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RESUMO

DE DONATO, Alexandre. Bioprospeccdo de fungos produtores de fitase em solo e
serrapilheira da Floresta Estacional Semidecidua no Bioma Cerrado, Sete Lagoas, MG.
2013. 71 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de
Biologia, Departamento de Entomologia e Fitopatologia, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

No Brasil grande parte dos solos agricultaveis tem baixa disponibilidade de fésforo, um
nutriente limitante para diversas culturas nos solos brasileiros. A habilidade dos fungos
filamentosos em solubilizar o fésforo de vérias fontes, tem sido considerada como uma
desejavel caracteristica para usos diversos. O Brasil possui uma enorme biodiversidade, e uma
das maneiras de se extrair valor econdmico da mesma € a bioprospec¢do, onde apresenta uma
busca sisteméatica por organismos, genes, enzimas, COMPpOStos, pProcessos e partes
provenientes de seres vivos em geral, que possam, eventualmente, levar ao desenvolvimento
de um produto. O objetivo foi o isolamento de fungos filamentosos solubilizadores de fésforo
do solo e serrapilheira e a quantificacdo da micobiota flngica. O trabalho foi realizado em
uma floresta estacional semidecidua no bioma Cerrado, Municipio de Sete Lagoas, MG, no
qual as amostras de solo foram coletadas de 8 fragmentos florestais distintos, 2 épocas de
coleta, e 2 profundidades, camada de 0-5 cm, e 5-10 cm, e serrapilheira, para o isolamento da
micobiota, e posterior avaliacdo quanto a capacidade de solubilizacdo de fosforo. Os solos
foram classificados segundo o Sistema Brasileiro de Classificagdo dos Solos. A micobiota foi
quantificada por meio da metodologia de unidade formadora de coldnia e identificada com
base no estudo morfoldgico. A fertilidade do solo e o teor de nutrientes trocaveis foram
avaliados para camada de 0-10 cm do solo. A identificacdo dos isolados capazes de solubilizar
fésforo foi feita por meio do plagueamento dos mesmos em meio de cultura Pikovskaya. A
serrapilheira apresentou maior numero de UFC nas amostras coletadas na época chuvosa (C1)
em relacdo a época seca (C2), e em ambas as épocas a serrapilheira apresentou um numero
superior de UFC que as outras duas profundidades. Na coleta C1, realizada no final de janeiro
de 2012, foram isolados 907 fungos, destes, 103 (11,35%) eram filamentosos que
apresentavam capacidade de solubilizar fésforo. Na coleta C2, realizada no inicio de setembro
de 2012, foram isolados 947 fungos, 152 (16,76%) eram filamentosos que apresentavam a
capacidade de solubilizar fésforo. A C2 mostrou maior porcentagem de espécies produtoras
de fitase pertencentes ao género Penicillium, enquanto C1 mostrou maior porcentagem de
fungos pertencentes a se¢do Nigri do género Aspergillus com capacidade de producdo de
fitase. O numero total de isolados fungicos produtores de fitase foi maior em C2. Concluiu-se
que os solos situados na regido do estudo possuem uma elevada diversidade de micobiota e
elevado numero de fungos solubilizadores de fésforo, e sdo potencialmente exploraveis no
tocante a obtencdo destes.

Palavras-chave: Biotecnologia, Fosforo, Micro-organismos.
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ABSTRACT

DE DONATO, Alexandre. Bioprospecting of phytase producing fungi in soil and litter of
Semi-deciduous Forest in the Cerrado Biome, Sete Lagoas, MG. 2013. 71 p. Dissertation
(Master Science in Phytosanitary and Applied Biotechnology). Institute of Biology,
Departament of Entomology and Plant Pathology, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

In Brazil most of the agricultural soils have low availability of phosphorus , a nutrient limiting
for several crops in Brazilian soils . The ability of filamentous fungi in solubilizing the
phosphorus from various sources, has been considered as a desirable characteristic for various
uses. Brazil has a huge biodiversity , and one way of extracting economic value of it, is
bioprospecting, which presents a systematic search for organisms , genes , enzymes ,
compounds , processes and parts from living beings in general, which may eventually lead to
the development of a product. The goal was the isolation of filamentous fungi solubilizing
phosphorus of soil and litter, and quantification of fungal mycoflora. The study was
conducted in one Semi-deciduous forest biome Cerrado of Sete Lagoas, MG city, in which
soil samples were collected from eight distinct forest fragments , two collection periods , and
2 depths , layer 0 - 5cm, 5 -10cm and litter, for the isolation of mycobiota , and subsequent
evaluation of the ability to solubilize phosphate . The soils were classified according to the
Brazilian System of Soil Classification . The mycoflora was quantified using the methodology
of colony-forming unit and identified based on morphological study. Soil fertility and nutrient
content were evaluated for exchangeable nutrients, for the 0-10 cm layer of soil. The
identification of isolates capable of solubilizing phosphorus was made by plating in the same
culture medium Pikovskaya . The litter showed higher CFU in samples collected during the
rainy season (C1) compared to the dry season (C2) , and for both periods of collect, the litter
had a higher number of UFC the other two depths . In the collection C1 , held in late January
2012, 907 fungi were isolated , of these, 103 (11.35%) were filamentous had capacity to
solubilize phosphorus In the collection C2 , held in early September 2012 , 947 fungi were
isolated , 152 (16,76%) were filamentous had the capacity to solubilize phosphorus. The C2
showed higher percentage of phytase - producing species belonging to the genus Penicillium,
while C1 showed higher percentage of fungi belonging to the genus Aspergillus section Nigri
with production capacity of phytase . The total number of fungal isolates producing phytase
was higher in C2. It was concluded that the soil in the area in the study have high mycobiota
diversity and high number of phosphorus solubilizing fungi, and are potentially exploitable
with respect to obtaining these .

Key words: Biotecnology, Microorganism, Phosphorus.
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1. INTRODUCAO

No Brasil grande parte dos solos agricultaveis tem como problema agricola a acidez,
sendo 0s mesmos caracterizados por possuir baixa disponibilidade de nutrientes, toxidez de
aluminio e principalmente baixa disponibilidade de fésforo, que é o macronutriente de menor
mobilidade no solo, sendo um nutriente limitante para diversas culturas nos solos brasileiros.
A aquisicdo deste elemento é essencial para o desenvolvimento vegetal, desempenhando
importantes papéis em funcbes fisiologicas basicas, como formacdo de acidos nucleicos,
fosfolipidios, metabolismo energético, ativacdo de metabolismo intermediario e regulacéo
enzimatica. Estima-se que cerca de 25% dos solos situados nas regides tropicais e subtropicais
apresentam deficiéncia acentuada de fésforo.

A quantidade de fosforo presente nos solos seria por si s6 suficiente para suprir as
demandas de qualquer cultura agricola, contudo, estima-se que apds a primeira hora de
aplicacdo da adubacdo fosfatada, mais de 80% deste nutriente € adsorvido as particulas de
solo, formando o fésforo ndo-labil, o qual ndo pode ser absorvido pelas raizes das plantas.

O Brasil é um pais megadiverso, e uma das maneiras de se extrair valor econémico da
biodiversidade é a bioprospec¢do, que pode ser definida como a busca sisteméatica por
organismos, genes, enzimas, cCompostos, processos e partes provenientes de seres vivos em
geral, as quais possam ter um potencial econémico e, eventualmente, levar ao
desenvolvimento de um produto. Em programas de bioprospeccao, o solo representa uma das
mais importantes fontes de diversidade genética, um fato de grande relevancia para estudos
ecoldgicos e de desenvolvimento tecnoldgico. Infelizmente a bioprospecgédo é relativamente
inexplorada tanto em relacdo ao aspecto bioldgico quanto ao juridico, ndo resultando,
portanto, em grandes fluxos de recursos para os paises em desenvolvimento, onde a maioria
das riquezas bioldgicas se encontra (JUNIOR, 2012). A habilidade dos micro-organismos em
solubilizar o fésforo de varias fontes insolUveis, organicas e inorganicas, tem sido considerada
como uma desejavel caracteristica para usos diversos.

O desenvolvimento de uma tecnologia capaz de tornar disponivel (labil) o fésforo nao
labil presente no solo, teria resultados econdmicos muito expressivos, uma vez que a
quantidade de fdésforo presente nos solos, é de 200 a 500 vezes maior que a quantidade que se
encontra efetivamente disponivel para absor¢cdo vegetal. Dentre as enzimas que atuam na
disponibilizacdo de fosforo, se encontra a fitase, a qual atua na solubilizacdo de fontes de

fosforo insoluveis, tornando este elemento disponivel para a absorcéo radicular das plantas.



Considerando que a utilizagdo desta enzima em aplica¢des industriais é considerada
incipiente, em virtude do fato de ndo haver uma fitase capaz de atuar em diversas faixas de
pH e temperatura, otimizando a sua aplicacdo, o desenvolvimento de estudos que visem
encontrar novas fontes bioldgicas de fitase tem alta relevancia, pois esta nova fitase
encontrada, pode tanto atender a demanda da industria, como também vir a ser aplicada na
agricultura, seja por insercdo do gene, presente no fungo, responsavel pela producdo de fitase,
no DNA de uma cultura agricola, ou pelo desenvolvimento de uma variedade flngica capaz
de crescer em simbiose com determinadas culturas, disponibilizando o fosforo para as
mesmas.

A fitase pode ser de origem flingica ou vegetal, e dentre as fitases de origem fungica,
ha as intracelulares (produzidas no interior das células) e as extracelulares (produzidas no
exterior das células). Sabe-se que a fitase fingica é mais eficiente, no tocante a utilizacdo em
processos industriais, que a fitase de origem vegetal, e que apenas a fitase extracelular é
potencialmente explorével do ponto de vista industrial.

Estudos prévios que objetivaram isolar fungos com producdo de fitase extracelular,
constataram que a maioria dos fungos que a produzem, pertencem aos géneros Aspergillus P.
Micheli ex Haller e Penicillium Link, enquanto outros estudos concluiram que os Biomas
Cerrado e Mata Atlantica apresentam alta diversidade de micro-organismos em seus solos, e
possuem um predominio de tais géneros nestes.

Considerando que a probabilidade de serem encontrados fungos com eficiente
capacidade de solubilizacdo de fosforo, aumenta conforme a diversidade microbiana do solo
em estudo aumenta, e considerando os demais argumentos acima expostos, 0 objetivo do
presente trabalho foi estudar a biodiversidade e bioprospeccdo da fitase de fungos
filamentosos do solo e serrapilheira, de uma floresta estacional semidecidua do bioma
Cerrado, sendo um dos fragmentos florestais estudados considerado uma area de transicédo de

Mata Atlantica para Cerrado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O fosforo nos solos tropicais

O fosforo estd envolvido em inimeros processos biolégicos, como a formacdo de
acidos nucleicos, fosfolipideos, formacao de ATP e NADPH (moléculas de fluxo e estoque de
energia), além de ser indispensavel a fotossintese e respiracdo, sendo portanto, um
macronutriente essencial para o desenvolvimento vegetal, por influenciar todo o ciclo da
planta (NOVAIS & MELLO, 2007).

O P total do solo pode estar na forma orgéanica ou inorgénica, sendo que em sistemas
de plantio direto, da quantidade total de fosforo presente no solo, até 80% pode ser de origem
organica (ARAUJO & MACHADO, 2006; GYANESHWAR et al., 2002). Este ocorre
principalmente na forma indisponivel de fosfato inositol (fitato) e outras como
fosfomonoésteres, fosfolipidios, acidos nucleicos e fosfotriésteres (GYANESHWAR et al.,
2002), podendo se tornar disponivel pela mineralizacdo por enzimas fosfatases liberadas pelas
raizes das plantas e pelos micro-organismos. O fosforo inorganico na forma de anions fosfato
(H,PO,) pode ser imobilizado no solo pela precipitagdo com cations, tais como Ca?*, Mg,
Fe** e AI*', ou adsorvido aos 6xidos de Fe e de Al, silicatos de Al e carbonatos de Ca,
dependendo das propriedades do solo (MARSCHNER et al., 2006; DA SILVA, 2013).

O clima é um dos fatores de formacdo dos solos que mais influencia em suas
caracteristicas. Os solos situados nas regides tropicais sdo mais intemperizados, apresentando
certas caracteristicas em comum, dentre as mais importantes, podemos citar a baixa CTC, alta
acidez, toxidez de Al, e principalmente baixa disponibilidade de P, essencial para o
desenvolvimento vegetal, e um nutriente limitante para diversas culturas nos solos brasileiros
(NEVES et al., 2010). Em decorréncia do fenédmeno de fixacdo, mais de 80 % do P aplicado
no solo € adsorvido apds a primeira hora de contato com 0 mesmo, se tornando nédo labil.
Estima-se que 25% dos solos tropicais apresentam deficiéncia acentuada de P
(RICHARDSON, 2001; SANTOS, 2009).

