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RESUMO

Em ambientes aridos e semiaridos, os recursos, a vegetacdo e a diversidade de
microrganismos passam por épocas de abundancia variavel. Essas areas vivem um processo
continuo de degradacdo do solo e é nesse contexto que os fungos surgem apresentando
adaptacdes que, além de lhes proporcionar maior taxa de sobrevivéncia, também podem
beneficiar os organismos que estdo ao seu redor. Nesse sentido, este trabalho teve como
objetivo investigar o crescimento de fungos da isolados do bioma Caatinga sob diferentes
condicdes fisico-quimicas para futuramente utilizd-los na produgdo de um consorcio para a
formulagdao de um bioinoculante. Os experimentos realizados neste estudo foram conduzidos
com fungos isolados de amostras de solo coletadas em maio de 2018, em areas da Fazenda
Aroeira, localizada no municipio de Irauguba, no Ceara, Brasil. Sete morfotipos foram
testados, cinco oriundos da amostra de solo da area de exclusdo e os outros dois da area
natural. Para o teste de termotolerancia, as cepas foram incubadas em meio Batata Dextrose
Agar — BDA, nas temperaturas de 15, 30, 35, 40 e 45°C. Para o teste de halotolerancia, meio
BDA foi suplementado com diferentes concentragdes de NaCl (0, 0,9, 2, 4, 8 ¢ 10%). E para
avaliar a tolerancia a pHs, o meio de cultura foi ajustado com NaOH 0,1M e HCI 0,1M para
os valores de pH: 4,0, 5,6, 6,0, 7,0, ¢ 8,0. Todos os morfotipos submetidos ao experimento de
termotolerancia cresceram nas temperaturas de 15, 30 e 35°C, sendo a ultima temperatura a
que as colonias apresentaram areas mais consideraveis, nenhuma cepa apresentou crescimento
nas temperaturas de 40 e 45°C. Os sete fungos utilizados no teste de halotolerancia cresceram
em todas as diferentes porcentagens de NaCl, exceto NIRA 04 que nao apresentou
crescimento na concentragdo de 10%. Os microrganismos apresentaram toleranciafrente todos
os pHs avaliados, todavia, no pH 4 eles apresentaram colonias com as menores areas. Os
resultados mostram a influéncia que as trés variaveis utilizadas neste estudo, temperatura,
salinidade e pH, exercem sobre o crescimento radial de fungos de diferentes amostras de solo
em uma darea suscetivel a desertificacdo na Caatinga. Contudo, mais estudos devem ser
realizados para avaliar a influéncia de outras varidveis no crescimento desses microrganismos,
in vitro, além de testar potencialidades dessas cepas, para selecionar as mais promissoras

como bioinoculante aplicavel na recuperag@o de solos degradados da Caatinga.

Palavras-chave: bioinoculante, fisico-quimica; degradacao do solo; desertificacdo; Irauguba.



ABSTRACT

In arid and semi-arid environments, resources, vegetation and the diversity of microorganisms
go through times of variable abundance. These areas live a continuous process of soil
degradation and it is in this context that fungi appear presenting adaptations that, in addition
to providing them with a higher survival rate, can also benefit the organisms that are around
them. In this sense, this study aimed to investigate the growth of Caatinga’s fungi under
different physicochemical conditions to use them in the future in the production of a
consortium for the formulation of a bioinoculant. The experiments carried out in this study
were conducted with fungi isolated from soil samples collected in may 2018, in areas of the
Aroeira farm, located in the city of Irauguba. Seven morphotypes were tested, five from the
soil sample from the exclusion area and the other two from the natural area. For the
thermotolerance test, the strains were incubated in PDA medium at 15, 30, 35, 40, and 45°C,
for the halotolerance test, PDA + NaCl medium was prepared so that media with the
following salt percentages were used: 0%, 0,9%, 2%, 4%, 8%, and 10%, finally, for the pH
tolerance test, the PDA medium with adjusted pH to the following values was used: 4,0, 5,6,
6,0, 7,0, and 8,0. All morphotypes submitted to the thermotolerance experiment grew at 15,
30, and 35°C, the last temperature at which colonies presented the most considerable areas, no
strain showed growth at temperatures of 40 and 45°C. The seven fungi used in the
halotolerance test, except NIRA 04 which did not show growth at a concentration of 10%,
grew in the six media with different percentages of NaCl. All strains submitted to the pH
tolerance experiment grew at pHs 4,0, 5,6, 6,0, 7,0, and 8,0 , with pH 4 being the one in
which the colonies presented the smallest areas. The results presented show the influence that
the three variables used in this study, temperature, salinity, and pH, have on the radial growth
of fungi from different soil samples in an area susceptible to desertification in the Caatinga.
Finally, more studies must be carried out to evaluate the influence of other variables on the
growth of these microorganisms, in addition to testing the potential properties of these strains,
to select the most promising in the future and use them as a bioinoculant applicable in the

recovery of degraded soils.

Keywords: bioinoculant, physicochemical; soil degradation; desertification; Irauguba.
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1 INTRODUCAO

Conhecido como um dominio morfoclimatico muito desgastado, a Caatinga ¢
considerada o ecossistema brasileiro menos estudado, conhecido cientificamente e
conservado. Esse ambiente apresenta uma imensa variedade de vida e um acentuado grau de
endemismo e ¢ considerado extremamente fragil (ALVES, DE ARAUJO e DO
NASCIMENTO, 2009). Resultados de mudangas naturais e antropicas, a degradacgao da terra
e a sua consequente desertificagdo apresentam consequéncias graves e, por vezes, de dificil
recuperagdo gerando custos sociais, econdmicos € ambientais. (OLIVEIRA SANTANA et al.,
2007).

Em seu trabalho pioneiro na éarea, Vasconcelos Sobrinho (1978) caracterizou
quatro areas que se encontram em alto risco de desertificagcdo, sendo entdo conhecidas como
Nucleos de Desertificagao de Gilbués (PI), de Iraucuba (CE), do Serid6 (PB) e de Cabrobo
(PE). Atualmente, sabe-se que esses quatro nicleos estdo inseridos no que se conhece como
Areas Susceptiveis a Desertificagio do Brasil (ASD) e a Caatinga ¢ considerada um bioma
caracteristico dessas ASD, compreendendo cerca de 62% da sua area. (OLIVEIRA
SANTANA et al., 2007).

O Nucleo de Irauguba encontra-se no noroeste do Estado do Ceard abrangendo
uma area de 4.000 km® incluindo os municipios de Irauguba, Forquilha e Sobral (LANDIN,
SILVA e ALMEIDA, 2011). Esse nucleo apresenta diversos problemas, mas ¢ possivel citar
como principais a degradagao dos solos e do recobrimento vegetal primario, a biodiversidade
empobrecida, o sobrepastoreio, a baixa frequéncia de espécies lenhosas da caatinga e as
paisagens com marcas configuradas da desertificagio (CEARA, 2010)

Em ambientes como esses, onde o solo ¢ privado de nutrientes o carbono e o
nitrogénio, em conjunto com o fésforo e o pH do solo, sdo os principais fatores que podem
determinar o funcionamento desses locais (SINGH e GUPTA, 2018). Guimaraes et al. (2017)
ainda destacaram em seu trabalho que depois do nitrogénio, o fésforo ¢ o elemento que mais
limita o crescimento dos vegetais na maioria dos solos. Outro fator importante quando o
assunto € solo € a sua biota, pois ela ¢ fundamental para a qualidade da terra e reduz os riscos
de degradagdo e desertificagdo por também desempenhar papéis criticos nas fungdes-chave do
ecossistema (LAL, 2015).

Segundo Cardoso e Estrada-Bonilla (2019) atualmente, um dos maiores desafios
quando se fala de terra ¢ desenvolver sistemas sustentaveis que possam se desenvolver com

qualidade e ¢ nesse cenario que surge a necessidade de buscar formas de recuperar ambientes
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danificados, visando minimizar o uso de produtos quimicos como adubos nitrogenados
(FERREIRA et al., 2003; MANFREDINI et al., 2021). Nesse sentido, uma alternativa seria
recuperar o solo utilizando técnicas como a arborizagdo utilizando plantagdes mistas em
associacdo com bioinoculantes. (SINGH e GUPTA, 2018).

Os bioinoculantes referem-se a um produto a base de microrganismos vivos,
capaz de promover o crescimento vegetal de forma direta ou indireta, através de diferentes
mecanismos (REIS, 2007). Eles incluem a producao de hormdnios, melhoramento da nutrigao
da planta, principalmente em relacdo ao nitrogénio e ao foésforo, reducdo dos niveis de etileno
e inducdo sistematica da resisténcia a doencas. (OWEN et al., 2015). Dessa forma, esses
microrganismos podem ser considerados como um grande impulso ecoldgico no controle das
funcdes ecossistémicas (SINGH e GUPTA, 2018). Em complemento, por apresentarem
tamanho dominio sobre tais nutrientes, esses organismos acabam apresentando um grande
impacto na vegetagao em terras aridas, semi-aridas e outros sistemas ecologicos (ARONSON
et al., 1993).

