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““A coisa mais bela que o homem pode experimentar é o mistério. E essa a

emocdo fundamental que esta na raiz de toda ciéncia e de toda arte”.

Albert Einstein



RESUMO

Este estudo foi realizado com objetivo de investigar a diversidade de
fungos do género Aspergillus e Penicillium em solos do cerrado, assim como
avaliar de forma qualitativa a producdo da enzima celulase. As amostras de solo
foram coletadas durante os periodos de alta e baixa pluviosidade, em regides
conservadas de cerrado pertencentes aos municipios de Arcos, Luminarias e
Passos, no Estado de Minas Gerais. Para este estudo foram coletadas trinta
amostras de solos dessas regides. O isolamento de fungos filamentosos presentes
nesses solos foi realizado através da técnica de diluigdo seriada. Foi realizado o
isolamento em dois meios de cultura, DG18 ¢ CMA e em seguida foram
incubados a 25° C por um periodo de sete dias. Foram identificados no periodo
de alta pluviosidade 86 isolados e no periodo de baixa pluviosidade 97 isolados,
totalizando 183 isolados pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium. As
espécies mais abundantemente encontradas foram: Aspergillus flavus,
Aspergillus ostianus e Penicillium citrinum. Em relagdo aos isolados da espécie
Aspergillus sulphureus, estes apresentaram o maior indice enzimatico para a
produgdo da enzima celulase. Trabalhos realizados com fungos presentes em
solos de ecossistemas naturais sdo importantes, uma vez que existem poucas
informagdes sobre esses tipos de fungos no bioma cerrado e no Estado de Minas
Gerais. Portanto, o estudo torna-se necessario principalmente com o propoésito de
contribuir para o conhecimento da diversidade microbiologica em regides
nativas pouco estudadas.

Palavras-chave: Aspergillus. Cerrado. Diversidade. Penicillium.



ABSTRACT

This study was conducted with the objective to investigate the fungi
diversity Aspergillus and Penicillium genus in cerrado soils and to evaluate
qualitatively the cellulase enzyme production. Soil samples were collected
during periods of high and low rainfall in conserved cerrado regions belonging
to municipalities of Arcos, Lumindrias and Passos in the Minas Gerais State.
For this study were collected thirty soils samples of these regions. The
filamentous fungi isolation present in these soils was performed by serial
dilution technique. Isolation was performed in two culture media, DG18 and
CMA and then were incubated at 25°C for a period of seven days. In the high
rainfall period were identified 86 isolates and low rainfall 97 isolates, totaling
183 isolates belonging to Aspergillus and Penicillium genera. The most
abundant species found were: Aspergillus flavus, Aspergillus ostianus and
Penicillium citrinum. In relation to the isolates of the species Aspergillus
sulphureus, these presented the highest enzyme level for the production of the
cellulase enzyme. Works done with fungi present in soils of natural ecosystems
are important, since there are little information about these types of fungi in the
cerrado biome and in the Minas Gerais State. Therefore, the study is needed
primarily for the purpose to contribute to the knowledge of microbial diversity
in native regions poorly studied.

Keywords: Aspergillus. Cerrado. Diversity. Penicillium.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a conservacdo da biodiversidade representa um dos maiores
desafios, devido ao elevado nivel de perturbagdes antrdpicas dos ecossistemas
naturais, ¢ uma das principais consequéncias dessas perturbacdes ¢ a
fragmentacdo dos ecossistemas, o que reduz a quantidade de habitat.

O cerrado € o segundo maior bioma da América do Sul, sendo superado
em area apenas pela floresta amazonica, o bioma ¢ um ambiente em mosaico,
formado por diferentes fitofisionomias. A area coberta por cerrados no Brasil
representava originalmente cerca de 23% do seu territorio, estendendo-se por
varios Estados .

Em relagdo a diversidade, o cerrado é considerado um hotspots ¢
apresenta um grande nimero de espécies endémicas e atualmente ¢ um dos
biomas mundiais mais ameagados.

As atividades antropicas tém provocado uma série de alteracdes na
paisagem terrestre, o avanc¢o indiscriminado causado pela expansdo da
agricultura e agropecuaria, tem ameagado esse bioma.

Apesar de sua importancia biologica, o cerrado tem sido o foco de
poucos estudos sobre sua diversidade, principalmente relacionada aos
microrganismos. A microbiota do solo é pouco conhecida, os microrganismos
do solo sdo fundamentais para a manutencao dos ecossistemas terrestres.

Os fungos constituem uma parte importante da biomassa do solo,
processos como agrega¢do do solo, decomposicdo de residuos organicos,
mineralizagdo de nutrientes, estabelecimento de relagdes simbidnticas e controle
de pragas e doencas sdo realizados com a participagdo efetiva dos fungos.

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium, sdo causadores de
degradagdo de alimentos, biodeterioracdo e patogénicos ao homem e animais.

Entretanto, esses microrganismos sao muito interessantes, ndo s6 em termos de
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aplicagdo biotecnologica, mas também para a economia devido as suas
propriedades metabolicas.

Algumas espécies desses géneros sao utilizadas em biotecnologia, sendo
fontes de diversas enzimas, produtores de diversos compostos interessantes,
dentre esses compostos destacam-se a producdo de compostos organicos,
antibidticos e micotoxinas.

Este trabalho foi realizado com objetivo principal de isolar e identificar
fungos em solos preservados de cerrado, através de métodos morfologicos em
trés diferentes localidades do cerrado, nos periodos de alta e baixa pluviosidade

e selecionar fungos produtores de celulase.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do bioma cerrado

O primeiro relato detalhado do cerrado brasileiro foi fornecido por
Eugene Warming em 1892, onde as principais caracteristicas da vegetagdo do
cerrado mineiro foram descritas. Apos publicagdes de obras importantes de
Eiten (1972), Goodland (1971) e Ratter et al. (1973) o cerrado recebeu atengio
internacional (OLIVEIRA; MARQUIS, 2002).

O cerrado ¢ o segundo maior bioma da América do Sul, sendo superado
em area somente pela floresta amazonica, correspondendo uma area de 2.000.
000 Km?, representa cerca de 23% do territério brasileiro . O bioma estende-se
pelos Estados: Tocantins, Goiés, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Piaui, regidao Oeste da Bahia e em fragmentos nos
Estados: Maranhdo e Parana; como pode ser observado na figura 1 (RATTER;
RIBEIRO; BRIDGEWATER, 1997; SANO et al., 2010).

Em relagdo a sua vegetagdo, em geral o cerrado inclui fitofisionomias
que podem variar desde florestas (Cerraddo) apresentando arvores medindo
entre 12 a 15 m de altura, possui plantas arbustivas (Cerrado Sensu strictu) com
vegetacdo entre 2 a 8 m de altura, cobrindo cerca de 20 a 70% da area de
superficie, possui também muitas plantas herbaceas e matas ciliares (KLINK;
MACHADO, 2005; RATTER; RIBEIRO; BRIDGEWATER, 1997).

A distribuigdo dos principais tipos de vegetacdo regional ou global
geralmente ¢ aceita que sdo determinados pelo clima. O cerrado é considerado
uma das savanas mais umidas do planeta, apresenta uma sazonalidade evidente
entre estacdes chuvosas e secas, as temperaturas médias anuais sdo de 18°C a
28° C (BOND; PARR, 2010; DIAS, 1997; FERREIRA et al., 2003).

O clima dessa regido ¢ estacional, nos meses de outubro a marco ¢
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caracterizado por um periodo chuvoso, seguido por um periodo seco nos meses
de abril a setembro, apresenta uma precipitagdo média anual de 1.500 mm

(KLINK; MACHADO, 2005).

= ]
o 400 B0 1200

Figura 1 Localizag¢do do bioma cerrado no Brasil
Fonte: Sano et al., (2010).

A regido do cerrado oferece uma oportunidade unica para estudar os
ecossistemas contrastantes em areas relativamente pequenas. As regides de
savanas compreendem formacdes tropicais e subtropicais, caracterizados por
arvores e arbustos de tamanhos variados, sendo que os principais padrdes de
crescimento estdo relacionados com a alternancia das estagdes (CASTRO et al.,
2008; SILVA; FRANCO; GOMES, 2010).
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Segundo Mittermeier et al. ( 2005) a vegetagdo do cerrado possui
adaptagdes ao estresse causado pela baixa umidade e também ao fogo,
queimadas sdo comuns no periodo seco, essa adaptacdo inclui arvores com
cascas grossas (suber espésso), folhas resistentes & dessecagdo e alta capacidade
de regeneracdo, sendo que a fitofisionomia diversificada do bioma estd também
relacionada com as caracteristicas do solo.

Em relacdo ao solo, sdo bastante intemperizados, sdo geralmente acidos
e pobres em nutrientes, possui baixa disponibilidade de Nitrogénio (N), Fosforo
(P), Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Enxofre (S), Boro (B), Cobre
(Cu), Molibdénio (Mo) e Zinco (Zn) entretanto apresenta uma alta concentragio
de aluminio (Al), esses sdo fatores importantes, porque vao determinar a
variacdo fisionomica que o cerrado apresenta (LOPES, 1996)

Segundo Myers et al. (2000) o cerrado apresenta a maior diversidade
biologica entre as savanas mundiais, sendo considerado um hotspots. Os
hotspots de biodiversidade sdo 4areas que possuem um grande nimero de
espécies, sendo estas espécies ameacadas, raras ou endémicas, devido a essas
caracteristicas, sdo consideradas areas de alta prioridade para conservagao.