O ciclo biogeoquimico do fésforo tem como Unico composto essencial para 0s seres
vivos o ion fosfato, e se divide em dois ciclos: Ecoldgico, onde o fosfato é incorporado
localmente ao solo e absorvido pelas plantas; ou o geoldgico, onde o fosforo decomposto
(solavel) é incorporado a rocha matriz ap6s ser arrastado para lagos, rios ou mar. O ciclo de

tempo ecoldgico pode ser resumido a absorcéo do fosfato da solugdo do solo pelas raizes das



plantas, e incorporacdo nos componentes organicos, principalmente fitatos, &cidos nucleicos e
fosfolipidios (OLIVEIRA & ALIXANDRE, 2013). A atuacdo de micro-organismos no
processo de imobilizacéo de fosforo, indisponibiliza quantidades pouco expressivas de fosforo
(sendo que este volta ser disponivel apds a morte destes micro-organismos), sendo assim, a
diferenga desta atuacdo em solos de diferentes climas nédo causa diferengas significativas na
disponibilidade de P entre eles, apesar do metabolismo microbiano em solos tropicais ser
maior. As perdas por erosao e lixiviacdo, variam de acordo com as condigdes em que 0s solos
se encontram, podendo chegar a 0,8 kg por tonelada de solo (MENDONCA, 2006;
CARNEIRO et al., 2009; RIBAS JUNIOR, 2012), porém ndo sdo significativas do ponto de
vista agricola, especialmente as perdas por lixiviacdo, uma vez que segundo Malavolta (2006)
a mobilidade do P no solo é medida na ordem dos angstroms (10™° m).

A aquisicdo de fertilizantes fosfatados tem custos elevados para o setor agricola, e
pode causar polui¢do quando estes atingem rios ou mananciais (MILLER et al., 2001). Os
fosfatos naturais sdo as matérias-primas para a obtencao dos fertilizantes fosfatados soluveis,
como superfosfato simples, triplo ou fosfatos de aménio, que sdo processados quimicamente
por meio de &cido sulfdrico ou acido nitrico, processo de alto custo energético. A utilizacéo
direta das fontes naturais de P como fertilizantes, principalmente para culturas anuais, pode
em muitos casos ndo ser economicamente viavel, particularmente em solos com alta
capacidade de adsorcdo e baixa capacidade de troca ibnica, como é o caso dos solos de
Cerrado, devendo por isso ser utilizada com restricdo. No entanto, novas pesquisas tém sido
realizadas com o intuito de melhor avaliar a utilizacdo de fosfatos naturais brasileiros quanto a
disponibilizagdo de P no solo, a fim de utiliza-los como fonte alternativa de P para as culturas,
reduzindo o uso de produtos quimicos e favorecendo a sustentabilidade ambiental e agricola.
Mesmo em solos com pH abaixo de 5.5-6.0, os fosfatos de rocha se tornam tdo eficientes
guanto superfosfatos, somente depois de quatro anos de aplicacdo direta anual (GEORGE et
al., 2005; PENA et al., 2013).

A alteragdo dos minerais de rochas em ambientes naturais € um processo conhecido,
causado pela acdo da &gua e de &cidos organicos exsudados pelas raizes das plantas, e por
micro-organismos que aceleram este processo. Por essa razdo, existe um renovado e crescente
interesse na manipulacéo dos fosfatos de rochas por métodos biolégicos, visando o aumento
de sua eficiéncia agronémica. Dessa forma, alguns estudos tém buscado o uso de micro-
organismos com potencial de solubilizagdo de P, agregados aos fosfatos naturais, para
aumentar a disponibilizagédo deste elemento (STAMFORD et al., 2004).



De acordo com Gongalves (1988), em solos situados sob matas nativas da regido do
Cerrado, o estoque de P organico é mais baixo que o de outros biomas, geralmente se situando
abaixo de 15 % do P total. Ja nos solos cultivados, tal estoque é maior, principalmente nos
cultivados em sistema de plantio direto, contudo, a fixacdo de P ocorrida é equivalente a dos
solos ndo cultivados, com mais de 400 kg de P por hectare, retido ou fixado nas particulas do
solo. Desta forma, a biodisponibilidade de P nos solos do Cerrado em geral é muito baixa, e
para atenuar este problema, a calagem é muito utilizada no intuito de reduzir a toxidez do Al,
e aumentar a biodisponibilidade e absorcdo de P e outros nutrientes. Tais dados indicam o
quanto € grande o retorno que se pode esperar do desenvolvimento de uma tecnologia capaz
de aumentar a disponibilidade de fésforo a partir da fitase produzida por fungos filamentosos.

Os solos das regifes tropicais sdo naturalmente acidos, devido ao alto grau de
intemperizacao, o que resulta em maior nimero de minerais secundarios insollveis (ndo séo
lixiviados) como por exemplo os 6xidos, hidroxidos, oxi-hidroxidos de Fe e Al. Esses
minerais tem forte afinidade com P, entdo por possuirem grupamento funcional carboxilico
(predominantemente) se ligam covalentemente ao P e o indisponibilizam no solo (ARAUJO
& MACHADO, 2006; SOARES & ALLEONI, 2008). Considerando que Pang e Kolenko
(1986), Nahas (2002) e Pereira et al. (2012), concluiram que existe correlacdo negativa entre a
quantidade de fungos solubilizadores de fosforo presente em um solo, com sua respectiva
quantidade de fésforo disponivel, e considerando que Cavalcanti et al. (2006), Coutinho et al.
(2010), Fraga e Pereira (2010), Fraga et al. (2012) e Grishkan e Nevo (2008) identificaram 0s
géneros Aspergillus e Penicillium como os mais frequentes em solos tropicais, e por serem 0s
solos do Cerrado, tipicamente tropicais, estes podem apresentar tal frequéncia, e considerando
também que Guimaraes et al. (2006), afirmam serem estes géneros 0s mais promissores no
tocante a obtencdo de fitase extracelular, podemos concluir que uma bioprospecc¢édo de fungos

produtores de fitase no bioma Cerrado apresenta resultados promissores.

2.2 Micro-organismos solubilizadores de fosfato

Segundo Hattenschwiler et al. (2005), a diversidade de espécies que compdem a
serrapilheira e de espécies decompositoras, pode influenciar significativamente a
decomposicéo e liberacdo de nutrientes para o solo, sendo estes de grande relevancia para a
comunidade de organismos presentes, bem como para o funcionamento dos ecossistemas.

Nas interacbes com raizes de plantas, os micro-organismos podem ser endofiticos,

simbidticos ou de vida livre. Entre aqueles de vida livre, destacam-se 0s micro-organismos
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solubilizadores de fosfato (MSP), que sdo bactérias ou fungos capazes de solubilizar
diferentes formas de fosfato de baixa solubilidade, deixando-os disponiveis para as plantas
(BAREA et al., 2005).

Micro-organismos endofiticos sdo principalmente fungos ou bactérias que habitam o
interior de plantas, de modo geral partes aéreas como folhas e caules, sem causar nenhum
dano a seus hospedeiros, fato que os diferencia de micro-organismos patogénicos (SOUZA
VIEIRA et al., 2012) Ja os simbioticos, sdo aqueles que estabelecem relacdes interespecificas
(trocas de alimentos e de produtos do metabolismo que beneficiam a ambos) harmoniosas,
sendo a dependéncia entre eles tamanha, que a vida em separado, de um ou de ambos, seria
muito dificil ou mesmo impossivel, sendo portanto tal relacdo obrigatéria, fato que os
diferencia dos micro-organismos que vivem em protocooperacdo (POLLI et al., 2012).

A habilidade dos micro-organismos em solubilizar o P de varias fontes de P
insolGveis, orgénicas e inorganicas, tem sido considerada uma desejavel caracteristica para
usos diversos (RICHARDSON et al., 2005).

Os MSP sdo comuns no solo, onde as bactérias constituem um grupo que varia de 1-
50% e os fungos de 0,5 a 1,0% da populacéo total destes micro-organismos (KUCEY, 1983).
A maior proporcdo de MSP esta concentrada na rizosfera, sendo estes metabolicamente mais
ativos que aqueles isolados de outros locais (VAZQUEZ et al., 2000; BAREA et al., 2005). A
maioria destes micro-organismos solubiliza P ligado ao Ca e somente poucos conseguem
solubilizar complexos de P-Al e P-Fe, podendo ser ainda, eficientes na solubilizacdo de
fosfatos de rocha (GYANESHWAR et al., 2002; MYAOKA, 2013).

O fosfato insoltvel mobilizado pelos micro-organismos pode ser absorvido pelas
raizes das plantas, enquanto as plantas exsudam compostos de carbono, principalmente
acucares, que podem ser metabolizados pelos micro-organismos da rizosfera. MSP sdo
caracterizados pela sua capacidade de solubilizar formas precipitadas de P quando cultivados
em meios de cultura em laboratério, e incluem uma ampla variedade de organismos
simbidticos e ndo simbioticos, como espécies de Pseudomonas Migula, Bacillus Cohn e
Rhizobium Frank, actinobactérias e varios fungos como Aspergillus e Penicillium
(WHITELAW, 2000; GYANESHWAR et al., 2002). A selecdo de MSP ¢é rotineiramente
baseada na solubilizacdo de fosfatos de Ca moderadamente sollveis {geralmente, fosfato de
tricalcio [(Ca3(PO4)2)] e fosfatos contendo hidroxi- e fluorapatitas [Cas(PO4)30H e
Cayo(PO,)6F;]} e fosfatos de Fe (FePO4.2H,0) e Al (AIPO4.2H,0) (GYANESHWAR et al.,
2002; TEIXEIRA et al., 2013).



A quantidade de P solubilizado é altamente dependente da fonte (solubilidade) de P e,
para diferentes micro-organismos, é influenciada pelas condic¢Ges de cultivo. Por exemplo,
comumente relata-se serem os fungos, mais eficientes na solubilizacdo de fosfatos de Fe e Al,
enquanto a capacidade dos diferentes organismos de solubilizar fosfatos de Ca é influenciada
pela fonte de carbono e nitrogénio no meio, pela capacidade de tamponamento do meio e da
fase em que as culturas sdo amostradas. A natureza da fonte de nitrogénio utilizada no meio
de cultura também afeta a capacidade de solubilizacdo dos micro-organismos, sendo
observada maior taxa de solubilizacdo na presenca de sais de aménio, do que na presenca de
nitrato como fonte de nitrogénio (KUCEY, 1983; WHITELAW, 2000).

Dentre os principais mecanismos que influenciam a eficiéncia de aquisi¢cdo de P no
solo, estdo: modificacdes de atributos morfolégicos da raiz, a presenca de aerénquimas,
modificacdes de caracteristicas quimicas na rizosfera, alteracfes de caracteristicas fisioldgicas
de cinética de absorcdo, alteracbes em processos bioquimicos e interacdes com micro-
organismos do solo (BALIGAR & FAGERIA, 2001).

A descoberta desta mdtua relacdo entre plantas e MSP tem estimulado o
desenvolvimento de novas tecnologias, tais como os biofertilizantes. Nesse contexto, varios
estudos tém sido realizados com a finalidade de avaliar micro-organismos com capacidade de
solubilizar fontes pouco sollveis de P (ACHAL et al., 2007; XIAO et al., 2008; OGBO,
2010).

A fitase pode ser intracelular ou extracelular, sendo a Gltima a unica potencialmente
exploravel do ponto de vista industrial. Os fungos filamentosos se mostraram predominantes
na producdo da fitase extracelular, o que nos permite inferir que um estudo aprofundado,
destes organismos em especial, poderia trazer resultados promissores. Além do fato de serem
pouco explorados, ha de se considerar que muitos destes seres possuem uma capacidade de
sobrevivéncia e colonizacdo em ambientes indspitos, muito acima da maioria dos seres vivos
(ABREU & PFENNING, 2008), o que constitui um forte indicio de que, provavelmente, os
mesmos possuem enzimas e outros componentes metabolicos altamente eficientes, ou que tém
determinadas caracteristicas peculiares potencialmente exploraveis em atividades
agropecuadrias e industriais. Estes fatores levam a crer que os fungos de solos, especialmente
os filamentosos, que tém demonstrado particular potencial de exploragcdo, devem ter seu
estudo intensificado e ampliado.

Os principais fungos filamentosos que possuem capacidade de produzir fitase e/ou

fosfatase, se encontram dentro dos géneros: Aspergillus, Rhizopus Ehrenb, Penicillium



Link, Mucor Fresen, Pseudeurotium Stolk e Trichoderma Persoon e também alguns fungos
termofilos como Thermomyces lanuginosus Tsikl. e Sporotrichum thermophile Apinis.
Contudo, em termos de utilizacdo industrial, os fungos do género Aspergillus s&o,
basicamente, representados por duas espécies; A. niger Tiegh e A. ficuum Thom & Currie, as
quais sdo as mais promissoras, sendo cultivadas em bioreatores, através do processamento de
Fermentacdo em Estado Solido (FES) (ASCHERI et al.,, 2012). O FES aplica-se ao
crescimento de micro-organismos sem a presenca de agua livre, estando esta ligada a fase
solida. O meio de cultura denominado FES atua como fonte de C, N e outros componentes, e
serve como suporte para o crescimento microbiano. Caracteriza-se também por apresentar ar
atravessando 0s espacos Vvazios, em pressdes relativamente baixas, pelo crescimento
microbiano ocorrer em condicdes proximas as dos habitats naturais dos micro-organismos, e
pelo fato do meio apresentar alta heterogeneidade, ndo estando os substratos completamente
acessiveis aos micro-organismos (PINTO et al., 2005).

A fitase pode também ser obtida de fontes vegetais, pois algumas plantas, como por
exemplo o trigo (Triticum aestivum L.) conseguem exsudar esta enzima de suas raizes, porém,
esta fitase € menos eficiente quanto a exploracdo industrial, pois a fitase microbiana
geralmente apresenta maior resisténcia a degradacdo proteolitica e a temperaturas elevadas
(GOLOVAN et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2013).

O processo de solubilizacdo de fosforo no solo efetuado por micro-organismos através
da fitase, ocorre por meio da excrecdo de acidos organicos e seus prétons associados, que
atuam dissolvendo diretamente o material fosfatico, ou quelando os cations que acompanham
o0 anion fosfato. Destacam-se, dentre estes acidos, os acidos latico, glicdlico, citrico, malico,
oxalico, tartérico e succinico (RICHARDSON, 2001).