Muitos estudos destacam as Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(BPCP) como os principais microrganismos utilizados para a produ¢dao de bioinoculantes
(CATTELAN, 1999; FERREIRA, JOILSON SILVA et al., 2003; ARAUJO, 2010; SOUSA,
2020) , mas ¢ fundamental destacar também o papel dos Fungos Promotores de Crescimento
de Plantas (FPCP) pouco citados na literatura quando comparados com as bactérias que
executam uma funcdo similar. Hossain et al. (2017), em seu trabalho destacaram que a
associacao entre plantas e FPCP tem se mostrado extremamente benéfica para as plantas e,
por vezes, esses microrganismos mimetizam os mecanismos utilizados pelas bactérias para
propiciar o melhor desenvolvimento do organismo vegetal.

A vegetacao da caatinga ¢ extremamente diversificada, porém de um modo geral a
area da cobertura vegetal original estd em um grande nivel de devastagdo (ALVES, DE
ARAUJO e DO NASCIMENTO, 2009) ¢ a fertilidade dos solos encontra-se muito alterada
(SOUZA, ARTIGAS e LIMA, 2015). Nesse sentido, com a constante degradagdo no bioma
da caatinga, ¢ fundamental o desenvolvimento de estratégias para aperfeicoar a recuperagdo
dessas areas, de modo natural. Logo, é perceptivel que a prospec¢do de fungos com
caracteristicas relevantes para aplicagdo biotecnologica na recuperagio de ambientes
desgastados ¢ uma alternativa para a promoc¢ao do crescimento vegetal de forma natural, sem

alterar o microbioma do solo.
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Tendo em vista o exposto, o objetivo deste trabalho foi investigar o crescimento
de fungos da Caatinga em diferentes condi¢des fisico-quimicas a fim de caracteriza-los para

uma possivel aplicacdo na formulagdo de um consoércio para um bioinoculante.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desertificacao

A Convencdo das Nacdes Unidas de Combate a Desertificacio (UNCCD) em
1994 definiu a desertificagdo como a degradagdo da terra em areas aridas, semiaridas e
subumidas secas como resultado de varios fatores, incluindo mudangas climaticas e atividades
humanas. (ZOON, KUST e ANDREEVA, 2017). Dentre as acdes antropicas € possivel citar o
aumento da agricultura extensiva e intensiva, desmatamento, sobrepastoreio, uso inadequado
da terra, pressoes populacionais principalmente em terras frageis € sujeitas ao uso excessivo
(MBOW et al., 2017).

Thornthwaite (1948) desenvolveu o Indice de Aridez (IA) que é determinado por
dois elementos principais, a precipitagdo e a evapotranspiragdo potencial de referéncia. De
acordo com o IA, quando a razdo entre essas duas variaveis estiver entre 0,05 ¢ 0,20 o clima ¢
considerado arido. Na faixa entre 0,21 e 0,50 o clima ¢ semi-arido e quando estiver entre 0,51
e 0,65 ¢é considerado subumido seco e, finalmente, acima desse valor é subumido umido ou

imido (Tabela 1) (OLIVEIRA SANTANA et al., 2007).

Tabela 1 — Classificacdo da susceptibilidade a desertificagdo, em fungdo do Indice de Aridez

Clima Indice de aridez
Hiperarido <0,05
Arido 0,05 20,20
Semi-arido 0,21 a 0,50
Subumido seco 0,51 a 0,65

Fonte: Thornthwaite (1948).

Ressalta-se que esse indice tem sido muito utilizado para avaliar areas que podem
ser sensiveis ao processo de desertificagdio (DENIZ, TOROS e INCECIK, 2011). As Areas

vulnerdveis ao processo de desertificacdo sdo aquelas nas quais o IA varia entre 0,05 e 0,65,
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essa vulnerabilidade pode ser classificada desde moderada até muito alta (Tabela 2)

(MATALLO, 1999).

Tabela 2 - Classificagdo da susceptibilidade a desertificagdo, em fungdo do indice de Aridez

Indice de aridez Susceptibilidade a desertificacao
0,05a0,20 Muito alta
0,212 0,50 Alta
0,51 a 0,65 Moderada

Fonte: Mattalo (1999).

De acordo com Junior (2001), as regides aridas e semi-aridas espalham-se por
todos os continentes do globo, ocupando 1/3 de toda a superficie da terra e abrigando cerca de
1/6 de toda a populacao. Cientistas consideram que o aumento das areas afetadas pela seca
possui alguma relacdo com o fenomeno El Nifio. Durante os eventos do El Nifio, a seca ¢
endémica na Australia, Indonésia, sudeste da Asia, Nordeste do Brasil, e partes da Africa.
Mas durante o evento La Nifa, as localiza¢des preferenciais de seca mudam para outras partes
do mundo, incluindo a América do Norte e a América do Sul (BRASIL, 2005).

Em ecossistemas aridos e semidridos recursos como agua, nutrientes do proprio
solo, a biomassa vegetal e a diversidade de microrganismos passam por periodos de alta e
baixa abundancia. Os periodos de grande abundancia normalmente sdo desencadeados por
chuvas que podem saturar a demanda de recursos de alguns processos bioldogicos por algum
tempo. (SCHWINNING e SALA, 2004). Ademais, ¢ fundamental ressaltar que a
desertificacdo e a degradagdo da terra ¢ um assunto complexo e que apresenta quatro
componentes: a degradacdo do solo, da vegeta¢do, dos recursos hidricos e, finalmente, a
redu¢do da qualidade de vida da populacdo. Esses elementos pertencem as dareas de

conhecimentos fisico, bioldgicos, hidricos e socioecondmicos. (JUNIOR 2001).
2.1.1 Desertificacao no Brasil
Por muito tempo o conhecimento acerca da tematica desertificagdo foi

considerado precario e precisou ser aprimorado no territorio brasileiro (BRASIL, 2005), Em

2004 foi langcado o Programa de Acdo Nacional de Combate a Desertificacdo e Mitigacdo dos
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Efeitos da Seca (PAN — Brasil) e a partir disso a tematica ganhou certo destaque e agdes do
governo e da sociedade de forma organizada (OLIVEIRA SANTANA et al., 2007).

Oliveira Santana er al. (2007) relatam ainda em seu trabalho que as Areas
Suscetiveis a Desertificacdo (ASD) no Brasil englobam o trépico semi-arido, subimido seco e
areas de entorno, ocupando cerca de 1.340.000km?. Desse total, 180 mil quilometros ja estdao
em estado grave ou muito grave de desertificagdo. As ASD compreendem todos os estados do
Nordeste, o Norte do estado de Minas Gerais € o Noroeste do estado do Espirito Santo (ELOI
etal.,2014).

2.1.2 Desertificacdo no nordeste brasileiro

Sabe-se que as areas mais afetadas pelas secas (anuais ou plurianuais) estdo
localizadas na regido Nordeste, onde se observa a ocorréncia da Zona de Convergéncia
Intertropical (ZCIT). A variabilidade climatica que ocorre através da ZCIT ¢, também,
combinada com fatores que ocasionam o regime pluviométrico da zona da mata e no nordeste
meridional. Isso acaba gerando secas de imensa relevancia como as de 1951, 1958, 1970
(anuais) e a de 1979-1983 (plurianual) (BRASIL, 2010).

No Nordeste, Vasconcelos (1971) realizou os primeiros trabalhos que
apresentaram o conceito de desertificacio como a degradagdo das terras produtivas no
semiarido. Ele foi um dos pioneiros no estudo da desertificagdo no Brasil, dos seus estudos
foram caracterizadas quatro areas com alto risco de desertificagdo, sendo conhecidas como
Nucleos de Desertificacao de Gilbués (PI), de Irauguba (CE), do serido (PB) e de Cabrobo
(PE) (Figura 1) (VASCONCELOQOS, 1978). Ressalta-se que Vasconcelos (2002) afirmava que
o semidrido brasileiro ¢ um deserto em potencial, um deserto em formagdo, em fungao da
ruptura do equilibrio instavel desse ambiente, ruptura esta provocada pelas atividades

antrdpicas.
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Figura 1 - Areas susceptiveis a desertificacdo e nucleos de
desertificacao
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Fonte: Oliveira Santana et al. (2007).