Estima-se que existam cerca de 160.000 espécies de plantas, animais e
fungos, muitos do quais sdo endémicos deste bioma. O cerrado desempenha
importante papel ecoldgico, pois funciona como um corredor para as espécies
habitantes da mata atlantica e da floresta amazonica (QUIRINO et al., 2009).

Apesar de a biodiversidade ser elevada, o bioma ¢é explorado
economicamente, o qual vem sofrendo perdas de grandes areas, as areas
prioritarias para conservagdo nao chegam a 3% do bioma, segundo dados do
IBGE (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATiSTICA)
grande parte da sua vegetacao original ja foi desmatada em cerca de 48,37% , o
direcionamento de politicas para selecionar areas prioritarias para conservagao

para a criagdo de novas unidades de conservagdo sdo cada vez mais necessarias
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(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE,
2010; KLINK; MACHADO, 2005).

Estimativas apontam que, caso as tendéncias de ocupacdo, continuem
causando grandes perdas de areas nativas do cerrado, o bioma podera ser
totalmente extinto no ano de 2030 (MACHADO et al., 2004).

A preservacdo e conservagdo da biodiversidade representam um dos
maiores desafios, no Brasil a agricultura cobre cerca de um ter¢o da area de
terra, a producdo aumentou consideravelmente nas ultimas décadas e espera-se
expandir ainda mais, devido a crescente demanda por alimentos e producdo de
biocombustiveis. As consequéncias ambientais causadas pela expansdo da
agricultura apontam riscos para o0s ecossistemas, causando a perda da
diversidade assim como dos recursos naturais (SPAROVEK et al., 2010).

A regido do cerrado ¢ conhecida pela sua rica diversidade, no entanto,
essa diversidade de flora e fauna vem concorrendo com as atividades agricolas,
hoje o cerrado também ¢é um lugar de plantacdes de culturas, grandes
monoculturas estdo cobrindo as regides de cerrado, um exemplo € o que vem
ocorrendo no Sul de Minas Gerais (GIANNETTI et al., 2011).

Apesar do solo do cerrado ser pobre em nutrientes, esse fator ndo foi um
obstaculo para a ocupagdo de grandes extensdes de terra para a agricultura, para
torna-los produtivos para fins agricolas é aplicado o uso de fertilizante e calcario
no solo (KLINK; MACHADO, 2005).

Em relagdo a agricultura, a partir da década de 70, ocorreu uma rapida
expansdo em grande escala comercial, segundo dados do IBGE no ano de 2004 a
produgdo de grios na regido correspondia cerca de 28% da produgdo total de
graos no Brasil (RONDON NETO et al., 2010).

As principais culturas valiosas para o pais sdo: o cultivo do café e soja.
O café esta entre os commodity mais comercializados do mundo, atualmente

existem grandes areas de café cultivadas em regides de cerrado. Em relagdo a
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cultura de soja, areas concentradas de cultivo de soja nos Estados Unidos,
Argentina e Brasil, juntos correspondem a 188 milhdes de toneladas, o que ¢
mais de 80% de toda produgdo mundial de soja (BARKER, 2004).

Dados demonstram que a agricultura estd aumentando cada vez mais e
de forma rapida nas regides do cerrado, causando preocupagdes com o equilibrio
do ecossistema. No entanto € preciso buscar o equilibrio entre produgdo agricola
¢ a conservagdo dos recursos naturais brasileiros, optando pelo desenvolvimento
de forma sustentavel (GREEN et al., 2007).

Para tentar reverter essa situagdo, em 2009 o governo langou um plano
para combater o desmatamento no cerrado, o objetivo é frear o ritmo da
devastagdo do bioma, esses planos incluiram monitoramento e controle,
ordenamento territorial e apoio as atividades produtivas sustentaveis (BRASIL,
2009).

Portanto, iniciativas para a preservacdo precisam ser tomadas, além da
mudanca na forma como a biodiversidade é tratada no cerrado, espera-se
também implementacdo de politicas para a conservagdo e o uso sustentavel de
seus recursos, bem como sua efetiva monitoracdo seja realizada (KLINK;

MACHADO, 2005).

2.2 O solo como micro-habitat para fungos filamentosos

O solo pode ser definido como um sistema complexo, dindmico e vivo.
A complexidade do solo ¢ determinada por numerosas e diversas interagdes
entre os componentes fisicos, quimicos e biologicos do solo. O solo apresenta
uma variedade de micro-habitats com gradientes fisico-quimicos diferentes e
condi¢des ambientais descontinuas (BUSCOT, 2005; TORSVIK; OVREAS,
2002; ZHANG; XU, 2008).

O solo também pode ser entendido como o resultado da combinagdo de
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matéria organica e mineral inconsolidados que fornece habitats para uma ampla
variedade de organismos no qual interagem (ADL, 2003). Os microrganismos
adaptam-se a esses micro-habitats e formam consorcios, interagindo entre si e
com outras partes da biota do solo (TORSVIK; OVERAS, 2002).

Portanto, o solo representa um ambiente altamente heterogéneo para a
microbiota que nele habita (GARBEVA; VAN VEEN; VAN ELSAS, 2004),
sendo que a complexidade desse sistema ¢ definida pelas diversas e numerosas
interagcdes entre os componentes fisicos, quimicos e bioldgicos que sdo
modulados pelas condigdes ambientais do solo (BUSCOT, 2005).

Atualmente sabe-se que o tipo de solo também influencia a estrutura das
comunidades microbianas, em fun¢do do tamanho de particulas, pH, capacidade
de intercambio de ions e o contetido de matéria organica. Uma ampla faixa de
fatores controla a estrutura e diversidade das comunidades microbianas no solo,
como exemplo, raizes das plantas. As raizes das plantas liberam uma variedade
de compostos no entorno, incluindo etileno, carboidratos, aminoacidos, acidos
orgénicos, vitaminas, polissacarideos e enzimas, os quais sdo fatores que vao
controlar a estrutura e diversidade de organismos no solo (GARBEVA; VAN
VEEN; VAN ELSAS, 2004).

Em relacdo a diversidade de microrganismos presentes em solos,
segundo Moreira e Siqueira (2006) quando se fala em biodiversidade e extingdo
de espécies, a midia sempre se refere as espécies vegetais e animais que vivem
acima do solo. As comunidades de organismos micro ¢ macroscopicos, as quais
habitam o solo por ndo estarem visiveis aos olhos humanos raramente sdo
mencionadas e por isso geralmente sdo negligenciadas.

O conhecimento da diversidade microbiana e a fung¢do desses
microrganismos em solos ainda ndo estdo completamente elucidados, devido as
limitagdes metodologicas e taxondmicas, embora os métodos usados em

diversidade estejam avancando tanto para grupos de bactérias quanto para
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fungos, existem questdes que ainda ndo estdo claras, como a associagdo entre a
diversidade e funcdo desses microrganismos (KIRK et al., 2002).

Os microrganismos representam as formas de vida mais abundante e
diversificada do planeta, sua diversidade funcional e estrutural possui certa
relevancia, pois os microrganismos estdo envolvidos em mais de 80% das
reagdes que ocorrem no solo. As comunidades microbianas desempenham um
papel significativo para a manutencdo e equilibrio ecologico dos ecossistemas,
uma vez que estdo envolvidos em importantes processos do solo (KASANA,
2011; NANNIPIERI, 2003; ZELLER et al., 2001).

Portanto, a populacdo microbiana do solo ¢ essencial para a manutencao
dos ecossistemas terrestres, pois € responsavel por seu envolvimento na
dindmica da matéria organica e ciclagem dos nutrientes (BADIANE et al.,
2001). Os microrganismos do solo possuem um papel na produtividade e
qualidade do solo, a fun¢do dos fungos do solo ¢ complexa e fundamental
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Particularmente, a diversidade, dindmica ¢ estruturas das comunidades
fungicas do solo ainda s@o pouco conhecidas, devido a grande dificuldade de
cultivar esses microrganismos, principalmente micorrizas. Estima-se que
aproximadamente 80 a 90% dos microrganismos presentes no solo nio sdo
cultivados por métodos classicos (AMANN et al., 1995; VAN ELSAS et al.,
2000).

Os fungos s3o organismos extremamente importantes para o
funcionamento dos ecossistemas, embora estejam entre os organismos mais
importantes do mundo, existem informagdes limitadas ou incompletas para a
maioria das espécies (MUELLER et al., 2004; MUELLER; SCHMIT, 2007 ).

O numero hipotético para fungos € cerca de 1,5 milhdo de espécies de
fungos no planeta, porém apenas cerca de 70.000 espécies foram descritas,

permanecendo 1.430.000 espécies ainda ndo descritas, os habitats inexplorados
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podem ser uma fonte de muitas espécies desconhecidas, inclusive o solo
(HAWKSWORTH, 1991).

Os processos de agregagdo do solo, decomposicdo de residuos
organicos, mineralizacdo de nutrientes, estabelecimento de relagdes simbidnticas
e o controle de pragas e doengas sdo realizados com a participacdo efetiva dos
fungos. Muitos fungos que habitam o solo sdo considerados saprobios,
decompondo a matéria organica e contribuindo para a ciclagem dos nutrientes,
outros formam micorrizas com diversas espécies de plantas (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2002; PFENNING; ABREU, 2006).

