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RESUMO

O petr6leo é uma mistura de hidrocarbonetos de diversos tamanhos, incluindo
moléculas saturadas e aromaticas. O gas natural € uma mistura de hidrocarbonetos gasosos,
sendo seu principal componente o metano. Em nossa sociedade, a grande demanda por estes
combustiveis exige rapidez nos processos de extracdo, transporte e refino, dando margem a
ocorréncia de acidentes que comprometem o ambiente. O fato de o petrdleo ser um recurso
finito e a necessidade de reduzir os problemas relacionados a questdo da polui¢cdo ambiental
fez com que a busca por fontes alternativas de combustiveis ganhasse forca em nosso pais.
Assim temos hoje dois importantes biocombustiveis: o etanol e o biodiesel.

Concomitantemente, muitos estudos visando o isolamento de micro-organismos
capazes de degradar os residuos das industrias petroguimicas tém sido feitos, a maioria
utilizando como fonte de isolamento amostras de solo e agua coletadas no proprio ambiente
contaminado. O isolamento a partir de substratos alternativos surgiu como uma nova
estratégia que tem dado resultados satisfatorios. Neste contexto, apresentamos as formigas
cortadeiras da tribo Attini como fonte de micro-fungos com potencial para degradacdo de
hidrocarbonetos. Estes insetos sdo eusociais e possuem um sistema de comunicagéo intra e
interespecifico altamente especializado, baseado no reconhecimento de individuos através de
compostos quimicos volateis, que em sua maioria sdo hidrocarbonetos, armazenados em suas
cuticulas.

O micro-ambiente do exoesqueleto das attini do género Atta aqui utilizadas mostrou
ser uma fonte rica de biodiversidade microbiana, assim como outros estudos ja haviam
constatado. A técnica utilizada, Flotacdo em 6éleo mineral, permitiu a obtencao de 214 micro-
fungos, sendo 118 representantes do grupo dos fungos dematiaceos e 96 fungos filamentosos
hialinos. A submissdo dos fungos a testes de degradacdo de tolueno revelou a0 menos uma
estirpe interessante correspondente a cada género isolado, a saber: Teratosphaeria, Exophiala,
Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Neosartorya, Paecilomyces e Isaria.

Um total de 10 estirpes com potencial para aplicacdo em biorremediagéo foi
selecionado em virtude dos resultados que apresentaram quanto a biomassa produzida nos
experimentos em atmosfera modificada em dessecadores. Atualmente as mesmas fazem parte
do acervo de culturas do Laboratério de Microbiologia do Centro de Estudos de Insetos
Sociais (CEIS), sob responsabilidade do Dr. Fernando C. Pagnocca. Tais culturas seréo
também depositadas na CBMAI (Colecdo Brasileira de Micro-organismos do Ambiente e
Industria), CPQBA /Unicamp.



ABSTRACT

Oil is a hydrocarbon mixture of various sizes, including saturated and aromatic
compounds. Natural gas is a mixture of gaseous hydrocarbons and its main component is
methane. In our society, the great demand for these fuels requires fast extraction,
transportation and refining, increasing the number of accidents that compromise the
environment. Qil is a finite resource and it is necessary to reduce the problems related to the
question concerning environmental pollution which has encouraged the search for alternative
fuel sources in our country. So today we have two major biofuels: ethanol and biodiesel.

Concurrently, many studies have been done directed toward the isolation of
microorganisms capable of degrading petrochemical industrial wastes, most of them using as
a source of isolation soil and water collected in a contaminated environment. Isolation from
alternative substrates has emerged as a new strategy that has provided satisfactory results. In
this work, we present the leaf-cutter ants of the Attini tribe as a source for the isolation of
micro-fungi with the potential for hydrocarbon degradation. These insects have a social way
of life and a highly specialized system of intra and interspecific communication, which is
based on the recognition of individuals through volatile chemical compounds, the majority
hydrocarbons, stored in their exoskeleton.

The micro-environment exoskeleton of Attini ants (genus Atta) used in this work
proved to be a rich source of microbial biodiversity, as other studies have found. The flotation
isolation technique applied here allowed the achievement of 214 micro-fungi, 118
representatives of the dematiaceous fungi group and 96 hyaline filamentous fungi. They were
submitted to toluene degradation tests and at least one strain of each genus presented good
results, namely Teratosphaeria, Exophiala, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus,
Neosartorya, Paecilomyces and Isaria.

Ten strains with potential for use in bioremediation were selected regarding the results
of biomass production in the tests of modified atmosphere into desiccators. At present they
are part of the private collection of cultures under the responsibility of Dr. Fernando Carlos
Pagnocca, at the Microbiology Laboratory of the Center for Studies of Social Insects. These
strains will be also deposited at CBMAI (Brazilian Collection of Microorganisms of
Environment and Industry), CPQBA/Unicamp.
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1- INTRODUCAO

A cada dia, intensificam-se as buscas por micro-organismos capazes de degradar
moléculas toxicas resultantes de diversos eventos, como derramamento de petréleo e despejo
de residuos industriais. Ao conjunto de técnicas de tratamento bioldgico utilizadas para
degradar, reduzir ou eliminar a periculosidade de compostos organicos ao meio ambiente e a
salde humana, denominamos biorremediacdo. Pelas vantagens que oferece em relacdo as
técnicas convencionais, a mesma tem conquistado um espaco cada vez maior no meio
cientifico (SEABRA, 2008)

A biorremediagdo € um processo que contribui para o equilibrio de um ecossistema e
seu sucesso depende, em grande parte, da microbiota existente. Micro-organismos Uteis para
uso em biorremediacdo geralmente sdo aqueles presentes em um local contaminado, pois
parte-se do principio que ali sobrevivem gracas a habilidade metabolica que apresentam para
assimilar as substancias toxicas (SARKAR et al, 2005).

Durante muito tempo 0s micro-organismos mais empregados foram as bactérias,
porém atualmente, a utilizacdo de fungos, especialmente os filamentosos, tem sido
substancialmente recomendada em processos de biorremediacdo devido a sua maior
capacidade de adaptacdo a condigdes indspitas. Esta caracteristica deve-se a sua destacada
bioatividade e ao seu crescimento morfologico (LEITAO, 2009; GOPINATH et al, 2005),
revelando diversas espécies de grande potencial (PRENAFETA-BOLDU et al., 2006;
SINGH, 2006; MARIANO et al. 2008; SATOW et al., 2008).

Exemplos de compostos passiveis de assimilacdo por estes micro-organismos sdo 0s
hidrocarbonetos. O petrdleo é formado por uma mistura complexa destas moléculas, cuja
composicdo pode variar em funcdo de sua localizacdo geografica e das condi¢es fisico-
quimicas e biologicas de sua formagdo. Sua composicdo é intermediaria as substancias
facilmente biodegradaveis e outras que exigem sistemas mais complexos para sua degradacéo
(CRAPEZ et al., 2002; SAO PAULO, 2002).

Investigando fungos potencialmente degradadores de benzeno Guedes (ndo publicado)
encontrou varias cepas de importante potencial. Dentre as fontes de isolamento investigadas,
0 estudo destacou o exoesqueleto de insetos sociais, especificamente as formigas cortadeiras.
A literatura reporta que insetos apresentam hidrocarbonetos na constituigdo de suas cuticulas,
0s quais, dentre outras funcdes, Ihes tornam hidrofobicos (BLUM, 1985; ENDLER et al.,
2004). Outra investigacdo relatou a presenca de um grupo especifico de fungos, denominados

fungos dematiaceos ou fungos negros (devido a sua caracteristica coloracao escura, dada pela
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presenca de melanina na constituicdo de sua parede celular) em ninhos de formigas,
concluindo existir uma relacdo de mutualismo entre o inseto e estes fungos (LITTLE &
CURRIE, 2008). O potencial de assimilacdo de hidrocarbonetos aromaticos nesse grupo de
micro-organismos ja foi anteriormente reportado (PRENAFETA-BOLDU et al., 2004, 2006;
SATOW et al., 2008).