Fiacadori et al. (2007), estudou a producdo de fitases por diferentes linhagens de
fungos filamentosos isoladas do solo da Regido de Ribeirdo Preto-SP. Os micro-organismos
foram cultivados em fermentacdo submersa (FSM) e semi-sélida (FSS), com diferentes fontes
de carbono, por 72h a 40 °C. A temperatura (20-80 °C) e o pH (3,0-6,0) 6timos de ensaio
foram determinados. Entre as linhagens estudadas, Aspergillus sp. foi a melhor produtora de
fitases, quando cultivada em meio semi-sélido com farelo de trigo (2.722 U totais) como fonte
de carbono. Em cultivos submersos, 0os maiores niveis enzimaticos intra e extracelular foram
obtidos com glicose (521 U totais) e milho moido (3.068 U totais), respectivamente. As
fitases intra e extracelular apresentaram temperatura 6tima de atividade, de 50 °C e 40 °C,

respectivamente, enquanto que o pH 6timo foi 5,0 para ambas.



2.2.1 O género Aspergillus Link

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez pelo padre-micologista e bidlogo,
Pier Antonio Micheli, em 1729, e validado por Haller O nome desta espécie foi inspirado em
um aspergidor de agua benta (Aspergillum), j& que quando observada ao microscopio sua
estrutura, foi percebida a semelhanga com tal objeto. Trata-se de um género mitosporico,
pertencente a Ordem Eurotiales (Classe Eurotiomycetes) que se caracteriza pela producéo de
hifas especializadas, denominadas conidiéforos, onde se encontram as células conidiogénicas
que d&o origem aos conidios ou esporos assexuais. Todas as espécies de Aspergillus formam
coldnias filamentosas de diferentes caracteristicas, que microscopicamente apresentam hifas
septadas de aproximadamente 4 mm de diametro, e estruturas de frutificacdo tipica, formada
por célula-pé, conidio6foro, vesicula, métula e/ou fidlide, que promovem a reproducéao
assexuada do fungo através da producdo de fialoconidios. Algumas espécies de Aspergillus
apresentam a forma sexuada caracterizada pela presenca de cleistotécios, ascos e ascosporos.
Nestes casos, 0 fungo € classificado como teleomorfo e pertencente a um dos oito géneros a
sequir: Emericella Berk, Eurotium Link, Chaetosartorya Subram, Neosartorya Malloch e
Cain, Petromyces Malloch e Cain, Hemicarpenteles A. K. Sarbhoy & Elphick, Sclerocleista
Subram ou Fennellia Wiley E. G. & Simmons (KLICH, 2008).

Os fungos do género Aspergillus sdo os mais abundantes no planeta, alimentando-se
de diversos substratos, e crescendo em diversas condi¢bes abioticas (entre 6 e 55 °C). O
sucesso desta dispersdo € atribuido a sua gigantesca producdo de esporos, 0s quais Sao as
estruturas mais dominantes no ar, dispersando-se por longas e curtas distancias
(GRIJGSHELD et al., 2013).

Espécies de Aspergillus secdo Nigri (conhecidos como Aspergillus negros) tem sido
amplamente utilizadas para varios propositos biotecnoldgicos, e estdo entre os fungos mais
estudados. A identificacdo destas espécies € muito importante para a exploracdo dos
resultados destes estudos. O conceito de espécie distinta é claramente abstrato e
frequentemente ndo consensual. Algumas propostas praticas tém sido criadas com o objetivo
de superar estas dificuldades, mas seus resultados tem sido muito limitados. Os Aspergillus
negros tem sido considerados um grupo taxonomicamente desafiante, e varias técnicas tém
sido desenvolvidas com o0 objetivo de diminuir esta dificuldade de identificacdo, a principal
delas é a taxonomia polifasica, que envolve métodos moleculares com bioquimicos,
morfoldgicos e/ou outros (SIMOES et al., 2013b).



Dentro do género Aspergillus estdo compreendidas entre 267 e 837 espécies, sendo
que a 20 sdo atribuidas infeccBes oportunistas no homem, denominadas aspergilose
brénquiopulmonar, aspergiloma e aspergilose invasiva, doencas que afetam seres humanos
imunocomprometidos e animais (RIBEIRO et al., 2009; GRIJGSHELD et al., 2013). Estas
micoses sdo geralmente adquiridas por inalacdo dos propagulos flungicos presentes no
ambiente, podendo caracterizar uma infec¢cdo nosocomial (RIBEIRO et al., 2009). No tocante
a infeccbes em humanos, as espécies de maior interesse clinico sdo Aspergillus fumigatus
Fresen, Aspergillus terreus Thom, Aspergillus flavus Link, Aspergillus niger Tiegh e
Aspergillus ustus (Bainier) Thom & Church. Dentro da se¢cdo Fumigati, a qual pertence a
espécie mais importante do género; A. fumigatus, tem se produzido importantes mudancas,
como a recente publicacdo de Neosartorya fumigata O’ Gorman, H. T. Fuller & P. S. Dyer
como estado sexual de A. fumigatus. Dentro da secdo Usti, A. ustus tem sido tradicionalmente
considerado como um patégeno humano, mesmo pouco frequente. Além das citadas, um
consideravel numero de espécies de Aspergillus, tal como Aspergillus tamarii Kita,
Aspergillus nomius Kurtzman, B. W. Horn & Hesselt, Aspergillus pseudonomius Varga,
Samson & Frisvad, Aspergillus granulosus Raper & Thom, Aspergillus deflectus Fennell &
Raper e Emericella quadrilineata (Thom & Raper) C. R. Benj, entre outras, tém causado
infeccBes humanas nos ultimos anos (BOHEKOUT et al., 2009; GRIJGSHELD et al., 2013).

Outro aspecto importante sobre este género flingico, é a contaminacdo de racGes
avicolas por micotoxinas da sua micobiota. O crescimento fungico reduz o valor nutricional, e
a digestibilidade dos alimentos, podendo intoxicar animais e humanos, resultando nas
micotoxicoses, causadas pela ingestdo das aflatoxinas produzidas por estes fungos, sendo
estas moléculas carcinogénicas (FIGUEIRA, 2003; VARGA et al., 2011). Adicionalmente,
diferentes espécies de Aspergillus, como por exemplo A. westerdijkiae Frisvad & Samson,
podem produzir ocratoxinas em produtos alimenticios como café e uvas (LEONG et al.,
2007).

Aspergillus spp produzem um ampla variedade de enzimas que degradam polimeros
de substratos, os quais servem como fonte de nutrientes. Sua capacidade de secre¢do de uma
grande quantidade de proteinas (e outros metabdlicos, como acidos organicos), combinada
com uma tecnologia de fermentacdo e biologia molecular estabelecidas, tornam espécies de
Aspergillus como A. niger, A. oryzae (Ahlb.) Cohn (= Aspergillus flavus Link), A. awamori
Nakaz, A. sojae Sakag. & K. Yamada e A. terreus atrativas para a producdo de proteinas
homologas e heter6logas (MEYER et al., 2011).
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2.2.2 O género Penicillium Link

O género Penicillium foi descrito por Link, em 1809, sendo assim denominado devido
ao fato de ter sido observada a producéo de conidiéforos em forma de pincel, cujo significado
em latim é designado pela palavra Penicillius. A espécie Penicillium expansum foi designada
como espécie tipo para este género em 1910, por Thom. Trata-se de um dos diversos géneros
que se reproduzem por meio da producdo de esporos denominados conidios, que sao
originados a partir de estruturas designadas conidi6foros ou espordéforos. As espécies
pertencentes a tal género geralmente utilizam uma ampla diversidade de monossacarideos,
alcodis e acidos para seu crescimento, como Unica fonte de carbono. Os polidis e a trealose
sdo compostos importantes armazenados em seus conidios e hifas. As espécies deste género
sdo capazes de crescer na presenca de nitrato como Unica fonte de carbono, embora o
crescimento da maioria delas seja acelerado com a adicdo de peptona. Muitas das espécies
deste género ndo necessitam de vitaminas complexas para crescerem (RAPER & THOM,
1949).

De acordo com Alexopoulos et al. (1996), o género Penicillium se constitui somente
por espécies anamorfas inclusas no Filo Ascomycota, Classe Plectomycetes, Ordem Eurotiales
e Familia Trichocomaceae. Contudo, Samson e Houbraken (2011) propuseram a separacao da
familia Trichocomaceae em trés familias: Aspergillaceae, Thermoascaceae e
Trichocomaceae. Analises filogenéticas e morfoldgicas basearam esta separacdo. Apés esta
ultima reclassificacdo, o género Penicillium foi denominado Penicillium sensu stricto, no qual
se encontram tanto espécies anamorfas quanto teleomorfas. O género Penicillium sensu
stricto foi assim reclassificado e inserido na familia Aspergillaceae. Kirk et al. (2008),
aceitam esta familia no Filo Ascomycota, subfilo Eurotiomycetes, Classe Pezizomycotina,
Ordem Eurotiales, e Familia Eurotiomycetidade.

As espécies do género Penicillium atuam na decomposicdo de matéria organica,
participando ativamente de ciclos biogeoguimicos, tendo por conseguinte grande importancia
ecologica. S&o consideradas capazes de tolerar imensa variedade de condigdes fisico-
guimicas, como pH, atividade de agua e temperatura, além de serem pouco exigentes
nutricionalmente (dotadas de competéncia metabdlica) contudo, também sdo capazes de
crescer em ambientes ricos em minerais e com complexas fontes de carbono. Apesar do solo

ser 0 habitat natural destas espécies, elas podem ser encontradas em todos 0s ecossistemas
(ONIONS & BRADY, 1987; DA SILVA, 2013). Penicillium spp. em solos tropicais, sdo
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encontrados com maiores frequéncias em temperaturas e umidades do solo menores (DA
SILVA, 2013).

2.2.3 O género Trichoderma Pers.

A primeira descricdo do género foi registrada em 1794 por Persoon. Contudo, a
classificacdo destas espécies por analises morfologicas era tdo complexa, que ja foi sugerida
uma reducdo taxondmica para apenas uma Unica espécie; Trichoderma viride Pers. Os fungos
do género Trichoderma se encontram na classe Deuteromycetes, Ordem Moniliales, e Familia
Moniliaceae. Sua fase perfeita esta na classe dos Ascomycetes, Ordem Hypocreales, género
Hypocrea Fr. Atualmente, séo registradas 471 espécies de Hypocrea e 165 de Trichoderma.
Produzem conidios hialinos e tem capacidade de produzir clamiddsporos em substratos
naturais, estrutura vital para sobrevivéncia de suas espécies em condi¢bes adversas.
Trichoderma spp. produzem uma ampla diversidade de cores, de amarelo esverdeado claro até
avermelhadas, contudo ha algumas espécies incolores. Seu habitat natural € o solo, sendo
considerado um saprofito deste e da madeira. O crescimento dos fungos deste género no solo
é muito rapido (SCHUSTER & SCHMOLL, 2010).

O modo de acdo dos fungos do género Trichoderma esta associado a transformacao da
matéria organica que existe no solo, participando da biotransformacdo de celulose e
hemicelulose, e da mineralizacdo do nitrogénio, além de atuar na degradacdo e decomposicdo
da lignina e do himus, que por terem suas estruturas baseadas em nucleos aromaticos, sao
degradados por oxidacao das cadeias laterais (REIS et al., 2013).

Trichoderma spp. sdo altamente bem sucedidos na colonizacdo de seus habitats, 0 que
é reflexo de sua eficiente utilizacdo do substrato, como também de sua capacidade de secrecdo
de metabdlitos antibidticos e enzimas (SCHUSTER & SCHMOLL, 2010).

Os fungos deste género sdo os agentes de controle biolégico de fitopatdgenos mais
estudados e utilizados a nivel nacional e internacional (MORANDI & BETTIOL, 2009), em
funcdo de suas caracteristicas de antagonismo, e por serem fungos naturais isolados do solo e
da rizosfera, tendo um sucesso no controle de doencas radiculares superior ao de doengas
foliares. Suas linhagens tem recebido atencdo na pesquisa em fungédo de sua versatilidade de

acdo, sendo utilizadas no controle de fitopatogenos, por meio de associacdo ou ndo de
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parasitismo, competicdo e antibiose; além de suas agBes como indutores de resisténcia de
plantas contra doengas, bem como promotores de crescimento de plantas e aumento da
biomassa radicular, representando uma alternativa promissora para minimizar o impacto de
produtos quimicos e a reducdo de suas doses de aplicagdo (HARMAN et al., 2004; FORTES
etal., 2007).

A promocéo de crescimento de plantas pela aplicacdo de isolados de Trichoderma spp.
foi, inicialmente, relacionada ao controle de micro-organismos prejudiciais presentes na
rizosfera e/ou no solo e, mais recentemente, tem sido relacionada a producéo de horménios ou
fatores de crescimento; maior eficiéncia no uso de alguns nutrientes e aumento da
disponibilidade e absorcdo de nutrientes pela planta (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2009).

2.3 Micobiota dos solos tropicais

O solo deve ser definido como um ecossistema e ndo como um substrato. Esse fato
traz a tona problemas envolvendo definicdes e metodologias, ja que o solo representa uma
complexa mistura de fracGes organicas e inorganicas com agua e organismos Vivos. As
fragdes organicas sdo compostas por material vegetal fresco e em diferentes estagios de
decomposicdo, tal como raizes ativas, pequenos invertebrados e seus excrementos, exsudatos
e micro-organismos. Devido a essa complexidade, o solo abriga uma consideravel parte da
diversidade de fungos, e inexiste uma estimativa precisa do nimero de espécies flngicas
existente no solo (MOREIRA et al., 2008).

