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RESUMO

A microbiota do solo estd composta predominantemente por fungos, microrganismos
que sofrem alteracbes de sua biodiversidade por diversos fatores. Dentre eles é
possivel destacar praticas inadequadas de manejo agricola utilizadas no
estabelecimento de diferentes culturas. Apesar de sua grande relevancia para os
ecossistemas tropicais, a diversidade de fungos do solo ainda é pouco estudada.
Uma completa avaliagdo da diversidade fangica é de dificil alcance, sendo a
metodologia de isolamento a principal limitacdo para a andlise comparativa de
fungos do solo (ABREU; PFENNING, 2008). Este trabalho teve como objetivo a
identificacdo de fungos mais frequentes no solo associado a cultura do abacaxi
(Ananas comosus L.), buscando avaliar a adequacdo da amostra para o replantio
desta ou de outra cultura agricola na regido de Araguatins, situada no extremo norte
do Tocantins, Brasil. Além disso, objetivou-se também usar esta analise como
indicadora de manejo adequado do solo. As amostras de solo foram coletadas em
nove pontos da regido durante o més de marco de 2014. O isolamento de fungos
filamentosos presentes nesses solos foi realizado através da técnica da diluicdo em
placas contendo meio BDA suplementado com antibiéticos. Apos periodo de
incubacdo, procedeu-se o isolamento. Em seguida foi feita a identificacdo, os
isolados foram preservados de acordo com o método de Castellani (1960), para
estudos posteriores. A partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir
gue as especies de fungos filamentosos encontradas foram: Aspergillus ochraceus,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Eupenicilium sp., Penicillum sp. e
Syncephalastrum racemosum. Todos esses géneros identificados sdo considerados
fungos comuns em solo e a maioria possuem relacdes patogénicas a diferentes
culturas. Os resultados obtidos, no presente trabalho, foram conclusivos quanto a

presenca de fungos filamentosos patogénicos com relatos em diferentes culturas.

Palavras-Chave: Biodiversidade, Microbiota do solo, Fitopatdogenos, Bioindicadores,
Espécies



ABSTRACT

The soil microbiota is composed predominantly of fungi, microorganisms that
undergo changes of biodiversity by several factors. Among them it is possible to
highlight inadequate agricultural practices used in establishing different cultures.
Despite its great relevance to tropical ecosystems, the diversity of soil fungi is still
little studied. A complete evaluation of the fungal diversity is hard to reach, and the
isolation methodology the main limitation for the comparative analysis of soil fungi
(ABREU, PFENNING, 2008). This study aimed to identify the most common fungi in
the soil associated to the pineapple crop (Ananas comosus L. ) , seeking to assess
the adequacy of the sample for replanting this or other crop in Araguatins region ,
located in the far north Tocantins , Brazil . Moreover, the objective was to also use
this analysis as an indicator of appropriate soil management. Soil samples were
collected in nine parts of the region during the month of March 2014. The isolation of
filamentous fungi present on these soils was performed by dilution method on plates
containing PDA medium supplemented with antibiotics. After the incubation period, it
proceeded to the isolation. After identification, the isolates were preserved according
to the method Castellani (1960), for further studies. From the results obtained in this
study it can be concluded that the species of filamentous fungi were: Aspergillus
ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Eupenicillium sp, Penicillium sp. And
Syncephalastrum racemosum. All these genera identified are considered common
fungi in soil and most have pathogenic relationships to different cultures. The results
obtained in this study were conclusive for the presence of filamentous fungi

pathogenic to reports in different cultures.

Key words: Biodiversity, Soil Microbiota, Phytopathogen, Bioindicators, Species
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1 INTRODUCAO

O solo tem fundamental importancia ndo sé para a produgcdo agricola,
mas também na manutencdo da qualidade ambiental, sendo uma fonte de
preocupacao no contexto dos processos de degradacdo ambiental e da agricultura
sustentavel (VEZZANI; MIELNICZUK, 2009). Dessa maneira, 0 solo pode ser
caracterizado como um corpo natural organizado, vivo e dinamico que desempenha
inimeras funcdes no ecossistema terrestre, como suporte para o crescimento das
plantas, controle do fluxo de &gua, atuacdo como tampdo ambiental regulando
Compostos nocivos, e substrato para a ciclagem de nutrientes da biosfera (KARLEN,;
MAUSBACH; DORAN, 1997; REETZ et al., 2007). Estes atributos sdo em grande
parte devido a biota que o compde, sendo que 0S microrganismos Sao
quantitativamente os elementos mais significativos da por¢cdo biologica do solo
(BARROS; MELO; DIONISIO, 2010).

Apesar da grande relevancia dos microrganismos do solo para os
ecossistemas e do seu amplo potencial biotecnoldgico, a magnitude de sua
biodiversidade ainda é pouco conhecida e consequentemente seu potencial € pouco
explorado, sendo que até mesmo um padréao de distribuicdo espacial ainda néo foi
determinado. Desse modo, os solos se constituem numa das ultimas fronteiras para
os estudos de biodiversidade (GOI; SOUZA, 2006). O conhecimento sobre a
microbiota do solo também é muito relevante para o manejo adequado de solos e de
pragas. Nesse sentido vale lembrar que o manejo inadequado do solo € um dos
fatores responsaveis pelo desequilibrio populacional nas espécies microbianas,
favorecendo, por exemplo, a predominancia de espécies patogénicas e um declinio
geral da biodiversidade medida através de diferentes taxons (DUFRANC; DECHEN;
FREITAS, 2004). Como exemplo disso pode-se citar o fato de que as técnicas de
prevencao e controle dos microrganismos fitopatdgenos, baseadas principalmente
na aplicacdo de agrotoxicos, podem nao atuar sobre as verdadeiras causas das
doencas, contribuindo para a destruicdo da microbiota do solo e para a selecao de
linhagens resistentes a essas substancias (PEREIRA, 2008). Outros fatores como
extensas areas agricolas, simplificacdo da rotacdo de culturas, remocao de areas
silvestres, mecanizacéo agricola, irrigacdo e introducdo de novas espécies vegetais

em pastagens, tém levado muitos solos a exaustao e a diminuicdo da diversidade da
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microbiota em ambientes agricolas (YATS et al., 1997 ; HANSEN; ALRJE;
KRISTENSEN, 2001 ;BENTON; VICKERY; WILSON, 2003).