Todos os Nucleos de Desertificagcdo, exceto o de Gilbués (PI) que estd em uma
regido do Piaui onde o bioma presente ¢ o Cerrado, estdo localizados dentro da Caatinga, um
bioma que tem vivido e ainda vive um processo de desertificacdo, ele compreende grande
parte do nordeste do pais e uma pequena porcao do sudeste (FREITAS et al., 2010). Segundo
o IBGE (2004), a Caatinga ocupa uma area aproximada de 10% do territério nacional. Os

tipos de vegetagdo desse ambiente encontram-se bastante alterados, com a substituicdo de
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espécies vegetais nativas por pastagens e agricultura. Além disso, o extrativismo vegetal
indiscriminado, a pecudria extensiva, a agricultura praticada com tecnologias rudimentares
sdo, dentre outros fatores, os principais agentes das transformagdes que prejudicam a
manutengdo de animais silvestres, a qualidade da agua e o equilibrio do clima e do solo.
Ab’Saber (1977) em seu trabalho apontou que todos os fatos pontuais, mas
suficientemente radicais para criar uma degradacao irreversivel nas paisagens semi-aridas sao
processos de desertificagdes parciais ¢ tendem a ser progressivos. Com isso, € possivel
constatar que o uso e ocupacao da terra degradaram e ainda degradam os recursos naturais e a
qualidade ambiental em sua esséncia, uma vez que nao ha compatibilidade entre uso e
ocupagdo com o regime pluviométrico regional e nem com as condigdes dos solos e da

biodiversidade (HAUFF, 2010).

2.2 Niucleo de Desertificacio de Iraucuba

Adentrando ainda mais na Caatinga, destaca-se como foco deste estudo o nucleo
de desertificacdo de Irauguba, este que se situa na regido do sertdo norte do Ceara, a 150 km
ao norte de Fortaleza, tendo como centro a cidade de Irauguba. Este municipio compreende
uma 4rea de, aproximadamente, 1.461km” e populacio humana de 22.347 habitantes
(OLIVEIRA e SALES, 2015). A regido tem a desertificagdo como o principal problema
ambiental, através de consecutivos anos de manejo incorreto do solo esse processo tem sido
acelerado. Considerando isso, Irauguba foi a primeira cidade do pais a criar um plano de agao
municipal de combate a desertificacao (DA SILVA e PACHECO, 2016).

O Nucleo de Irauguba possui clima semiarido com uma curta estagdo chuvosa que
concentra as suas precipitagdes nos meses de marcgo e abril. Essa area apresenta um dos niveis
pluviométricos mais baixos do estado, com uma média anual de 473,8 mm (FUNCEME
2015). Uma das razdes para que isso aconteca € que a area se encontra a sota-vento da Serra
de Uruburetama, sendo uma “sombra de chuva” por conta da interceptagdo da serra e dos
ventos imidos vindos do oceano (DE ARAUJO FILHO e DA SILVA, 2015).

Historicamente, a regido tem na pecudria a mais importante atividade, dentro de
um sistema de transumancia, servindo de estagdo na época das chuvas para os rebanhos
criados na regido litordnea. (OLIVEIRA e SALES, 2015) Isto porque a area do nucleo
apresenta extensas areas recobertas por planossolos, que , segundo De Sousa, Romero e
Ferreira (2015), sdo caracterizados por uma camada superficial arenosa, geralmente de

pequena profundidade, sobreposta a camadas muito argilosas, compactas e de baixa
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permeabilidade e dificil penetragdo pelas raizes, o que limita o crescimento das plantas e
impoe restricdo ao estabelecimento de espécies de maior porte.

Além da pecuaria, outra problematica de Irauguba ¢é a devastagcdo da caatinga para
dar espago as atividades agropastoris ¢ a exploragdo de produtos florestais. O desmatamento
por vezes ¢ utilizado como ferramenta para aumentar a producdo das forrageiras e para
formagdo de novas pastagens, que sdo usadas em condigdes de sobrepastejo e pastejo
continuo (SAMPAIO et al., 2003).

Esses problemas aliados as condi¢des de solo e clima locais, ndo permitem o
desenvolvimento de uma densa vegetagdo de porte arboreo e somente contribuem para uma
degradacao completa da regido. Uma das alternativas para tentar recuperar as terras em
Iraucguba ¢ a formagao de areas de exclusao, através do uso de cercas, fazendo com os animais
nao tenham acesso aos locais cercados. Essa técnica vem sendo considerada uma ferramenta
valida para a recuperacao de areas degradadas, mesmo que esse seja um processo que leva

tempo para acontecer (MEKURIA et al., 2007; LIPPER et al., 2010).

2.3 Ambientes aridos e semi-aridos e a microbiota do solo

As mudangas ambientais degradam diversos habitats, principalmente aqueles que
se encontram em zonas aridas e semidridas, onde o que se encontra ¢ principalmente o clima
severo ¢ a escassez de nutrientes fundamentais desse local. (CARAVACA et al., 2005). As
principais perturbacdes encontradas em solos desgastados incluem a perda da cobertura
vegetal, erosdo, seca, perda de nutrientes, salinizagdo, aumento da concentragdo de metais
pesados, e diminuicao da microbiota (AL-KARAKI, 2013).

A rizosfera ¢ um ambiente fisico, quimico e biologico claramente distinto da
massa do solo (KENNEDY e SMITH, 1995), essa area ¢ definida por Lynch, Brimecombe e
De Leij (2001) como a zona de acdo ou influéncia de uma raiz. A rizosfera ¢ geralmente
considerada uma zona estreita do solo sujeita a influéncia das raizes vivas, onde os exsudatos
das raizes estimulam ou inibem as populagdes microbianas e suas atividades. A
biodiversidade do solo ¢ altamente importante para manter a sua qualidade. Com a crescente
alteracdo desses ambientes pelas mudangas globais e a perda de biodiversidade associada, ha
uma preocupagdo sobre uma perda de organismos que poderiam auxiliar na recuperacdo
desses solos e também de possiveis fontes de bioativos necessarios para prevenir uma série de

doengas, por exemplo. (WALL, NIELSEN e SIX, 2015).
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No trabalho de Oehl (2010), a composi¢do do solo em ambientes estressados foi
relatada com um fator-chave para determinar a composicdo de diversas comunidades de
microrganismos, mas principalmente de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA),
organismos que estdo sendo utilizados para a recuperagdo de solos degradados, uma
estimativa conservadora sugere que os FMA representam 5-10% da biomassa microbiana do
solo global (LANFRANCO e YOUNH, 2012). Além dos FMA, fungos de géneros bastante
conhecidos como Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Piriformospora, Phoma e Trichoderma
também tém se mostrado fundamentais para a recuperagdo de zonas degradadas,
especialmente por fazerem parte do grupo de Fungos promotores de crescimento de plantas
(FPCP), um grupo heterogéneo de fungos ndo patogénicos que estdo associados a plantas e
mediam melhorias no crescimento e saude das plantas (HOSSAIN et al., 2017). No ambiente
semiarido, durante seu periodo seco, a microbiota encontra-se dormente ou em redugdo do
tamanho da populacdo. Em contrapartida, com o aumento da umidade essa comunidade
retorna desse estado (BARNARD, ORBORNE e FIRESTONE, 2013).

As condi¢des extremas encontradas em ambientes semiaridos impdem condigoes
que selecionam certos grupos que apresentam caracteristicas que os tornam capazes de
suportar situagcdes de altas temperaturas, calor e radiacdo solar extrema. Diversos estudos
indicam que a selecdo que ocorre nesses locais, por vezes, filtra o mesmo grupo de
organismos (TAKETANI, KAVAMURA e DOS SANTOS, 2017). Tais condi¢cdes podem
favorecer o crescimento das populacdes de fungos em relagdo as bactérias, devido a presenca
de caracteristicas que privilegiam o primeiro grupo. As principais adaptacdes incluem
esporulacdo para aumentar a taxa de sobrevivéncia (COUSINS et al., 2003) e a associagao
com produtores primarios para maior captacao de nutrientes (GREEN, PORRAS-ALFARRO
e SINSABAUGH, 2008).

A capacidade de aproveitar o potencial das diversas estratégias de sobrevivéncia
dos microrganismos, dando énfase aos fungos e outros organismos que podem formar
associacdes com esses, € converté-las em diferentes tecnologias tem um grande potencial para
a descoberta de novos bioprodutos que podem ser utilizados na agricultura, na industria, nas
ciéncias da satide e principalmente na restauracdo de solos degradados (TAKETANI,
KAVAMURA e DOS SANTOS, 2017).

O estudo de Sharma e Jha (2017) apontam os microrganismos como ferramentas
verdes e reforca o seu papel no aumento da captacdo de nutrientes como na absor¢do de
fosforo, fixagdo de nitrogénio e fala sobre algo novo que ¢ a degradagdo de pesticidas

residuais. Bactérias e fungos atuam como promotores de crescimento e agentes de biocontrole
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(BAREA et al., 2005). A relagdo entre fungos e plantas ¢ um mecanismo fundamental e que
apenas recentemente estd recebendo a devida atengdo, essa interacdao € encontrada em quase
todos os ecossistemas do mundo para melhorar a aptidao das plantas e a qualidade do solo por

meio de processos ecologicos essenciais (SMITH e READ, 2010).

