capacidade
metabdlica faz com que esse género possua diversas aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo entre
elas a biorremediacdo (CORSO & MAGANHA DE ALMEIDA, 2008; CHOE & SHEPPARD,
2016; KUMAR & DWIVEDI, 2019). Outros trabalhos também ja fazem a utilizagdo de
espécies de Aspergillus como inoculantes para promog¢ado de crescimento vegetal, devido a sua

capacidade de solubilizar fosfato inorganico (WHITELAW, 1999; CHUANG et al., 2007).
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Talaromyces, género do isolado de interesse NIRA 04, também € um género de
fungo conhecido por sua ampla produ¢do de metabdlitos secundérios, que possuem diversas
atividades importantes, estando entre as mais reportadas, atividade antimicrobiana e
antitumoral (LAN & WU, 2020). Esse género possui uma ampla distribuicdo, podendo ser
isolado de plantas, solos, alimentos etc (ZHAI et al., 2016). Além disso, ja foi demonstrado que
algumas biomoléculas produzidas por esses fungos possuem atividades tteis no biocontrole de
pragas (ZHAI et al., 2016).

Assim, tendo em vista os resultados desse trabalho e dados da literatura, vemos que
os fungos se mostram boas alternativas para serem usados como inoculantes, até mesmo
podendo superar as bactérias, ja tendo sido demonstrado, por exemplo, que a solubilizacio de
diferentes fosfatos in vitro por fungos edéficos € maior do que por bactérias (NAHAS et al.,
1994; ILLMER & SCHINNER, 1995). Esse fato atrelado a grande capacidade de dispersao,
crescimento e adaptabilidade dos fungos faz com que estes possam ser boas alternativas para a
promocdo de um répido incremento nutricional dos solos em processo de desertificacao.

E importante ressaltar que mais testes necessitam ser realizados afim de comprovar
a potencialidade desses isolados selecionados como boas fontes de inoculantes. Outro ponto
importante a ser destacado € que algumas cepas de espécies do género Aspergillus podem
exercer algum grau de fito patogenicidade em algumas plantas e também animais (AMAIKE &
KELLER, 2001; GAUTAM, 2011), sendo necessario dessa forma a obtenc¢do da identificacao

das espécies das estirpes selecionadas e realizacao de testes complementares.
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7. CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho mostraram que as estirpes de fungos, nativos de solos
de dreas suscetiveis a desertificacdo da Caatinga, isoladas neste estudo, sdo promissoras fontes
de inoculantes. E para que esses recursos genéticos possam ser explorados tecnologicamente
no desenvolvimento de inoculantes para acelerar o processo de recuperacdo de 4reas
degradadas, mais estudos precisam ser feitos para avaliar outras propriedades benéficas dessas
estirpes, tais como producio de horménios, atividade enzimatica e atividade antimicrobiana. E
importante ressaltar, que trabalhos como esses também sao importantes para ajudar a desvendar
os recursos genéticos microbianos de solos de ambientes degradados, j4 que a acelerada
degradacdo dos ambientes dridos e semidridos em todo mundo gera perda e/ou diminui¢do de
caracterfistica metabdlicas dos microrganismos do solo. Caracteristicas essas que podem ser

extremamente Uteis em inoculantes para situagdes criticas como a desertificacao.
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