Portanto, mecanismos de avaliacdo e manutencdo da diversidade de
microrganismos como o0s fungos do solo s&do importantes, pois eles sao
bioindicadores dos efeitos de préaticas agricolas e da viabilidade do solo para
implantacéo de culturas, sendo, considerada uma ferramenta Util para a amenizacao
de desequilibrios ambientais e para a agricultura sustentavel, por meio de
fornecimento de nutrientes, melhor estrutura fisica do solo e acdo de antagonistas
controlando patégenos de plantas (PEREIRA; ROSSETTO, 2008; PFENNING;
ABREU, 2008; BORGES et al, 2011). Os fungos s&o microrganismos
guimiorganotroficos cuja principal funcdo no solo € a decomposicdo de matéria
organica que leva a mineralizacdo e reciclagem de nutrientes de plantas. Sao
patdgenos importantes de plantas e animais, podendo também agir como agentes
de controle biolégico de pragas e estabelecer relacdes simbidnticas com plantas e
algas verdes ou cianobactérias. Também sdo fundamentais nas industrias quimica,
farmacéutica e de alimentos. Apesar de aclorofilados, ja foram comparados as
plantas porque, de modo geral, ttm parede celular, ndo sdo moveis (embora
algumas espécies tenham células reprodutivas moveis) e se reproduzam por meio
de esporos e presentam estrutura unicelular e/ou filamentosa (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

O estudo da sistematica dos fungos tem passado por varias mudancas,
resultantes, principalmente do reconhecimento da natureza artificial dos sistemas de
classificacdo e da polifilia desses organismos. Assim, levando em consideragao as
relagbes evolutivas os organismos chamados fungos, sdo atualmente classificados
em trés Reinos (Protozoa, Chromista e Fungi) (KIRK et al., 2008). Organismos com
caracteristicas de fungos, contendo celulose como constituintes de sua parede
celular sdo considerados descendentes de algas e classificados no Reino
Chromista, Filo Oomycota. Dentre estes, destacam-se fitopatbgenos como
Phytophthora e Phythium. (KIRK et al., 2008 apud PFENNING; ABREU, 2010). O
reino Fungi é dividido em sete filos, (Microsporidia, Chytridiomycota,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Glomeromycota, Ascomycota e
Basidiomycota), e um grupo, os fungos anamoérficos. Este grupo ndo possui valor

taxondbmico, sendo seus membros relacionados aos filos Ascomycotae
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Basidiomycota (ABREU; PFENNING, 2008; MORAES; PAES; HOLANDA, 2010). O
Reino Fungi tem representantes nos mais variados ambientes (BLACKWLL, 2011).

A diversidade de fungos ja foi determinada em solo usado para cultivar
framboesa (Rubus idaeus), amora (Rubus fruticosus) e mirtilo (Vaccinium spp)
(PINOTTI; SANTOS; KLAUBERG FILHO, 2011), em monocultivo de erva-mate (llex
paraguariensis) (BORGES et al, 2011), em amendoim (Arachis hypogaea)
(PEREIRA; ROSSETO, 2008), em solo com rotagcdo das culturas de soja (Glycine
max), de milho (Zea mays) e de batata (Solanum tuberosum) (DUFRANC; DECHEN;
FREITAS,2004). Contudo, informacbes acerca das variedades e interacoes
microbianas em solos de ecossistemas tropicais ainda séo esparsas.

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) € uma planta pertencente a
familia Bromeliaceae, subfamilia Bromelioideae (SIMAO, 1998). O fruto é
normalmente cilindrico ou ligeiramente conico, constituido por 100 a 200 pequenos
frutilnos entre si sobre o eixo central que € a continuacdo do pedudnculo fibroso. E
originario da América tropical e subtropical e, muito provavelmente, do Brasil
(MEDINA, 1978). Atualmente, é extensivamente produzido em todos os paises
tropicais, sendo o Brasil seu maior produtor, responsavel por 13% de toda a
producdo total mundial. Dessa forma, o abacaxizeiro € uma das espécies vegetais
de grande relevancia para a agricultura brasileira, ocupando, em 2010, a oitava
posicdo, em volume de producédo, entre todas as fruteiras cultivadas no Pais (IBGE,
2013). Os estados que se destacam na sua producdo sdo: Minas Gerais, Para,
Tocantins e Bahia. No Tocantins foram colhidas 90 mil toneladas na safra de
2012/2014 (GONCALVES, 2000; CONEXAO TOCANTINS, 2014). Suas principais
variedades sdo a “Smooth Cayenne”, conhecidas popularmente como “ananas” ou
“abacaxi havaiano” e a “Pérola”. Apesar das melhorias de cultivo, o abacaxi, no
territorio brasileiro, ainda néo atingiu seu maximo de producédo por hectare devido a
diferentes tipos de doencas. O A. comosus pode ser infectado por diferentes
patégenos, tais como fungos, virus e nematoides (OLIVEIRA, 2010). Os fungos
filamentosos de solo podem contaminar as plantacbes de abacaxi em diferentes
momentos, ou seja, desde o0 plantio das mudas até a colheita (VENTURA;
ZANBOLIM, 2002) e sdo os maiores responsaveis pela perda do potencial de venda
deste fruto. Pois, o abacaxizeiro quando infectado por esses patdgenos apresentam

caracteristicas negativas na sua qualidade (SOUZA et al., 2002).
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Este trabalho teve como objetivo isolar e identificar espécies de fungos
flamentosos em solo com historico de cultivo do abacaxi, buscando avaliar a

adequacao da amostra para o replantio desta ou de outra cultura agricola.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracg0Oes gerais sobre fungos