2.4  Fungos e suas adaptacoes ao ambiente arido/semiarido

As populacdes de fungos variam muito de distribuicdo e isso pode ser
influenciado por fatores como composi¢do do solo, plantas presentes no ambiente, condi¢cdes
ambientais e praticas agricolas (MOHAMMAD, HAMAD ¢ MALKAWI, 2003). Trazendo
essa informagdo para solos degradados como os de regides aridas e semiaridas, fungos
micorrizicos € nao micorrizicos precisam esperar por oportunidades, como chuvas, por
exemplo, para se multiplicarem e ocuparem esses ambientes (FERROL et al., 2004).

Da Silva et al. (2014) realizaram um estudo onde foi avaliada a riqueza e a
diversidade de espécies de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) ao longo de um
gradiente de vegetagdo e seus resultados mostraram que esses fungos estdo correlacionados
com atributos do solo e a vegetacdo propriamente dita. Esses dois aspectos afetam a estrutura
da comunidade mesmo em areas proximas geograficamente, ademais também foi mostrado
que FMA ocorrem mais na estagao seca.

Uma das caracteristicas mais citadas como adaptacdo de fungos em ambientes
degradados foi a produgdo de esporos. Estes possibilitam a resiliéncia dos microrganismos em
condicdes extremas, onde pode haver falta de agua, altas temperaturas e altos niveis de
radiacao ultravioleta (TAKETANI, KAVAMURA e¢ DOS SANTOS, 2017). Em relagdo a
isso, Souza et al. (2016), realizaram um estudo no semiarido brasileiro e apontaram como
resultado que os fungos exibem alta esporulagdo durante a esta¢do seca, nesta condi¢do eles
estavam associados com Mimosa tenuiflora evidenciando a importancia da associagdo entre
fungos e plantas, assunto que sera abordado mais a frente.

Os estudos sobre abundancia e distribuicdo de fungos tradicionalmente sdo feitos
por meio da extragdo de esporos do solo e a identificagdo com base na sua morfologia e
ontogénese (ALGUACIL et. al., 2016). Os esporos de fungos sdo grandes e ricos em lipidios,
estes que provavelmente sao utilizados como reserva principalmente em solos aridos e com
baixo contetido de matéria organica (CHAUDHARY et al., 2014).

Um ponto importante a ser destacado ¢ a relagdo dos esporos fingicos com a

salinidade do solo. Bencherif ef al. (2015) mostraram em seu trabalho que em condi¢des de
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estresse salino a esporulagdo ¢ estimulada, sendo isso considerado uma estratégia de
sobrevivéncia dos fungos em solos salinos. Porém a salinidade pode ter efeitos negativos
sobre a germinacdo destes esporos ¢ isso acaba causando uma diminui¢do da colonizacdo de
FMA em algumas plantas. Essa caracteristica do solo também pode interferir no crescimento
das hifas e sua proliferacdo. Em contrapartida, esses mesmos fungos podem aliviar o estresse
salino em plantas (KUMAR et al., 2015). Este artigo ndo deixa claro quais sdao as adaptagdes
necessarias para que os fungos resistam ao ambiente salino. Apenas indica de forma sucinta
que o alivio do estresse salino em plantas estd relacionado com a melhoria de processos
fisiologicos desses organismos vegetais.

Os fungos também podem desenvolver mecanismos de adaptacdo que envolve a
alteracdo de caracteristicas fisico-quimicas do solo, o potencial hidrogenionico (pH) foi o
fator mais citado nos estudos com essa tematica. FMA modificam o pH da rizosfera de modo
que isso acaba alterando a disponibilidades de alguns nutrientes de interesse que nao foram
evidenciados (GIRI, KAPOOR e MUKERIJI, 2005; ALGUACIL et al., 2016). Além disso,
fungos também podem apresentar preferéncia por certos nutrientes presentes no solo
dependendo da sua disponibilidade, Rodriguez-Caballero et al. (2017) observaram que os
FMA estavam dando preferéncia pela obtencdo da amonia ao invés de nitrato como fonte de
nitrogénio.

Outras adaptacgdes citadas, porém com baixa frequéncia foram a presencga de pigmentos
em fungos como fator de protecdo contra radiacdo e altas temperaturas (BEZERRA,
AZEVEDO e SOUZA-MOTTA, 2017), a expressao e regulagdo apenas de genes necessarios
para a sobrevivéncia (SOUSSI er al., 2016) e, finalmente, a formagdo de biocrostas para
obtenc¢do de nutrientes produzidos por produtores primarios (GREEN, PORRAS-ALFARRO
e SINSABAUGH, 2008; MARUSENKO, HUBER ¢ HALL, 2013).

2.5 Interacdes ecologicas

Quando se fala sobre as relacdes desenvolvidas por fungos na natureza os
destaques sdo os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA). Os principais grupos de
microrganismos que interagem com fungos micorrizicos no ambiente da rizosfera sdo os
saprofitos e simbiontes. Ambos compreendem bactérias prejudiciais, neutras e benéficas aos
fungos (BAREA, AZCON e AZCON-AGUILAR, 2002).

Quando se refere a bactérias benéficas e relagcao ecologica positiva ¢ destacavel o

papel dos fungos e das Bactérias Auxiliares de Micorrizas, elas atuam estimulando o
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crescimento dos micélios fungicos, pois essas bactérias aumentam a taxa de exsudato
radicular, isso estimula os micélios e facilitam a penetragdo do fungo na raiz das plantas
(BAREA et al., 2005). Yadav e Tarafdar (2011) destacaram em seu trabalho que a maior
exsuda¢ao radicular na rizosfera em conjunto com o maior acimulo microbiano resultou em
maior atividade enzimatica no solo. Outra interacdo benéfica ¢ a associa¢do de fungos com
Rhizobactérias Promotoras de crescimento de plantas (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria - PGPR) esse conjunto auxilia na melhoria no estado da dgua no solo, pois a
inoculacdo de FMA e PGPR podem modular as aquaporinas e o condicionamento hidraulico
da raiz das plantas colonizadas. Essa modulacdo pode tanto estimular quanto inibir as
aquaporinas (AZCON et al., 2013).

Interacdes com organismos adaptados a situagdes extremas também sdo citadas na
literatura. Bencherif et al. (2015) sugerem em seu estudo que uma associacdo entre
Pseudomonas spp. € Fungos Micorrizicos Abusculares (FMA) pode promover o crescimento
de culturas em solos salinos, uma vez que a maioria das espécies bacterianas que toleram o
solo salino pertencem ao grupo das bactérias Gram-negativas, especialmente ao género
Pseudomonas.

Finalizando as interagdes entre fungos e bactérias ¢ importante destacar que
muitos ambientes degradados do semiarido sofrem com o acumulo de metais pesados em seus
solos. Acerca disso, alguns escritores descrevem mecanismos pelos quais FMA em associagado
com Bactérias Resistentes a Metais podem reduzir a disponibilidade desses metais no solo,
beneficiando a rizosfera. Azcon et al. (2013) citam como mecanismos a imobilizagdo por
subquelacdo, ligacdo de metais a biopolimeros como a glomalina e a quitina presentes na
parede celular dos microrganismos, confinamento de metais nos vacuolos e a produgdo de
sider6foros. Alguns desses mecanismos serdo novamente abordados no proximo topico.

Apenas um estudo apresentou uma associagdo entre fungos e virus. Bezerra,
Azevedo e Souza-Motta (2017) abordaram brevemente a simbiose entre um virus, o endéfito
Curvularia protuberata e o capim Dichanthelium lanuginosum e relataram que essa
combinacdo contribuiu para a sobrevivéncia da planta no calor. Fungos pertencentes aos
géneros Fusarium e Penicillium também foram relatados como associados com alguns virus.

Além da interacdo com outros microrganismos os fungos também interagem com
as plantas. Os FMA sdo simbiontes obrigatorios, logo eles ndo completam o seu ciclo de vida
sem colonizar uma planta hospedeira. Esses microrganismos formam um micélio ao redor das
raizes das plantas que serve como uma ponte entre a raiz e o micro-habitat do solo ao seu

redor. (AL-KARAKI, 2013).
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A formacdo de micorrizas ¢ fundamental, pois auxilia na melhoria do estado
nutricional das plantas por captar, através da difusdo, nutrientes com baixa mobilidade ou que
estdo presentes em baixa concentracdo no solo. (BAREA er al., 2011), essa associagdo
também ocasiona mudangas fisiologicas nos organismos vegetais como o aumento da troca de
dioxido de carbono (KUMAR er al. 2015). Ademais o efeito sinérgico da relagdo com entre
fungos ¢ essencial para a supressdo de patdogenos em plantas (RODRIGUEZ-CABALLERO
etal.,2017).