Neste contexto, objetivou-se investigar micro-fungos associados a cuticula de
formigas, testando a capacidade de crescimento dos mesmos em ambiente de atmosfera
modificada de hidrocarbonetos. Objetivou-se selecionar fungos para aplicagdo em
biorremediacdo de solos contaminados. Além disso, esta pesquisa também fomentou um
acervo de culturas de interesse para o setor de petréleo e gas com as cepas selecionadas, pois
considera-se de fundamental importancia a preservacdo dos recursos biolégicos para futuros
estudos. Afinal, uma pesquisa cientifica s6 tem valor se puder ser convenientemente

reproduzida.
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2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 — Situacio do problema: combustiveis e 0 meio ambiente

O petréleo é uma mistura de hidrocarbonetos e, em menor quantidade, de derivados
organicos sulfurados, nitrogenados, oxigenados e organometalicos. A proporcdo de
hidrocarbonetos existentes no petréleo ultrapassa a faixa dos 90%. E uma substincia
inflamavel, oleosa e de densidade menor do que a da &gua. Sua composicdo global pode ser
definida pelo teor de hidrocarbonetos saturados, alcanos de cadeia normal e ramificada
(parafinicos) e cicloalcanos (nafténicos), e de hidrocarbonetos aromaticos, que incluem
moléculas aromaticas puras, cicloalcano-aromaticos (naftenoaromaticos), compostos ciclicos
de enxofre, resinas e asfaltenos (componentes policiclicos, de alto peso molecular,
compreendendo atomos de nitrogénio, enxofre e oxigénio).

A formacdo do petréleo ocorre a partir da deposicdo de matéria organica morta
advinda do plancton, mediante um processo denominado catagénese, que se passa em
profundidade suficiente para que se atinjam temperaturas entre 60 e 150°C. O petr6leo entdo
se armazena em bolsas no subsolo, conhecidas como trapas ou armadilhas, que se localizam
nas denominadas rochas-reservatério (NEIVA, 1986). As jazidas de petréleo mais antigas
datam de 400 milhGes de anos, enquanto as mais novas 10 milhGes de anos.

O gas natural € uma mistura de hidrocarbonetos gasosos, desde o metano até o hexano,
sendo 0 metano o componente principal, perfazendo pelo menos 70% da mistura. Pode
também apresentar em pequenas quantidades outros componentes como nitrogénio e dioxido
de carbono, por exemplo, dependendo de fatores relativos ao campo em que 0 gas é
produzido, processo de producdo, condicionamento, processamento e transporte. O gas
natural apresenta-se tanto dissolvido no petréleo bruto, sendo denominado gas natural
associado, e é separado durante o refinamento, ou em um reservatorio proprio, do qual pode
ser obtido diretamente e é conhecido por gas natural nao-associado.

Na década de 40, com as descobertas de 6leo e gas na Bahia, teve inicio o uso do gas
natural no Brasil. Desde entdo sua maior utilidade é sua re-injecdo nos reservatorios com o
intuito de permitir a recuperacdo secundaria do Oleo, além de servir também como
combustivel na geracdo de energia elétrica ou nas inddstrias (NEIVA, 1986).

Desde seu surgimento, a industria do petroleo tem crescido exponencialmente. Com o
tempo o petrdleo substituiu a madeira e principalmente o carvéo, e adentrou cada vez mais em

nossas vidas com o desenvolvimento dos processos de refino, originando inimeros derivados,



14

presentes em uma infinidade de produtos. Entretanto, para ser utilizado, o petroleo precisa ser
extraido, transportado e refinado. Todas estas etapas ddo margem a ocorréncia de acidentes
que podem levar ao derramamento de 6leo no meio ambiente. Em 2007 o mundo consumia
diariamente 84,5 milhdes de barris de 6leo por dia, mas a previsdo para 2030 é de um
consumo diario de 115 milhdes de barris (MILANELLI, comunicacéo pessoal).

O transporte através de navios (hidroviario) e oleodutos sdo os principais meios de
impacto ambiental. Existem mais de oito mil petroleiros navegando pelos oceanos e mares do
mundo, cada um carregando em média de 150 a 300 mil toneladas de petr6leo. Cerca de
0,25% de todo petroleo que é transportado via hidroviaria se perde em derramamentos
anualmente, o que corresponde a em média 6 milhdes de toneladas, que contaminam tanto os
oceanos quanto os ambientes costeiros. Os vazamentos advindos de oleodutos sédo grande
problema para a porcéo terrestre, promovendo a contaminacédo de solos e de cursos fluviais
quando proximos (MILANELLI, comunicagdo pessoal).

Além da contaminagdo durante o transporte, a extracdo também condena os locais
onde é realizada, seja no ambiente aquatico ou terrestre. A indlstria petroguimica gera
diariamente uma grande quantidade de residuos derivados do refinamento do petréleo. Dentre
as moléculas toxicas geradas pelo refino do petroleo estdo o benzeno, tolueno, xileno, e etil-
benzeno, compostos aromaticos que apresentam maiores riscos a satde humana, pois possuem
propriedades carcinogénicas e mutagénicas, além de serem biocumulativos. Os anéis
aromaticos sdo de dificil degradacédo e assim podem permanecer no ambiente por um longo
periodo prejudicando os ecossistemas (SINGH, 2006).

Os vazamentos de petrleo envolvem danos em diversos niveis biolégicos aos
organismos, como:

e Danos no metabolismo, envolvendo alteracdes em rea¢fes quimicas em escala celular
e até mesmo no DNA;

e AlteracOes estruturais e funcionais no organismo, como danos fisicos em 0Orgaos,
geralmente por recobrimento fisico que pode levar a morte por asfixia, aumento da
temperatura corpdrea, perturbacgdes fisioldgicas relacionadas a excrec¢do, absorcéo de
agua e metabolismo, além de prejudicar a locomogdo, a reproducdo e nas plantas
causar o bloqueio da fotossintese; Alteracdes na dinamica e equilibrio das populagtes
(reproducéo, expectativa de vida, natalidade, mortalidade) e na estrutura e funcdo das
comunidades (disturbios na teia tréfica) levando a uma perturbacdo geral do

ecossistema (MILANELLI, comunicagio pessoal).
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Por ser um recurso ndo renovavel e também pelos danos ambientais que vem
causando, a substituicdo do petroleo e seus derivados por uma fonte alternativa de energia
ganha forcas a cada dia, tendo como um de seus escopos a preservacao do meio ambiente sem
a perda da qualidade de vida. Neste contexto foram criados os biocombustiveis, derivados de
biomassa renovavel que podem substituir, parcial ou totalmente, combustiveis derivados de
petrdleo e gas natural em motores a combustdo ou em outro tipo de geracdo de energia. Séo
desenvolvidos a partir de produtos agricolas como a cana-de-aglcar, mamona, soja, canola,
babacu, mandioca, milho, beterraba, e outros (ANP, 2011).

Os dois principais biocombustiveis utilizados no Brasil sdo o etanol da cana-de-agtcar
e o biodiesel, que é produzido a partir de 6leos vegetais ou de gorduras animais e adicionado
ao diesel de petroleo em proporcdes variaveis. O Brasil apresenta uma matriz energética
considerada mundialmente limpa: cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis
consumidos pelo pais sdo renovaveis. No resto do mundo, 86% da energia vém de fontes
energéticas ndo-renovaveis. Pioneiro mundial no uso de biocombustiveis, o Brasil alcangou
uma posicdo almejada por muitos paises que buscam fontes alternativas estratégicas ao
petréleo. Os biocombustiveis poluem menos porque seu processo de producdo tende a ser
mais limpo e pela emissdo de residuos menos toxicos (ANP, 2011). Além disso, a
composi¢do quimica das moléculas dos biocombustiveis € mais simples, e mais susceptivel
aos processos de biodegradacao.

Sabe-se que este tema instiga o profundo estudo sobre micro-organismos capazes de
degradar os compostos toxicos da industria do petroleo, no &mbito de gerar novas descobertas

gue possam minimizar os graves problemas atravessados atualmente.

2.2 — Biorremediacgao e fungos como solugdes viaveis

A biorremediacdo é uma nova tecnologia que foi desenvolvida na busca de formas de
recuperacdo de areas contaminadas e de procedimentos adequados para a manipulacdo de
residuos. E uma metodologia muito efetiva e promissora para o tratamento de diferentes
contaminagfes com hidrocarbonetos, incluindo as de petroleo. Ela visa a mineralizagdo de
compostos toxicos ou a diminuigdo de sua concentracdo a niveis aceitaveis. Compostos

poluentes e/ou toxicos podem ser degradados a substancias com peso molecular menor, com


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cana-de-a%C3%A7%C3%BAcar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mamona
http://pt.wikipedia.org/wiki/Soja
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maior polaridade, menos nocivas ao ambiente propiciando a recuperacdo das &reas
contaminadas (ALEXANDER, 1994; MARTINS et al., 2005).