A sistematica dos fungos € bastante complexa e ainda ndo existe um
consenso entre os diferentes micologistas. Forzza et al. (2010) apresenta o reino
Fungi composto por sete filos, 10 subfilos, 35 classes, 12 subclasses e 129 ordens,
considerando a classificagdo de Hibbett et al. 2007. Segundo Hibbett et al (2007), com
base em analises filogenéticas, os fungos “verdadeiros” (stricto sensu) estdo
subdivididos em: Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota,
Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota. Estes autores nao
reconhecem Zygomycota como um filo, e o separam em quatros subfilos:
Mucoromycotina, Kickxellomycotina, Zoopagomycotina e Entomophthoromycotina,
sendo estes subfilos encontrados no filo Glomoromycota na classificagéo proposta por
Hibbet et al. 2007. A sistematica dos fungos ainda envolve a separacdo em fungos
verdadeiros (stricto sensu) e em fungos falsos (lato sensu) ou pseudofungos.

De maneira geral, os fungos podem ser unicelulares ou filamentosos,
sendo este ultimo formado por filamentos chamados de hifas. As leveduras, que séo
unicelulares, tém formato arredondado, ou ovoide, e se reproduzem geralmente por
brotamento ou gemulacdo, mas também podem se reproduzir por cissiparidade
(SIDRIM et al., 2004). Os fungos filamentosos podem formar agrupamento de hifas,
0 qual € chamado de micélio, e estruturalmente elas podem ser septadas ou
cenociticas (sem septos). As hifas septadas possuem um citoplasma continuo que
pode conter varios nucleos. E as hifas ndo septadas sdo sempre multinucleadas
(TORTORA et al., 2005).0 micélio pode estar organizado de diferentes formas,
podendo inclusive constituir estruturas reprodutivas microscépicas ou macroscopicas
(SIDRIM et al., 2004).

Sao organismos eucaribticos, aerébicos que ndo possuem plastos ou
pigmentos fotossintéticos. A reproducédo dos fungos pode ocorrer de duas formas: a
assexuada ou anamorfa, e a forma sexuada ou teleomorfa. Em paises considerados
tropicais e subtropicais, como o Brasil, a maioria dos fungos manifesta apenas a
forma assexuada, sendo esta a base para a sua classificacdo taxondémica (RIPPON,

1998). Sendo estes organismos denominados como seres heterotroficos,
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necessitando de materiais organicos ja formados, os quais servem como fonte de
energia e como constituintes celulares. A sua nutricdo é por absorcéo de nutrientes,
gue sdo mobilizados de diferentes fontes organicas. A conversdo do alimento em
ATP (Adenosina Trifosfato) pode ocorrer pelo processo de respiracdo celular ou de
fermentacdo. Os fungos tém como reserva energética o glicogénio (FERREIRA;
SOUSA, 2000).

Os fungos sdo microrganismos essenciais para o meio ambiente, pois
muitos sdo considerados bioindicadores dos efeitos de praticas agricolas e da
viabilidade do solo, fornecendo nutrientes para implantacdo de novas culturas,
sendo, portanto, uma ferramenta util para a agricultura sustentavel (PEREIRA,
ROSSETTO, 2008; BORGES et al., 2011).Porém, ao mesmo tempo em que Sao
importantes para o solo e para a agricultura, algumas espécies de fungos sédo
consideradas maléficas por muitos agricultores, pois podem causar danos em
tecidos de vérias espécies vegetais de interesse econémico (HIROSHI KIMATI et al.,
2005).Muitas atividades agricolas podem influenciar de maneira negativa o
crescimento e/ou a dispersdo dos fungos no ambiente, contribuido assim para o
empobrecimento do solo. A agricultura praticada sem o correto manuseio do solo,
com o uso indiscriminado de agrotoxicos, sem rotatividade de culturas, entre outros
fatores inapropriados, pode contribuir para a diminuigdo da riqueza e abundancia
dos microrganismos do solo, inclusive dos fungos (MELO; AZEVEDO,1998).

A diversidade de fungos ja foi determinada em solo usado para cultivar
framboesa (Rubus idaeus), amora (Rubus fruticosus) e mirtilo (Vaccinium spp)
(PINOTTI et al, 2011), em monocultivo de erva-mate (llex paraguariensis) (BORGES
et al.,, 2011), em amendoim (Arachis hypogaea ) (PEREIRA; ROSSETO, 2008), em
solo com rotacéo das culturas de soja (Glycine max), de milho (Zea mays) e de batata
(Solanum tuberosum) (DUFRANC et al., 2004).

2.2 Fungos toxigénicos em alimentos

O aparecimento de fungos filamentosos em alimentos pode ocasionar na
producdo de micotoxinas, que sdo produtos do metabolismo secundarios de algumas
espécies de tais fungos. Essas micotoxinas causam varios efeitos adversos nos seres
humanos (ZAIN, 2011). Segundo Smith et al. (2006), séo classificados cincos grupos

de micotoxinas: a ocratoxina A, aflatoxinas, fumonisinas, alguns tricotecenos e
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zearalenona. Sendo, essas produzidas por uma pequena gquantidade de espécies de
fungos.

A ocratoxina A € uma toxina considerada cancerigena. Pois, causa cancer
do trato urinario e renal. E produzida pelas espécies de fungos filamentosos,
principalmente as dos géneros Aspergillus e Penicillium. Essa toxina é produzida por
Penicillium verrcosum, encontrados em graos de cereais (PITT, 1987); e por A.
carbonarius relatados em uvas e vinhos (TERRA, 2013); e por A. ochraceus,
encontrados em graos de café (OLIVEIRA, 2012).