Os géneros de fungos filamentosos mais comumente encontrados sio
representantes de Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
Fusarium, Pythium, Verticillium e Alternaria (GAMS, 2007; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2002).

Esses microrganismos possuem a capacidade de secretar enzimas no
meio ambiente ¢ essas enzimas auxiliam na degradacdo de produtos e
compostos, fungos pertencentes ao género Aspergillus sdo amplamente
empregados em processos biotecnologicos, devido a producdo de enzimas
importantes (SCHUSTER et al., 2002).

Outro grupo de fungos do solo que se destacam s3o os que formam
simbiose mutualistica com as plantas denominadas micorriza arbuscular (MA).
Esta simbiose ¢ caracterizada pela formacdo de estrutura simbidtica nas raizes
com colonizagdo intracelular do cortex, formacdo de hifas enroladas e outras
profusamente ramificadas (denominadas arbusculos) e micélio extra-radicular
que cresce solo adentro além da rizosfera (VOLESKY, 1995; LEYVAL, 1997).

Estes fungos formadores de micorriza arbuscular (FMAs) sio
cosmopolitas, com ocorréncia abundante mesmo em areas com elevado grau de
degradagdo e sdo encontrados em quase todas as familias de espécies herbaceas

e arboreas, especialmente aquelas de interesse para recuperagdo ambiental
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(SIQUEIRA et al., 2007).
Portanto, os fungos sdo de extrema importancia, porque fornecem uma
base para estimar o papel funcional desses microrganismos em seus

ecossistemas naturais, uma vez que pode-se explorar esses microrganismos

economicamente (WANG; HYDE; SOYTONG, 2008).

2.3 Os géneros Aspergilluse Penicillium

A familia Trichocomaceae compreende uma familia grande de fungos, é
conhecida por apresentar impactos positivos e negativos sobre as atividades
humanas. As espécies mais conhecidas nessa familia pertencem aos géneros
Aspergillus, Penicillium e Paecilomyces (HOUBRAKEN; SAMSON, 2011).

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez em 1729 por
Micheli, em seguida os autores Tom e Church em 1926, publicaram a primeira
monografia sobre o género, as espécies pertencentes a esse género ficaram cada
vez mais conhecidas e passou a ser um dos grandes géneros de fungos
estudados. Uma descri¢do completa sobre o género foi realizada por Rapper e
Fennel em 1965, onde foi reconhecido cerca de 132 espécies e¢ 18 variedades
(BENNETT, 2010; GEISER et al., 2007).

Atualmente o género Aspergillus compreende mais de 260 espécies,
embora esse género tenha sido estudado desde 1729, a sistematica estd em um
estado de fluxo, além das caracteristicas morfologicas e da utilizagdo das
técnicas moleculares, as espécies podem ser caracterizadas através de seus perfis
de metabolitos secundarios, coloragdo dos conidios, por sua taxa de crescimento
em determinadas temperaturas e atividade de agua, através de seu crescimento
no meio de cultura Creatine Sucrose Agar - CREA (SAMSON; VARGA, 2009).

Este género ¢ considerado cosmopolita ¢ amplamente distribuido na

natureza, o isolamento de espécies em solos e em plantas caidas ¢ muito comum,
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o género possui uma abundancia maior nas regides de climas tropicais e
subtropicais (KLICH, 2002; PITT; HOCKING, 1997)

Em relacao a morfologia do género, as colonias apresentam uma ampla
variagdo na coloracdo, sendo entdo principal caracteristica macroscopica
utilizada para classificacdo, sendo encontradas colonias com coloragdes em tons
de verde, amarelo, cinza, marrons, preto e branco. Espécies pertencentes ao
género Aspergillus podem ser divididas em se¢des: Flavi, Circumdati, Nigri,
Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes, Versicolores, Usti,
Terrei, Candidi, Cremei, Sparsi e Wentii. As espécies mais comumente
estudadas pertencem as se¢des Circumdati, Flavi e Nigri, sdo economicamente
importantes, pois, algumas produzem micotoxinas (KLICH, 2002; VARGA et
al., 2004).

As espécies tipicamente produzem um conidiéforo, asseptado e com a
base normalmente em forma de “T” ou “L”, comumente chamada de “célula
pé€”, conectada a uma hifa vegetativa. O conidiéforo estende-se a partir da célula
pé e pode continuar a se estender por alguns milimetros de comprimento até
chegar a vesicula, na qual as células conidiogénicas métulas e fidlides sdo
formadas. As vesiculas podem ter varias formas caracteristicas. Espécies que
possuem o conidio diretamente ligado as fidlides; sdo denominadas de
unisseriadas. Outras espécies apresentam estruturas especializadas que ficam
entre a vesicula e as fialides, designadas métulas, e a presenca dessas estruturas
caracteriza essas espécies como bisseriadas, como pode ser observado na Figura
2 (KLICH, 200; KOZAKIEWICZ, 1989; RAPER; FENNELL, 1965).

A taxonomia de Aspergillus secdo Nigri tem sido estudada por muitos
taxonomistas e constantemente revisada, tradicionalmente critérios morfologicos
como cor, forma, tamanho e ornamentacio dos conidios tém sido utilizados para
classificar isolados, no entanto, as espécies podem variar significativamente nas

caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas. Portanto, para uma identificacao
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inequivoca de um isolado as vezes ¢ necessario utilizar técnicas moleculares e
bioquimicas, o principal esforgo taxonémico tém se concentrado em Aspergillus
niger Agregado (PARENCOVA et al., 2001; SAMSON et al., 2004).

Em relagdo a importancia econémica, Aspergillus ¢ um dos géneros de
fungos economicamente mais importantes, muitos isolados sdo utilizados na
produgdo de diversos produtos, porém algumas espécies sdo responsaveis por
diversas desordens em varias plantas, sdo considerados patdogenos oportunistas,
entre os patdgenos comuns encontram-se as espécies Aspergillus flavus e
Aspergillus niger (VARGA et al., 2004).

cabezay
vesicula
globosas

cadenas
de esporas
en columna cabeza y
vesicula
claviforme

Figura 4.1. Coniditforos de

Figura 2 Morfologia do conidiéforo de Aspergilius
Fonte: Kozakiewicz (1989).

Para Perrone et al. (2007) o género Aspergillus apresenta impactos
positivos e negativos , e ¢ responsavel por diversas doengas em plantas e

produtos vegetais. As espécies mais comuns sdo A. niger, A. flavus, A.
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parasiticus, A. ochraceus e A. alliaceus. Esses microrganismos contaminam
produtos agricolas em diferentes fases, como pré-colheita, colheita,
processamento € manuseio € muitas espécies sao produtoras de metabolitos
secunddrios toxicos.

Dentre os metabolitos secundarios tdxicos encontra-se a ocratoxina (A),
sendo uma das micotoxinas mais comum produzida naturalmente, essa toxina
recebeu atencdo devido aos seus efeitos toxicos e por sua alta incidéncia em
diversos produtos alimenticios e por ter apresentado efeitos nefrotoxicos,
cancerigenos, imunotoxicos, teratogénicos e genotoxicos para todas as espécies
de animais testadas (BAU et al., 2005).

Outra micotoxina amplamente estudada ¢ a aflatoxina. Produzida por
microrganismos pertencentes ao género Aspergillus da secdo flavi, sendo que as
espécies principais produtoras dessa micotoxina sdo as espécies Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus. Essa micotoxina apresenta efeitos
hepatotoxicos, carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos (KLICH, 2000).

Estudos realizados para detectar fungos produtores de aflatoxinas em
produtos alimenticios economicamente importantes como café, milho, leite, soja
tém sido realizados (BARKICI, 2000; SOLIMAN et al., 2002). A contaminagdo
por micotoxinas em varios produtos alimentares e agricolas ¢ um problema
importante nos tropicos e subtrépicos, onde as condigdes climaticas, praticas
agricolas e o armazenamento sdo favoraveis ao crescimento e producdo de
toxinas. As aflatoxinas, tricotecenos, ocratoxinas, zearelona, fumonisinas sdo
micotoxinas de maiores impactos agroecondomicos (HUSSEIN; BRASEL, 2001;
KUMAR et al., 2008; ZAIN, 2011).

O género Penicillium foi classificado como pertencente ao Filo
Ascomycota, classe Eurotomycetes a ordem Eurotiales e pertencentes a familia
Trichocomanaceae, com sua fase teleoméfica pertencente aos géneros

Eupenicillium ou Talalomyces. Este género Penicillium ¢é considerado
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importante no que se refere a contaminagdo alimentar, sdo amplamente
distribuidos no mundo todo, estdo presentes em solos, no ar, vegetacdo em
deterioracao (PITT, 2002).

As espécies pertencentes a esse género tém sido utilizadas como modelo
em estudos bdasicos, porém muitas pesquisas aplicadas tém demonstrado o seu
enorme potencial biotecnologico. Algumas espécies podem ser utilizadas no
biocontrole, micoparasitismo, utilizagdo de seus metabodlitos secundarios para
diversas industrias, sdo fontes de enzimas de interesse industrial € novos
farmacos para a industria farmacéutica (PALLU, 2010).