A versatilidade metabolica dos micro-organismos sustenta praticamente todas as
aplicacbes da biorremediacdo e a maioria dos trabalhos atuais tem se concentrado em
poluentes organicos, embora a gama de substancias que podem ser transformadas ou
detoxificadas por micro-organismos inclua residuos sélidos, liquidos, materiais naturais e
poluentes inorganicos como metais toxicos e metaldides. A maioria das aplicacdes
desenvolvidas até 0 momento envolve principalmente o uso de bactérias. Ainda observa-se
uma acentuada falta de apreciacdo do potencial dos fungos na biorremediacdo ambiental,
apesar da vantagem apresentada por seu modo de crescimento filamentoso e ramificado que
permite uma eficiente colonizacdo e exploracdo de substratos como solos contaminados
(GADD, 2001).

A biorremediacdo é além de tudo viavel financeiramente, pois seu custo é
extremamente baixo em comparacdo com outros processos, principalmente fisicos, como
extracdo de vapor do solo e bombeamento, entre outros. As técnicas de biorremediacdo ndo
utilizam agua tratada e nem produtos quimicos nocivos ao meio ambiente. Entretanto, o
processo € lento e, frequentemente, faz-se necessario o isolamento da area contaminada.

A aplicacdo das tecnicas pode ser feita no local (in situ) ou ex situ, quando ha a
remocdo do solo contaminado devido a riscos de dispersdo do poluente para os lencdis
freaticos ou alastramento da area contaminada. O processo in situ quando possivel € mais
viavel, devido ao elevado custo na remocgdo e transporte do substrato (MARTINS et al.,
2005). No ambiente contaminado, as estratégias de biorremediacdo incluem tanto a utilizacdo
de micro-organismos autoctones (encontrados no local da contaminacdo), sem qualquer
interferéncia de tecnologias ativas de remediacdo (denomina-se biorremediacéo intrinseca ou
natural), como também a adicdo de agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio e
biossurfactantes (bioestimulacdo) ou a inoculacdo de consorcios microbianos enriquecidos
(bioaumento) (BENTO et al., 2003).

Fungos sdo organismos heterotréficos (quimiorganotréficos) que se alimentam por
absorcdo de matéria organica digerida extracelularmente atraves da secrecdo de enzimas. Sdo
multicelulares, excetuando-se as leveduras, sendo constituidos por hifas que em conjunto
formam o micélio fungico. Possuem parede celular de composicdo geralmente quitinosa, sao
imodveis e se reproduzem tanto sexuada quanto assexuadamente, sendo esta ultima a forma de
reproducdo mais predominante (MUELLER et al., 2004; MADINGAN et al., 2010). Habitam
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tanto o meio aquatico, quanto o ambiente terrestre. Neste, encontra-se a maioria das espécies
fangicas, seja no solo ou sobre matéria organica morta, onde sao essenciais para processos de
mineralizacdo do carbono orgénico. Os fungos também séo capazes de interagir com plantas e
animais, por exemplo como patdégenos ou simbiontes (micorrizas)(MADIGAN et al, 2010).

Recentemente estes micro-organismos tém sido amplamente estudados no ambito da
degradacdo de compostos organicos nocivos. Existem vantagens quanto ao uso dos fungos em
relacdo as bactérias como: grande diversidade de cepas em ambientes terrestres; maior
tolerdncia a estresse osmotico e variacdo de temperatura; capacidade de viver em meios com
pH &cido (pH 5,5); crescimento em ambientes com baixo grau de umidade; necessidade de
menor quantidade de nitrogénio, desenvolvimento em ambientes com altas concentragdes de
gas carbonico, capacidade de degradar moléculas complexas como a lignina e,
principalmente, ndo apresentam restricdo quanto ao tamanho da cadeia do hidrocarboneto a
ser degradada (ROSATO, 1997; TORTORA et al., 2003).

Gutnick e Rosenberg (1977) relataram que os micro-organismos degradadores de
hidrocarbonetos possuem trés caracteristicas essenciais:

1. Um sistema eficiente de absorcao de hidrocarbonetos com sitios especiais de ligacao e/ou
producdo de substancia emulsificante para o transporte do hidrocarboneto para o interior da
celula;

2. Enzimas oxigenases especificas e;

3. Especificidade induzida, apresentando resposta positiva ao petréleo e seus constituintes.

A qualidade e quantidade de misturas de hidrocarbonetos e as propriedades dos
ecossistemas afetados determinam a persisténcia dos hidrocarbonetos do petrdleo.
Dependendo do ambiente e das condi¢cbes ambientais os hidrocarbonetos podem permanecer
por meses ou entdo serem degradados dentro de poucas horas ou dias. Fungos filamentosos
ndo exibem degradacdo diferencial para um determinado comprimento de cadeia de alcanos,
porém a fracdo saturada mostra maiores taxas de biodegradacdo, seguida pelos aromaticos
leves, e os aromaticos com alto peso molecular, sendo que 0s compostos polares exibem as
menores taxas. Devido a presenca de varios componentes de estruturas complexas, ocorre um
aumento na resisténcia a degradacdo das misturas residuais. A degradacdo completa de 6leo
cru nunca ocorre, um residuo complexo sempre permanece. Este residuo de coloracdo negra
contém uma elevada proporcao de constituintes asfalticos e exibe baixa toxicidade (SINGH,
2006).
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Davies e Westlake (1979, apud SINGH, 2006) estudaram a capacidade de crescimento
de 60 isolados fungicos em n-tetradecano, tolueno, naftaleno, e sete 6leos brutos de petréleo
de varias composi¢BGes. Quarenta culturas, incluindo 28 isolados do solo, apresentaram
crescimento em um ou mais dos 6leos brutos de petroleo. Os géneros comumente isolados de
solos sdo aqueles de abundante producdo de pequenos conidios, como Verticillium,
Aspergillus e Penicillum, e sdo étimos em assimilar hidrocarbonetos. Estes fungos também
crescem em n-parafinas com 10 atomos de carbono, em vez de fracdes de petréleo ou
compostos aromaticos.

Pesquisas atuais revelam que a mineralizacdo dos hidrocarbonetos pode se dar tanto
por degradacdo (oxidagdo) ou através de co-metabolismo. Pouco ainda se sabe sobre o aparato
enzimatico envolvido nestes processos e quais grupos ou espécies realizam cada um desses

processos.

2.3 — Outras fontes de isolamento

Durante muito tempo a principal fonte de isolamento microbiano foi o solo. A busca
por um micro-organismo com potencial para degradacdo de um dado composto, por exemplo,
tinha como passo inicial o isolamento a partir de solos contaminados com o mesmo. A busca
por fontes de isolamento alternativas ganhou adeptos, e parte da procura de micro-organismos
com um dado potencial em ambientes que possam oferecer condi¢cfes similares as que seriam
encontradas em solos contaminados (ATTILI-ANGELIS, comunicagéo pessoal).

Neste projeto, buscamos explorar o exoesqueleto de insetos sociais, especificamente as
formigas cortadeiras da tribo Attini, seguindo a logica de que estes insetos possuem um
apurado sistema de comunicacéo intra e interespecifico, o qual é baseado no reconhecimento
através de feromonios, compostos quimicos volateis, majoritariamente hidrocarbonetos, que
encontram-se armazenados em sua cuticula (WAGNER, 2000). Além disso, estudos recentes
com formigas cortadeiras pertencentes a tribo Attini tém revelado que uma enorme gama de
micro-organismos, incluindo micro-fungos, podem se apresentar associados aos ninhos
(DUARTE, 2010; GUEDES, 2010; RODRIGUES, 2004; PAGNOCCA et al., 2008;
RODRIGUES et al.,, 2011). Dentre os micro-fungos obtidos nestes trabalhos, muitos
apresentam diferentes potenciais descritos na literatura, incluindo o de degradacdo de

compostos toxicos. Os resultados obtidos nestes estudos, demonstrando a grande diversidade
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microbiana relacionada a estes insetos, se associam a possibilidade da descoberta de novos
micro-fungos com potencial para degradacédo de hidrocarbonetos.