As aflatoxinas séo relatadas como potentes agentes cancerigenas e sao
produzidas pelas espécies A. flavus e A. parasiticus. Encontradas em amendoim,
milho (Zea mays) e sementes oleaginosas. Pitt (2006) relata que, 50% dos isolados
de A.flavus possuem aflatoxonas A aflatoxina B1 que é considerada o componente
mais téxico para o figado dos animais e dos homens (SWEENEY & DOBSON, 1998;
MOSS, 2002; PILDAIN et al., 2004 ; MARKLINDER et al., 2005).

As fumonisinas também sao vistas como cancerigenas causadoras do
cancer esoféagico. Sdo produzidas por Fusarium moniliforme e F. proliferatum, vistas
apenas no milho (FERROCHIOA et al., 2013). O seu efeito em humanos ainda néao é
bem claro, porém em animais como equinos e suinos chega a causar patologia e
morte quando afetados. As fumonisinas constituem um grupo com cerca de 25
substancias sendo a mais comum a fumonisina B1, considerada a mais téxica,
acometendo cerca de 70% da contaminacdo em alimentos e racdes (MALLMANN et
al., 2001).

Tricotecenos e a zearalenosa s&o considerados altamente
imunossupressores que veem causando efeitos estrogénicos. Os dois sao produzidos
pela espécie F. graminearum (PINTO; PATRIARCA; POSE, 2013). Os tricotecenos
sdo compostos por um grupo de mais de cem micotoxinas. JA a zearalenosa é
considerada a mais comum, possui ampla distribuicdo nas culturas de milho, trigo,
aveia, sorgo e cevada.

Muitos autores afirmam que, em muitas espécies de Aspergillus sao
encontrados um grande potencial toxigénico desse género contaminado alimentos
(Tabela 1), e que muitos desses géneros podem causar diferentes surtos e até
mesmo a morte por todo o mundo. Um exemplo é a aflatoxicose produzida por
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (MUTURE; OGANA, 2005).



Tabela 1 - Potencial toxigénico das principais espécies de Aspergillus que contaminam alimentos

Espécies

Micotoxinas

Referéncias

A. aculeatus

Acido itacénico B, D e F

(ANTIA et al., 2011)

A. candidus

Acido Kojico, candidulina, terfenilina,

Xantoacina

(HUE et al., 2013)

A. clavatus

Citochalasina E, patulina, ascladiol,
clavatol, triptoquivalinas

(SNINI et al., 2014)
(GNIADEK et al., 1012)

A

(GARCIA-CELA et al.,

carbonarius : 2011)
Ocratoxina A (CRESPO-SEMPERE
et al., 2013)
A. carneus Citrinina (TEIXEIRA et al., 2012)
A. flavus Aflatoxina B1 e B2, acido aspergilico, (AMAIKEL e
acido ciclopiazonico, Acido Kdjico, KELLER., 2011)
acido 3-nitropropionico, paspalininas
A. fumigatus Fumitremorginas A e C, gliotoxinas (BRUNS et al., 2010)
fumigaclavinas, fumitoxinas, (PENA et al., 2010)
fumigatinas, fumagilinas,
triptoquivalinas
A. niger Ocratoxinas, malforminas, (SOARES et al., 2013)
naptoguinonas, fumonisina B2
A. nomius Aflatoxinas B e G, acido aspergilico, (OLSEN et al., 2013)

acido kojico

A. ochraceus

Ocratoxinas, acido penicilico, acido

(HARRIS e MANTLE,

kéjico, A, xantomegnina 2001)
A.oryzae Acido ciclopiazonico, acido kéjico (BARZEsl(SgAZA)‘RD et

A. parasiticus

Aflatoxina B e G, acido aspegilico
Aflavininas

(DORNEL et al., 1984)

A. tamarii

Acido ciclopiazénico, acido kéjico

(GOTO et al 1996)
(TAMANO et al., 2013)

A. terreus

Citrinina, patulina, citreoviridina,
mevinolina, acido terreico

(GRESSLER et al
2011)

Fonte: ABRUNHOSA (2008)

2.3 Considerag0des sobre a cultura do abacaxi

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) € uma monocotiledonea,
herbacea, pertencente a familia Bromeliaceae (CUNHA; CABRAL, 1999). Esta
bromelidcea cresce no solo a expensas das suas proprias raizes, mesmo
apresentando algumas caracteristicas de epifitas, possuindo a capacidade de
armazenar agua no tecido de suas folhas e também na axila. Quando adultas, as
plantas de abacaxi chegam a medir aproximadamente um metro de altura. Suas

flores normalmente sdo estéreis e formam frutos partenocarpos. O abacaxi (A.
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comosus) é considerado uma das mais importantes frutas tropicais (VENTURA,;
ZAMBOLIM, 2002), sendo um fruto cultivado em praticamente todos os estados
brasileiros. Os estados que se destacam na sua producéo sédo: Minas Gerais, Para,
Tocantins e Bahia (GONCALVES, 2000). As principais variedades cultivadas séo a
“Smooth Cayenne”, conhecidas popularmente como “ananas” ou “abacaxi havaiano”
e a “Pérola”.

Embora o abacaxi seja uma planta cultivada em diferentes solos, a sua
cultura se desenvolve melhor em solos com pH entre 4,5 e 5,5 (IRFA, 1984). O
abacaxi absorve muitos nutrientes do solo, elevando a sua acidez e diminuindo as
concentracdes de Ca™ e Mg™. Segundo Spironello; Furlani, (1997) e Oliveira et
al.,(2009) um novo plantio de abacaxizeiro na mesma area exigiria uma correcdo de
acidez pelo método de calagem para suprir as necessidades de nutrientes do solo e
para poder melhorar desenvolvimento da planta e do fruto. Considerando a mudanca
do pH e o consumo de nutrientes, a cultura do abacaxi pode influenciar a
composicdo da fauna de microrganismos do solo (MANICA, 2000).