Além dos horizontes que compdem o solo, hd também a serrapilheira, a qual nédo
integra o solo e nem é utilizada para classifica-lo dentre de suas diferentes classes. Contudo,
esta camada que recobre o solo é essencial para a sua fertilidade, por suprir o solo e as raizes
com nutrientes e matéria organica. Atua também como redutora dos processos erosivos por
minimizar o impacto e consequente efeito dispersivo das gotas de chuva, e retém umidade,
diminuindo, portanto, 0 processo de evaporagdo que ocorre no solo propriamente dito
(KINDEL, 2001; FIGUEIRO, 2005).

Na biosfera, o hébitat mais rico em fungos € o solo. A principal funcdo desses
organismos é a decomposicdo da matéria organica, envolvendo pelo menos quatro grupos
distintos: celuloliticos, hemiceluloliticos, pectinoliticos e ligninoliticos (TAUK, 1990).
Resultados de experimentos desenvolvidos por Fraga e Pereira (2010) indicam que a
uniformidade da cobertura vegetal (plantios homogéneos) pode influenciar a diversidade dos

fungos no solo.
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Dados a respeito das interagdes microbianas no solo e na rizosfera em ecossistemas
tropicais sdo esparsos, mesmo que a sua importancia no equilibrio ecolégico seja elevada
(ABREU & PFENNING, 2008; MOREIRA et al., 2008). De acordo com Simdes et al.
(2013a), ndo ha um consenso sobre o nimero total de espécies fungicas existentes no mundo
(Tabela 1).

Tabela 1. Estimativas mais comuns do nimero mundial de espécies fungicas

Publicacéo NUmero estimado de espécies
Hawsworth (1991) 1.500.000

Hammond (1992) 1.000.000

Rossman (1994) 1.000.000

Hammond (1995) 1.000.000

Cannon (1997) 9.900.000

Frohlich e Hyde (1999) 1.500.000

May (2000) 500.000

Hawsworth (2001) 2.270.000

O’Brein et al. (2005) 3.500.000 — 5.100.000
Schmit e Mueller (2007) 712.000

Mora et al. (2011) 611.000

FONTE: SIMOES et al. (2013a)

O primeiro estudo da diversidade da micobiota presente nos solos, foi relatado por
Farrow (1954), onde foram identificadas 135 espécies de fungos provenientes de 31 amostras
de solos da Costa Rica e Panama, por meio da técnica de diluicdo em placa, sendo
encontrados como géneros mais frequentes: Penicillium, Aspergillus, Fusarium Mart,
Trichoderma e Chaetomium Kunze. Deste ano até o final dos anos 90, outros estudos
semelhantes foram realizados utilizando esta mesma técnica, 0s quais muitos encontraram
como géneros mais frequentes Aspergillus e Penicillium (MOREIRA et al., 2008).

Ja no Brasil, o inicio dos estudos sobre a diversidade fungica dos solos ocorreu
posteriormente, sendo o primeiro sobre este tema efetuado por Katz (1981), onde este estudou
a serrapilheira de um solo situado na regido de Manaus, AM. Lourd et al. (1986), verificaram

gue a incidéncia de fungos patogénicos em solos cultivados e florestas naturais era
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semelhante, mas que nos ultimos a doenga ndo se manifestava, enquanto nos primeiros sim,
concluindo que poderia estar havendo um fendmeno de bioprotecdo que impede a
manifestacdo dos patdgenos. Outros autores fizeram estudos, em solos do Maranhé&o, Para e
Amazonia, descrevendo a frequéncia de ocorréncia de géneros fangicos do solo, encontrando
novamente Aspergillus e Penicillium como os mais frequentes (MOREIRA et al., 2008). Um
dado de especial interesse para o presente estudo, sobre a micobiota do solo, é a baixa
especificidade de fungos que colonizam a rizosfera vegetal em relacdo a planta hospedeira
(PFENNING, 1997).

Modificagdes no cultivo do solo podem provocar alteracdes significativas na
frequéncia de ocorréncia de certas espécies fungicas. Entretanto, uma recuperacdo
relativamente rapida da comunidade pré-existente pode ocorrer caso o solo seja deixado em
pousio (FASI et al., 2011). O impacto do desmatamento e queimadas causa alteracbes mais
quantitativas do que qualitativas na comunidade de fungos do solo (GOBERNA et al., 2012).

De acordo com Gama-Rodriguez (1997), Neves et al. (2002) e Silva et al. (2010), a
mensuracdo das alteracdes da qualidade do solo, em decorréncia de seu manejo intensivo, tem
crescido nos altimos anos. Para isto, tem se utilizado determinados atributos do solo, dentre
eles, os microbioldgicos, como a biomassa e atividade microbiana, e a frequéncia relativa de
géneros fungicos e bacterianos, o0s quais sdo considerados indicativos sensiveis as alteracGes
na qualidade do solo, causadas por mudancas de uso e praticas de manejo.

Em um estudo realizado por Silva et al. (2010), os diferentes sistemas de uso e manejo
do solo promoveram alteracGes no carbono da biomassa microbiana e a relacdo deste com o
carbono organico (quanto do carbono organico esta aprisionado na biomassa microbiana), em
todas as profundidades amostradas (0-10 cm, 10-20 cm, 20-30 cm) . O maior teor de carbono
da biomassa microbiana e maior taxa de “sequestro de carbono foram detectadas no Cerrado
nativo, notadamente na profundidade de 0—10 cm. Isso indica uma condi¢do mais favoravel a
microbiota do solo, atribuida possivelmente, ao maior aporte continuo e variado de substratos
organicos provenientes da maior diversidade de espécies na vegetacdo nativa, e com
diferentes graus de suscetibilidade & decomposicdo. Os diferentes sistemas de uso e manejo
do solo avaliados foram: 1. Cultivo convencional com batata, 2. Cultivo convencional com
batata, sucedido por aveia e rotacionado com milho, 3. Cultivo convencional com milho, 4.
plantio direto com milho, 4. Cultivo convencional com eucalipto, 5. Cerrado nativo.

Em solos de regides tropicais e temperadas, a frequéncia de espécies cosmopolitas é

elevada. Contudo, as espécies tipicamente tropicais ocorrem em solos temperados com

15



menores frequéncias. H& diferencas quantitativas e qualitativas nas comunidades fangicas de
solos tropicais e temperados, contudo, as diferengas quantitativas se sobressaem
(THROCKMORTON et al., 2010).

Em regibes de clima temperado com formacdes vegetais mais homogéneas e com
menor riqueza de espécies, a correlacdo entre comunidade de fungos, tipo de vegetagdo e
condicBes edafocliméticas é suficiente para prever, com baixa probabilidade de erro, as
comunidades fangicas que ocorrerdo com maior frequéncia. Ja em regides de clima tropical,
tal previsdo ndo é ainda possivel. Tal diferenca é devida ndo somente a0 maior nimero de
estudos realizados nas regides de clima temperado, como também em virtude do fato das
regides de clima tropical apresentarem padrdo de distribuicdo menos previsivel, em funcéo de
sua maior biodiversidade (JUMPPONEN & JONES, 2009).

O solo florestal ¢ um habitat que oferece ambiente propicio ao desenvolvimento
microbiano. E a participacdo da microbiota do solo no funcionamento e sustentabilidade dos
ecossistemas € bem reconhecida (MOREIRA et al., 2008). Os resultados do estudo realizado
por Nie et al. (2012), sugerem que a comunidade fangica é mais sensivel do que a bacteriana,
no tocante a caracterizacdo dos impactos oriundos de coberturas vegetais plantadas em
relagdo as naturais, e que nas florestas naturais a diversidade fungica é significativamente
maior que nas florestas plantadas.

Fraga et al. (2010) concluiram que os principais géneros presentes nos solos
cultivados com as espécies florestais Pinus Engelm e Corymbia Engelm foram Penicillium e
Aspergillus, e observou também que as espécies fungicas isoladas destes solos cultivados
sofreram uma variacdo quantitativa e qualitativa em funcdo das diferentes condicdes de
temperatura e umidade a época de coleta. O nimero de espécies pertencentes ao género
Aspergillus se concentrou em determinadas épocas de coleta (de um total de 5 coletas
realizadas), enquanto as espécies de Penicillium se apresentaram com uma distribuicdo
homogénia nas cinco coletas. As espécies mais abundantes foram: Penicillium decumbens
Thom, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium griseofulvum Dierckx e Penicillium
purpurogenum Flerov. E as consideradas raras foram: Aspergillus auricomus (Gueg) Saito,
Aspergillus candidus Link, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niveus Blochwitz, Aspergillus
sojae Sakag & Yamada, Aspergillus ustus, Eupenicillium javanicum (J. F. H. Beymann)
Stolk, Penicillium brevicompactum Dieckx, Penicillium chrysogenum Thom, Penicillium
crustosum Thom, Penicillium digitatum (Pers.) Sacc., Penicillium expansum Link,

Penicillium rugulosum Thom e Penicillium vulpinum (Cooke & Massee) Seifert & Samson. O
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namero total de fungos foi de 190 isolados, pertencentes a cinco géneros e 54 espécies
diferente, sendo 32 Penicillium spp. e 19 Aspergillus spp.

Fraga e Pereira (2010), identificaram 32 espécies dentro de 13 géneros ao longo de 3
tercos (inferior, médio e superior) de uma duna localizada na Restinga de Marambaia-RJ, area
que se destaca por apresentar florestas de encosta, com elementos tipicos de Serra do Mar e
um mosaico vegetacional que recobre as planicies arenosas, por dunas de até 30 m de altura,
com cerca de 40 km de extensd@o. Os géneros gque apresentaram as maiores ocorréncias foram
Penicillium, Aspergillus e Trichoderma. A espécie Trichoderma pseudokoningi foi a Unica
encontrada nos trés diferentes tercos da duna. A maior riqueza ocorreu no terco médio com 23
espécies, seguida do terco superior com 20 e terco inferior com 17. Uma espécie
(Trichoderma pseudokoningi), porém, foi comum entre as areas, sugerindo que a restinga
apresenta grande diversidade fangica. Aspergillus e Penicillium também foram os 2 géneros
mais representativos nos solos dos municipios da regido de Xango no Brasil, de acordo com o
estudo realizado por Cavalcanti et al. (2006).

O predominio dos géneros Aspergillus e Penicillium parece ocorrer também nos solos
onde ndo ha cobertura vegetal natural ou arborea, visto que estes também foram os mais
frequentes nos isolamentos ocorridos na regido da rizosfera de meloeiros plantados em um
solo situado no Vale de Sao Francisco, em Petrolina-PE. Do total de 78 espécies encontradas,
15 pertenciam ao género Aspergillus e 13 ao Penicillium (COUTINHO et al., 2010).

Em um estudo feito em Paracambi, RJ (Mata Atlantica) cujo objetivo foi fornecer
dados para uma melhor compreensdo entre a interacdo de micro-organismos e fatores
ambientais, onde foram avaliadas diferentes areas, algumas com forte e outras com fraco grau
de antropizacdo, Fraga et al. (2012), concluiram que tanto na serrapilheira como no solo, foi
observada uma distribuicdo diferenciada dos micro-organismos devido a variacdo da UR e T,
sendo as bactérias as predominantes, padrdo este também observado para as diferentes areas.

Em solos da alta Galileia em Israel, foi encontrada a espécie Penicillium
simplicissimum (Oudem.) Thom como dominante, tanto em solos cultivados como em ndo
cultivados. Neste mesmo estudo, foi concluido que a atividade agricola prolongada pode
diminuir a diversidade de fungos (GRISHKAN & NEVO, 2008).

Em um estudo realizado por Aburjaile et al. (2012), cujo objetivo foi avaliar as
alteracdes de atributos microbioldgicos da serrapilheira e da camada superficial do solo, em
decorréncia da substituicdo de cobertura florestal nativa por plantagdes de eucalipto, em

diferentes sitios florestais da regido de Sdo José do Buriti - MG, foi observado que a
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diversidade microbioldgica em solos de cerrado preservado e em solos de plantio de Eucalipto
é diferente. No que diz respeito a quantificacdo de micro-organismos, os resultados se
assemelham em ambas as areas verificadas, porém, a quantidade de morfotipos de fungos e
bactérias se apresentou superior nas areas de Cerrado nativo do que nas areas de plantio de
Eucalipto. Observa-se que o Cerrado apresenta microhabitats mais satisfatorios, oferecendo
condicGes favordveis para o crescimento bacteriano, por causa da disponibilidade de &gua e
substrato (matéria organica variada), difusdo de gases e protecdo contra predadores.

Ainda de acordo com Aburjaile et al. (2012), diante dos conhecimentos atuais, 0 uso
da diversidade microbiana como indicador de qualidade do solo vem avangando de maneira
notavel. Isso porque tem sido consensual o fato da diversidade microbiana possuir

importantes vantagens como indicador de qualidade do solo.