Espécies dos géneros, Archaeospora, Acaulospora, Glomos, Gigaspora e
Scutellospora frequentemente formam simbiose com espécies de plantas. Organismos
vegetais fornecem aos FMA produtos resultantes da fotossintese, fazendo com que eles
cres¢am e sejam mantidos na rizosfera, enquanto isso FMA fornece nutrientes minerais como
fosforo e nitrogénio para as plantas. (SOUZA et al., 2016). Essa simbiose influencia o ciclo
dos nutrientes do solo, entre eles as formas i0nicas em baixas concentragdes de amonia, zinco,
cobre e principalmente de fosfato (BAREA et al., 2005).

Quando se fala sobre a formac¢ao de micorrizas o principal topico encontrado na
literatura ¢ a influéncia dessa associacao em relagao ao Ciclo do Nitrogénio. Este nutriente,
por ser um constituinte dos acidos nucléicos e de proteinas, moléculas fundamentais para
todos os processos biologicos ¢ o componente requerido em maior quantidade pelas plantas.
Convencionalmente o ciclo desse nutriente ¢ controlado por bactérias conhecidas como
fixadoras de nitrogénio ou diazotréficas (HUNGRIA, CAMPO e MENDES, 2007).
Recentemente, com o desenvolvimento de novas técnicas moleculares, foi possivel identificar
novas transformagdes do nitrogénio e destacar o papel de outros grupos de microrganismos,
como fungos, no ciclo desse elemento (MARUSENKO, HUBER e HALL, 2013). A interagao
através da formacao de micorrizas melhora a nodulagdo e a fixacao de nitrogénio, além disso,
elas realizam uma estimulag¢do generalizada de nutricdo do hospedeiro. Ademais ela melhora
a nodulacdo e a fixagdo de nitrogénio em baixos niveis de 4gua e compensa o efeito negativo
da salinidade na nodulagdo e fixa¢do de nitrogénio (BAREA et al., 2005).

O aumento da tolerdncia das plantas a seca, salinidade e estresse devido ao
acumulo de metais pesados, além de estar relacionado com a nutri¢do pode também ocorrer
através de mudancas hormonais (SHARMA e JHA, 2017). Fungos podem induzir as plantas a
tolerar ao calor ao produzirem substancias dentro do tecido vegetal, substancias essas que
podem funcionar como eliminadores de espécies reativas de oxigénio e moléculas de
sinalizagdo que promovem o crescimento das plantas e aumentam a sua tolerdncia a

temperaturas altas (ALI et al., 2018).
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2.6 Potenciais biotecnologicos

Processos de degradagdo sdo acompanhados ou precedidos de perda de
propriedades fisico-quimicas ¢ bioldgicas do solo, a sua estrutura ¢ comprometida, a
disponibilidade dos nutrientes do solo diminui, assim como a matéria organica e a atividade
microbiana (BAREA et al., 2005). Na década de 1980, cresceu o interesse pela restauragao
dos ecossistemas e resultou no desenvolvimento de um campo ecolégico denominado
Ecologia de restauracdo. Esta area de conhecimento pode ser definida como o estudo
cientifico que apoia a pratica da restauracdo ecoldgica por meio da renovagdo e restauracao de
ecossistemas degradados, danificados ou destruidos no meio ambiente por intervengao
humana ativa (SHARMA e JHA, 2017).

Os principais organismos envolvidos na biorremediagdo através da
fitorremediagdo, técnica que tem como base o uso de plantas para a remediagao do solo, sdo
os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA). Como ja foi falado no topico anterior, a
simbiose entre fungos e plantas permite que o0s organismos vegetais se tornem mais
resistentes aos diversos estresses presentes em solos degradados, isso possibilita o sucesso
desenvolvimento da planta e sua estabilizagdo nesses ambientes (BAREA et al., 2005). Um
aspecto importante apontado por Alguacil ef al. (2011) ¢ que a selecao de espécies vegetais
capazes de promover a diversidade de fungos na sua rizosfera ¢ um ponto importante na
restauracdo de ambientes semiaridos, uma vez que a espécie hospedeira apresenta influéncia
sobre as comunidades ao seu redor.

Diversos estudos apresentaram a problematica acerca da agregacao do solo ¢ da
prevencdo da erosdao no contexto de restauragdo de terras perturbada. A Glomalina foi a
substancia citada como fundamental para a resolucdo desses problemas, ela ¢ uma
glicoproteina produzida por FMA e por conta da sua natureza hidrofobica acaba atuando
como uma cola, participando assim da estabilizagdo de agregados do solo (CARAVACA et
al., 2003; BAREA et al, 2005). Mucilagens, polissacarideos e outros compostos
extracelulares tem menos importancia nesse processo (RILLING e MUMMEY, 2006). Além
da sua importancia na melhoria da agrega¢do do solo, a glomalina também possui a
propriedade de ligar metais pesados (NADEEM et al., 2014) e pode estar responsavel pela
presenca de 30-60% do carbono presente em solos nao perturbados (AL-KARAKI, 2013).

Produtos como Bioinoculantes, ja definidos anteriormente, também tém se
mostrado fundamentais para a recuperagao de terras desgastadas, pois o seu uso generalizado

para o processo de remediacdo mostra muito potencial para a redug¢do de poluentes toxicos
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(CHAUDHARY e SHUKLA, 2019). Esses insumos podem conter tanto linhagens
individuais, quanto consércio de microrganismos conhecidos, ¢ importante destacar que
in6culos compostos por uma mistura de microrganismos t€ém se mostrado mais flexiveis e
produtivos dentro de ambientes com caracteristicas varidveis (OWEN et. al., 2015). E nesse
contexto que os FPCP surgem com a sua capacidade de proporcionar uma melhora
significativa na germinacdo, no vigor de plantulas, na producdo de biomassa, no
desenvolvimento de pelos radiculares, na eficiéncia fotossintética e na floracdo, ademais,
algumas cepas tém a capacidade de melhorar a composi¢ao bioquimica da planta (Figura 2).

Sabe-se agora que o FPCP também pode controlar numerosos patdgenos foliares e radiculares

(HOSSAIN et al., 2017).

Figura 2 - Impacto de Fungos Promotores de Crescimento em Plantas
(FPCP) na promogao de crescimento de plantas e supressdo de doengas
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Fonte: Adaptado de Hossain et al. (2017).

Nesse sentido, producdo de inoculantes de baixo custo com micro-organismos
promotores de crescimento de plantas ¢ uma alternativa para diminuir o0s riscos
ambientais causados pela utilizacdo inadequada, e as vezes excessiva, de insumos e

agrotoxicos (CHAGAS et al., 2017). Recentemente, pesquisas empregando métodos
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moleculares revelaram que ndo apenas os géneros Aspergillus e Penicillium, mas também as
cepas de Mortierella sdo os fungos filamentosos mais abundantes nos solos de todo o mundo
(SMIT et al., 1999; GRZADZIEL e GALAZKA, 2019; QIAO et al., 2019).

Apds tudo o que foi exposto € possivel destacar que uso da tecnologia de um
biofertilizante a base de fungos pode ser uma forma interessante para o manejo da flora nativa
e restauracao de habitat naturais com insumos quimicos minimos (BENCHERIF et al., 2015).

Alguns estudos tém mostrado a capacidade biotecnologica de enddfitos de areas
secas brasileiras para a produc¢dao de biomoléculas de interesse industrial, como agentes
antibacterianos e enzimas. Pele er al. (2018) evidenciaram em seu trabalho de forma sucinta
alguns estudos que visavam explorar o potencial biotecnologico do género Rhizopus, foi
demonstrado que espécies deste género sdo capazes de produzir diferentes tipos de compostos
de enorme importancia industrial como enzimas, 4cidos organicos, quitina e quitosana,
incluindo biossurfactante. Fungos endofiticos podem se tornar um novo e importante recurso
para a degradacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, uma classe toxica de poluentes
ambientais (BEZERRA et al. 2012).

A L-asparaginase ¢ uma enzima amplamente utilizada no tratamento do cancer, ¢
¢ conhecida como um biofarmaco antileucémico (ALI et al., 2018). Essa substancia pode ser
produzida por bactérias, mas quando produzida por fungos apresenta menos efeitos colaterais
nos pacientes. Na caatinga 0s microrganismos pertencentes aos géneros, Aspergillus
Fusarium e Penicillium foram os mais indicados para a produ¢ao dessa enzima (BEZERRA,
AZEVEDO ¢ SOUZA-MOTTA, 2017; PADUA et al., 2018). Outro composto de grande
importancia na medicina ¢ o anticancer Taxol, relatou-se que essa substancia pode ser
produzida por fungos endofiticos isolados de uma planta medicinal nos Estados Unidos
(BEZERRA, AZEVEDO e SOUZA-MOTTA, 2017; ALI et al., 2018).