Os fungos fitopatogénicos mais comuns do abacaxi sdo o Fusarium
subglutinans, o Ceratocystis paradoxa, o Penicillium funiculosum, Phytophthora
cinnamomios e o Phytophthora nicotianae (GOES, 2005), os quais podem causar
doencas desde o momento da implantacdo da muda no solo até o armazenamento e
transporte da fruta. As principais doencas causadas por fungos sdo a podridao-
negra-do-fruto, a fusariose, a podriddo-parda, a podridao-de-raizes e a podridao-
olho, as quais séo responsaveis por grandes perdas econdmicas para a cultura do
abacaxi (MATOS, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coletas de Amostras de Solo

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Solos e de
Microbiologia do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia do Tocantins,
campus Araguatins, sendo que as amostras de solo foram coletadas no proprio
campus do Instituto Federal, em uma &area com histérico de cultivo de abacaxi (A.
comosus L.), a qual se situa a 05° 38’ 35" S e 48° 04’ 14” W, com precipitagao média
anual de 1500 mm, temperatura média de 28,5°C e esta a 103m de altitude.

A coleta foi realizada no periodo matutino em nove pontos da é&rea
delimitada, sendo escolhidos de modo a se obter uma boa representatividade do solo.
As amostras de solo foram extraidas com o auxilio de um escavador e espatulas
(Figura 1 A) previamente lavadas com alcool 70% e flambadas, sendo feitas
perfuracdes a uma profundidade de 0-20 cm (horizonte A), retirando-se a cobertura
vegetal (Figura 1 B).

Em seguida foram armazenadas em sacos plasticos estéreis (Figura 1 C),
sendo que uma parte dessas amostras foi transportada para o Laboratério de Solos
para a realizacdo de andlises fisico-quimicas e a outra parte foi destinada ao
Laboratério de Microbiologia, onde permaneceram refrigeradas a temperatura de 4°C
até o momento das andlises (BEARE; HENDRIX; COLEMAN, 1994; SIX et al., 2000).

Figura 1- Coletas de amostras de solo

N % "'
o1 —-10,4

Uﬁ

Fonte: SOUSA, E. S. (2016)
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3.2 Isolamentos de Fungos Filamentosos das Amostras de Solo

A determinacdo da comunidade microbiana presente no solo foi
determinada utilizando a técnica da inoculagédo de suspensdes diluidas de solo em
meios de cultura especificos, com 3 repeti¢cdes por amostra. O método utilizou 10 g
de solo previamente peneirado para 90 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%), em
erlenmeyers (Figura 2 A) mantidos sob agitacdo durante 10 minutos (100 rpm) e
submetidos a diluicbes seriadas em &agua destilada estéril em fator 10 até 103
(Figura 2 B). Em seguida, foram retirados 0,1 ml de cada diluicdo a 107 para o
semeio em placas de Petri estéreis contendo 20 mL de meio de cultura BDA (Batata
Dextrose Agar) autoclavado, cujo pH 6,6 e acrescido do antibiético comercial

Amoximed (principio ativo amoxilina) na concentragédo de 1 mg/mL.

Figura 2- Técnica da inoculagdo de suspensdes diluidas de solo: 10 g de solo peneirado para 90 mL
de solucao salina (NaCl 0,9%) (A); Diluicdes seriadas em agua destilada em fator 10 até 107 (B)

////I\\\\\\\\iq

Fonte: SOUSA, E. S. (2016)

O plaqueamento foi feito com auxilio de micropipeta e em seguida a
aliquota foi espalhada com o auxilio de alca de drigalski. As placas foram vedadas
com Parafim™ e incubadas durante 7 dias a 28 °C. Apos este periodo foram feitas
observacdes da presenca de unidades formadoras de colénia (UFC), sendo que cada
uma foi inoculada com auxilio de uma alga de platina em novas placas de Petri
contendo o meio supracitado. Este procedimento foi repetido até a obtencdo de

culturas puras.
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3.3 ldentificagfes das Linhagens Fungicas

A identificacdo das linhagens foi conduzida no Laborat6rio de Ecologia e
Sistemética de Fungos, do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras. Procedeu-se a identificacdo direta no meio BDA, apds o periodo de
incubacdo de sete dias em placas de Petri. As colonias foram observadas em lupa
eletrdnica para observacdo das caracteristicas macromorfologicas (diametro, cor,
aspecto e textura da colbnia, superficie, pigmento difusivel no meio de cultura,
presenca ou auséncia de exsudato, etc.) e do tipo e local das estruturas
esporulantes, além da velocidade de crescimento (lenta, moderada ou rapida).

Para o exame microscopico foram preparadas laminas coradas com
lactofenol de Amann e azul de metila. Assim, foram observadas as caracteristicas
micromorfoldgicas como a forma e cor da hifa, tipo de micélio (septado ou néo); tipo
e arranjo de esporos, estrutura (tamanho, cor e textura) do conidiéforo e conidios/
esporangios e esporangiéforos e estruturas de resisténcia (clamidésporos) ou
estruturas contendo esporos como cleistotécio. Esses dados foram comparados as
chaves de identificagdo especificas (BARNETT; HUNTER, 1972; SAMSON et
al.,1995; PITT, 2000; KLICH, 2002). Dessa forma, a identificagdo das linhagens foi
confirmada por sua caracterizacdo morfologica e pela comparacdo com descricdes

da espécie disponiveis na literatura.