2.4 Caracterizacdo do Cerrado, Mata Atlantica e area de transicéo

O Cerrado tem como caracteristica climatica verfes chuvosos e invernos secos,
temperaturas médias entre 21,3 °C e 27,2 °C e precipitacdo de 1500 mm +/- 500 mm, e pode
atingir, em algumas regides e épocas do ano, UR abaixo de 10%. A maioria dos solos
presentes neste bioma € classificado como Latossolo, de relevo plano a leve ondulado, e
distroficos. Considerando que o Cerrado é o segundo maior bioma presente no Brasil,
ocupando mais de 20% do territdrio nacional, presente em 10 Estados, e que 60% da expansdo
da fronteira agricola nos ultimos 40 anos se deu neste bioma, pode-se perceber o quanto o
desenvolvimento de tecnologias ligadas a fertilidade do solo é importante para o
desenvolvimento da agricultura nacional (EMBRAPA, 2005; COUTINHO, 2006).

Embora seja considerada uma das regides de maior biodiversidade do planeta, a Mata
Atlantica ¢é, paradoxalmente, uma das mais ameacadas do mundo. Para Peixoto (1991/92),
comparando-se a biodiversidade da Mata Atlantica com outras regides tropicais, os dados de
maior destaque sdo o grande numero de espécies da familia Myrtaceae e a quantidade de
fungos associados a rizosfera. Hawsworth (2001), indicou que grande parte das espécies de
fungos ndo conhecidas deve ser encontrada em florestas tropicais, enfatizando a necessidade
de amostragens nessas regioes.

A regeneracéo de areas degradadas e a racionalizacao da utilizacdo das terras agricolas
se constituem em um desafio para protecdo dos recursos naturais, em um contexto onde tem
aumentado a destruicdo dos habitats tropicais. A frequéncia de ocorréncia de fungos

patogénicos para plantas e seus antagonistas naturais, assim como outras informacdes a
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respeito da estrutura e composicdo das populagdes de fungos, podem consistir em bons
indicativos sobre o nivel de estabilidade das comunidades de organismos do solo, e o grau de
interferéncia na biota do solo em florestas perturbadas (MOREIRA et al., 2008).

O Brasil ¢ um pais com enorme biodiversidade, abrigando mais de 10% de todos 0s
organismos descritos na Terra. Mesmo que a maioria das discusses sobre diversidade
focalize a regido Amazobnica, € fundamental lembrar que os ecossistemas denominados
Cerrado e Mata Atlantica, sdo da mesma forma muito ricos em espécies endémicas, além de
se constituirem em biomas genuinamente brasileiros. Mais de 11 milhdes de ha de florestas
tropicais foram convertidas em plantagfes, pastagens e possuem ocupacdo humana
desordenada, portanto, a conservacao da diversidade bioldgica, especialmente, em areas ainda
ndo degradadas, é prioridade mundial (PINTO et al., 2002). A area de transicao entre Cerrado
e Mata Atlantica ocupa 30.490.310 ha, correspondendo a aproximadamente 3,5% da area do
territdrio nacional (MAZZETTO SILVA, 2009).

Tradicionalmente, distinguem se como fatores condicionantes para a separacdo entre
os biomas Mata Atlantica e Cerrado, certas caracteristicas relativas aos solos deste ultimo.
Entre as teorias mais aceitas, estd a de que os solos sob os Cerrados apresentam elevados
teores de toxidade relativa ao aluminio, tais que apenas as plantas adaptadas a convivéncia
com este macroelemento conseguiriam perseverar. Adicionalmente, acrescenta-se que a
presenca de Neossolos Litolicos, Cambissolos e outros solos rasos, especialmente nas areas
topograficamente mais elevadas, também constituiriam ambientes singulares (campos

rupestres), indspitos para a maior parte das espécies de Mata Atlantica (WALTER, 2006).

2.5 AplicagOes da enzima fitase e de MSP na agropecuéria

A fitase (mio—inositol-hexaquisfosfato fosfohidrolase) é uma fosfatase, capaz de
iniciar a defosforilacdo inicial do fitato (mio-inositol-hexaquisfosfato) a inositol e fosfato
inorganico, tornando o fdsforo disponivel para as plantas. O acido fitico serve como reserva
de fosforo nas sementes de plantas, como por exemplo cereais (milho, cevada, trigo e aveia),
que sdo comumente usados como ingredientes para ragdo animal, e tém niveis similares de
fitato, aproximadamente 0,25% de matéria seca. Em média 70% do total de fosforo nos
ingredientes dos alimentos séo encontrados na forma de fitato (MAENZ, 2001; ASCHERI et
al., 2012).

Trés terminologias sdo utilizadas para descrever o substrato da enzima fitase: acido

fitico, fitato e fitin. O &cido fitico é a forma livre do mio-inositol hexaquifosfato ou IP6. Fitato
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é a forma ani6nica do IP6, encontrado nas plantas. O termo fitin refere-se especificamente aos
complexos de IP6 com K, Mg e Ca, e pode as vezes também estar ligado a proteinas e amidos
(ANGEL et al., 2002; SELLE & RAVINDRAN, 2008).

A tentativa de utilizar micro-organismos para disponibilizar o fosforo presente no solo
ndo € recente. Na decada de 1950, foi comercializado na antiga Unido das Republicas
Socialistas Soviéticas (URSS), um produto denominado fosfobacterin, o qual consistia em
uma mistura de caulim e esporos de bactérias da espécie Bacillus megatherium de Bary var
phosphaticum, e seu principal objetivo era aumentar as taxas de disponibilizacdo do fosforo
organico do solo para as plantas. Contudo os efeitos deste produto ndo foram confirmados
(MENDES & REIS JUNIOR, 2003).

Um dos subprodutos da pecuaria é o estrume, o qual por conter uma quantidade
demasiada de fosfato em sua composicdo (aquele que ndo foi aproveitado na alimentacéo
animal), pode vir a contribuir para o problema global da eutrofizacdo, que ocorre quando este
fosfato atinge rios, e propicia o crescimento de cianobactérias e algas, provocando a hipoxia
(caréncia de oxigénio) desses ecossistemas e a consequiente morte de animais aquaticos, Vvisto
que, a proliferacdo demasiada destes, consome grande parte do oxigénio presente na agua,
impedindo a respiracdo da fauna local (BANERJEE et al., 2004). Uma maneira de contribuir
para a solucdo deste problema € a suplementacdo de fitase na dieta animal, reduzindo para 30
% a quantidade de fosfato presente no estrume (PANDEY et al., 2001).

A molécula de fitato € um grande fator antinutricional para animais monogastricos,
(MIYAOKA, 2013). Dentre os minerais exigidos pelas aves, o P e 0 Ca sdo considerados 0s
mais importantes (BONATO et al., 2001; PENA et al., 2013). Segundo Classen et al. (1985) e
Lyons (1996), a alimentacdo de frangos de corte tem sua base em alimentos de origem
vegetal, que sdo uma importante fonte de P, porém de acordo com Brandao et al. (2007) a
maior parte (aproximadamente 66 % do P na forma de fitato) encontra-se combinado com o
inositol, formando uma ampla variedade de sais insollveis, diminuindo assim a solubilidade e
a digestibilidade dos nutrientes. Segundo Ravindran et al. (1995), a habilidade de aves em
utilizar o P fitico é baixa, portanto a biodisponibilidade deste elemento nos ingredientes de
origem vegetal também é muito baixa, necessitando da adi¢do do P inorgénico nas racdes,
consequentemente elevando o custo da alimentagéo.

Um dos adventos histéricos que sinaliza a importancia da utilizacdo da fitase no
cenario agropecuario mundial, é o da proibicao da adigédo de farelo de carne e 0ssos a racdo de
criagdo de animais monogastricos, a qual gerou, teoricamente, uma demanda mundial de 110
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mil ton de P elementar, visto que tais farelos forneciam 57% do P adicionado as ragdes.
Contudo, a utilizagdo da fitase microbiana reduziu essa demanda para 26 mil ton, uma vez
que, ao se aplicar as racdes esta enzima, a mesma aumenta a biodisponibilidade de P
naquelas, permitindo que uma maior nutricdo de P seja proporcionada para os animais, por
uma mesma quantidade de racdo (SELLE & RAVINDRAN, 2008).

A possibilidade de expressao da fitase microbiana em plantas as quais serdo utilizadas
na alimentacdo animal é de especial interesse na atualidade. Embora uma expressao eficiente
destas enzimas em plantas transgénicas seja tecnicamente factivel, dados a respeito das
propriedades destas enzimas nestas condi¢Ges sdo escassos. O gene phyA, proveniente do
DNA de Aspergillus ficuum (Reichardt) Thom & Currie, o qual codifica a expressdo da fitase
deste fungo, foi introduzido em plantas de Tabaco e expresso nas folhas das mesmas,
exibindo as mesmas propriedades cataliticas da fitase extraida do fungo propriamente dito. A
expressao da fitase em plantas utilizadas na alimentacdo de animais da pecuaria é uma linha
de pesquisa promissora (GEORGE et al., 2005; DA SILVA et al., 2011).

Sob condig¢des controladas de crescimento, varios estudos tém demonstrado um maior
crescimento e uma maior nutricdo de P das plantas inoculadas com MSP, fato que é muitas
vezes atribuido a atividade de solubilizacdo de P dos micro-organismos envolvidos
(RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; WHITELAW, 2000; GYANESHWAR et al., 2002). Por
outro lado, a promocdo do crescimento pode ndo estar exclusivamente associada a
solubilizacdo de P, uma vez que a producdo de fitohorménios pode estar envolvida
(WAKELIN et al., 2006). Em razdo de seus altos rendimentos e tolerancia a condic¢Ges acidas,
culturas fangicas vem sendo utilizadas para producéo de fitase desde 1991, apesar do estudo
desta enzima ter se iniciado em 1962 (SELLE & RAVINDRAN, 2008; RIBAS JUNIOR,
2012).

Fungos com elevada capacidade de hidrolisar fontes organicas de fosforo por meio de
secrecdo de fitase e fosfatase, podem ser usados como eficientes indculos para exploracéo de
solos orgénicos e nutri¢do de culturas. Contudo, ainda ndo foi determinada a quantidade de P,

liberado por estes, que se mantém prontamente assimilavel as plantas (ASERI et al., 2009).

Conforme ja mencionado, a fitase pode ser intracelular ou extracelular, e apenas a
ultima é potencialmente exploravel do ponto de vista industrial e agropecuério. Foi
encontrada atividade de fitase extracelular em 30 fungos filamentosos, sendo 28 pertencentes
ao género Aspergillus, 1 pertencente ao género Penicillium e o outro ao género Mucor

(GUIMARAES et al., 2006).
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Na abordagem do uso de MSP como inoculante de sementes, a capacidade dos MSP
de competir com outros micro-organismos estabelecidos na rizosfera pode ser baixa, fazendo
com que a quantidade de P liberada por eles seja insuficiente para um aumento substancial do
crescimento vegetal (RICHARDSON et al., 2009). Neste sentido, uma alternativa seria a
substituicdo da inoculacdo de sementes com MSP, pelo uso destes para produgdo de
fertilizantes organominerais, a partir da mistura com fosfato de rocha moido, e uma fonte de
carbono. Com isto, deve-se produzir biofertilizantes contendo formas solUveis de P a um
custo bem mais baixo que os fosfatos soltveis (superfosfatos simples ou triplo), atualmente
utilizados (GOLDSTEIN et al., 1993; GOMES et al., 2010).

Por outro lado, plantas transgénicas de Arabidopsis taliana L. que expressaram a fitase
extracellular de Aspergillus sp, foram capazes de satisfazer suas proprias necessidades de
fosforo por assimilacdo direta de fitatos do solo (GEORGE et al., 2009). Experimentos
similares foram conduzidos com outras plantas. Espécimes de Trifolium subterraneum L.
secretaram fitase de Aspergillus niger diretamente das células de suas raizes (MUDGE et al.,
2006).

Atualmente existem na Austrdlia e Canada, produtos utilizando MSP como
inoculantes, tais como JumpStart; Philom Bios, no Canad4, a base de Penicillium bilaiae
Chalab., e na Australia, o PR-70 Release, produzido pela Bio-Care Technology, utilizando P.
radicum A. D. Hocking & Whitelaw. Apesar de algumas tentativas comerciais nessa linha
existirem no Brasil, como o BioAtivo, produzido pelo Instituto de Fosfato Bioldgico Ltda, a
producdo destes biofertilizantes ainda se encontra em um estagio inicial, necessitando de mais
resultados de pesquisa, tanto na area de isolamento dos micro-organismos mais eficientes,
qguanto na determinacdo de combinacdes ideais de isolados de MSP, na fonte de fosfato
natural e na fonte de carbono, e finalmente na confirmacdo do valor agronémico desta
tecnologia. Esta tecnologia impactaria a agricultura em funcéo de a) permitir o uso em larga
escala de reservas nacionais de fosfato de baixa reatividade; b) reduzir a dependéncia do pais
de fertilizantes quimicos processados; c¢) possibilitar uso mais nobre de grandes reservas de
materia organica, como esterco bovino e cama de frango, para a producdo de fertilizantes
organo-minerais, reduzindo o impacto ambiental destes residuos d) usar esta tecnologia de
producéo de biofertilizante também na agricultura familiar (GOMES et al., 2010).