Na area industria, a Tanase ¢ uma enzima de ampla utilizagdo na produgao de
bebidas, cosméticos e nas industrias farmacéuticas e quimicas, ela pode ser produzida por
microrganismos dos géneros Aspergillus e Penicillium (CRUZ et al., 2013). Além do seu uso
industrial a sua producdo pode ser considerada parte de um mecanismo antipatdgenos, uma
vez que os taninos sdo parte do sistema de defesa vegetal (PINTO et al., 2005).

Outras enzimas importantes produzidas por Fungos, com destaque aos
pertencentes aos géneros, Aspergillus e Penicillium sdo as pectinases, celulases, xilanases,
proteases e enzimas pectinoliticas (BEZERRA et al., 2012; SILVA, COEL e SILVA, 2015;
BEZERRA, AZEVEDO e SOUZA-MOTTA, 2017; ALI et al., 2018).

3 OBJETIVO
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3.1 Objetivo Geral

Investigar o crescimento de fungos da Caatinga em diferentes condigdes fisico-
quimicas a fim de caracteriza-los para uma possivel aplicacdo na formulagdo de um consoéreio

para um bioinoculante

3.2  Objetivos especificos
e Verificar a capacidade de crescimento dos fungos em diferentes temperaturas;
e Verificar a capacidade de crescimento dos fungos em um gradiente com diferentes
concentragoes de sal;
e Verificar a capacidade de crescimento dos fungos em um gradiente com diferentes

pHs.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Microrganismos utilizados no estudo

O estudo foi conduzido com fungos isolados a partir de amostras de solos
coletados em maio de 2018, em areas da fazenda Aroeira, localizada na cidade de Irauguba,
Ceara, Brasil (3.7476° S, 39.7827° O). Sete diferentes estirpes de fungos foram selecionadas
com base nos resultados dos testes de solubilizagdo de fosfato e de producao de sideroforos
apresentados por Costa (2021). Cinco morfotipos sdo pertencentes a colecdo EIRA
(prospectados de amostras de solo da area de exclusdao) sendo eles: EIRA 01, EIRA 02, EIRA
03, EIRA 05 e EIRA 06 e os outros dois morfotipos sao da colecdo NIRA (isolados de
amostras de solo da area natural), NIRA 02 e NIRA 04. Todos estes microrganismos estao
depositados na colecdo de culturas do Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
(LEMBIOTECH).

Os isolados estdo preservados através do método de Castellani (1967), no qual
discos de 6 mm de didmetro da cultura pura sdao acondicionados em tubos contendo agua
destilada estéril. Esta técnica ¢ considerada uma forma simples e com bons resultados para

sua utilizagdo no armazenamento de micro-organismos (SILVA et al., 2019).

4.2  Reativacao dos microrganismos

Diretamente dos tubos onde cada fungo estd preservado foram retirados discos
com 6 mm de diametro dos isolados EIRA 01, EIRA 02, EIRA 03, EIRA 05 EIRA 06, NIRA
02 e NIRA 04, esses discos foram colocados no centro de placas de Petri estéreis contendo o
meio BDA (Batata dextrose 4gar — HIMEDIA - pH 5,6) esterilizado a 121 °C, 1 ATM, por 15
minutos, com o auxilio de algas estéreis e foram incubados por sete dias em temperatura

ambiente (28 = 2°C).

4.3 Ensaio de termotolerancia

O cultivo dos microrganismos se deu utilizando a técnica de repique pontual
(ALMEIDA, 2019) com agulha estéril com 1 mm de didmetro, os fungos foram semeados no
centro de placas de Petri contendo o mesmo meio de cultura citado no topico 4.2. Essas

placas foram incubadas a 15, 30, 35, 40 e 45°C, durante sete dias. Ressalta-se que esse
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experimento foi realizado em duplicata, logo em cada temperatura cada morfotipo teve duas

placas sendo submetidas ao teste.

4.4 Ensaio de halotolerancia

Para o teste de halotolerancia o meio BDA foi preparado contendo diferentes
porcentagens de NaCl: 0.9%; 2%; 4%; 8%; e 10%, esterilizado a esterilizado a 121 °C, 1
ATM, por 15 minutos, e disposto em placas de Petri estéreis . O crescimento controle foi
realizado nas mesmas condi¢gdes, na auséncia de NaCl. As placas foram incubadas em

temperatura ambiente (28 + 2°C) por sete dias. Os ensaios foram conduzidos em duplicata.

4.5  Ensaio de tolerancia ao pH

A tolerancia fingica a diferentes pHs foi testada em placas de Petri contendo
meio BDA esterilizado a 121 °C, 1 ATM, por 15 minutos. Foram testados os pHs: 4,0, 5,6,
6,0, 7,0 e 8,0. O ajuste foi realizado por adigao de HCI 0,1M para acidificar os meios ¢ NaOH
0,1M para obter pHs alcalinos. As placas foram incubadas em temperatura ambiente (28 =+

2°C) durante sete dias. Os testes foram conduzidos em duplicata.

4.6 Analise de crescimento

As analises do crescimento fungico foram realizadas utilizando o software
Imagel, para isso, apos o periodo de incubagdo as placas foram escaneadas e a area das
colonias foi mensurada. Foi calculada a area média de cada fungo oriundos dos testes de
termotolerancia, halotolerancia e tolerancia ao pH. Também foi calculada a média de

. . . ~ ~ 2
crescimento total de cada morfotipo e o desvio padrao, todos esses valores estdo em mm-”.

S RESULTADOS

Todos os morfotipos submetidos ao experimento de termotolerancia cresceram a
15, a 30 ¢ a 35°C, todavia, em 35 °C foi observado o maior crescimento das colonias.
Nenhuma estirpe apresentou crescimento nas temperaturas de 40 e 45°C como € possivel

observar na Tabela 3 e no Grafico 1.
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EIRA 01 foi o morfotipo que apresentou melhor crescimento a 15°C, enquanto
NIRA 04 foi o que cresceu menos nesta temperatura. Na temperatura 30°C, a cepa NIRA 02
demonstrou melhor crescimento, seguido da EIRA 05, em contraponto EIRA 03 foi o que
menos se beneficiou com essa temperatura. Por fim, a temperatura de 35 °C foi a mais
benéfica em relacdo ao crescimento das colonias fingicas como ¢é possivel observar na Tabela
1 e no Grafico 1, sendo NIRA 02 o morfotipo que apresentou a maior area de crescimento,
seguido de EIRA 01 e EIRA 05.

Analisando o desvio padrao das areas médias obtidas, EIRA 03 foi o que obteve o

menor desvio padrdo, enquanto NIRA 02 apresentou o maior.

Tabela 3 - Area das coldnias fingicas (em mm®) submetidas ao teste de termotolerancia

Morfotipos 15°C 30°C 35°C 40°C 45°C
EIRA 01 548,21 614,85 4127 0 0
EIRA 02 109,55 626,40 3139,85 0 0
EIRA 03 49,95 169,65 987,85 0 0
EIRA 05 182,90 892,20 4109,05 0 0
EIRA 06 185,65 588,05 3379,05 0 0
NIRA 02 225,45 959,20 5132,55 0 0
NIRA 04 22,50 355,70 1577,05 0 0

Fonte: Elaborado pela autora.
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Grafico 1 — Perfil de desenvolvimento das colonias fangicas (em mm?)
submetidas ao teste de termotolerancia
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Fonte: Elaborado pela autora.

Todos os fungos utilizados no teste de halotolerancia, cresceram nos seis meios
com diferentes porcentagens de NaCl (cloreto de sddio), como ¢ apresentado na Tabela 4 e no
Grafico 2, com exce¢do de NIRA 04 que ndo apresentou crescimento na concentragdo de
10%. E importante destacar que na concentracio de 10% de NaCl, todos os morfotipos se
desenvolveram menos em relagdo as as demais concentracdes do sal testadas. EIRA 01 foia
unica estirpe que apresentou melhor crescimento no meio com 4% de NaCl e NIRA 04 foi o
unico que teve crescimento maximo no controle (meio BDA sem sal). Os fungos EIRA 02 e
EIRA 03 apresentaram uma maior area de desenvolvimento no meio com concentracao de

0,9% de sal, enquanto EIRA 05, EIRA 06 e NIRA 02 cresceram mais em 2% de NaClL
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Tabela 4 - Areas das colonias fungicas (em mm?) submetidas ao teste de halotolerancia

Morfotipos 0% 0,9 % 2% 4% 8% 10%
EIRA 01 2575,14  6121,71 6234,85 6463,575 6381,9 1077,75
EIRA 02 2025,795 5650,018  5544,175 5239,32 4235,74 818,3195
EIRA 03 510,715 2313,105 1911,42 1254,225 879,71 367,985
EIRA 05 2527,052  5042,14 5357,19  4722,955 1843,93 666,46
EIRA 06 1450,465 4610,74 4928,1 4560,23 2056,51 815,325
NIRA 02 2523,34  5230,58 5379,355  5013,685 1891,06 809,405
NIRA 04 1445,79  1230,21 683,31 309,13 12 0

Fonte: Elaborado pela autora.