Porém, algumas espécies desse género também sdo produtoras de
micotoxinas. A importancia desses compostos toxicos varia muito, sendo regida
pelos fatores ecologicos e bioldgicos para cada espécie. As espécies Penicillium
citrionigrum ¢ Penicillium islandicum produzem toxinas potentes, mas como
ambas sdo raras na natureza, as toxinas produzidas por essas espécies ndo sdo
consideradas importantes (PITT, 2002). Com base nas caracteristicas culturais e
morfologicas, principalmente os arranjos dos conidiéforos e conidios,
Penicillium foi dividido em quatro subgéneros Aspergilloides, Penicillium,
Biverticillium e Furcatum (DENG et al., 2012; PITT; HOCKING, 1997).
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Figura 3 Morfologia do conidi6foro de Penicillium.
Fonte: Kozakiewicz (1989).

Penicillium também ¢ relatado como patdégeno oportunista de plantas,
espécies desse género encontram-se amplamente distribuidas, apresentam
impactos negativos e positivos. Muitas espécies de Penicillium sdo reconhecidas
por produzirem metabdlicos toxicos, as micotoxinas mais importantes
encontradas em alimentos sdo ocratoxina A, pantulina, critinina e citreoviridina
(PITT, 2002).

Em muitas regides tropicais e subtropicais, o clima permite a producao
agricola durante o ano todo, porém, essas mesmas condi¢des, alta umidade e
Otimas temperaturas também s3o propicias ao desenvolvimento de fungos. A
deterioracao de graos armazenados é um problema para a economia (RIBEIRO
et al., 2003).

Doengas de pos-colheita podem causar grandes perdas em diversos
produtos agricolas, a producdo de frutos citricos geralmente é produzida em
regides subtropicais, muitas vezes distantes do mercado consumidor, sendo
inevitavel o seu armazenamento e consequentemente o desenvolvimento dos
fungos (YAHYAZADEH et al., 2008).

Os fungos estdo entre os principais fatores que podem afetar a
comercializagdo de frutas citricas, perdas econdmicas na producdo de citrus
podem ser enormes. A industria de citrus envolve uma grande quantidade de
recursos financeiros no mundo todo, existem diversos fatores que podem
modificar a produgdo de citrus, sendo a presenca de fungos uma das mais
relevantes. Em particular a presenga de fungos como Penicillium italicum e
Penicillium digitatum (GOMEZ-SANCHIS et al., 2012).

O fungo de coloragdo verde em citrus conhecido como Penicillium
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digitatum ¢é geralmente mais prevalente, sendo um dos grandes patégenos de
frutas citricas no mundo todo. Outro fungo de coloracdo azulada denominado
Penicillium italicum é de importancia relativamente menor, porém ambas as
espécies causam uma das doengas mais destrutivas em citrus (LEE et al., 2011;
YAHYAZADEH et al., 2008).

Numerosas espécies do género Penicillium apresentam um valor
particular, as espécies mais conhecidas nesse aspecto sdo Penicillium notatum,
produtor do antibidtico - penicilina. Na industria de alimentos destacam-se
Penicillium camemberti e Penicillium roqueforti, essas estdo associadas na

producdo de determinados tipos de queijos (CHAVEZ et al., 2006).

2.3.1 Aspergillus e Penicillium produtores de celulases

Os fungos s@o microrganismos comercialmente importantes, os quais
estdo amplamente distribuidos na natureza e podem ser encontrados em
substratos diversos desde solos a animais, atuam na decomposi¢do da matéria
organica e na ciclagem dos nutrientes (GRIMM et al., 2005; WHITE et al.,
2002).

Nos ultimos anos as enzimas tornaram-se uma ferramenta para otencgao
de diversos produtos industriais. Enzimas como celulases, pectinases e
hemicelulases t€ém uma ampla aplicagdo em varios processos biotecnoldgicos
(BAHT, 2000). Os fungos filamentosos estdo entre os principais
microrganismos utilizados, sdo particularmente interessantes, devido a
facilidades de cultivo e por serem bons produtores de enzimas extracelulares
(GUIMARARES et al., 2006).

As enzimas celuloliticas produzidas por fungo sdo enzimas amplamente
empregadas incluindo o seu uso em varios processos na industria de alimentos,

na industria téxtil, producdo de bebidas, detergentes e papel (BAHT, 2000).
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A celulose ¢ um polissacarideo abundante, para uma hidrolise eficiente
da celulose requer uma ag¢do coordenada de um complexo de enzimas. A
classificagdo das celulases, ¢ de acordo com seu local de atuagdo no substrato
celulésico, se divide em trés grandes grupos: endoglucanases
(EnG, EC 3.2.1.4 ), que clivam ligacdes internas da fibra celul6sica,
exoglucanases (ExG, EC 3.2.1.74 ), que atuam na regido externa da celulose e -
glicosidases (BG, EC 3.2.1.21 ), que hidrolisam oligossacarideos soluveis em
glicose (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010; PICART et al., 2007) .

Dentre as espécies mais conhecidas do género Aspergillus encontram-se
Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
clavatus, Aspergillus glaucus, Aspergillus ustus Aspergillus versicolor e
Aspergillus niger , para o género Penicillium, Penicillium brasilianum ,
Penicillium  echinulatum.  Penicillium  pinophilum, (BHAT, 2000;
CAMASSOLA; DILLON, 2007; JORGENSEN et al., 2003; KROGH et al.,
2004; PRADO, 2002).

O conhecimento da biodiversidade e da bioprospec¢do microbiana
tornara-se um dos focos principais da era biotecnologica, visto que a utilizagdo
desses organismos na busca de solugdes nas areas de satude, alimentos, meio
ambiente e industria vém crescendo de forma acelerada. A extraordinaria
atividade desses microrganismos estd notavelmente baseada na diversidade

metabdlica e capacidade genética (BURKE, 2011).

2.4 Contribuicdo para o conhecimento das espécies de Aspergillus e
Penicilliumem solos de regides preservadas de cerrado

Em relacdo a diversidade de fungos do solo, existem poucas
informagdes sobre a influéncia das comunidades fingicas em solos do bioma
cerrado, particularmente no Estado de Minas Gerais. A existéncia de poucas

informagdes sobre o conhecimento da diversidade no cerrado mineiro culminou
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no desenvolvimento de um projeto multidisciplinar realizado pela Secretaria de
Estado de Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior (SECTES) juntamente com a
Fundagdo Biodiversitas, esse projeto foi responsavel pela elaboragdo de um
diagnoéstico sobre o estado atual do conhecimento da biodiversidade no Estado
de Minas Gerais - subsidio ao Projeto Biota Minas, no qual este estudo se insere.

Este estudo, juntamente com o Projeto Biota Minas, fornece
informagdes sobre a microbiota do solo do cerrado mineiro. A implementacéo
do Biota Minas como meta para ampliar e difundir o conhecimento sobre a
biodiversidade permitird ao Estado aperfeigoar as bases dos planejamentos e das
politicas de protecdo e utilizagdo racional de seus recursos biologicos
(DRUMOND et al., 2008).

Os fungos relatados neste estudo sd@o comuns em solos, espécies
identificadas neste trabalho contribuem para os ciclos biogeoquimicos em
ecossistemas naturais e cultivados (WAKELIN et al.,, 2004). No entanto,
nenhum inventario completo de fungos do solo foi produzido para uma tUnica
regido geografica.

Portanto, o estudo de fungos do solo em cerrados de regides preservadas
de cerrado torna-se necessario e de grande importancia, principalmente com o
proposito de contribuir para o conhecimento da diversidade de fungos em
regides pouco estudadas. Estudos envolvendo taxonomia, ecologia e
bioprospec¢do de fungos provenientes do cerrado mineiro deverdo ser
realizados, uma vez que os ecossistemas nativos sdo conhecidos por possuir uma
ampla diversidade Dbioldgica, e podem ser fontes de produtos

biotecnologicamente importantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagédo das areas estudadas

As areas de estudo, estdo localizadas no Estado de Minas Gerais, 0s
municipios estudados foram Arcos, Lumindrias e Passos, os quais possuem
regides conservadas de cerrado. A regido de Arcos estd localizada na zona do
alto Sdo Francisco, regido Centro-Oeste do Estado de Minas Gerais, nas

seguintes coordenadas geograficas (20°17°29” S e 45°32'23" W), a regido de
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Luminarias encontra-se na regido Sul de Minas nas coordenadas (21°31'26"S e
44°54'11"W) e a regido de Passos encontra-se também localizada na regido Sul

do Estado sendo as coordenadas (20°43'08"S e 46°36'35" W).
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Figura 4 Localizacdo dos municipios de Arcos, Lumindrias e Passos — MG.

3.2 Amostragem

O estudo foi realizado a partir de duas coletas no periodo imido e seco
nas trés localidades do Estado de Minas Gerais, foram coletadas trinta amostras
de solo. Foram coletadas 5 amostras compostas por area de estudo. Para o
processamento das amostras foi utilizado um total de 300 g de solo coletado
nessas regides. Para cada ponto de amostragem, 12 subamostras foram coletadas
em dois circulos concéntricos com raio de 3 e 6 m do centro como pode ser

observado na figura 5.
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Figura 5 As amostras de solos coletadas em dois circulos concéntricos com raio
de 3 e 6 m do centro.

As amostras de solo foram extraidas com o auxilio de um trado
previamente lavado com alcool e flambado, cerca de 20 cm de profundidade de
solo foram extraidas e em seguida foram armazenadas em sacos plasticos
estéreis e transportadas para o Laboratorio de Microbiologia dos Solos (DCS) da

Universidade Federal de Lavras — UFLA, como pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 Processo de coleta das amostras de solo, a) Cerca de 20cm de solo foi
extraido com auxilio de um trado, b) Armazenamento do solo em sacos plésticos
estéreis.