Estes MSP seriam produzidos em biofabricas e repassados em doses adequadas aos
produtores interessados. Com isso, serd possivel ao agricultor obter um fertilizante fosfatado

eficiente e de custo bem mais baixo que os das fontes de alta solubilidade atuais
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(superfosfatos simples e triplo). Outra vantagem desta tecnologia, é que 0S micro-organismos
solubilizadores ficam ativos nos solos, promovendo a solubilizagido gradativa do P que foi
adicionado na forma de fosfato sollvel, e que se encontra adsorvido a particulas do solo e
indisponivel para as plantas (GOMES et al., 2010; ASCHERI et al., 2012). Contudo, fatores
ja mencionados nas paginas anteriores, como a impossibilidade de determinar o percentual de
fésforo solubilizado por estes micro-organismos que fica prontamente assimilavel para as
plantas, ou quanto do crescimento de plantas com alta concentragdo de MSP em sua rizosfera,
é devido a solubilizacédo de fosfato e ndo a producdo de fitormonios, e principalmente devido
as atuais metodologias de avaliacdo de eficiéncia da enzima fitase, o fazerem em condicdes de
laboratdrio, sendo incapazes de avaliarem tal eficiéncia em condicGes agricolas, tornam o
desenvolvimento de MSP capazes de proporcionar, de fato, economia em adubacdo fosfatada ,

algo a curto prazo, pouco provavel (DE DONATO, 2013).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de estudo

3.1.1 Georeferenciamento da regiéo

Os fragmentos florestais se encontram no municipio de Sete Lagoas - MG, na &rea
experimental da Embrapa Milho e Sorgo, situada aproximadamente entre a Latitudes: 19° 26’
10" e 19°27' 38" ¢ a Longitude: 44° 08’ 52" e 44° 11' 10" ¢ altitude média de 710 m.

Figura 1. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG

3.1.2 Analise dos dados climaticos

Os dados climaticos foram obtidos da estacdo meteorolégica da Embrapa Milho e
Sorgo, situada dentro da propria area experimental, em Sete Lagoas - MG. A distancia
maxima da estacdo do INMET, dentro da &rea experimental, aos fragmentos florestais
estudados é de aproximadamente 8 km.

Na primeira coleta (C1), a média mensal das temperaturas didrias médias (Tmed) foi
22,8 °C, enquanto a média mensal das temperaturas diarias maximas (Tmax) e minimas
(Tmin) foi 29 °C e 18 °C, respectivamente. Ja para a segunda coleta (C2), Tmed foi igual a
18,7 °C, enquanto Tmax e Tmin foram 26,8 °C e 12 °C, respectivamente. O grafico com estes
dados se encontra disponivel no anexo A. A temperatura maxima registrada no més da coleta
C1 foi 35,4 °C e a minima foi 15,1 °C. Para C2, tais temperaturas foram 31,8 °C e 8 °C.
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A precipitacdo pluviométrica média (Ppm), no més em que foi realizada a primeira
coleta, foi 12,37 mm, enquanto a evapotranspiracdo média (Evpm) foi 2,42 mm, totalizando
um balanco hidrico médio (Bhm) de 9,95 mm, consequentemente, 298,5 mm de chuva se
acumularam na regido (Anexo B). J& para C2 o balan¢o hidrico do més foi negativo. A média
diaria da umidade relativa do ar no més de janeiro de 2012 variou entre 55% e 97%, enquanto
em C2 entre 32% e 74 % (Anexo C).

3.1.3 Analises floristicas dos pontos de coleta de solo

Os fragmentos ocorrentes na fazenda experimental da Embrapa foram amostrados por
meio do método de parcelas (MUELLER-DOMBOIS & ELLENBERG, 1974) observando-se
as recomendacdes do protocolo de MedicBes de Parcelas Permanentes da Rede de Manejo
Florestal (Comité Técnico Cientifico da Rede de Manejo Florestal da Caatinga, 2005), com
parcelas de 20 x 20 m, orientadas no sentido N-S, L-O, distantes 100 m da borda do
fragmento, para o inventario fitossociolégico. De posse do mapa da area e da estratificacdo
dos fragmentos por feicdo (topos de morro, vegetacdo ciliar, encostas e interflavio), foram
langadas 27 parcelas. Foram amostrados todos os individuos arbustivos ou arbdreos que
possuiam didmetro a altura do peito de 1,30 m (DAP) > 5 cm, e foram anotadas as espécies, o
nome vulgar, o DAP, utilizando uma suta graduada em milimetros, e altura das &rvores, com
hipsdmetro. A frequéncia relativa das diferentes familias arboreas ao longo dos fragmentos se
encontra disponivel no anexo E.

A altura média das arvores dos diferentes fragmentos se manteve entre um minimo de
8,62 m e um maximo de 12,07 m, enquanto a declividade média do terreno (em graus) entre e
50 e 26,5°. Ja o indice de Shannon esteve entre 2,19 e 2,92. Informacdes mais detalhadas
sobre estas caracteristicas dos fragmentos se encontram disponiveis no anexo D.

Foram coletados material boténico de todos os individuos. Para as arvores altas foi
contratado profissional para trabalho em altura.O material boténico, apos ser etiquetado e
prensado, foi identificado pela curadora do Herbario PAMG/EPAMIG (Herbario da Empresa
de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais), Andréia Fonseca Silva, pela compara¢do com
material-tipo “typus” ou chaves taxondmicas. A classificacdo adotada foi a APG II, e as
exsicatas foram depositadas no Herbario.

3.2 Amostragem do solo
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As amostras foram coletadas em duas diferentes épocas, a primeira no final de janeiro
de 2012 (C1), e a segunda no inicio de setembro de 2012 (C2). C1 foi realizada trés dias apos
um periodo de quatro dias de intensa chuva, onde no total houve uma precipitacdo de
101,2mm. C2 foi realizada 22 dias ap6s uma chuva atipica de 0,4 mm ocorrida durante o
periodo de estiagem. Foram amostrados 8 fragmentos florestais distintos, sendo que 3 deles
foram subdivididos em 2 sitios, em virtude da &rea extensa dos mesmos. De cada fragmento e
sitio foram retiradas trés amostras, uma da camada de serrapilheira do solo, outra da
profundidade de 0 a 5 cm, e a Ultima da profundidade de 5 a 10 cm, com trés repeticdes para

cada amostra.
3.3 Quantificacdo e isolamento da micobiota

Cinco gramas de solo ou serrapilheira de cada amostra foram diluidas em 45 mL de
agua peptonada 1% contendo 0,1 mL de uma solucdo dispersante (Tween). A solubilizacdo
total foi feita por meio de um agitador a 150 RPM durante 30 min. Desta suspensdo
homogénea, foi retirado 1 mL e colocado em um tubo de 9 mL de agua peptonada, e apds a
agitacdo deste em um agitador de tubos, outra aliquota de 1 mL deste tubo foi retirada e
colocada em outro tubo contendo 9mL de &gua peptonada, e assim sucessivamente, formando
as diluicdes 102, 10°10* 10° e 10° Foram plaqueadas em meio DRBC 0,1 mL das
diluicdes 10, 102 e 10™, sendo tal meio seletivo para fungos filamentosos e leveduras. A
composicao deste meio de cultura esta disponivel no anexo F.

Cada diluicdo teve trés repeticdes e cada amostra teve trés dilui¢cdes plaqueadas, dando
um total de 9 placas de Petri por amostra de solo. Apds os plagueamentos, foram
acondicionadas em camara de crescimento a uma temperatura de 25 °C durante 4 ou 5 dias, e
depois foi efetuada a contagem das UFC e o isolamento dos fungos filamentosos.

Cada UFC considerada morfologicamente distinta foi isolada em tubos contendo 5 mL
do meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar). Feito o isolamento, os tubos foram
acondicionados em camara de crescimento a temperatura de 25 °C durante um intervalo de 3 a
15 dias, até que um crescimento significativo se visualizasse. Uma vez constatado tal
crescimento, os tubos contendo as col6nias isoladas foram acondicionados em geladeira a
uma temperatura de 4 °C, até a identificacdo das mesmas (MURO & LUCHI, 1989).
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3.4 ldentificacdo e preservacao de fungos

Para identificagdo dos géneros foram utilizadas as metodologias de Barnett & Hunter
(1998), Davet & Rouxel (2001), Seifert et al. (2011) e Guarro et al. (2012).

Para preservar as espécies de interesse, foram utilizados dois métodos: Inoculacdo de
esporos em tubos de ensaio contendo aproximadamente 5 mL de BDA, e apds constatado
crescimento significativo da coldnia fangica, refrigeracdo a 4 °C. Paralelamente, inoculagéo
de esporos em tubos contendo 5 g de solo estéril, autoclavados trés vezes em intervalos de
24h (MURO & LUCHI, 1989).

3.5 Teste de solubilizacéo de fosforo

De cada tubo contendo tais isolados fungicos, foi retirado um fragmento e semeado em
placas de Petri contendo meio de cultura Pikovskaya, e apds isto, as placas foram
acondicionadas em camara de crescimento a 25 °C de temperatura por um periodo de até 10
dias. As colonias que cresceram formando halos em seus entornos no respectivo meio de
cultura, foram consideradas produtoras de fitase, e posteriormente armazenadas para
identificacdo (PIKOVSKAYA, 1948; GOMES et al., 2010). A composicdo do meio de cultura

se encontra no anexo G.
3.6 Analises quimicas e de perfil do solo

A fertilidade do solo foi avaliada através dos seguintes parametros: pH em agua
(método do potenciémetro), teor de Al (trocavel), H + Al, P, K, Ca e Mg (trocaveis) para
profundidades de 0-10 cm para solo e a camada de serrapilheira. Os métodos de analise de

solos foram os adotados pela Embrapa (Embrapa, 1997). Enquanto para a classificagéo, foi

usada a metodologia do Sistema Brasileiro de Classificagdo dos Solos.

3.7 Analises estatisticas
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A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada por meio do XLSTAT, cujas
variaveis apresentaram correlacdo de Pearson maiores que 0,7 entre si, relacionadas a
composicdo quimica do solo. A ACP ¢ utilizada para reduzir as dimensdes dos dados e,

consequentemente, facilitar a analise por meio do grafico (HERLIHY & MCCARTHY,
2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Variacdes quantitativas da micobiota
4.1.1 Epoca de coleta chuvosa (C1)

A quantificacdo da micobiota dos fragmentos florestais estudados pela metodologia de
UFC, na época chuvosa, revelou valores médios situados entre um minimo de 7,8 x 10° e
méximo de 1,6 x 10° para a serrapilheira; 1,9 x 10° e 6 x 10° para a profundidade de 0 a 5 cm
do solo; e 2 x 10°e 7,3 x 10° para a profundidade de 5 a 10 cm do solo. A média das médias,
da serrapilheira e das duas profundidades anteriormente citadas foram, respectivamente, 1,2 x
10% 4 € 3,1 x 10°.

Tabela 2. Quantificacdo da micobiota na época chuvosa (C1) dos fragmentos florestais em
UFC (10°) nas 3 profundidades avaliadas.

F S 0—5 5—-10
1 12,5 4,3 2,6
2 10,1 3,1 3
3 16,5 4,2 2
4 8 5 7,3
5 12,7 4,5 3,1
6 16,3 6 2
7 14,5 3,3 2,7
8 7,8 1,9 2,4

S = Serrapilheira, 0-5 = profundidade de 0 a 5 cm do solo, 5-10 = profundidade de 5 a 10 cm do solo, F =
Fragmento florestal

Esta superioridade do nimero de UFC da serrapilheira em relacdo ao solo também foi
observada por Fraga et al. (2012) ao estudar a interacdo entre micro-organismos, solo e flora
na Mata Atlantica, e Osaki e Netto (2013), ao avaliar a distribuicdo vertical e horizontal da

populacdo fangica numa floresta ombrofila mista.

4.1.2 Epoca de coleta seca (C2)

A quantificacdo da micobiota dos fragmentos florestais estudados pela metodologia de
UFC, na época seca, revelou valores médios situados entre um minimo de 3,7 x 10° e maximo
de 6,7 x 10° para a serrapilheira; 2,2 x 10° e 4,6 x 10° para a profundidade de 0 a 5 cm do solo;

e 2,0 x 10°e 2,8 x 10° para a profundidade de 5 a 10 cm. A média das médias das UFC da
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serrapilheira e das duas profundidades anteriormente citadas foram, respectivamente, 6,6; 3 e
2,3 x 10°.

Tabela 3. Quantificacdo da micobiota na época seca (C2) dos fragmentos florestais em UFC
(10°) nas 3 profundidades avaliadas.

S 0—5 510
6,4 3,4 2,3
6,5 2,4 2,2
6,7 2,2 2,8
3,7 4,6 2,3
11,3 2,8 2,4
5,8 2,5 2,5
6,4 2,8 2,0
8 59 3,4 2,1

S = Serrapilheira, 0-5 = profundidade de 0 a 5 cm do solo, 5-10 = profundidade de 5 a 10 cm do solo, F =
Fragmento florestal

~N O OB~ w NPT

Assim como na época chuvosa, na época seca a serrapilheira também mostrou ter
maior nimero de UFC que as profundidades de solo avaliadas. Contudo, Osaki e Netto
(2013), ao compararem os numeros de UFC das profundidades denominadas por eles de
“zona de transicao” e solo, ndo encontraram diferencas entre o nimero de UFC destas duas

camadas.

4.1.3 Relagéo entre épocas Cl e C2

Quando comparadas iguais profundidades em diferentes épocas de coleta, todas as
profundidades e a serrapilheira avaliadas mostraram ter niamero de UFC, na época chuvosa,
superior a época seca (Tabelas 2 e 3). Entretanto, Fraga et al. (2012) e Osaki e Netto (2013)
ndo encontraram diferenca entre o numero de UFC das amostras coletadas no verao e inverno,
0 que corrobora para se afirmar que o principal motivo para a diferenca entre nimero de UFC
das populacdes fangicas coletadas nas épocas chuvosa e seca do presente estudo, seja, de fato,
a diferenca de umidade no solo entre as duas épocas, pois nos biomas estudados por estes
autores citados, ndo havia uma diferenca entre a pluviosidade das épocas de verdo e inverno
tdo grande quanto a do atual estudo. O que caracteriza a estacionalidade climatica do bioma

do presente estudo pela deficiéncia hidrica.
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Santos e Camargo (1999) afirmam que ndo s6 a temperatura como a umidade do solo
influem nas relacGes fisioldgicas e caracteristicas fisico-quimicas do mesmo, e
consequentemente no ambiente onde vivem 0s micro-organismos, e Souto (2006) demonstra
claramente que a populacao fungica sofre decréscimos consideraveis conforme a umidade do
solo diminui.