3.4 Colegdes de Culturas

Os isolados, ap6s identificacdo, foram preservados em frascos com agua
destilada estéril de acordo com o método de Castellani (1960). Representantes de
cada taxon, especialmente os que apresentavam interesse fitopatogénico conforme
literaturas especializadas foram incluidos na coleg¢édo de culturas do Laboratorio de
Microbiologia do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Tocantins,

estando disponiveis para estudos posteriores.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e ldentificacdo de Fungos Filamentosos

A partir do isolamento dos fungos filamentosos encontrados em amostras
de solo oriundas de area com historico de cultivo de abacaxi (A. comosus L.), foi
possivel identificar 4 géneros e 6 espécies de fungos filamentosos, as quais foram:
Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Eupenicillium sp.,
Penicillium sp. e Syncephalastrum racemosum (Figura 3).

Figura 3- Fungos identificados: Aspergillus ochraceus (A); Aspergillus flavus (B); Aspergillus niger (C);
Eupenicillium sp.(D); Penicillium sp. (E); Syncephalastrum racemosum (F)

Fonte: SANTOS, E. S. (2016)

4.2 Potencial Patogénico ao Abacaxi e Adequacéao do solo ao replantio

A regido de coleta do solo para o isolamento dos fungos neste trabalho foi
utilizada no passado para cultivar abacaxi (A. comosus) da variedade “Smooth

Cayenne”, conhecida popularmente como “ananas” ou “abacaxi havaiano”. Apds
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identificacéo, as espécies foram caracterizadas e através de literatura especializada,
destacou-se o potencial patogénico a culturas do abacaxi.

O género Aspergillus é classificado como pertencente ao filo Ascomycota,
classe Eurotomycetes, ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae, possui mais de
260 espécies, que apresentam impactos positivos e negativos. S8o responsaveis por
diversas doencas em plantas e produtos vegetais. Nesse sentido, sdo conhecidos
como fungos de armazenamento pela capacidade de contaminar produtos agricolas
gue permanecem armazenados em grande quantidade e por longos periodos de
tempo, tais como cereais. Estes fungos filamentosos também secretam micotoxinas
do tipo aflatoxina B1, G1, M1, ocratoxina A, easterigmatocistina e acido clicopiazoico
(STEYN, 1995; KLICH, 2002; BAU et al., 2005; PERRONE et al., 2007). Essas
substancias estdo sendo consumidas de forma involuntaria, tendo efeitos toxicos
para 0 consumo em produtos agro-alimentares sendo ainda carcinogénicos,
mutagénicos,  teratogénicos, citotoxicos, neurotéxicos, nefrotbxicos e
imunodepressores (ROBISON; BATT; PATEL, 2000). O crescimento destes fungos
micogénicos e a producdo de micotoxinas dependem das complexas relacoes
existentes entre fungo, substrato e ambiente. Por outro lado, estes mesmos fungos
guando presentes em solos corretamente manejados, sem excessos quimicos, tem
efeito positivo no desenvolvimento de culturas (KOIKE et al.,, 2001). Muitos deles
secretam enzimas no meio ambiente, contribuindo para a degradacdo de
compostos, sendo assim bastante utilizados em atividades biotecnoldgicas
(SCHUSTER et al., 2002). Esse género € mais abundante em regides de climas
tropicais e subtropicais (PITT; HOCKING, 1997; KLICH, 2002).

A espécie Aspergillus ochraceus apresenta uma ampla distribuicdo na
natureza e € considerada fitopatogénica. Essa espécie é responsavel por
contaminacdo de produtos agricolas em varias fases, desde a pré-colheita até o
processamento, sendo constantemente encontrados em graos de café estocado.
S&ao capazes de produzir e secretar Ocratoxina A. Considerada uma micotoxina de
efeitos nefrotoxicos e hepatéxicos para humanos e animais, também sé&o
considerados bons produtores de invertases, conhecida como [B-D-
frutofuranosidase, ¢ uma hidrolase que pode ser encontrada em organismos
procariotos e eucariotos (GUIMARAES et al., 2007).

Aspergillus flavus € considerado patdgeno oportunista e saprébio e se

desenvolve em varios cereais como o0 milho e o amendoim (RODRIGUEZ —-AMAYA,
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SABINO, 2002) e em castanheira-do-brasil (GASPAROTTO, 2005). Em condi¢des
ambientais favoraveis (temperatura e umidade relativa do ar) e de substrato, pode
produzir aflatoxina, micotoxina de alto potencial toxigénico e carcinogénico para
espécie humana (HILL et al., 1983). Pode ser comumente encontrado tanto em solos
cultivados quanto em solos de ecossistemas naturais (KLICH, 2002). Essas
observagbes corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, pois esta
espécie foi facilmente isolada a partir das amostras de solo.

Aspergillus niger € um parasita oportunista (VARGA; RIGO; TEREN,
2000) e dentre as espécies do género € a mais facil de ser identificada. Esta
facilidade se deve a caracteristica esbranquicada e amarelada das hifas de onde
partem conidios escuros. A. niger pode ter impactos positivos e negativos na
economia agricola, sendo capaz de causar prejuizos em diversas culturas. A
espécie € muito comum no solo, e sdo responsaveis pela producdo de enzimas
hidroliticas e oxidativas que agem na degradacdo da lignocelulose, participando,
desta forma, do ciclo do carbono (GOMES, 2007). Em algumas plantas o A. niger
pode causar a podriddo do colo e sementes, no sisal provocar a podridao do caule e
lesbes na folha e causar o mofo preto em alho e cebola (BARRETO, 2005;
MASSOLA JUNIOR, N. S.; JESUS JUNIOR, W.C.; KIMATI, 2005; COUTINHO et al.,
2006; SOARES et al., 2006).