A tribo Attini (ordem Hymenoptera, Familia: Formicidae, Subfamilia: Myrmicinae)
compreende aproximadamente 230 espécies de formigas, divididas em 12 géneros.
Popularmente conhecidas como “sativas”, “formigas cortadeiras” ou “quén-quéns” estas
formigas possuem um habito de forrageamento singular, o qual lhes garante até hoje 0 mérito
de estarem enquadradas dentre as piores pragas da agricultura brasileira por causarem o
desfolhamento das lavouras. As Attini possuem o habito de cortar elevadas quantidades de
material vegetal fresco, o qual é convertido em substrato pelas operérias para o crescimento
de um fungo simbionte, o basidiomiceto Leucoagaricus (Agaricales: Lepiotaceae), que lhes
serve de alimento (MARCONI, 1970). O substrato processado pelas operarias juntamente ao
micélio do fungo compde o “jardim de fungo”, cultivado no interior de camaras subterraneas
no formigueiro (ANDRADE et al., 2002).

As formigas cortadeiras sdo consideradas insetos eusociais, sendo que os individuos
encontram-se divididos em castas (operarias, jardineiras, soldados e a rainha). Existem
também as formas aladas, apenas encontradas durante a época reprodutiva: as i¢cas (fémeas) e
0s bitds (machos) (DELLA LUCIA et al., 1993; JUSTI, 1996). A fundacdo de uma nova
coldnia tem inicio com a revoada das formas sexuadas. Ao sairem da coldnia original, as i¢as
carregam uma pequena por¢do do fungo simbionte em sua cavidade bucal (denominada
pellet), o qual serve de indculo para o cultivo do jardim de fungo que alimentara todo o
formigueiro. (JUSTI et al., 1996; CAETANO et al., 2002).

O reconhecimento entre insetos sociais de uma mesma colonia ou de colonias
distintas, de seu estado reprodutivo e de sua casta, ocorre através de substancias produzidas na
cabeca e que podem ser encontrados por toda a cuticula das formigas. Estas substancias sdo
denominadas feromonios, e se tratam de hidrocarbonetos volateis que permanecem no
exoesqueleto juntamente a uma camada de lipideos que atua na protecdo e impermeabilizacdo
dos insetos. Através do contato entre as antenas os individuos sdo capazes de reconhecer 0
perfil dos hidrocarbonetos um do outro (WAGNER et al., 2000; GREENE; GORDON, 2007).

O perfil de hidrocarbonetos em uma coldnia pode variar com 0 tempo ou mesmo ao
longo das estacdes do ano, e é composto por uma variedade de moléculas com diferentes
comprimentos de cadeia que sdo distribuidas nas classes dos n-alcanos, metilalcanos
ramificados e n-alcenos (WAGNER et al., 1998; GREENE; GORDON, 2007).
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Diversas espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem ocorrer em um
estado dormente ou participar da dindmica do funcionamento da simbiose formiga e micro-
organismos (FISHER et al. 1996; RODRIGUES, 2004) ou até mesmo prejudicar a simbiose
(CURRIE, 2001a), como é o caso dos fungos do género Escovopsis (Ascomycota:
Hypocreales), que ocasionam decréscimo de biomassa do jardim, diminui¢do na producao de
pupas, larvas e operarias, levando a um retardo no crescimento da colénia (CURRIE, 2001b).
Existem ainda outras questdes interessantes a serem esclarecidas, por exemplo, a das
leveduras negras relacionadas ao género Phialophora, descritas por Little e Currie (2007), 0s
quais sugerem este fungo como um novo simbionte das formigas Attini. As leveduras negras
sd0 um grupo particular de micro-organismos que encontram-se em sua maioria ligadas a
doencas humanas. Little e Currie (2007) em seu estudo constataram que as leveduras negras
encontradas utilizam uma bactéria simbionte das formigas como fonte de nutrientes. Estas
bactérias pertencem ao género Pseudonocardia, sdo actinomicetos que produzem antibi6ticos

gue auxiliam as formigas no combate ao fungo parasita do género Escovopsis.

2.4 — Colegoes de cultura e acervos de pesquisa como suporte a biotecnologia

Tendo em vista as perturbagdes ambientais a que muitos ecossistemas séo submetidos,
majoritariamente por acao antrdpica, acredita-se que inimeros micro-organismos vém sendo
destruidos antes mesmo de serem identificados. A preservacdo de micro-organismos fora de
seu ambiente natural demonstra ser a melhor alternativa para a conservagdo da microbiota de
locais ameagados. Neste contexto, as colegdes de culturas, que foram criadas especialmente
no intuito da manutencdo de micro-organismos relacionados a patentes, passaram a ser
utilizadas para a preservacdo de culturas dos mais variados tipos, funcionando como um
verdadeiro banco genético (CGEE, 2009; KRIEGER et al., 2009; MELLO et al., 2003).

As colegdes de cultura utilizam métodos de preservacao que exigem tempo e recursos
financeiros, mas funcionam como um banco genético onde sdo depositadas culturas de
interesse industrial, agricola, patogénico e ambiental. Podem também ser abordadas no
contexto da educacdo ambiental mediante exposi¢Ges que possam vir a ser realizadas com o
intuito de promover a divulgacdo destes micro-organismos para serem conhecidos (CGEE,
2009; KRIEGER et al., 2009; MELLO et al., 2003).
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As agéncias de fomento tém estimulado a informatizacdo de acervos e a criacdo de
redes de dados, visando um sistema que disponibilize informacgdes de recursos genéticos
microbianos, a fim de se manter um fluxo continuo de materiais e informacGes de forma
integrada e facilitada, minimizando a realizagdo de trabalhos semelhantes e maximizando a

producéo técnica e académica da area (MELLO et al., 2003).
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3 - OBJETIVOS

Este trabalho objetivou:

e Isolar e identificar micro-fungos a partir de icas da tribo Attini (formigas cortadeiras),
pertencentes ao género Atta;

e Reconhecer e selecionar as espécies degradadoras de tolueno atraves da aplicacdo de
testes em dessecadores e do agente redutor 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP);

e Fomentar uma colecdo de culturas de interesse para o setor de petroleo, gas e

biocombustivel com as cepas selecionadas.

4 — CONTEXTO DO PROJETO

O laboratério de Microbiologia do Centro de Estudos de Insetos Sociais, ao qual esta
pesquisa esta vinculada, acumulou 20 anos de experiéncia em estudos sobre micro-fungos
em formigas. Além dos objetivos anteriormente propostos, este trabalho também contempla
a formacdo de recursos humanos capacitados para estudos da microbiota, a nivel taxonémico
e biotecnoldgico.

Ressalta-se que houve uma mudanca parcial dos objetivos inicialmente propostos.
Este trabalho visou a priori a selecdo de espécies degradadoras de hidrocarbonetos com o uso
de n-hexadecano como Unica fonte de carbono e energia. Por sugestdo do Dr. Francesc
Prenafeta-Boldu do Instituto de Gerenciamento de Residuos de Barcelona — Giro, Espanha,
este hidrocarboneto foi substituido por tolueno, dada a maior riqueza de estudos existentes

que utilizaram este hidrocarboneto para testes com micro-fungos.
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5 - MATERIAL E METODOS

5.1 — Material

5.1.1 — Substrato de isolamento

O isolamento dos micro-fungos foi realizado a partir do corpo e pellet de icas das
espécies Atta capiguara e A. laevigata obtidas durante o periodo de acasalamento, também
conhecido como revoada.

As igas foram capturadas na saida dos olheiros, momentos antes de iniciarem o v0o
nupcial. A captura foi feita com pincas estéreis e as i¢as foram colocadas em placas de Petri
também estéreis nas quais foram transportadas. Coletou-se em trés ninhos adultos de A.
capiguara Goncalves (1944) e um ninho adulto de A. laevigata Smith (1858), localizados na
Fazenda Santana, Botucatu, Estado de Sdo Paulo, Brasil (GPS: 22°50.6° S; 48°26.1° W;
elevacdo 798 m), em novembro de 2008 e novembro de 2009. Na area sdo encontradas

predominantemente gramineas Paspalum sp.