As amostras foram armazenadas em camara fria com temperatura de 4°
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C até o processamento das amostras. A localizacdo geografica dos pontos de
amostragem foi realizada através de dados obtidos a partir de GPS, como pode
ser observado na Tabela 1.

Tabela 1Localizacdo geografica dos pontos de amostragem em trés regides
diferentes.

Regido Amostragem Localizacdo
Ponto 1 21°37°51,0”’S; 044°58°22, "W
Ponto 2 21°37°50,6S; 044°58°22,7"W

Arcos Ponto 3 21°37°51,5”S; 044°59°11,0"W
Ponto 4 21°37°55,3”S; 044°59°29,3"W
Ponto 5 21°37°54,6S; 044°59°54,0"W
Ponto 1 20°16°27,7°S; 045°29°14,6”W
Ponto 2 20°14°47,9S; 045°25°35,9"W

Luminarias Ponto 3 20°14°51”’S; 045°31°40,8”W

Ponto 4 20°14°48,6S; 045°31°33,4"W
Ponto 5 20°14°58,0’S; 045°31°54,0"W
Ponto 1 20°49°57,7°S; 046°30°29,3"W
Ponto 2 20°49°56,8”S; 046°30°30,1”W

Passos Ponto 3 20°49°48,0”’S; 046°30°54,9"W
Ponto 4 20°49°47,17’S; 046°30°54,5"W
Ponto 5 20°49°47,8”S; 046°30°51,5”W

3.3 Isolamento

Para o isolamento de fungos presentes nas amostras de solos, pesou-se
10,0 g de solo coletado, o solo foi adicionado em 90,0 mL de dgua peptonada
(1,0 %) esterilizada. Cada amostra foi homogeneizada em shaker com 120 de
rpm, por um periodo de 30 minutos. Foi realizada a técnica de dilui¢do em série
em dois meios de cultivo diferentes. Diluicdes sucessivas até 107 foram
realizadas e em seguida uma aliquota de 0,1 mL foi adicionada nos meios de
cultivo, DG18 (Dicloram 1,0 mL; Peptona bacteriologica, 5,0; KH,PO, 1,0 g;
MgS0,4.7H,O 0,5 g; Glicerol, 220 g; Cloranfenicol 1 mg; Agar, 15,0 g; dgua
Destilada, 1000 mL) e CMA ( Filtrado de fuba de milho cozido 30,0g; Agar,
15,0 g e agua Destilada 1000 mL, nesse meio foi acrescentado o antibidtico

cloranfenicol 50 mg.) e em seguida espalhada com uma alga de drigalski. As
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placas foram incubadas a 25°C, por um periodo de sete dias.

3.3.1 Purificacéo e preservacao dos isolados

Apods a obtengdo de colonias puras em meio de cultivo Extract Malt
Agar (MA 2%), os isolados foram preservados em microtubos contendo papel
filtro, e foram depositados na colecdo de fungos do Laboratério de Micotoxinas

e Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncias dos Alimentos — UFLA.

3.4 ldentificacéo de fungos filamentosos

Colonias que apresentaram caracteristicas morfoldgicas pertencentes aos
géneros Aspergillus e Penicillium foram inoculadas em meios de cultivo e
temperaturas padronizadas de acordo com manuais de identificacio (KLICH,

2002; PITT, 2000).

3.4.1.2 ldentificacdo de espécies pertencentes ao género Aspergillus

Isolados pertencentes ao género Aspergillus foram inoculados nos
seguintes meio de cultivo: CYA, a 25°C e 37 °C e MEA a 25°C, com a
seguinte formulacdo CYA (K,HPO, 1,0g; Concentrado de Czapek 10,0 mL;
Solugdo metalica 1mL; Extrato de Levedura 5,0g; Agar 15,0g; Sacarose 30,0 g e
agua destilada 1000 mL), Extract Malt Agar (MEA , Extrato de Malte 20,0g;
Peptona Bacteriologica 1,0g; Glicose 20,0g; Agar 20 e dgua destilada 1000 mL)
e em seguida foram incubados por um periodo de sete dias a 25°C.

Para a identificacdo morfologica das espécies de Aspergillus foram
analisadas caracteristicas macroscopicas, como cor da colonia, micélio, presenca

ou auséncia de exsudato, cor do reverso, didmetro da coldnia, presenga ou
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auséncia de pigmentacdo soluvel e cleistotécio/esclerodios conforme Klich
(2002).

Apo6s o preparo de laminas utilizando o corante azul de metileno foram
observadas as caracteristicas microscopicas a partir do meio de cultura CYA
25°C, como tipo de ramificagdo, comprimento, largura e textura dos
conidioforos, comprimento e textura das métalas e fialides, didmetro, forma e
textura dos conidios, forma e cor do cleistotécio/esclerodios. Os isolados de
Aspergillus foram identificados conforme o manual de identificagio de

Aspergillus descrito por Klich (2002).

3. 4.1.2.1 Identificacio de espécies do género Penicillium

Os isolados pertencentes ao género Penicillium foram inoculados em
meio de cultivo padronizados conforme mencionados na literatura, CYA a 25°C
e 37 °C, MEA a 25° C e CREA a 25° C. Os meios de cultivo descritos continham
a seguinte formula¢do, CYA (K,HPO, 1,0g; Concentrado de Czapek 10,0 mL,
Solucdo metalica 1 mL , Extrato de Levedura 5,0g; Agar 15,0g; Sacarose 30,0 g
, € agua destilada 1000 mL), o meio de cultivo Extract Malt Agar (MEA ,
Extrato de Malte 20,0g; Peptona Bacteriolégica 1,0g; Glicose 20,0g; Agar 20 e
agua destilada 1000 mL) e Creatine Sucrose Agar (CREA, Creatine, 3,0 g;
Sacarose, 30g; HCI, 0,5 g; MgS0O,, 0,5 g, K ,HPO 4 3H ,0, 0,5g; FeSO,7 H ,O
0,01g; e Agua destilada 1000 mL ).

Apds a inoculagdo nos meios de identificacdo, estes foram armazenados
conforme recomendado na literatura. Laminas foram confeccionadas a partir de
colonias puras em meio de cultivo MEA a 25°C e posteriormente as
caracterizagdes macroscopicas e microscopicas foram avaliadas.

Para a identificacdo das espécies de Penicillium foram analisadas

caracteristicas macroscopicas, como cor da colonia, micélio, presengca ou
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auséncia de exsudato, cor do reverso, didmetro da coldnia, presenca ou auséncia
de pigmentacdo solivel e cleistotécio/esclerodios, e caracteristicas
microscdpicas, como tipo de ramificagdo, comprimento, largura e textura dos
conidi6éforos, comprimento e textura das métalas e fidlides, didmetro, forma e
textura dos conidios. As espécies de Penicillium foram identificadas com base
em publicagdes de Pitt (2000), sendo essas identificagdes amparadas por Pitt e

Hocking (1997).

3.5 Teste qualitativo para producdo da enzima celulase

Para determinar a atividade qualitativa de celulase, 135 isolados
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium foram inoculados em meio de
cultura Agar Carboximetilcelulose. O respectivo meio apresenta a seguinte
composigdo: Agar (1,8 %), Carboximetilcelulose (1,0 %), Tampdo Acetato de
Na+ 0.1 M. pH 5.0 (500 mL).

A carboximetilcelulase foi dissolvida em 200 mL de tampdo acetato de
Na; 0.1 M com pHS5 em agitador magnético e posteriormente foi adicionado 300
mL do respectivo tampdo e Agar. Os isolados foram incubados a 25°C por um
periodo de setes dias.

Apo6s o periodo de incubagdo, foi avaliada a produgdo qualitativa para a
enzima celulase, utilizando uma solu¢do reveladora. A revelacao foi realizada
adicionando-se solugdo aquosa de iodo (KI 0,67%, iodo 0,33% m/v) na
superficie, deixando-a em contato por 3 a 5 minutos como proposto por Kasana
et al. (2008) .

O célculo do indice enzimatico (IE) foi realizado mediante a relagdo do
didmetro médio do halo de degradag@o e o didmetro médio da colénia como

proposto por Hankin e Anagnostakis (1975).
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Onde;
IE = Diametro do Halo/ Didmetro da Colonia

3.6 Andlises estatisticas

Convém ressaltar que a aplicagdo da analise de variancia e testes de
comparagao de médias nao foi utilizado, uma vez que, para o uso destas técnicas
tem como suposicdo de que as amostras sejam independentes e normalmente
distribuidas. O problema ¢ que estas suposi¢des ndo se aplicam nos dados de
incidéncia e identificagdo dos isolados, por serem de contagens e muitos disper-
sos em relagdo as regides avaliadas. Assim sendo, os dados foram organizados
em tabelas de contingéncia, tornando-se possivel aplicar a técnica de analise de
correspondéncia simples (GREENAKE & BLASIUS, 2006), possibilitando a
construcdo dos mapas perceptuais com a interpretagdo dos resultados dados pela

distribuicao grafica das variaveis analisadas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de fungos do solo

As amostras de solos foram coletadas em duas épocas, alta pluviosidade
no més de janeiro de 2010 e baixa pluviosidade no més de Agosto de 2010.
Fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium provenientes de solos das regides
de Arcos (MG), Luminarias (MG) e Passos (MG) foram isolados. Foram
realizadas contagens das unidades formadoras de colonias (UFC) em meio de
cultura DG18 ¢ CMA. Para a contagem das unidades formadoras de colonias
(UFC) levou-se em conta fungos que cresceram nas diluigdes entre 10" a 10~ em
triplicata, foram consideradas placas que continham colénias entre 15 a 150

Unidades Formadoras de Coldnias (UFC). Tabelas com as respectivas contagens
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das unidades formadoras de coldnias encontram-se em anexo.