O género Penicillium foi classificado como pertencente ao filo
Ascomycota, classe Eurotomycetes, ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae, com
sua fase teleomoérfica pertencente aos géneros Eupenicillium e Talalomyces. Este é
um género cosmopolita, e nele sdo encontradas espécies contaminantes
alimentares, fitopatogénicas oportunistas e aquelas que sédo consideradas benéficas
para plantas (PITT, 2000). O habitat preferencial € o solo e muitas espécies sao
produtores de metabdlicos toxicos como as micotoxinas do tipo patulia, ocratoxina,
citrinina, penitrina A e acido ciclopiazéico A. Em contrapartida, algumas espécies
podem ser utilizadas no biocontrole, micoparasitismo, utilizacdo de metabdlitos para
industrias, participacdo da decomposicdo de matéria organica e quando presentes
em solos com manejo adequado tem efeito positivo no desenvolvimento de culturas,
atuando como promotores de crescimento (STEYN, 1995; FOX; HOWLETT, 2008;
KOIKE et al.,, 2001; PALLU, 2010). Grande parte destes géneros apresenta
capacidade de adsorcao relativa de metais pesados em agua e solos (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006) e sédo capazes de solubilizar fosfatos (RAO et al., 1983). A
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espécie Penicillium funiculosum possui patogenicidade conhecida para A. comosus
(GOES, 2005).

O género Eupenicillium é visto como fungos termdfilo, devido a sua
habilidade de viver em temperaturas normalmente empregadas nos tratamentos de
pasteurizacdo que € muito aplicada em produtos vegetais 4cidos (HOCKING; PITT,
1994). Estes organismos podem crescer e contaminar mercadorias durante a
estocagem em local com temperatura ambiente o que resulta em grandes perdas
econdmicas (VALIK & PIECKOVA, 2001). Além disso, sdo parasitas que diariamente
contaminam frutas que estdo préximas do ambiente terrestre. Pesquisas mostram
que espécies desse fungo ja foram achadas, contaminando sucos em diferentes
paises como Canada (YATES & MOONEY 1968), Nigéria (UGWUANYI & OBETA,
1991), india (RAJASHEKHARA et al., 1996) e no Brasil (EIROA & ALMSTADEN,
1985; BAGLIONI, 1998; ARAGAO, 1989; SALOMAO, 2002). Segundo Tournas
(1994), as matérias primas mais infectadas por fungos termorresistentes sao
maracujas, morangos, suco de polpa de manga e em menor quantidade o abacaxi.

O género Syncephalastrum € considerado um potencial patégeno
humano. O género ja foi encontrado em solo e esterco em regifes tropicais e
subtropicais. Esse género € relatado frequentemente como contaminante aéreo de
ambientes. A espécie Syncephalastrum racemosum (THE UNIVERSITY OF
ADELAIDE, 2015).

Os fungos fitopatogénicos mais comuns do abacaxi sdo o Fusarium
subglutinans, o Ceratocystis paradoxa (anamorfo Chalara paradoxa), o Penicillium
funiculosum, Phytophthora cinnamomi e o Phytophthora nicotianae (sinonimia
Phytophthora parasitica) (GOES, 2005). Estas espécies podem causar doencas
desde o momento da implantagdo da muda no solo, at¢é o armazenamento e
transporte da fruta. Nas amostras de solo analisadas pode-se concluir que os
géneros Penicillium, Aspergillus, Eupenicillium e o Synceplalastrum, sdo fungos que
estao frequentemente presentes na maioria dos solos e que estdo constantemente

contaminando diferentes culturas.
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4.3 Consideracdes acerca da diversidade de fungos filamentosos

Borges et al., (2011) fizeram uma compilacdo de dados mostrando
géneros de fungos filamentosos encontrados em solo de diferentes culturas.
Considerando os dados obtidos por estes autores e aqueles que eles compilaram,
0s géneros de fungos isolados no presente trabalho também foram observados em

outras plantacdes, com excecdo ao Syncephalastrum (Tabela 2).

Tabela 2 — Géneros de fungos encontrados em diferentes culturas

Cultivos agricolas Cultivos florestais
Géneros de fungos

Citrus Girassol Algodio Soja Goiab  Ewva-  Abacaxi (presente  Serapilheirade Uva-do-

mate trabalho) pinus japao
Penicilium X X X X X X X X X
Syncephalastrum X
Aspergillus X X X X X X X - X
Eupenicillium - X X X X X X

Fonte: BORGES et al., (2011) . Adaptada por SANTOS, E. S. (2016)

O presente trabalho e o de Borges et al.,, (2011) tem em comum a
prevaléncia dos géneros Penicillium e Aspergillus, os quais tem predominéncia e
gue sao habitantes corriqueiros em diferentes tipos de solo. Segundo os autores
Wicklow e Carroll (1981) e Domsch, Gams e Anderson (1993), a maioria dos fungos
isolados neste trabalho sao facilmente encontrados em solo de florestas ou
arenosos, em campos, e até mesmo em regides cultivadas.

Levando em consideracdo que os géneros de fungos filamentosos mais
comumente encontrados no solo sao representantes de Mucor, Rhizopus,
Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Pythium, Verticillium e Alternaria
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; GAMS, 2007), esperava-se encontrar uma maior
diversidade de géneros no solo analisado neste trabalho, pois ao comparar os dados
obtidos (4 géneros e 6 espécies) com agueles obtidos por Borges et al. (2011) que
conseguiram isolar 11 géneros e Pinotti, Santos e Klauberg Filho (2011) que

também identificaram 4 géneros, pode-se inferir que resultados como os obtidos por
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Borges et al. (2011) parecem estar mais proximos da determinacédo da riqueza de
espécies de fungos que habitam os solos. Em contrapartida, como a quantidade de
isolados neste trabalho, estd consoante com a quantidade de isolados obtida por
Pinotti, Santos e Klauberg Filho (2011), novos experimentos devem ser realizados
para se confirmar os resultados quantitativos obtidos no presente trabalho.