Figura 1. A — Saida de icas e bitus dos olheiros de um formigueiro de Atta capiguara antes
de iniciarem o v0o nupcial. B — I¢é coletada e acondicionada em placa de Petri estéril para
transporte ao laboratério. Imagens cedidas pelo Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca.
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5.1.2 — Meios de Cultura

Agar Sabouraud com Cicloheximida e Cloranfenicol (“Mycosel”)

Dextrose 20,0 g
Peptona 10,09

Agar 20,0 g
Cicloheximida 500,0 mg
Cloranfenicol 200,0 mg
Estreptomicina 200,0 mg
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

Agar batata dextrose (BDA) (Acumedia Manufactures®)
Agar batata dextrose 39,09
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

Agar Czapek extrato de levedura (CYA)

K,HPO, 1,09
Czapek concentrado 10 mL
Extrato de levedura 500
Sacarose 30,09
Agar 15,0 g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

Agar extrato de malte (MEA) (Acumedia Manufactures®)
Agar Extrato de Malte 61,09
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O pH do meio foi ajustado para 5,5 e esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15

minutos.
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Agar malte 2% (MA 2%) (Acumedia Manufactures®)

Extrato de Malte 20,09
Agar 15,0 g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

Caldo de malte 2% (Acumedia Manufactures®)
Extrato de Malte 20,09
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

Meio Bushnell Haas
NH,NO; 1,0g
KH,PO, 1,09
KoHPO, 1,0g
CaCl,.,H,0 0,0265¢
MgS0..7H,0 029
FeCls 0,05g
Agua destilada g.s.p. 1000mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

5.1.3 Reagentes e solu¢des

Solucao de Macronutrientes

KH,PO, 4,54
K,HPO, 0,59
NH,CI 2,09
MgSO, . 7TH,0 0,1g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.



Solucao de Micronutrientes

FeCl; 120 mg
H3BO 350 mg
CuSO, . 5H,0 10 mg
Kl 10 mg
MnSQO,. H,O 45 mg
Na,MoQ, . 2H,0 20 mg
ZnS0O, . 7TH,0 75 mg
CoCl,. 6H,0 50 mg
AIK(SOy) . 12H,0 20 mg
CaCl; . 2H,0 13,259
NacCl 10,0 ¢
Agua destilada g.s.p. 1000mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

Solucao salina 0,85%
NaCl 859
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

A solucdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C e 1 atm.

Soluciao de cloranfenicol
Cloranfenicol 10g¢
Alcool 95°GL q.s.p. 10 mL
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A solucdo foi esterilizada por ultra-filtracdo em membrana com poros de 0,22 um de

didmetro e mantida a -20° C.

Soluc¢io de estreptomicina
Estreptomicina 109

Agua destilada estéril g.s.p. 10 mL

A solucdo foi esterilizada com membrana de ultrafiltracio com poros de 0,45 pum de

didmetro e mantida a -20 °C.
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Soluc¢io de penicilina
Penicilina 109
Agua destilada estéril g.s.p. 10 mL
A solucdo foi esterilizada com membrana de ultrafiltracdo com poros de 0,45 pum de
didmetro e mantida a -20 °C.

Solucao de cicloheximida
Actidiona 109
Acetona q.s.p. 10 mL
A solucdo foi esterilizada com membrana de ultrafiltracdo com poros de 0,45 pum de

didmetro e mantida a -20 °C.

Soluc¢ao de clorotetraciclina
Clorotetraciclina 10¢g
Alcool 70% q.s.p. 100 mL
Esterilizar com membrana de ultrafiltracio com poros de 0,45 um de diametro e

manter a -20 °C.

Soluc¢iao de glicerol 30%
Glicerol 300 mL
Agua destilada g.s.p. 700 mL

A solucdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C e 1 atm.

Solucao de lise

Tris 50 mM

Acido etileno diamino tetra-acético (EDTA) 50 mM

NaCl 250 mM
Dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,3%, pH=8,0

A solucdo foi esterilizada com membrana filtrante e mantida a temperatura ambiente.
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Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 10x (solu¢do estoque)

Tris 108,0 g
Acido borico 55,0 g
EDTA 839
Agua ultra pura, qualidade Millig® 600 mL

Ajustar o pH da solucdo entre 8,2 - 8,3 (ajuste realizado com NaOH 1,0 M, quando

necessario). Completar o volume para 1000 mL.

Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 1x
TBE 10x (solugéo estoque) 100 mL
Agua ultra pura, qualidade Millig® 900 mL

Misturou-se os dois volumes. Nao foi necessario esterilizar.

Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5x
TBE 10x (solugédo estoque) 50 mL
Agua ultra pura, qualidade Millig® 950 mL

Misturou-se os dois volumes. Nao foi necessario esterilizar.

Tris-EDTA (TE) (para 1 L de tampao)
Tris 1M 10 mL
EDTA 0,5M 2mL
Ajustou-se para pH=8,0 e completou-se o volume para 1 L com &gua milig.

Autoclavou-se durante 20 minutos.

Gel de agarose 1%
Agarose 109
TBE 1x 100,0 mL
Pesou-se a agarose que foi adicionada a um Erlenmeyer de 250 mL, juntamente com
TBE 1x e a solucdo foi homogeneizada. Em seguida, a solucdo foi aquecida até tornar-se
completamente limpida. Deixou-se a solucdo esfriar até atingir a temperatura aproximada de
55°C.
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Gel de agarose 1,4%
Agarose l4¢9
TBE 0,5x 100,0 mL
A agarose foi pesada em um Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se o TBE 0,5x e a
solucao foi homogeneizada. Em seguida, a solucdo foi aquecida até tornar-se completamente

limpida. Deixou-se a solucéo esfriar até atingir a temperatura aproximada de 55°C.

Marcador de massa molecular
DNA Ladder 1 kb (LGC®)

Primers

Para a amplificacdo do DNA, utilizaram-se 0s seguintes primers:
VIG (5-TTACgTCCCTgCCCTTTgTA-3") (DE HOOG et al., 1998)
LS266 (5'-gCATTCCCAAACAACTCYACTC-3") (PRYCE, 2010)

Para a reacdo de sequenciamento:

ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") (WHITE et al., 1990)

ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE et al., 1990)

NL1 (5’- TGCTGGAGCCATGGATC-3’) (VILELA et al., 2005)

NL4 (5’-TAGATACATGGCGCAGTC-3’) (VILELA et al., 2005)
Os primers foram diluidos em tampé&o TE até a concentracdo de 10 pmol no caso de ITS1 e
ITS4 e a 10 uM no caso de NL1 e NL4, sendo mantidos a -20°C.

Tampao de amostra para corridas em gel de agarose — “Loading Buffer”

Azul de bromofenol 0,025¢
Sacarose 4049
Agua ultra pura, qualidade Millig® 10 mL

A solucdo foi misturada e armazenada a 4 °C.

Solucdao EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 0,5 M pH 8,0
Na-EDTA (Titriplex 111 Bio Rad 161- 0729) 186,19
Agua ultrapura g.s.p. 800 mL
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Adicionou-se Na-EDTA a &gua ultra pura e misturou-se com auxilio de agitador
magnético. O pH foi ajustado para 8,0 com NaOH (+ 20g NaOH em “pellet”) e a solucdo foi

autoclavada.

Acetato de sodio 3 M, pH 4,6
Acetato de sodio (CH3COONa-3H20) (Merck 6267) 20,4 g
Agua ultra pura g.s.p. 50 mL
Dissolveu-se o acetato de sdédio em 50 mL de agua ultra pura, ajustou-se o pH para

4.6 e armazenou-se a -20 °C.

dNTPS (concentrac¢ao final: 1,25 mM)

Pipetar em microtubo de 1,5 mL, 10 pL de cada dNTP (100mM) do kit illustra dNTP
Set, 100 mM solutions - GE®. Adicionar 760 pL de agua ultra pura, qualidade Millig®.
Misturar em vortex e centrifugar por alguns segundos. Aliquotar 50 pL dessa solucdo em

microtubos de 0,5 mL.

10X Buffer
Tampdo do kit Tag-polimerase Brasil - Invitrogen® pronto para uso. Aliquotar 125 pL

em microtubos de 0,5 mL.

MgCl, (concentragao final: S0 mM)
Cofator do kit Tag-polimerase Brasil - Invitrogen® pronto para uso. Aliquotar 50 pL

em microtubos de 0,5 mL.

Taq polimerase (5U/ pL)

Aliquotar 10 pL de Tag-polimerase Brasil - Invitrogen® em microtubos de 0,5 mL.