Em um total de trinta amostras de solos analisadas foram obtidos 813
isolados. Foram encontrados isolados pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium em ambos os meios de cultivo, a técnica de dilui¢io em série foi
realizada. O método de diluicdo em série ¢ comumente utilizado para o
isolamento e para estimativas quantitativas de fungos. Neste trabalho essa
técnica demonstrou-se efetiva no isolamento desses fungos presentes nas
amostras de solos.

Foi constatado que isolados do género Aspergillus foram encontrados
em todas as amostras, no entanto, fungos do género Penicillium foram
encontrados de forma dominante em todos os pontos amostrados, colonias desse
género apresentaram crescimento rapido e esporulacdo abundante no meio de
cultivo DG18 conforme a figura 7.

Penicillium possui uma distribui¢do cosmopolita no solo ¢ em vegetais
em decomposicdo, sendo que seus conidios sdo dispersos facilmente pelo ar
(PITT, 2000). O género constitui-se também como um importante produtor de
metabolitos secundarios, a vantagem mais provavel de um organismo produtor
de metabolitos secundarios, ¢ que eles podem permitir a sobrevivéncia do
organismo em seu nicho ecoldgico, muitos desses organismos vivem
saprofiticamente no solo, onde estdo expostos a um ambiente hostil e uma gama
diversificada de organismos competidores (FOX; HOWLETT, 2008).

A producdo desses metabodlitos por Penicillium podem conferir uma
predominancia do género, devido a capacidade antagénica frente a outras
espécies (GOMEZ et al., 2007). A diversidade e dominancia da populacdo de
fungos em solos dependem da ocorréncia de habitats especificos para
determinadas espécies e para que ocorra uma alta diversidade de fungos

(CHRISTESEN; FRISVAD; TUTHILL, 2000).
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Essas observagdes corroboram com resultados obtidos neste estudo,
onde foi verificada a predominancia do género Penicillium, resultados
semelhantes foram obtidos por Auer et al. (2006) e Markovina et al. (2005).
Outro fator que pode justificar a alta incidéncia de Penicillium neste estudo pode

estar relacionada com a técnica de isolamento e o meio de cultura utilizado.

Figura 7 Figura (a e b); isolamento em meio de cultura DG18, onde pode ser
observada a dominancia do género Penicillium.

4.2 Identificagdo morfolégica de isolados pertencentes aos géneros

Aspergillus e Penicillium

Analisando as caracteristicas morfologicas dos fungos foram
identificados 183 isolados, pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium.
Sendo identificados no periodo de alta pluviosidade 86 isolados e no periodo de
baixa pluviosidade 97 isolados. O género dominante de acordo com o niimero
de espécies encontradas foi o género Penicillium, com dezoito espécies
identificadas, este foi encontrado em todas as amostras analisadas, isolados do
género Aspergillus também foram constatados em todas as amostras, porém em
menor abundancia com apenas oito espécies identificadas. Para a identificagdo

dos isolados foram analisadas as caracteristicas morfologicas como pode ser
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observado na Figura 8.

P

Figura 8 Figura (a), espécie Aspergillus japonicus identificada com base nas
caracteristicas morfolégicas macroscopicas e  microscopicas.
Aspergillus japonicus em CYA a 25° C, (b) estruturas microscopicas
em microscopia de luz, vesicula com 16 — 33 um de diametro, (c)
conidios apresentam 4-5um de didmetro, textura dos conidios
espinhosos ¢ com formato variando entre globoso a subgloboso.

Para a identificacdo morfologica de isolados pertencentes ao género
Aspergillus a coloragdo das colonias pode representar um fator importante, pois
permite a diferenciacdo das diversas se¢des pertencentes ao género, facilitando
posteriormente a identificacdo dos isolados até espécies. As espécies de
Aspergillus identificadas neste estudo foram pertencentes as Sec¢des Flavi,

Circundatii e Nigri como podem ser observadas na figura 9.

Figura 9 Espécies de Aspergillus identificadas com base nas caracteristicas
morfoldgicas macroscopicas e microscopicas, ¢ possivel observar as
respectivas Se¢des Flavi, Circundatii e Nigri.
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Para alguns isolados encontrados neste estudo nao foi possivel realizar a
identificagdo somente com base nas caracteristicas morfologicas, utilizando os
manuais de identificacdo para Penicillium descritos por Pitt (2000) e Pitt e
Hocking (1997), sendo necessarias outras técnicas complementares para a
identificacdo e confirmacdo das espécies, as caracteristicas morfologicas dos
isolados.

Foram encontrados 13 morfotipos com caracteristicas morfologicas
distintas para o género Penicillium, as quais diferem das espécies descritas nos
manuais de identificacdo, os isolados foram caracterizados e selecionados para
posterior estudo, a figura 10 apresenta alguns dos isolados ndo identificados.

As principais caracteristicas distintas observadas em 13 morfotipos
foram: coloragdo da col6nia, tamanho das coldnias ap6s o periodo de sete dias
de incubacdo, textura dos conididéforos, tamanho e textura dos conidios. Essas
caracteristicas sdao importantes para estudos taxondmicos baseados na
morfologia, uma vez que o género encontra-se subdivido em se¢des de acordo
com arranjos dos conidioforos e dos conidios. Essas caracteristicas em conjunto
ou isoladamente permitem uma distin¢do clara das principais se¢des do género.

Os 13 morfotipos foram encaminhados para a Universidade do Minho,
Praga — Portugal. Estudos envolvendo a técnica de MALDI-TOF serdo

utilizados para uma discriminag¢do mais detalhada dos isolados.
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Figura 10 Isolados selecionados para posterior estudo taxondmico.
Colonias crescidas em MEA a 25°C. *P - regido de Passos.

Utilizando a identificagdo morfoldgica como ferramenta para este
estudo, foram encontradas oito espécies para o género Aspergillus (A. flavus; A.
japonicus; A. foetidus; A. niger; A. ochraceus; A. tubigensis; A. sulphureus; A.
ostianus) e dezoito espécies para o género Penicillium (P. citrinum; P.
decubens; P. solitum; P. glabrum; P. expansum; P. simplicissimum; P.
carnescens;P. wakismanii; P. citrionigrum; P. crhysogenum; P. raistrick; P.
minioluteum; P. minczinsk; P. varibile; P. corylophilum; P. comune; P.
brevicompactum e P. pinophilum ) totalizando 26 espécies identificadas, como
pode ser observado na tabela 2.

A maioria das espécies encontradas neste estudo ¢é referida como isolado
do solo, espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium sdo
amplamente distribuidas e ocorre em diversos substratos principalmente no solo
(DOMSCH et al. 1993; ELLIS 1971; RAPER & FENELL 1977). As espécies
Penicillium citrinum e Aspergillus flavus se destacaram em relagdo a ocorréncia,
sendo consideradas mais abundantes em relagdo ao numero de isolados
encontrados neste estudo.

Isolados pertencentes a se¢do Citrina, sdo abundantes ¢ apresentam uma
distribui¢do mundial, sendo muito comuns em solos (PITT, 2000). A
distribui¢ao das espécies pode estar relacionada ao clima, Penicillium citrinum

geralmente é encontrado em solos subtropicais e presentes em menor frequéncia
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em solos de regides temperadas (HOUBRAKEN et al., 2011; PITT; HOCKING,
2009).

Esta espécie ¢ relatada como extremamente comum este fungo ¢€
conhecido por produzir metabolitos secundarios tdxicos, a producdo desses
metabdlitos pode conferir um beneficio na natureza fornecendo uma vantagem
competitiva ao colonizar um novo substrato (ABBOTT, 2002; PITT, 2000). Essa
espécie ja foi isolada a partir de diversas fontes, em solo tropical, cereais,
especiarias, ambientes fechados e em ambientes hipersalinos (CANTRELL et
al., 2006; SAMSON; FRISVARD, 2004).

Outra espécie frequentemente isolada foi Aspergillus flavus. Espécies
do género Aspergillus apresentam ampla distribuigdo. Aspergillus flavus é
relatado como patdogeno oportunista, saprobio e amplamente distribuido na
natureza, sendo uma espécie extremamente comum em solos (KLICH, 2002).
Estas observagoes corroboram com os resultados obtidos neste estudo, uma vez
que a espécie Aspergillus flavus foi comumente isolada a partir de amostras de
solos.

Isolados de Aspergillus flavus sdo encontrados tanto em solos cultivados
quanto em solos de ecossistemas naturais. Em um estudo realizado por
Barbaruah et al. (2012) onde foi avaliada a populacdo de Hyphomycetes em
solos cultivados e ndo cultivados, foi constatado que dentre as espécies com
maior frequéncia de isolados encontra-se Aspergillus flavus, sendo este
detectado em solos de areas cultivadas com arroz ¢ em locais ndo cultivados

Estudos realizados por Donner et al. (2009) avaliaram comunidades de
Aspergillus Sec¢do Flavi em solos cultivados com milho. O estudo de
Aspergillus flavus em solos cultivados da-se devido ao fato de que essa espécie é
descrita na literatura como produtora de micotoxinas, particularmente as
aflatoxinas, o que confere uma relevancia de estudos em solos cultivados,

trabalhos com essa finalidade foram realizados por Horn, Greense e Dorner
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(1995) e Razzaghi-Abyaneh et al. (2006).