Em relacdo a este contexto, é importante ressaltar também que os dados
gue se obtém numa investigacdo sobre fungos do solo dependem em grande parte
da metodologia utilizada. Geralmente, cada método tende a favorecer um grupo
especifico de fungos (PFENNING; ABREU, 2010). Uma preocupacao geral é a de
gue a técnica de diluicio em placa leva a uma tendéncia em favor de fungos com
esporulacdo mais abundante e crescimento mais rapido. Por essa razdo, a
diversidade de fungos, que crescem ativamente na forma micelial no solo e
apresentam menor competitividade em relacéo a espécies de crescimento rapido em
meio de cultura, é geralmente subestimada com essa técnica (TSAO; ERWIN;
BARTNICKI-GARCIA, 1983; BAATH, 1988; GAMS; HOEKSTRA; APTROOT, 1998).

Assim, h& a possibilidade de que o emprego do método da diluicdo em
placa tenha interferido na expressao da real diversidade da microbiota fungica da
regido, pois embora este método seja comumente utilizado para o isolamento de
fungos, se tem observado que ele parece ser mais efetivo para o isolamento de
géneros como Aspergillus e Penicillium, que produzem grandes quantidades de
esporos e que tém um elevado crescimento em meios de cultura (HESTBJERG et
al., 1999).Uma avaliacdo confiavel das comunidades de fungos do solo exige a
execucao de um trabalhoso programa de isolamentos sistematicos em meios de
cultura variados e diferentes estratégias de isolamento que levem em conta as
idiossincrasias de diferentes grupos taxondmicos ou fisiolégicos de fungos que
vivem nesse ecossistema (RONDON et al., 2000).

Dessa forma, seria importante que outras técnicas fossem empregadas
simultaneamente a diluigdo em placa na avaliacdo da diversidade de fungos
associados ao solo com histérico de cultivo do abacaxizeiro, pois isso permitiria a
obtencdo de um maior numero de espécies, fornecendo um quadro ecoldgico mais
preciso (ZAMBOLIM; PEREIRA, 2012). Nesse sentido, podem-se mencionar
metodologias baseadas no método de isca, método de particulas de solo,
isolamento por emprego de meios seletivos e a técnica de lavagem de solo
(PFENNING; ABREU, 2010).
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A lavagem de particulas de solo combinada com filtracdo de particulas
descrita por Thorn et al. (1996) e também por Tiunov e Scheu (2000), que tem como
proposito bésico isolar ascomicetos por eliminar o excesso de esporos dormentes
nas amostras do substrato e permitir o crescimento de espécies com esporulacao
menos abundante e crescimento mais lento, favorecendo assim o isolamento de
micélios que estdo em crescimento ativo e de outros com baixa competitividade em
relacdo a espécies de crescimento rapido. Esta técnica é apropriada para o estudo
de ascomicetos fitopatbgenos e seus antagonistas, como espécies de Fusarium,
Ceratocystis e Penicilium. J& a deteccdo e isolamento de espécies de
Peronosporomycetes como Phytophthora e Phythium podem ser alcancados com o
emprego de iscas de plantas suscetiveis a esses organismos antagonistas, como
graos de sorgo, por exemplo. Existe ainda a possibilidade de utilizar a lavagem do
solo combinada com a diluicdo em placa (ABREU; PFENNING, 2008).

Portanto, o emprego dessas técnicas seria uma alternativa metodolégica
gue poderia ser usada para uma determinacdo mais precisa da biodiversidade de
fungos filamentosos da regido analisada. Nesse sentido, cabe ressaltar ainda que a
construcédo de curvas de rarefacdo ajudaria a evidenciar se a real diversidade de
fungos foi abrangida ou pelo menos se o limite das metodologias empregadas foi
alcancado (CANNON, 1997). Levando em consideracdo este panorama, torna-se
evidente que ainda néo estdo disponiveis métodos-padrdo, amplamente
reconhecidos, para inventariar com completa eficacia a diversidade de fungos ou
para avaliar os impactos de diversas atividades agricolas e outras atividades
antropicas. Logo, seria desejavel discutir o estabelecimento de uma estratégia de
isolamento largamente aceita, pois tal estratégia proveria um poderoso instrumento
para a avaliacdo da biodiversidade, bem como mudancas qualitativas e quantitativas
nas comunidades sob diversos tipos de uso do solo.

Essa informagéo poderia ser utilizada em recomendac¢des de manejo de
doencas, por promover interacdes bioldgicas equilibradas entre fitopatdgenos e seus
antagonistas e na adogcdo de estratégias que enfatizem a manutencdo da
diversidade de fungos, aumentando a fertilidade do solo e a sustentabilidade dos
agroecossistemas (BRODIE; EDWARDS; CLIPSON, 2003; ABREU; PFENNING,
2008; ABREU, 2010). Portanto, o presente trabalho torna-se relevante

principalmente por contribuir para a discussao acerca da diversidade microbioldgica



em regifes pouco estudadas e a eficacia de metodologias de isolamento de

fitopatdgenos e indicadores ambientais.

29



30

5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que as
espécies de fungos filamentosos encontradas foram: Aspergillus ochraceus,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Eupenicillum sp., Penicilium sp. e
Syncephalastrum racemosum. Esses fungos sdo comuns em regides tropicais e
subtropicais, sendo facilmente encontrados em solo de florestas ou arenosos, em
campos, e até mesmo em regides cultivadas. Levando em consideracdo a grande
heterogeneidade de géneros de fungos filamentosos mais comumente encontrados
no solo esperava-se identificar na regido estudada uma maior diversidade de
géneros. Apesar, da maioria dessas espécies serem vistas como patogénicas para
diferentes culturas, ndo se pode afirmar se a sua patogenicidade é compativel a
cultura de abacaxizeiro na area explorada, pois alguns autores afirmam que muitas
plantas como o0 abacaxi possui um complexo aparato de defesa, tornando-as mais

resistentes ao patégeno.
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