Brometo de etidio
Brometo de etidio 8 uL
Tampéo Tris-borato-EDTA (TBE) 1x 300 mL
O brometo foi adicionado ao TBE 1x em um recipiente e misturados até

homogeinizacdo da solucéo.
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Corante lactofenol azul de algodao (COLLINS, 1969)

Acido fénico fundido-fenol 1% 20 mL
Acido latico 20 mL
Glicerina 40 mL
Azul de algodéo 0,059

Solucao de 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP)
2,6-diclorofenol indofenol 19
Agua destilada esterilizada 100mL
Foi adicionada 4gua ao DCPIP em um recipiente e foram misturados até

homogeneizacéo, obtendo-se uma soluc@o aquosa de coloracao azul escura.

5.2 — Métodos

5.2.1 — Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos das ic¢as, utilizou-se a técnica de flotacdo em oOleo
mineral (SATOW et al., 2008). As formigas foram colocadas em tubos de 50 mL contendo 25
mL de solugdo salina; 200 U de penicilina; 200 pg/mL de cloranfenicol; 200 pg/mL de
estreptomicina e 500 pg/mL de cicloheximida (actidiona). Os tubos foram agitados
manualmente e incubados a temperatura ambiente por 30 min. Apos, adicionou-se a essa
solucdo 5 mL de 6leo mineral esterilizado, sequido de uma agitagdo vigorosa em vortex por 5
minutos. Por 20 minutos os tubos foram deixados em repouso. Da interface desta solugéo
foram retiradas aliquotas de 100pL, e semeadas em Agar Mycosel. As placas foram incubadas
a 35°C por aproximadamente 15 dias, até o aparecimento de colonias. O isolamento das
mesmas foi feito em placas contendo MA 2% e antibioticos (16.570 U/ml de penicilina;
100.000 pg/ml de estreptomicina; 10.000 pug/ml de clorotetraciclina) para garantir a pureza da
cultura.

Alguns tubos foram incubados a 25°C por um periodo de até 45 dias, sendo também
realizado um isolamento destes. Uma pequena porc¢do do micélio do fungo foi retirada do tubo
e transferida para placas contendo MA 2% e antibioticos (16.570 U/ml de penicilina; 100.000
pg/ml de estreptomicina; 10.000 pg/ml de clorotetraciclina). A figura 2 ilustra o crescimento

fangico observado nestes tubos.
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Figura 2. Crescimento fungico em tubo (camada superficial negra),
observado pela técnica de flotacdo em 06leo mineral. Incubagdo a
25°C por 45 dias.

5.2.2 — Preservacio dos fungos

As estirpes foram preservadas pelo método de repicagem continua em tubo inclinado
com 4gar malte, em duplicata, mantidos em geladeira a 10°C. Foram também preservadas em
ultra-freezer a -80°C. Todas as estirpes tém sido mantidas no Laboratorio de Microbiologia do
CEIS - UNESP Campus de Rio Claro (Figura 3).

A técnica de criopreservacdo consiste basicamente em conservar cada estirpe em um
meio com crioprotetor utilizando esferas de vidro (“pérolas™) como suporte. Em microtubos
de 2mL devidamente identificados com o cddigo das estirpes foram adicionados 300 uL de
caldo de malte 2%. Posteriormente, estes microtubos receberam o indculo fungico que foi ai
cultivado por sete dias. Apds, foi adicionado 300 uL de glicerol 30%, obtendo-se uma
concentracdo final de 15% de glicerol, e agitou-se vigorosamente em vortex por 10 segundos
e, logo apds, foram adicionadas 12-15pérolas de vidro de 0,2-03 mm de didmetro até cobrir
todo o volume de glicerol. Apos esta imersdo, 0s microtubos contendo as esferas de vidro
com as células aderidas foram colocados em temperatura de -20°C por no minimo duas horas,
sendo entdo acondicionados em caixas plasticas no interior do freezer a -80°C (modificado de
CBS, 2010).

Todas as estirpes preservadas compdem um- acervo de culturas de interesse para a
Petrobras.
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Figura 3. Método de criopreservacdo. Na parte superior a esquerda uma imagem da caixa de
criopreservacao utilizada para acondicionar os microtubos (parte superior a direita) contendo
o micélio cultivado com as pérolas e o crioprotetor. Abaixo uma imagem do ultrafreezer que
se encontra no Laboratorio de Microbiologia do CEIS (Unesp — Rio Claro) onde sdo mantidas
as estirpes. Imagens cedidas por Aline da Silva Cruz.

5.2.3 — Identificacio morfologica

A caracterizacdo morfologica das culturas foi feita através de observacGes macro e
microscépicas mediante 0 uso de estereomicroscOpio e preparacdo de laminas para
microscopia Optica a partir da técnica de microcultivo. Para tal, o fungo foi inoculado em dois
pequenos pedacos de agar, de em média 1,0 x 1,0 cm, sobre uma ldmina de vidro mantida
dentro de uma placa de petri sobre um pequeno tubo em U. A inoculagéo foi feita nos lados
ou nos cantos do bloco de agar, e em seguida coberto com uma laminula estéril. A este
conjunto foi adicionado um pedaco de algoddo umedecido em agua destilada esterilizada,
criando uma condicdo Umida para evitar o dessecamento do meio. A placa foi entdo fechada e
mantida em sala de incubag&o a temperatura de 25°C (CROUS et al., 2009a).
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Apos trés a quatro dias o sistema foi aberto, retiraram-se as laminulas e as mesmas
foram colocadas sobre novas laminas contendo uma gota do corante lactofenol (Azul de
Algodéo) e analisadas sob microscépio optico.

Para a caracterizagdo dos géneros mais comuns, foram utilizados chaves e manuais de
identificacdo, que se utilizam de medicdes de estruturas, coloracdo e superficie de colbnias, e
taxa de crescimento. Muitas das culturas possuiam marcadores fenotipicos insuficientes para
uma identificacdo morfoldgica, por isso foi necessaria a realizacdo do seqlienciamento do
DNA ribossomico (rDNA).

5.2.4 — Identificacao molecular

Extracao do DNA gendémico

O equivalente a 100 pL de micro-esferas de vidro esterilizadas (Sigma®) foram
adicionadas a microtubos de 1,5 mL contendo 500 pL de solucdo de lise estéril. Foram
adicionadas aproximadamente duas a trés alcadas da cultura com até 10 dias de crescimento e
agitadas vigorosamente em vortex por 4 minutos, promovendo a quebra das células para
liberacdo do DNA. Em seguida, os tubos foram incubados em banho-maria por 1 hora a 65°C.
Repetiram-se os procedimentos de agitacdo e aquecimento em banho-maria mais duas vezes
e, depois disso, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 13.000 rpm. Em seguida,
recuperou-se a fase aquosa (aproximadamente 400 uL) em novos tubos estéreis previamente

marcados (modificado de Sampaio et al.,2001 e Almeida, 2005a).

Eletroforese

Produtos de extracdes, amplificacbes e purificacdes foram caracterizados em gel de
agarose a 1% em TBE 1x para conferir a qualidade do procedimento. A eletroforese foi
realizada em uma cuba horizontal, onde o gel de agarose carregado com 2 pL de cada amostra
obtida do DNA bruto misturadas com 2 pL de corante (Loading Buffer) foram submetidos a
100V e 50 mA por 40 minutos. O marcador de peso molecular (ladder) utilizado foi de 1kb.
Depois da corrida, o gel foi corado em brometo de etidio 0,5 ug mL ™, que permite que o
DNA fique visivel quando submetido a luz UV e visualizado através do transiluminador
Eletronic Multiwave™ Transilluminator e fotografado com auxilio do programa Kodak
Digital Science ID®.
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Microssatélite (MSP-PCR)

As extracdes bem sucedidas foram diluidas na proporcéo de 1 pL de amostra para 750
uL de agua ultrapura estéril, qualidade Millig® para a realizacdo do procedimento de PCR
para microssatélite (MSP-PCR), adaptado de Meyer et al. (1993). Nesta técnica é possivel
realizar a comparacdo de padrdes de bandas de todas as amostras de DNA extraidas para
realizacdo de agrupamentos entre as linhagens e para a detec¢do de diferenciagdes intra-
especificas. Os padrbes de bandas das amostras foram comparados com marcador molecular
(Ladder), que possui 1000 pares de bases com pesos conhecidos (Promega® Corp.),
aplicando-se 5ul nos pogos das extremidades do gel. Para a amplificacdo por MSP-PCR, foi
preparado um mix de reagentes contendo o primer GAC, conforme demonstrado na tabela

abaixo.