Este resultado também esta de acordo com o observado no estudo feito por Wellbaum
(2006) e também foi observado no estudo da micobiota do solo de uma plantacdo de Pinus
realizado por Fraga e Pereira (2010), no qual verificaram para a area de Pinus, um aumento
progressivo das UFCs correlacionado ao aumento da precipitacdo pluviométrica. Contudo, 0s
resultados de Silva Reis et al. (2013) sugerem que a interferéncia da quantidade de &gua
presente no solo, na composi¢cdo quantitativa dos fungos, fica restrita até um determinado
limite, a partir do qual seu aumento passa a ndo ter efeitos na micobiota, uma vez que 0s
resultados de Silva Reis et al. (2013), concluiram ndo haver diferenca entre a quantidade de
fungos presentes no solo obtida nas diferentes laminas irrigadas. E importante salientar que tal
estudo foi realizado em uma regido de pluviosidade elevada, e portanto, as baixas laminas de
agua nao causaram déficit hidrico nos solos. A variacdo de umidade do solo e o balanco
hidrico da regido do presente estudo, nas épocas de coleta se encontram presentes,

respectivamente, nos anexos C e B.

4.2 Variacdes qualitativas da micobiota nas diferentes épocas de coleta

Em C1 apenas 2,3 % dos fungos produtores de fitase ndo pertenciam aos géneros
Aspergillus e Penicilllium. Enguanto em C2 apenas 2,8 %. Os demais géneros produtores de
fitase encontrados foram: Trichoderma, Paecilomyces Bainier, Acremonium Link, Fusarium,
Cladosporium Link. Somente em C2 foram encontrados Acremonium, Fusarium e
Cladosporium. A distribuicdo destes ultimos, assim como dos Aspergillus sp ndo produtores
de fitase, séo apresentados nas tabelas 10 e 11.

Assim como Cavalcanti et al. (2006), Coutinho et al. (2010), Fraga et al. (2010), Fraga
et al. (2012) e Grishkan e Nevo (2008), e muitos outros autores que realizaram estudos de
isolamento e identificacdo de fungos filamentosos do solo, o presente trabalho observou

serem Aspergillus e Penicillium os géneros mais frequentes no solo do bioma estudado.
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Tabela 4. Distribuicdo dos diferentes géneros e espécies de fungos ao longo das
profundidades e fragmentos na época chuvosa

Espécie/género Prof F1 R F3 F4 F5 F6  F7  F81 F82
S
0—5 X X X
5—
Aspergillus NPF 10 X X X
S X X X
0—5 X X X X X X
5—
Aspergillus secao Nigri 10 X X X X X X X
S X X X X X X X
0—5 X X X X X X X
5 —
Penicillium 10 X X X X X X
S X X X
0—5 X X X X
5 —
Trichoderma 10 X X X X X X X
S
0—5 X
5—
Paecilomyces 10 X
S
0—5 X X
5—
Paecilomyces variotii 10 X
S
0—5 X
5—
A. versicolor 10 X
S X
0—5
5—
A. parasiticus 10
S X
0—5
5—
A. flavus 10 X
S X
0—5
5
A. terreus 10 X
S
0—5 X
5
A. clavatus 10

Prof = profundidade em cm, S = Serrapilheira, 0-5 =0 a5 cm do solo, 5-10 = 5 a 10 cm do solo, F = Fragmento
florestal
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Tabela 5. Distribuicdo dos diferentes géneros e espécies de fungos ao longo das
profundidades e fragmentos na época seca

Espécie/género Prof F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8,1 F82
SE
0—5 X
Aspergillus NPF 510 X X X
SE X X X
0—5 X X X X
Aspergillus secdo Nigri  5—10 X X X X
SE X X X X X X
0—5 X X X X X X X
Penicillium 5—10 X X X X X X
SE X X X X
0—5 X X X
Trichoderma 5—10 X X X X X X X
SE
0—5
Paecilomyces sp 5—10
SE
Paecilomyces variotii g
5--10 X
SE
Acremonium 0—5 X
5--10 X
SE
Fusarium 05 X X
5--10
Cladosporium X
SE
0—5 X
A. versicolor 5—10 X
SE X
0—5
A. parasiticus 5—10
SE X
0—5
A. flavus 5—10 X
SE X
A. terreus 0—5
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510 X
S = Serrapilheira, 0-5 = 0a5 cmdo solo, 5-10 = 5 a 10 cm do solo, F = Fragmento florestal

Na coleta C1, foram isolados 907 fungos, destas, 103 (11,35%) apresentaram
capacidade de solubilizar P, 121 (13,34%) pertenciam ao género Trichoderma, 10 (1,1%)
pertenciam ao género Aspergillus sem, contudo, solubilizar P (AspNPF), 48 pertenciam ao
género Penicillium e apresentavam capacidade de solubilizar fosforo e 40 pertenciam a secéo
Nigri do género Aspergillus e apresentavam capacidade de solubilizar fosforo (AspFnig)
(Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo numérica dos principais grupos fungicos avaliados ao longo dos
fragmentos florestais na época chuvosa

F Profund Penicillium Trichoderma Fitase AspNPF AspFnig
S 2 5 4 0
1 0-5
5--10
S
2 0-5
5--10
S
3 0-5
5--10
S
4 0-5
5--10
S
5 0-5
5--10
S
6 0-5
5--10
S
7 0-5
5--10
S
8 0-5
5--10 1 10 11 0 8
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F — fragmentos, AspNPF — Aspergillus ndo produtores de fitase, AspFnig — Aspergillus produtores de fitase da
secdo Nigri.
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Os numeros de fungos pertencentes ao género Penicillium produtores de fitase e o
namero de isolados pertencentes ao género Trichoderma foram semelhantes, mas foram
superiores ao nimero de Aspergillus ndo produtores de fitase e Aspergillus produtores de
fitase pertencentes a secdo Nigri, e inferiores ao nimero total de fungos produtores de fitase.
Fraga et al. (2012) e Santos et al. (2007) também encontraram distribuices numeéricas
distintas entre os grupos fungicos isolados.

Na coleta C2, foram isolados 947 fungos, 152 (16,76%) apresentando a capacidade de
solubilizar P, 131 (13,83%) de Trichoderma, 17 (1,8%) de Aspergillus sem, contudo
solubilizar P (AspNPF), 93 de Penicillium e apenas 3 de Aspergillus secdo Nigri (AspFnig)
(Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo numérica dos diferentes grupos fungicos avaliados ao longo dos
fragmentos florestais na época seca

F Profund Penicillium Trichoderma Fitase AspNPF AspFnig
S 2 4 6 0
1 0-5 10 8 5
5--10
S
2 0-5
5--10
S
3 0-5
5--10
S
4 0-5
5--10
S
5 0-5
5--10
S
6 0-5
5--10
S
7 0-5
5--10
S
8 0-5
5--10 3 7 11 1 0

F — fragmentos, AspNPF — Aspergillus ndo produtores de fitase, AspFnig — Aspergillus produtores de fitase da
secdo Nigri.
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Foi observado que das amostras de C2, aproximadamente 19,5% dos fungos
solubilizadores de fésforo foram isolados da serrapilheira, enquanto as profundidades de 0 a
5cm e 5 a 10 cm responderam por 46,6% e 33,9% respectivamente. Enquanto na época
chuvosa do ano, a serrapilheira forneceu 19% do total de fungos produtores de fitase, e as
demais profundidades forneceram 80,95%, havendo pouca diferenca no percentual destas. Foi
observado que, do total de fungos solubilizadores de fosforo que pertenciam a se¢do Nigri do
género Aspergillus, 20,9% foram provenientes da camada de serrapilheira, 41,9% da
profundidade de 0 a 5cm, e 37,20% de 5 a 10 cm do solo. Em contrapartida, Ramos et al.
(2012), concluiram que na camada de 5-20 cm do solo o numero de MSP é superior tanto no
periodo seco como no chuvoso, e também em todos os tratamentos avaliados (sistema de
plantio direto e outras técnicas de manejo).

O numero total de isolados com capacidade de solubilizar P, os pertencentes ao género
Trichoderma, e os pertencentes ao género Penicillium com capacidade de solubilizacdo de P,
foram semelhantes, mas foram bem superiores ao numero de Aspergillus ndo produtores de

fitase, e produtores de fitase pertencentes a se¢do Nigri do género Aspergillus.

4.3 Relacgéo entre épocas Cl e C2

O numero de isolados produtores de fitase pertencentes ao género Penicillium na
época de seca foi maior que os da época chuvosa, o que pode ser explicado por 2 motivos, ndo
mutuamente excludentes: O primeiro seria que a biosintese de enzimas solubilizadoras de
fitato, na maioria dos micro-organismos, é induzida por caréncia de fosforo no solo, e nesta
época, devido a maior restricdo hidrica, este elemento esta menos disponivel. Isto consiste em
um indicativo no papel da fitase em prover P para as células (IRELAND et al., 2002). O
segundo motivo seria que nos solos da Mata Atlantica, existe uma maior riqueza de espécies
de Penicillium no periodo de seca do ano, indicando que as espécies deste género sdo bem
adaptadas a solos com baixa disponibilidade de agua (DA SILVA, 2013).

Na época de coleta chuvosa, entre os fungos de interesse isolados, 19,4 % pertenciam
a secdo Nigri do género Aspergillus, enquanto que na época de seca esta razdo foi de apenas
1,4 %, o que corrobora com Pitt & Hocking (2009), o qual afirma que os Aspergillus negros
se desenvolvem melhor em temperaturas elevadas.

O numero de fungos do género Trichoderma isolados na época seca foi superior aos

isolados na época chuvosa, 0 que esta de acordo com Santos et al. (2007) os quais afirmam

36



que o excesso de umidade no solo ndo favorece o desenvolvimento dos fungos deste género, e
que os aspectos climéaticos provocam mais variagcdes nas populagdes fungicas (em um estudo

feito em um solo de Petrolina-CE) que os aspectos edaficos ou floristicos do solo.

4.4 Aspectos quimicos do solo

Foi realizada uma Anélise de Componentes Principais (PCA) a partir da matriz de
correlacdo para os valores medios de atributos de solo: pH em H,0, P, K, Ca, Mg, Al, H + Al
e matéria organica em cada uma das areas amostrais (de F1 a F8, sendo a ultima subdividida
em F8.1 e F8.2). A variancia global dos dados explicada pelos 2 primeiros componentes foi
de 78%, sendo 60% e 18% no primeiro e segundo eixos, respectivamente.

Pode-se afirmar que o pH do solo e os teores de Al estdo negativamente
correlacionados. O mesmo pode ser afirmado em relacdo aos teores de P e Al e K e Al. Ja 0s
teores de Ca e Mg estdo positivamente correlacionados. N&o foi possivel observar nenhuma
tendéncia de agrupamento entre os perfis quimicos dos diferentes fragmentos florestais
analisados (Figura 2).

A composicdo quimica e as caracteristicas pedoldgicas dos fragmentos florestais se

encontram disponiveis, respectivamente, nos anexos H e |.
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Figura 2. Analise multivariada por componentes principais da composi¢do quimica dos solos
dos fragmentos florestais F1 a F8.

Né&o foi possivel observar qualquer relacdo nitida entre os niveis de fertilidade do solo
dos fragmentos florestais com seus respectivos nameros médios de UFC. A titulo de exemplo,
os 5 fragmentos mais férteis foram, em ordem decrescente: F8, F1, F4, F5 e F7, enquanto que
os 5 fragmentos com os maiores numeros de UFC foram: F5, F6, F3, F7 e F1. Outras
comparagOes foram realizadas com a obtencdo de resultados analogos. Entretanto, Bordignon
et al. (2012) em um trabalho cujo objetivo foi avaliar o efeito do uso da vinhaga sobre as
comunidades microbianas do solo, concluiu que o uso da vinhaga na fertirrigagéo contribuiu
para o aumento das comunidades microbianas do solo. Tal diferenca pode ter ocorrido em
funcéo do fato de Bordignon et al. (2012) ter realizado seu estudo em um solo com cobertura
vegetal implantada, enquanto o presente estudo se deu em cobertura vegetal nativa. Santos et
al. (2008) e Silva et al. (2007) também estudaram o efeito da fertirrigacdo sobre comunidades
microbianas, e seus resultados corroboraram com os de Bordignon et al. (2012).

Uma correlagdo entre a quantidade de fésforo presente nos solos e seu respectivo
numero de UFC seria esperada, pois de acordo com Sylvia et al. (1999), N e P sdo o0s

principais nutrientes exigidos no metabolismo devido as demandas estruturais e funcionais
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das células, e Ferreira et al. (2008) concluiram que a adi¢éo de P ao solo afeta 0 metabolismo
de sua microbiota, fato este indicado pelo aumento expressivo da liberagdo de CO2. Contudo,
os fragmentos que apresentaram os maiores teores de P foram: F4, F1, F8, F7 e F6, enquantos
0S que apresentaram maiores numeros de UFC foram F5, F6, F3, F7 e F1, ndo sendo possivel,
portanto, afirmar que foi observada uma nitida correlacdo positiva entre teores de P e
quantidade de UFC do solo.