Grafico 2 - Perfil de desenvolvimento das colénias fingicas (em mm?®)
submetidas ao teste de halotolerancia
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Fonte: Elaborado pela autora.

Todos os morfotipos submetidos ao experimento de tolerancia ao pH cresceram
nos pHs 4, 5,6, 6, 7 ¢ 8 sendo no pH 4 o que as colonias apresentaram as menores areas de
desenvolvimento. Observando a Tabela 5 e o Grafico 3 ¢ possivel perceber que EIRA 01 e
EIRA 05 foram os morfotipos que apresentaram melhor crescimento no pH 8, enquanto EIRA
02, EIRA 06 e NIRA 02 exibiram o mesmo resultado no pH 7. O fungo EIRA 03 se
desenvolvel de forma mais eficiente no pH 6, € o NIRA 04 foi o inico que teve melhor
crescimento no pH 5,6, sendo esse o pH recomendado para uso pelo fabricante do meio de
cultura BDA — HIMEDIA. E importante ressaltar que EIRA 05 ¢ NIRA 02 apresentaram
crescimento no meio com pH 4 porém ndo foi possivel mensurar a drea desses

microrganismos por conta do crescimento em varios locais da placa. O mesmo ocorreu com
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EIRA 06 no pH 6, por esta razdo na Tabela 3 aparece o simbolo +, indicando que houve

crescimento nos pHs indicados e no Grafico 3 esses dados aparecem zerados.

Tabela 5 - Areas das colonias fungicas (em mm®”) submetidas ao teste de tolerancia ao pH

Morfotipos pH 4,0 pH 5,6 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0
EIRA 01 1354,51 2395,50 2602,39 2865,30 3813,21
EIRA 02 1302,10 2151,98 2264,46 2868,41 2832,63
EIRA 03 325,80 589,32 881,01 757,43 795,62
EIRA 05 + 3950,78 1130,71 499381 5209,18
EIRA 06 788,65 1368,66 + 1865,37 1517,08
NIRA 02 + 2111,41 2436,39 4179,865 2957,52
NIRA 04 719,00 1003,23 822,17 989,795 962,63

Fonte: Elaborado pela autora.

Area da coldnia fungica (mm?)

Grafico 3 - Perfil de desenvolvimento das colonias fungicas submetidas

ao teste de tolerancia ao pH
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Fonte: Elaborado pela autora.

6 DISCUSSAO
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NIRA 04

O fato de que os microrganismos submetidos ao teste cresceram nas temperaturas

de 15, 30 e 35°C, porém ndo nas de 40 e 45°C indica que eles sdo fungos mesofilos, e

possuem o seu ponto Otimo em temperaturas medianas. Os mesofilos sdio amplamente

distribuidos na natureza e sdao os mais comumente estudados. Eles sdo encontrados em
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animais de sangue quente, assim como em ambientes terrestres e aquaticos de latitudes
temperadas e tropicais (MADIGAN et al., 2016).

Costa (2020) realizou um teste de termotolerancia semelhante ao descrito nesse
trabalho, no qual a autora submeteu 21 fungos ao ensaio, eles eram provenientes de diferentes
localidades e amostras, incluindo amostras de solo. Foi relatado que 19 dos morfotipos
apresentaram crescimento a 30°C. Enquanto a 35 °C, apenas 11 estirpes cresceram, e 10 delas
demonstraram estar na sua temperatura 6tima. No estudo 5 morfotipos foram tolerantes a 40
°C, e nenhum a 45 °C.

Outro trabalho interessante sobre termotolerancia foi o realizado por Sterflinger
(1998) com microrganismos do solo de superficies rochosas, € o estudo destacou que esse
ambiente proporciona condi¢des de vida incomum para esses organismos. Nesse estudo 16
fungos isolados tiveram seu crescimento avaliado nas seguintes temperaturas: 18,5, 27, 32 e
37°C. Como resultado, 15 estirpes tiveram como temperatura 6tima 18,5°C, dos 16 fungos 7
morfotipos tiveram como temperatura maxima de crescimento 32°C, enquanto os outros 9
fungos cresceram melhor a 27°C e nenhum dos fungos foi capaz de crescer a 37°C.

A pesquisa de Barcenas-Moreno et al. (2009), onde os ensaios se deram com
microrganismo do solo, apresentou também uma resposta das comunidades fungicas do solo
semelhante ao que tem sido mostrado nesse estudo quando se fala de temperatura. O grupo de
organismos que os pesquisadores submeteram ao teste de termotolerancia tiveram suas taxas
de crescimento decaindo com o aumento da temperatura, ndo apresentando crescimento
significativo em 45°C e acima.

Ambientes como este apresentam como caracteristicas temperaturas extremas,
mudancas rapidas na atividade da agua e alta radiagdo UV, por conta desses fatores esses
espacos sdo frequentemente considerados extremos, em semelhanga com o solo de areas
aridas e semiaridas (STERFLINGER, 1998).

Tracar esse paralelo entre diferentes estudos torna possivel perceber que as
mudancas climaticas globais t€ém impactos potenciais sobre a estrutura e funcionamento dos
solos através da modificacdo da atividade de fungos que desempenham papéis centrais nesse
ambiente (OSONO, 2007). Nesse sentido, considerando as mudancas de temperatura globais,
ressalta-se que hd pouco conhecimento sobre a extensdo em que a microbiota do solo se
adapta as mudancas deste fator, porém € notorio que resposta da comunidade microbiana do
solo mudara se a temperatura for alterada (BARCENAS-MORENO et al., 2009). Por fim,

segundo Inskeep et al. (2007) extensas pesquisas mostraram que as comunidades microbianas
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sob circunstdncias anormais sdo significativamente diferentes da microbiota de outros
ambientes que ndo apresentam nenhum estresse.

Além da temperatura, na natureza, os efeitos osmoéticos sdo importantes,
principalmente em habitats com altas concentragdes de sal. Sabe-se que o crescimento de
organismos halofilos requer uma determinada quantidade de NaCl, porém o valor 6timo varia
conforme o organismo e seu habitat dependentes. J4 os organismos halotolerantes podem
tolerar algum grau de solutos dissolvidos, mas crescem melhor na auséncia do soluto
adicionado (MADIGAN et al., 2016).

Atualmente, a salinidade ¢ um dos problemas mais prevalentes nos solos de
regides aridas e semidridas do mundo, afetando aproximadamente 1 bilhdo de hectares de
terra (LATEF e CHAOXING, 2011). Além de ter efeitos deletérios sobre as propriedades
fisico-quimicas do solo e seus processos microbiologicos, o aumento da salinidade também
afeta seriamente o crescimento e a produtividade das plantas (KUMAR et al., 2015). Em
particular, a alta concentragdo de sal no solo tem se mostrado como um importante na
regulacdo da composicdo e diversidade bacteriana em muitos habitats diferentes
(BERNHARD et al., 2005; LOZUPONE e KNIGHT, 2007) e, portanto, um gradiente de
salinidade provavelmente influenciara a diversidade fingica (MOHAMED e MARTINY,
2011).

De Azevedo Santiago (2004) realizou em sua dissertagdo um experimento de
halotolerancia que se deu em meio de cultura contendo 0, 2, 4, 6 e 8% de NaCl. O morfotipo
utilizado no estudo foi retirado de sedimentos de manguezal e ele apresentou crescimento
maximo no meio controle (0% NaCl) e no meio contendo 2% de NaCl, a partir da
concentragdo de 4% foi perceptivel uma diminuicdo no crescimento, sendo que na
concentragdo de 8% de NacCl foi registrado o menor crescimento radial.

Gonzalez Martinez (2019) realizou um experimento similar ao realizado nesse
estudo, a cepa de interesse foi submetida ao teste de halotolerancia e as concentracdes de
NaCl utilizadas no teste foram 0, 4, 15 e 25%. O microrganismo do estudo ndo apresentou
crescimento em meio sem NaCl. A colonia apresentou crescimento 6timo com NaCl 15% e a
4% NaCl a coldnia apresentou metade do crescimento apresentado a 15%. A 25% de NaCl a
colonia apresentou crescimento lento e s6 obteve um tamanho similar ao da col6nia que
cresceu a 15% com o dobro do tempo de teste.

Microrganismos que suportam altas concentracdes de sal sdo importantes por
apresentarem uma ampla gama de adaptagdes que permitem suportar a salinidade, estas

podem ser tanto morfologicas como bioquimicas (TASTER e DAVENPORT, 2003). As
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adaptacdes mais recorrentes sdo a presenca de compartimentos de hifas espessos e curtos e
granulos miceliais longos que ajudam a minimizar o contato com o sal. Esses microrganismos
podem, também, produzir polissacarideos extracelulares muito pronunciados e pode ser
observado também um aumento na espessura da parede celular (GONZALEZ MARTINEZ,
2019).