Tabela 1. Reagentes para 0 MIX de PCR para microsatélite

Reagentes Quantidade por

amostra
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0 uL
Buffer 10x (“tampao da Taq”) 2,5 UL
MgCl, (50 mM) 1,0 L
Primer GAC — (10 uM) 2,0 uL
Agua ultrapura, qualidade Milliq® estéril 10,3 puL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2 uL

Apos rapida agitacdo em vlrtex o mix passa por centrifugacao por alguns segundos.
Sdo entdo distribuidas aliquotas de 20 pL do mix em microtubos de 0,2 mL e por fim,
adiciona-se 5 pL do DNA diluido. Os microtubos foram agitados em vortex brevemente e
logo em seguida centrifugados por alguns segundos. Depois, foram colocados em um
termociclador para dar inicio ao programa “MSP-PCR”, que consiste em 1 ciclo inicial a
temperatura de 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 93°C/ 45 s (desnaturacao), 50°C/
1 min (anelamento), 72°/ 1 min (polimerizagdo) e 72°C/ 6 min (extensdo final). Apos a
amplificacdo, as amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,4% preparado com TBE
0,5x), em tampdo TBE 0,5x para verificar a qualidade dos produtos formados. Depois da
corrida, o gel foi revelado em brometo de etidio, visualizado atraves do transiluminador
Eletronic Multiwave™ Transilluminator e fotografado com auxilio do programa Kodak
Digital Science ID®. Quando identificada a semelhanca entre as estirpes, uma foi selecionada

para seguir as etapas subsequentes de sequenciamento.
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Amplificacio do DNA ribossomal - PCR

Para o sequenciamento foi realizada a amplificacdo da regido ITS e D1/D2 do DNA
ribossémico 26S a partir das amostras de DNA genémico. Para isso, um mix de reagentes
contendo os primers V9G e LS266 (quando sequenciada a regido ITS) ou NL1 e NL4
(quando sequenciada a regido D1/D2) foi preparado como indicado na tabela abaixo.

Tabela2. Reagentes para o MIX de PCR para amplificacdo da regido ITS e D1/D2 do DNA
ribossdmico 26S

Reagentes Quantidade por amostra
Agua ultrapura, qualidade Milliq® estéril 8,3 UL
Primer V9G (10 pmol)/ NL1 (10 uM) 2,0 uL
Primer LS266 (10 pmol) / NL 4 (10 uM) 2,0 uL
Buffer 10x (“tampao da Taq”) 2,5puL
MgCl, (50 mM) 1,0 uL
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0 uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2 uL

O mix foi distribuido em aliquotas de 20 pL em tubos de 0,2 mL e, em cada tubo,
foram adicionados 5 pL de sua respectiva amostra de DNA diluido em &gua ultrapura,
qualidade Millig® estéril na proporcdo de 1:750. Os tubos foram agitados em vértex por 5
segundos, aproximadamente, e passaram por breve centrifugacdo para serem distribuidos no
termociclador e iniciar o programa de amplificagdo: 1 ciclo de 94°C/ 2 min seguido de 35
ciclos a 94°C/ 35 s, 52°C/ 30 s, 72°C/ 1 min para a regido ITS, e 1 ciclo de 96°C/ 3min
seguido de 35 ciclos a 96°C/ 30 s, 61°C/ 45 s, 72°C/ 1 min para a regido D1/D2. Para
verificacdo dos produtos de amplificacdo foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%
como realizado para verificagdo da extracdo do DNA genémico.

Purificacdo dos produtos da Amplificacido (PCR)

Posterior a verificacdo da qualidade dos produtos formados na amplificacdo, as
amostras foram purificadas, utilizando-se o kit “Illustra GFX PCR DNA and gel band
purification kit”, da GE Healthcare®. As amostras puras resultantes foram aplicadas em gel de

agarose 1% para eletroforese para nova checagem.

Reacio de sequenciamento
Para a reagdo de sequenciamento foi utilizado o kit “DYEnamic™ ET Dye Terminator

Kit”, da GE Healthcare®. Apenas 1 pL de cada amostra purificada foi necessério para esta
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etapa. Empregou-se o programa “DYEnamic”, o qual ¢ composto de 25 ciclos de 95°C/20 s,
50°C/ 15 s e 60°C/ 60 s. Apoés a reacdo, todas as amostras seguiram para nova purificacéo,
adaptada do manual de instrugdes do kit “DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit”, GE
Healthcare®. Em seguida, ap6s secagem, os pellets das amostras foram re-suspendidos com 3
uL de formamida (do kit do DYEnamic®), agitadas em vértex, centrifugadas por alguns
segundos, colocadas no gelo e abrigadas da luz até serem aplicadas no sequenciador
automatico 3130 Genetic Analyser — model 627-0040 (Applied Biosystems, Foster City,
E.UA).

As sequiéncias resultantes foram editadas usando o software BioEdit v.7.0.5.3 (HALL,
1999). Um “blast” foi realizado no banco de dados do National Center for Biotechnology

Information — Genbank, a fim de se comparar as sequéncias “consensus”.

5.2.5 — Testes de Biodegradacao

5.2.5.1 — Teste com o agente redox DCPIP

Os micro-fungos obtidos foram submetidos a um teste para selecdo quanto a
capacidade de degradacéo e assimilacdo de tolueno, utilizando o agente redutor DCPIP, sigla
de 2,6 — diclofenol indofenol. O teste fundamenta-se na transferéncia de elétrons para os
aceptores (como oxigénio, nitrato e sulfato), que ocorre durante a oxida¢do microbiana dos
hidrocarbonetos. A incorporacdo de um aceptor de elétron ao meio de cultura, no caso o
DCPIP, possibilita averiguar a capacidade dos fungos em utilizar hidrocarbonetos como
substrato. O resultado é confirmado com a mudanca de cor de azul (oxidado) para incolor
(reduzido). Esta técnica desenvolvida por Hanson et al. (1993) tem sido bem aceita
(MARIANO et al., 2008; MONTAGNOLLI et al., 2008; SANCHES, 2009).

O teste foi realizado de duas formas:

12 - Em tubos de cultura contendo meio de Bushnell Haas (meio mineral) adicionado
de DCPIP, em triplicata, sendo um dos tubos o controle positivo, contendo glicose ao invés
de tolueno, e os outros dois de teste, contendo apenas tolueno como fonte de carbono e
energia. Desta forma foi possivel averiguar a viabilidade do indculo atravées da avaliagdo do
crescimento no tubo com glicose. Também foi feito um controle negativo, um tubo contendo
apenas o meio mineral com o DCPIP, a fim de se verificar se havia algum problema ou

interferéncia de degradacao quimica.
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Figura 4. Tubos de cultura montados para os testes de degradacéo e assimilacéo de
tolueno com o indicador DCPIP.

2% — Em microplaca, de 96 pocos, contendo controle positivo e teste em quintuplicata
(cinco pocos cada para cada estirpe). Em cada poco havia meio de Bushnell Haas, DCPIP,
fonte de carbono (tolueno ou glicose) e o inoculo, como nos tubos. O intuito da realizacdo do
teste desta forma foi verificar se o teste se desenvolveria da mesma forma em uma escala
reduzida. Caso os resultados fossem idénticos, a metodologia utilizando a microplaca

permitiria uma economia de tempo e reagentes.

Figura 5. Fotografia de uma microplaca montada para os testes de degradacéo e
assimilacdo de tolueno com uso do indicador DCPIP.
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As estirpes que apresentassem melhor resultado de descoloragdo na pré-selecéo,
passariam por uma avaliacdo para degradacdo de hidrocarbonetos mais complexos, como 0s

presentes na gasolina, 6leo diesel e biodiesel, empregando-se a mesma técnica.

5.2.5.2 — Teste em dessecadores — Etapa I

Os micro-fungos obtidos nos isolamentos também foram selecionados quanto a
capacidade de degradacdo e assimilacdo de tolueno através do teste utilizando dessecadores.
As estirpes isoladas foram crescidas em tubo de cultura com agar malte 2% inclinado por 7
dias e entdo uma pequena quantidade de micélio foi inoculada em pequenos tubos de ensaio
contendo solucdo de macronutrientes e micronutrientes (propor¢do de 2 mL de solugédo de
micronutrientes para cada litro de solucdo de macronutrientes). Cada tubo continha 3 mL de
meio mineral, um volume pequeno afim de se garantir uma boa difusdo da atmosfera de
hidrocarboneto no interior do dessecador.