Nenhum dos parametros quimicos e de fertilidade do solo, tiveram correlagédo
observada com qualquer grupo fangico em qualquer profundidade avaliada. Esta auséncia de
correlacdo entre fatores quimicos e pedoldgicos com quantidade de fungos solubilizadores de
fosforo também foi observada por Neves et al. (2010). Contudo, foi observado que dos
fragmentos florestais com os maiores valores de pH e matéria organica do solo, foram
isoladas as maiores quantidades de fungos produtores de fitase, pois os fragmentos com o0s
maiores numeros de fungos produtores de fitase foram: F5, F1, F8 e F6, enquanto que 0s
fragmentos que apresentaram os maiores valores de pH foram F8, F1, F5 e F4, e os que
apresentaram o0s maiores valores de matéria organica foram: F6, F4, F1 e F5. Excetuando
estas ligeiras tendéncias de correlacdo positiva, nenhum outra tendéncia foi observada.

Entretanto, Nahas (2002) em um estudo cujo objetivo foi quantificar a comunidade de
micro-organismos mineralizadores de fésforo organico, produtores de fosfatases acida e
alcalina, bem como o efeito do tipo de espécie vegetal plantada e o tipo de calagem efetuada
sobre tal comunidade, concluiu que a realizacdo da calagem diminui o nimero de fungos
produtores de fosfatase, enquanto aumenta o de bactérias, o que pode ser considerado um
indicio de que, ndo apenas a fitase fingica, como as demais enzimas fangicas que atuam sobre
o fésforo, ndo tem sua producdo estimulada por ambientas ricos em fosforo. Em
contrapartida, tal estudo ndo encontrou relacdo entre adubacdo e o0 nimero destes micro-
organismos estudados, 0 que corrobora com o presente estudo.

Pereira et al. (2012), em um trabalho que objetivou testar o impacto das mudancgas no
uso dos solos do bioma Pampa brasileiro, sob a diversidade microbiana, concluiu que a
guantidade de fosfato presente no solo estava negativamente correlacionada com o nimero de
micro-organismos com capacidade de solubilizagdo de P. Em um estudo realizado ha mais de
2 décadas, Pang e Kolenko (1986), ja haviam encontrado correlacdo negativa entre a
quantidade de fosforo presente no solo, e o numero de fungos com capacidade de

solubilizacdo de fosforo. O presente estudo ndo observou esta correlagdo negativa.

39



Estirpes de organismos solubilizadores de fosfato exibem variagéo e instabilidade no
que diz respeito a esta atividade, para que estudos posteriores avaliem a eficiéncia enzimatica
dos isolados do presente estudo, quanto a solubilizacdo de fosfato, estes devem ser
repetidamente subcultivados, para que a persisténcia desta capacidade de solubilizacdo seja
avaliada (GOMES et al., 2010).

4.5 Aspectos floristicos

N&o foi observada relacdo entre a frequéncia de familias de espécies arbdreas nos
fragmentos florestais estudados, e 0 nimero de UFC dos mesmos. Em contrapartida, Santos et
al. (2008) afirmam que a cultura plantada afeta a densidade de micro-organismo no solo. As
diferencas entre tais resultados provavelmente sdo devidas ao fato deste autor ter estudado os
efeitos de plantios monoculturais sobre o nimero de UFC dos micro-organismos, enquanto o
presente estudo avaliou areas com cobertura vegetal nativa.

Né&o foi observada relacdo entre os indices de diversidade vegetal e 0 nimero de UFC
do solo, entretanto, Fraga et al. (2012), observou que uma menor diversidade vegetal,
favorece o crescimento de determinadas espécies de micro-organismos que tem preferéncia
por aquele tipo de vegetacdo, reduzindo a competicdo intra-especifica e levando ao aumento
do nimero de UFC da serrapilheira.

O numero de familias botanicas das espécies arbdreas encontradas foi elevado, sendo
superior a 20 familias. A predominancia das familias dentro de cada fragmento florestal foi
bastante diversa, mas pode ser observado que as familias Fabaceae e Anacardiaceae
estiveram dentre as 5 mais numerosas na maioria dos fragmentos estudados (Anexo E)

Foi observado que nos fragmentos onde foram isoladas as maiores quantidades de
fungos solubilizadores de P, havia um predominio de espécies da familia Fabaceae (tabela 8).
Fora esta familia botanica, ndo foi observada nenhuma outra relacdo entre estas e nimero de
fungos produtores de fitase, ou outros grupos fungicos avaliados, dos fragmentos. A auséncia
de relacéo entre a diversidade de espécies arbdreas e 0 nimero de fungos solubilizadores de P

isolados, corrobora com Da Silva et al. (2011).

Tabela 8. Distribuicdo das frequéncias da familia Fabaceae, de outras familias e de arvores
mortas nos fragmentos florestais

F 1 2 3 4 5 6 7 8
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Fab 52 11,18 42 133 91 21 13 176
outras 37,6 77,42 91,8 793 86,7 73 76,7 76,7
Mortas 10,4 114 4 74 472 6 10,3 57

Fab = Fabaceae. Em vermelho estdo os fragmentos de onde foram isolados 0s maiores nimeros
de fungos produtores de fitase, e uma das familias botanicas que predominou em todos eles.

Esta auséncia de relagdo entre frequéncia de grupos fungicos com caracteristicas
floristicas, pode ser, de certa forma, prevista, uma vez que, analogamente, Pfenning (1997),
em um estudo efetuado na regido leste da floresta Amazonica brasileira, encontrou uma baixa
especificidade de fungos que colonizam a rizosfera vegetal em relagéo a planta hospedeira,
enquanto Dutra et al. (2005), estudando a diversidade da microbiota flngica de solo em matas
de galeria da reserva bioldgica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campus
Campo Grande, concluiu gque efeito do tipo de mata nédo foi significativo sobre a composicao
de espécies de fungos.
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CONCLUSOES

O numero de UFC da serrapilheira é superior ao das camadas de 0-5 cm e 5-10 cm do
solo, em ambas as épocas de coleta; chuvosa e seca.

Quando comparada as coletas das duas épocas, a serrapilheira da época chuvosa teve
namero de UFC superior.

O ndmero de fungos produtores de fitase do género Penicillium da época seca, foi
superior a época chuvosa.

O numero de fungos produtores de fitase do género Aspergillus da secdo Nigri da
época chuvosa, foi superior a época seca.

O ndmero de fungos do género Trichoderma foi superior na época seca em relacdo a
época chuvosa.

O numero total de fungos produtores de fitase, independente do género, foi maior na
época seca de coleta.

Os grupos fungicos presentes em maiores quantidades, na época chuvosa e na seca,
foram: os produtores de fitase, seguidos por fungos do género Trichoderma e do género
Penicillium produtores de fitase, e por dltimo, fungos do género Aspergillus ndo produtores de
fitase, juntamente com produtores de fitase da secdo Nigri do género Aspergillus.

Os solos situados na regido Central de Minas Gerais possuem uma elevada diversidade
de micobiota, e sdo potencialmente exploraveis no tocante a obtencdo de fungos

solubilizadores de fosforo.
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ANEXOS

Anexo A. Médias mensais das temperaturas diarias - média, maxima e minima dos 21 meses
anteriores a ultima coleta.
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Anexo B. PrecipitacGes e evaporatranspiracdes mensais médias dos 21 meses anteriores a
Gltima coleta
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Anexo C. Umidades relativas mensais médias dos 21 meses anteriores a ultima coleta
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Anexo D. Area basal (B), altura média das arvores (H), densidade de individuos (ind/m2),
indice de Shannon (H”), Altitude geométrica (Z), declividade em graus (Decl), e aspecto dos

sitios onde foram coletadas as amostras.

Sitio B(m*ha) H(m) ind/m*> H’ Z Decl Asp

1113 1715 862 010 231 889 6,7 N
12 1334 950 0,08 223 881 76 S
21 2543 982 014 261 847 872 C
31 2600 968 012 260 827 50 C
41 2303 952 015 256 851 127 o)
51 2564 11,10 0,09 264 779 76 SE
52 2637 1039 012 241 821 115 E
61 19,98 10,79 0,08 247 787 88 SE
71 17,34 1069 006 219 813 265 SO
81 3153 920 018 287 769 57 C
82 2926 1207 013 292 757 27 C

Altitude geométrica: Distancia contada entre a Superficie terrestre e a superficie elipsoidal (ROCHA et al.,
2008). Superficie elipsoidal: E a equipotencial limitante do Elipsoide adotado. As observagdes geodésicas s&o
reduzidas a esta superficie (ROCHA et al., 2008) indice de Shannon: E a quantificacio da diversidade vegetal
de uma determinada area, com base no nimero de espécies encontradas, nimero total de individuos amostrados,
e proporcéo relativa do ndmero de individuos pertencentes a cada espécie. Tal indice é maximizado quando

todas as espécies encontradas estdo em nimeros iguais (DIAS et al., 1998).
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ANEXO E. Composicdo floristica dos fragmentos amostrados

Familias F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Anacardiaceae 2,30% 2,50% 0,00% 6,70% 6,70% 10,00% 8,70% 5,70%
Annonaceae 12,00% 3,70% 6,30% 0,00% 3,00% 3,00% 2,90% 1,20%
Apocynaceae 0,40% 3,10% 0,00% 0,60% 1,80% 2,00% 0,00% 0,80%
Burseraceae 0,40% 0,60% 22,90% 12,20% 8,50% 11,00% 0,00% 1,20%
Celastraceae 0,00% 0,60% 0,00% 1,10% 10,30% 2,00% 0,00% 0,00%
Ebenaceae 0,00% 12,40% 0,00% 0,00% 3,60% 8,00% 0,00% 0,00%
Fabaceae 52,30%  11,20% 4,20% 13,30% 9,10% 21,00%  13,00%  17,60%
Lauraceae 4,30% 1,20% 2,10% 1,70% 0,00% 1,00% 4,30% 0,00%
Malvaceae 0,80% 1,20% 0,00% 6,10% 1,20% 1,00% 0,00% 0,00%
Meliaceae 0,80% 1,90% 20,80% 2,20% 6,10% 2,00% 1,40% 11,00%
Myrtaceae 2,30% 18,00%  18,80% 3,90% 3,00% 3,00% 5,80% 13,50%
Phyllanthaceae 0,00% 0,00% 8,30% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Rubiaceae 0,80% 1,20% 0,00% 22,80% 5,50% 3,00% 1,40% 13,10%
Rutaceae 0,00% 0,00% 2,10% 0,00% 0,00% 0,00% 31,90%  11,40%
Salicaceae 0,00% 0,60% 0,00% 0,60% 5,50% 3,00% 8,70% 6,10%
Sapindaceae 0,00% 0,60% 0,00% 6,70% 16,40%  12,00% 1,40% 0,40%
Urticaceae 0,00% 0,00% 0,00% 5,00% 0,00% 0,00% 7,20% 0,00%
Mortas 10,70%  11,10% 4,10% 7,10% 4,20% 6,00% 10,40% 5,80%
Outras 13,20%  29,80%  10,40%  10,00%  1520%  12,00% 2,90% 12,20%

ANEXO F. Composicao do meio de cultura DRBC em g/L

Peptona
Dextrose

Fosfat monopotéassico

Cloranfenicol

Sulfato de Magnésio

Agar

Rosa Bengala
Dicloran

5.00
10.00
1.00
0,1
0.50
0.02
0.002
15.00
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ANEXO G. Composicéo do meio de cultura Pikovskaya em g/L

Extrato de levedura
Dextrose
Fosfato de Célcio
Sulfato de Aménio
Cloreto de Potassio
Sulfato de Magnésio
Sulfato de Manganés

Sulfato Ferroso

Agar

0.50
10.00
5.00
0.50
0.20
0.10
0.0001
0.0001
15.00

Anexo H. Dados quimicos do solo dos F1 a F8

F pH H,O P K Ca Mg AL H AL Matorg
1 6,2 11,6 166,3 8 1,6 0 5,4 10,1
2 52 3,9 91,7 1,6 0,4 0,8 91 55
3 5,6 8,6 44,3 59 0,4 0 6 6,5
4 59 13,3 255 6,6 1,7 0 6,9 12,4
5 6 4,1 133 6,3 1,8 0 54 9,5
6 5,8 9,7 182,3 8,1 1 0 9 16,5
7 57 10,7 203,5 8,2 1,3 0,1 55 7,6
8.1 5 8,4 149,7 2,8 1,1 0,4 8,2 7,8
8.2 7,1 11,3 4527 10 1,6 0 0,8 8,5
** P K, Ca, Mg, Al, H + Al e Mat org = mg/dm?®
** F = Fragmento florestal
Anexo I. Dados edaficos dos F1 a F8
F Textura Cor Estrutura Classificacao
1 Muito argilosa  7,5YR  Poliédrc Argissolo Verm Amar
2 Muito argilosa 5YR Grumos Latossolo Vermelho
3 Muito argilosa 2YR Grumos Cambissolo Haplico
4 Muito argilosa  7,5YR  Poliédric Argissolo Verm Amar
5 Argilossiltosa  7,5YR  Poliédric Argissolo Amarelo
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6 Muito argilosa
7 Argilossiltosa
8.1 Francoargilosa

8.2 Argilossiltosa

SYR

7,5YR
7,5YR
7,59YR

Grumos
Grumos
Poliédric
Grumos

Cambissolo Hamico

Cambissolo Héaplico

Cambissolo Hamico
Argissolo Verm Amar

F = Fragmento florestal
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