Estudos realizados por Chen et al. (2011) detectaram Aspergillus flavus
em solos e caracterizaram producdo de uma substancia fungistatica contra o
patdgeno Alternaria brassicicola, onde ocorreu inibi¢do da germinacdo de seus
conidios. O solo a principal fonte de Aspergillus flavus, um fator que pode
justificar a ampla distribuicdo dessa espécie, é que esta pode estar relacionada
com a producdo de numerosos conidios que sdo facilmente dispersos pelo ar
(BARROS et al., 2005; HEDAYATI et al., 2007).

A espécie menos abundantemente encontrada para o género Aspergillus
foi Aspergillus tubigensis e para o género Penicillium foram: Penicillium
carnecens, Penicillium expasum, Penicillium citreonigrum e Penicillium
raistrick. E conhecido que o tipo de vegetagdo pode influenciar na diversidade
de fungos, existem evidéncias que certos grupos de fungos estdo associados a
determinados tipos de vegetacdo. O cerrado vem sofrendo grandes alteracdes
devido a agricultura e agropecuaria, essas alteragdes provocam mudangas fisico-
quimicas na estruturagdo dos solos bem como mudangas no tipo de vegetagao.

A diversidade da comunidade fingica do solo, pode tornar-se reduzida
em habitats com baixa diversidade floristica, assim como queimadas ¢ manejo
de areas cultivadas podem afetar a diversidade de fungos (KLICH, 2002). O
conhecimento da micobiota do solo, além de fundamental para o levantamento
taxondmico das populagdes que ali se encontram pode levar ao descobrimento

de novos processos metabolicos utilizados por esses organismos.



Tabela 2 Isolados identificados em trés regides preservadas de cerrado no periodo de alta e baixa pluviosidade.

Alta pluviosidade

Baixa pluviosidade

Género Espécie Regides de cerrado em Minas Gerais - Brasil
Arcos Luminarias Passos Arcos Luminarias Passos
Aspergillus flavus 0 0 8 0 11 2
Aspergillus foetidus 0 6 4 1 4 5
Aspergillus japonicus 0 1 9 0 0 0
. Aspergillus niger 0 0 2 0 1 0
Aspergillus Aspergillus ochraceus 0 1 0 1 0 0
Aspergillus ostianus 2 1 0 0 11 0
Aspergillus sulphureus 1 1 5 0 4 0
Aspergillus tubigensis 0 0 1 0 0 0
Penicillium brevicompactum 0 0 0 4 0 1
Penicillium carnecens 0 0 1 0 0 0
Penicillium Penicillium citreonigrum 0 0 0 0 1 0
Penicillium citrinum 5 8 0 1 8 6
Penicillium comune 0 0 0 2 0 0
Penicillium corylophilum 0 0 0 0 2 0
Penicillium crhysogenum 0 0 0 0 3 1
“continua”
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Estacdo Umida

Estaco seca

Género Espécie Regides de cerrado em Minas Gerais — Brasil
Arcos Luminérias Passos Arcos Luminérias Passos

Penicillium decubens 1 1 0 0 0 0

Penicillium expasum 1 0 0 0 0 0

Penicillium glabrum 3 5 1 1 2 2

Penicillium minioluteum 0 0 0 0 2 0

Penicillium minczinsk 0 0 0 1 0 1

Penicillium Penicillium pinophilum 3 2 5 0 0 0
Penicillium raistrick 0 0 0 0 0 1

Penicillium simplicissimum 2 4 0 1 8 3

Penicillium solitum 0 0 0 2 1 0

Penicillium varibile 0 0 2 0 0 0

Penicillium waskmanii 0 0 0 3 0 0
Total: 183 18 30 38 17 58 22
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4.3 Anélise de correspondéncia simples (CA)

Em funcdo dos resultados obtidos pela aplicagdo da analise de corres-
pondéncia simples (CA) para espécies de fungos para o género Aspergillus e
Penicillium nas trés regides e nas duas diferentes épocas de coleta, foi possivel
observar que existem evidéncias estatisticas de que ha uma relag@o entre as es-
pécies do género Aspergillus e Penicillium com as regides preservadas de cerra-
do nos diferentes periodos estaciondrios. A determinacdo desses agrupamentos,
bem como, a estimagdo dos componentes foi feita mediante aos resultados das
contribuigdes observadas para os perfis linha e coluna (Tabelas 3 e 4) em relacdo
aos componentes utilizados para a constru¢cdo do mapa perceptual. Dessa forma,
pontos localizados no mesmo quadrante com maiores contribui¢des foram de-
terminantes para a realizacdo dos agrupamentos ilustrados em circulos na Grafi-
col.

Por meio do Graficol observou-se que para género Aspergillus, a espé-
cie Aspergillus ochraceus esta associada a regido de Arcos durante o periodo de
baixa pluviosidade, permanecendo distantes de outras espécies. Para os isolados
de Aspergillus japonicus observou-se que sua incidéncia esta mais associada a
regido de Passos no periodo de alta pluviosidade. Para as espécies Aspergillus
foetidus, Aspergillus tubigensis e Aspergillus ostianus e Aspergillus flavus de-
corrente dos resultados ndo foram estabelecidas associagdes com as regides € os

diferentes periodos de pluviosidade.
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Figura 11 Mapa Percentual para espécies de fungos do género Aspergillus em
funcao das regides e de diferentes periodos estacionarios.

Para melhor entendimento da interpretacdo do mapa perceptual (Figura
11) o componente 1 e 2 representam a distribuicdo das espécies e regides em um
grafico bidimensional que explicam 68,22% da variabilidade amostral. Na
interpretacdo desses componentes é fato que a variabilidade dos pontos se
decompde em cada componente, dessa forma, os coeficientes especificados em
Contribuicdo (Tabela 3) indicam o quanto cada ponto contribuiu para a
determinacdo da direcdo dos eixos. Por fim, as coordenadas especificadas em

Coordenadas (Tabela 3) representam os escores obtidos para cada componente.

Tabela 3 — Sintese das estatisticas para as variaveis classificadas como espécies.

Espécies Componente 1 Componente 2
Coord Contr Coord Contr
Tabela A-Ha¥¥tlusio 0,389 0,08 - 0,00
A.japonicus 0,222 0,01 - 0,62
A foetidiie - 0,37 - 0,00

“continua”
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A.sulphureu 0,306 0,01 0,880 0,22
A.ochraceu - 0,36 0,576 0,03
A.tubigensi 0,748 0,03 0,248 0,00
A.ostianus 0,460 0,111 0,347 0,111

Componente 1 e 2 referem-se, respectivamente, a decomposicdo da variabilidade para o
primeiro e segundo componente; Coord refere-se as coordenadas utilizadas para a plota-
gem dos perfis; Contr. refere-se a contribuigdo de cada espécie na formagao dos compo-
nentes 1 e 2.

De forma, analoga a interpretacdo dos valores descritos na Tabela 3,
procede-se com a interpretacdo referente as contribui¢des e coordenadas obtidos
para os componentes em relacdo as varidveis regides com diferentes periodos

estacionarios conforme a tabela 4.

Tabela 4 Sintese das estatisticas para as variaveis classificadas como
regides.

Regiao Componente 1 Componente 2

Coord. Contr. Coord. Contr.

Ch (Arc.) 0.733 0.059 0.897 0.156
Sec -2.519 0.351 0.515 0.026
Ch -0.956 0.252 0.070 0.002
Sec 0.364 0.110 0.428 0.267
Ch (Pas.) 0.272 0.055 -0.645 0.545
Sec -0.943 0.172 -0.105 0.004

Componente 1 e 2 referem-se, respectivamente, a decomposi¢do da variabilidade para o
primeiro e segundo componente; Coord refere-se as coordenadas utilizadas para a plota-
gem dos perfis; Contr. refere-se a contribuicdo de cada espécie na formagao dos compo-
nentes 1 e 2. *Ch, Chuvosa, * Sec, Seca.

Para o género Penicillium as analises de correspondéncia incluiram as
seguintes espécies: Penicillium glabrum, Penicillium citrinum, Penicillium
pinophilum, Penicillium simplicissimum, Penicillium chrysogenum e Penicillium
minioluteum.

A incidéncia da espécie Penicillium pinophilum encontra-se associada a
regido de Passos durante o periodo de alta pluviosidade. E possivel observar a
ocorréncia de uma associagdo das espécies Penicillium chrysogenum e Penicilli-

um minioluteum na regido de Luminarias durante o periodo de baixa pluviosida-
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de. Em se tratando da regido de Arcos, a espécie Penicillium glabrum encon-
tram-se associada a esta regido durante o periodo de alta pluviosidade. Tais a-

grupamentos podem ser verificados na Figura 12.
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Figura 12 Mapa Percentual para espécies de fungos do género Penicillium em
fun¢do das regides e de diferentes periodos estacionarios

A andlise utilizada neste estudo ressaltou-se uma separagdo de grupos de
fungos para algumas espécies de Aspergillus e Penicillium nas areas amostradas
nos diferentes periodos estaciondrios, entretanto convém ressaltar que a forma-
¢do de grupos considerados heterogéneos entre si podem estar relacionado com
as caracteristicas intrinsecas do habitat para cada regido analisada, fatores como
temperatura e precipitacdo podem influenciar no desenvolvimento destes fungos.