Em relagdo ao pH ¢ elementar relembrar que a acidez ou alcalinidade de uma
solugdo ¢ expressa por seu pH (poténcia hidrogenidnico) em uma escala em que a
neutralidade corresponde a pH 7. Em analogia as faixas de temperatura, cada microrganismo
possui uma faixa de pH, geralmente entre 2 e 3 unidades de pH, dentro da qual o crescimento
¢ possivel. Além disso, cada organismo exibe um pH 6timo bem definido, onde ocorre melhor
crescimento. A maioria dos ambientes naturais apresenta valores de pH entre 3 ¢ 9, e os
organismos cujos valores 0timos situam-se nessa faixa sao os mais comuns. Os organismos
que apresentam um crescimento 6timo em um valor de pH na faixa do termo circum-neutro
(pH 5,5-7,9) sao chamados de neutréfilos (MADIGAN et al., 2016).

Gock et al., (2003) realizaram um estudo com sete fungos xerofilicos de
importancia, estes que foram cultivados em uma faixa de pH assim como nesse trabalho. Os
valores finais de pH do meio utilizados no experimento foram 4,5, 5.5, 6,5 ¢ 7,5. Dos sete
morfotipos, dois cresceram melhor no pH 4,5, outros dois em pH 5,5 e mais outros dois em
pH 6,5, enquanto apenas um apresentou bom crescimento em pH 7,5. Outro trabalho com a
mesma tematica foi realizado por Silva-Junior e Pereira (2007). Dezoito morfotipos de fungos
retirados de solo contaminado por metais pesados foram submetidos ao teste de tolerancia ao
pH. Os pHs utilizados no meio de cultura foram 6, 7, 8 ¢ 9. De uma maneira geral, os fungos
em estudo apresentaram aumento significativo no crescimento em meio com pH 9,0.

Muitos fungos e bactérias crescem melhor em pH 5 ou inferior, ao passo que um
nimero mais restrito cresce melhor em pH 3. Um niimero ainda mais restrito cresce melhor
em pH 2, e aqueles com um pH 6timo abaixo de 1 sdo extremamente raros (MADIGAN et al.,
2016). Estudos classicos sobre a tolerancia acida de fungos (STARKEY e WAKSMAN 1943,
SIGLER e CARMICHAEL 1974, LANGWORTHY, 1978) apoiam a visdo geral de que as
condigdes acidas do solo melhoram o desenvolvimento e a atividade dos fungos do solo em
relacdo as bactérias desse ambiente (ORTEGA, 2004).

Assim como a temperatura e a salinidade, o pH do solo tem se mostrado um dos
fatores ambientais mais determinantes para a composi¢do da comunidade microbiana
(KAMBLE, 2014). Nos fungos, varios mecanismos evoluiram para garantir que a célula

detecte e responda a mudancas extracelulares repentinas de maneira eficiente. A adaptacdo do
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pH € necessaria para a sobrevivéncia e proliferacdo de fungos em uma vasta gama de
interagdes  fungo-hospedeiro-patogeno (BIGNELL, 2012). Muitos microrganismos,
particularmente se forem capazes de crescer em uma ampla faixa de pH, adaptam a expressao
génica ao pH de seu ambiente de crescimento. Os genes cuja expressdo provavelmente ¢é
influenciada pelo pH do ambiente incluem aqueles envolvidos no fornecimento de enzimas
secretadas, permeases e metabdlitos exportados, todos os quais devem funcionar em pH
ambiente, e provavelmente também aqueles envolvidos na homeostase do pH interno
(PENALVA e ARST JR, 2002).

O estudo de Pereira ef al. (2021) foi baseado em uma pesquisa de campo em
andamento no Municipio de Irauguba. Foi realizada uma caracterizacdo quimica e fisica do
solo da &rea nativa, da area de exclusdo, cercada para evitar a entrada de animais e
consequentemente o pastejo nesse ambiente, € na area que ainda sofre com o sobrepastejo e
tem passado pelo processo de desertificagcdo. Com os resultados constatou-se que todos os
solos apresentaram acidez e os valores de pH nao diferiram entre as areas. A area pastoreada,
que passa pelo processo de desertificacdo, foi a que apresentou os maiores valores de
condutividade elétrica, porém os valores encontrados ndo foram suficientes para incluir os
solos analisados na classe de solos salinos, sendo entdo classificados como normais nesse
pardmetro segundo o trabalho de Castro e¢ Santos (2020). E fundamental destacar a
importancia desse estudo, pois ele retrata as condi¢cdes do solo de onde os fungos utilizados
nesta pesquisa foram retirados.

Um ambiente em mudanga cria condi¢des que podem ser estressantes para os
microrganismos, ¢ eles ndo sdao imortais nem imunes ao estresse. Logo, devem ter
mecanismos de aclimatagao fisiologica para sobreviver e permanecer ativos diante do estresse
ou morrerao (SCHIMEL et al., 2007). Este mesmo autor ainda argumenta que na escala do
ecossistema, o "estresse" geralmente ¢ considerado ser um desafio cronico (por exemplo,
seca, toxinas, etc.) que impde custos fisiologicos, enquanto "perturbagdo” ¢ geralmente visto
como um evento imprevisivel que principalmente envolve ruptura fisica e mortalidade direta
(incéndio, vendavais, colheitas, etc.).

Barcenas-Moreno et al., (2009) apontou trés mecanismos que podem explicar a
mudanga na resposta da comunidade microbiana a temperatura e estendendo para a tematica
desse estudo, inclui-se aqui também as mudangas de salinidade e de pH de um ambiente: a
aclimatag¢do, onde o crescimento a uma certa condicdo d4 uma vantagem fenotipica sem
qualquer alteracdo genotipica; a adaptacdo genotipica dentro de uma espécie e a selecdo de

espécies, onde espécies ja geneticamente melhor adaptadas a um determinado regime irdo
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competir com outras espécies menos adaptadas. Embora seu estudo ndo tenha sido desenhado
para diferenciar esses trés mecanismos, ¢ provavel que o ultimo, a sele¢do de espécies, seja o
mais importante dentro do periodo de tempo longo (BARCENAS-MORENO et al., 2009).
Corroborando com isso, Schimel et al., (2007) evidenciou que ¢ provavel que processos
fisiologicos, como aclimatagdo, apenas regulara a curto prazo a resposta das comunidades do
solo, enquanto as mudangas na composicdo da comunidade serdo mais importantes ao longo
prazo.

Fungos que se adaptaram para crescer em ambientes que sofrem condigdes como
em condigdes de alta salinidade, temperaturas relativamente altas e diferencas de pH por sua
vez, podem refletir sua influéncia em seus parceiros simbidticos para adaptam-se na mesma
gama de ambientes (DASTOGEER, et al., 2018), essas caracteristicas sao de grande interesse
quando se fala na producao de bioinoculantes, por exemplo, pois desenvolver uma conexao
mais forte entre ecologia microbiana e ecossistémica, ter uma melhor compreensdo das
respostas fisiologicas microbianas ao estresse pode ser tdo importante quanto tem sido na
compreensao da ecologia das plantas (SCHIMEL et al., 2007).

Outro uso para esses microrganismos ¢ a produgdo de enzimas. Por vezes o
microrganismo de interesse deve apresentar algumas caracteristicas como capacidade de
suportar condicdes adversas (BON er al., 2008), a aptidio de crescer em diferentes
temperaturas ¢ fundamental, uma vez que ja foi comprovado que enzimas produzidas por
fungos termofilicos sdo mais estaveis que as produzidas por fungos mesofilicos (ORTEGA et
al., 2004). Logo, o mesmo pode se aplicar a fungos tolerantes a alteragdes de pH, pois além
da estabilidade em altas temperaturas, com o aumento na faixa de estabilidade de pH essas
enzimas mostram-se mais tolerantes a agao de agentes quimicos (GOMES, 2013). Finalmente,
ha estudos que mostraram que fungos halofilicos também tém potencial na indastria como
produtores de antibidticos ¢ antioxidantes, na fermentagdo de produtos com alto teor de sais,

biossurfactantes e corantes (ALI et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostram que foi possivel verificar o crescimento dos
fungos nas trés varidveis utilizadas neste estudo, temperatura, salinidade e pH, e como elas
afetam o desenvolvimento desses morfotipos oriundos de diferentes amostras de solo de uma
area suscetivel a desertificagdo da Caatinga. E essencial mais estudos devem ser realizados
para avaliar a influéncia de outras varidveis no crescimento desses microrganismos, in vitro,
além de testar potencialidades dessas cepas, para selecionar as mais promissoras como

bioinoculante aplicavel na recuperacao de solos degradados da Caatinga.
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