Os resultados que justificam os agrupamentos encontram-se descritos nas Tabe-
las 5 e 6.
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Tabela 5 Sintese das estatisticas para as variaveis classificadas como
espécies de fungos do género Penicillium.

Espécies Component 1 Component 2

Coord. Contr. Coord. Contr.
P. citrinum 0.246 0.047 0.187 0.103
P. glabrum -0.131 0.007 0.371 0.202
P.simplicissimum 0.393 0.078 -0.113 0.024
P.crhysogenum 0.734 0.060 -0.805 0.273
P. minioluteum 0.795 0.035 -1.233 0.320
P.pinophilum -1.667 0.773 -0.271 0.077

Componente 1 e 2 referem-se, respectivamente, a decomposi¢io da variabilidade para o
primeiro e segundo componente; Coord refere-se as coordenadas utilizadas para a plota-
gem dos perfis; Contr. refere-se a contribuicdo de cada espécie na formagdo dos compo-
nentes 1 e 2.

Tabela 6 Sintese das estatisticas para as variaveis classificadas como regides.

Regido Component 1 Component 2
Coord. Contr. Coord. Contr.
Ch (Arc.) -0.378 0.052 0.220 0.066
Sec (Arc.) 0.247 0.005 0.419 0.056
Ch (Lum.) -0.034 0.001 0.351 0.246
Sec (Lum.) 0.547 0.191 -0.436 0.460
Ch (Pas.) -2.052 0.703 -0.464 0.136
Sec (Pas.) 0.379 0.048 0.170 0.036

Componente 1 e 2 referem-se, respectivamente, a decomposi¢do da variabilidade
para o primeiro e segundo componente; Coord refere-se as coordenadas utilizadas
para a plotagem dos perfis; Contr. refere-se a contribuigdo de cada espécie na for-
magdo dos componentes 1 e 2. * Ch, Chuvosa, * Sec, Seca.

4.4 Teste qualitativo para a enzima celulase

A selecdo de isolados produtores de celulase foi realizada com isolados
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, testes foram realizados com
135 espécies identificadas com base nas caracteristicas morfoldgicas. Dentre os
isolados testados, apenas vinte foram produtores, porém cinco isolados se
destacaram quanto a producgdo qualitativa de celulase, esses isolados foram
capazes de formar o halo de degradagdo da celulose ao redor das col6nias. Os

cinco isolados pertencem ao género Aspergillus ¢ foram identificados como
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Aspergillus sulphureus. Essa espécie apresentou potencial para o teste

qualitativo da enzima celulase como pode ser observado na figura 13.

Figura 13 Halo de degrada¢do da celulose por isolados de Aspergillus
sulphureus crescidos em CMC a 25°C por um periodo de sete dias.

Foi calculado o Indice Enzimatico (IE) para cada isolado de Aspergillus
sulphureus que apresentaram potencial de degrada¢do como pode ser observado

na Tabela 7.

Tabela 7 Calculo do indice enzimatico para cinco isolados de Aspergillus
sulphureus.

Espécie — Cod. isolado Diametro Diémetro (coldnia) IE
(halo)

Aspergillus sulphureus - (Ar 07) 6,0 2,5 2,4

Aspergillus sulphureus - (Ar 13) 5,0 2,0 2,5

Aspergillus sulphureus - (Lm 11) 4,0 1,7 2,3

Aspergillus sulphureus - (Lm 02) 3,6 1,2 3,0

Aspergillus sulphureus - (Lm 06) 3,0 1,3 23

O isolamento de microrganismos produtores de enzimas ¢ de grande
importancia, existe uma busca por novas enzimas ¢ melhoria de suas aplica¢des
biotecnoldgicas. O método qualitativo empregado neste estudo € facil, rapido e
permite fazer uma triagem dos microrganismos produtores de celulases em

placas. Espécies pertencentes ao género Aspergillus sdo reconhecidas por serem
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aplicadas em diversos processos biotecnologicos, muitas espécies apresentam
potencial para a producao de diversas enzimas.

Estudos realizados por Lu et al. (2003) demonstraram que a espécie
Aspergillus sulphureus é capaz de secretar enzimas como P - manase, xilanase,
B - glucanase, pectinases e celulase. Neste estudo apenas esta espécie foi
potencialmente produtora da enzima celulase.

Foram obtidos cinco isolados de Aspergillus sulphureus capazes de
produzir a enzima celulase, onde apresentou um potencial para a producéo, esses
isolados foram oriundos de solos, os fungos que decompdem substancias
celulosicas geralmente ocorrem no solo, colonizando vegetais, suas raizes e
residuos, com importante fun¢do de reciclagem de nutrientes (RUEGGER;
TAUK-TORNISIELO, 2004).

Espécies do género Aspergillus sdo relatadas como potencialmente
produtora de celulases. Em um trabalho realizado por Escobar et al. (2007)
foram testados dez isolados oriundos de substratos vegetais quanto a producio
da enzima celulase, dentre esses dez isolados, oito apresentaram atividade
celulolitica, entretanto a espécie Aspergillus sulphureus ndo foi mencionada.

Conforme demonstrado na tabela 7, € possivel observar que os valores
dos indices enzimaticos (IE) para os diferentes isolados de Aspergillus
sulphureus foram semelhantes. Estudos visando a otimizagédo e as condig¢des de

cultivo bem como atividade especifica da celulase serdo desenvolvidos.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo conclui-se que as espécies
de fungos filamentosos encontradas foram: A. flavus; A.japonicus; A. foetidus;
A. niger; A.ocrhaceus; A. tubigensis; A. sulphureus; A.ostianus, P. citrinum; P.
decubens; P.solitum; P.glabrum; P.expansum; P.simplicissimum; P.carnescens
;P.wakismanii; P. citrionigrum; P. crhysogenum; P. raistrick; P. minioluteum;
P.minczinsk; P. varibile; P. corylophilum; P. comune; P. brevicompactum e P.
pinophilum .

Isolados identificados como Aspergillus sulphureus foram melhores
produtores nas condigdes testadas.

Em relagdo a diversidade nas areas de coletas, esta se comportou de
forma homogénea, ndo foram detectadas diferencas significativas nas areas
estudadas. Existiram associag¢des entre grupos de fungos para com as regides nos
diferentes periodos estacionarios pelas amostras estudadas. Os resultados
obtidos neste estudo fornecem informagdes da micobiota de Aspergillus e
Penicillium habitantes com evidéncias estatisticas de apresentarem incidéncia
relevante em solos preservados de cerrado em Minas Gerais e subsidio para sua

conservagao
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Tabela 1 Numero médio das unidades formadoras de colonias (UFC)
encontradas na regido de Arcos - MG, durante o periodo de alta pluviosidade e

baixa pluviosidade.

Amostras analisadas

Isolamento em DG18%

Arcos - MG Estacdo Umida- UFC/g Estagdo Seca -
Amostra 1 9x10 7,13x107
Amostra 2 3,3x10™* 9,26 x10?
Amostra 3 58x 107 5,3x107
Amostra 4 9,3x10° 7,2x107
Amostra 5 8,9x 107 1,12x10™

Amostras analisadas

Isolamento em CMA

Arcos - MG Estagio Umida -UFC/g Estagdo Seca -
Amostra 1 3,6 x10° 3,6 x 107
Amostra 2 4.4 x10* 1,24 x10*
Amostra 3 9,3x10° 8,7 x10°
Amostra 4 1,23x10° 1,08 x 10°
Amostra 5 4,56x10° 3,2x10°

Tabela 2 Numero médio das unidades

formadoras de colénias (UFC)

encontradas na regido de Luminarias - MG, durante o periodo de alta
pluviosidade e baixa pluviosidade

Amostras analisadas

Luminarias - MG

Isolamento em DG18%

Estagdo Umida- UFC/g

Estacao Seca -

Amostra 1 5,9x103 6,6x10°
Amostra 2 3,36x10* 3,56x10°
Amostra 3 1,27x10° 1,07x10*
Amostra 4 4,7x10° 3,06x10°
Amostra 5 4,93x10? 7,03x10°

Amostras analisadas

Luminérias - MG

Isolamento em CMA

Estagio Umida -UFC/g

Estacdo Seca -

Amostra 1 3,7x10° 4,16x10°
Amostra 2 3,73x10* 3,13x10°
Amostra 3 8,23x10° 1,28x10*
Amostra 4 6,36x10° 4,66x10°
Amostra 5 5,1x10* 4,03x10°
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Tabela 3 Numero médio das unidades formadoras de colonias (UFC)
encontradas na regido de Passos - MG, durante o periodo de alta pluviosidade e
baixa pluviosidade.

Amostras analisadas Isolamento em DG18%

Passos - MG Estacio Umida- UFC/g Estagéo Seca -
Amostra 1 3,53x10° 4,8x10°
Amostra 2 5,5x10° 3,36 x 10°
Amostra 3 1,08x10° 1,25 x10°
Amostra 4 1,10x10° 1,21 x 10°
Amostra 5 5,0x10? 6,63 x10°

Amostras analisadas Isolamento em CMA

Passos - MG Estagio Umida -UFC/g Estacdo Seca -
Amostra 1 6.46 x 10° 3,25x10°
Amostra 2 49x 107 1,23x 10°
Amostra 3 7,76 x 10° 1,16 x 10°
Amostra 4 9,13x 10° 7,56 x 10°

Amostra 5 7,8 x 10° 9,33 x 10°