Os tubos foram fechados com papel aluminio, o qual foi perfurado no momento da
incubacdo para permitir a difusdo da atmosfera no interior do tubo, e incubados por um
periodo de 25 dias em um dessecador onde foi criada uma atmosfera rica em tolueno.

Para promover uma liberacdo lenta e constante do tolueno no interior do dessecador, o
mesmo foi dissolvido em dibutilftalato, um solvente orgénico pouco volétil. Desta forma,
criou-se um ambiente com tolueno como Unica fonte de carbono disponivel para ser utilizada
para o crescimento dos fungos. Foram preparados dois dessecadores, sendo que em um deles
havia a mistura de dibutilftalato e tolueno e no outro apenas o dibutilftalato, visando a
comprovacdo de que caso haja crescimento fungico a Unica fonte utilizada tenha sido o
tolueno. O hidrocarboneto e o solvente foram colocados em pequenos béqueres no interior
dos dessecadores.

Apos o periodo de incubacdo a ocorréncia de biodegradacao foi avaliada pela analise do
crescimento de biomassa através da medida de seu peso seco. O conteldo dos tubos foi
submetido a secagem por 24 horas em estufa a 105 °C e entdo pesado em balanca analitica

para a obtencdo dos valores de biomassa produzida.
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Figura 6. Fotografia ilustrando a montagem do experimento com dessecadores. A esquerda
uma imagem do dessecador ainda aberto contendo os tubos de ensaio inoculados e o béquer
com solvente e tolueno. A direita o dessecador ja fechado.

5.2.5.3 — Teste em dessecadores - Etapa 11

A metodologia deste teste foi exatamente a mesma do descrito acima, porém, ao invés
de dois dessecadores, foram preparados trés: um contendo apenas o solvente (dibutilftalato),
outro com o solvente mais o hidrocarboneto (dibutilftalato + tolueno) e um terceiro apenas
com o tolueno, sem solvente. O periodo de incubacéo foi de 20 dias. O terceiro dessecador,
sem a presenca do solvente, foi incluido devido a ocorréncia de crescimento fungico
constatada no dessecador que continha apenas dibutilftalato na etapa I. Assim, a utilizacéo de
um dessecador contendo apenas tolueno foi capaz de demonstrar de forma mais precisa se 0s
micro-organismos a serem testados seriam capazes de utilizar este hidrocarboneto como Unica

fonte de carbono e energia.

5.3 — Tratamento dos Residuos
Durante o desenvolvimento do projeto, varios residuos foram gerados sendo que
alguns deles apresentam potencial perigo a salde. Desta forma, todos os residuos gerados

foram devidamente tratados como ilustrado na Tabela 3.



Tabela 3. Residuos produzidos, seus efeitos prejudiciais e formas de tratamento
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Residuo Efeitos Prejudiciais Tratamento
Foram  coletados  pelo
CompGem “lixdes” que poluem o | Programa de Coleta

Materiais reciclaveis, como
papel, plastico e outras
embalagens

meio ambiente e representam
perigo as pessoas que praticam
catacdo (MUNOZ, 2002)

Seletiva da UNESP Rio
Claro para posterior venda
para a Empresa Primos

Materiais ndo reciclaveis,
como placas de petri e
lampadas

Por apresentarem carater perfuro-
cortante apresentam riscos as
pessoas que vivem préximas a
“lixdes”, e possuem tem de
decomposicdo superior a 10 mil
anos

(Apara de Papel)

Os pedacos foram enrolados
em papel grosso,
acondicionados em

tambores e encaminhados
para reciclagem

Residuos infecciosos,
como placas e tubos com
micro-organismos
cultivados em meio de
cultura contendo agar

Risco a saude publica em
decorréncia a exposicao a agentes
patogénicos e polui¢do ambiental

Esterilizacdo do material
através de calor Umido em
autoclave durante 20
minutos a 121°C

Materiais contaminados
com brometo de etideo,
como luvas de nitrila e géis
de agarose

Substancia intercalante de alta
toxicidade e mutagenicidade,
causando danos a saude humana e
ao meio ambiente (MOREIRA,
2010)

Separados e etiguetados em
sacos plastico azuis e
encaminhados a Central de
Residuos da UNESP Rio
Claro para posterior
incineragdo

Residuos liquidos néo-
toxicos, como solucbes
aquosas

Poluicdo de rios, alterando a

qualidade da &gua

Lancados diretamente na
rede coletora de esgoto,
passando por  posterior
tratamento na Estagdo de
Tratamento de  Esgoto
(ETE) da cidade

Solugdes com antibidticos:
cloranfenicol, penicilina,
estreptomicina,
clorotetraciclina e
cicloheximida

Se liberados na rede de esgoto ndo
sdo completamente removidos
pelo tratamento nas ETEs,
podendo causar efeitos adversos
na saude humana e de outros
organismos, como peixes (BILA,
DEZOTTI, 2003). Cicloheximida
é uma substancia muito toxica por
inalagdo, ingestdo e em contanto
com a pele, possuindo carater
cancerigeno

Por possuirem componentes

termossenssiveis foram
inativados durante
esterilizacdo  por  calor

Umido em autoclave, sendo
0 residuo eliminado em
adgua  corrente  durante
lavagem da vidraria
(LUNN; SANSONE, 1994)

Solucdo de brometo de
etideo

Substancia intercalante de alta
toxicidade e mutagenicidade,
causando danos a salde humana e
ao meio ambiente (MOREIRA,
2010)

Armazenadas em galbes
refor¢ados, encaminhados a
Central de Residuos da
UNESP Rio Claro e
posteriormente incinerados
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6. RESULTADOS

6.1 — Isolamento

Isolou-se um total de duzentas e quatorze estirpes, sendo a maioria advinda de
individuos da espécie A. capiguara (Tabela 4). Observou-se que a propor¢do entre fungos
negros e hialinos foi 55,1% e 44,9%, respectivamente. As tabelas 5 e 6 apresentam o total de

fungos em cada coleta.

Tabela 4. Total de isolados obtidos a partir da aplicacdo da técnica de flotagdo em Oleo
mineral.

Numero de fungos isolados
Formiga Numero de i¢as Negros Hialinos Total de isolados
A. capiguara 170 104 79 183
A. laevigata 50 14 17 31
Total 220 118 96 214

Tabela 5. Quantidade e origem das icas e dos fungos isolados na primeira coleta
(Novembro/2008).

Nimero de i¢cas Niimero de fungos isolados Total de fungos
Formiga Negros Hialinos isolados
Atta capiguara 1 30 6 17 23
Atta capiguara 2 10 19 9 28
Atta capiguara 3 30 17 29 46
Total 70 42 55 97

Tabela 6. Quantidade e origem das icas e dos fungos isolados na segunda coleta
(Novembro/2009).

Nuamero de icas Nuimero de fungos isolados Total de fungos
Formiga Negros Hialino isolados
Atta capiguara 1 50 33 13 46
Atta capiguara 2 50 29 11 40
Atta laevigata 50 14 17 31
Total 150 76 41 117
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Do total de 214 isolados, 100 foram utilizados para a realizagdo deste trabalho,
enquanto as restantes foram vinculadas a outros projetos. Destas 100 estirpes, 55

correspondem a fungos negros, enquanto 45 séo hialinas.

6.2 — Identificacao

Foram identificados géneros cosmopolitas, como Clasdoporium, Penicillium e
Aspergillus, e outros de menor ocorréncia, como Cladophialophora e Exophiala. A Figura 7
ilustra o gréfico dos géneros encontrados bem como suas freqiéncias. Na Tabela 7
apresentam-se dados sobre a importancia dos géneros e espécies isolados.

Na Tabela 8 encontram-se os dados referentes ao substrato de origem e a espécie de
formiga de onde foram obtidos 0s géneros e espécies isolados.

As andlises moleculares permitiram a identificacdo ao nivel de espécie da maioria das
estirpes. As sequéncias obtidas foram comparadas, atraves do programa Blast, com as
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI. O cddigo das sequéncias de comparacdo,

bem como os demais dados, encontram-se nas fichas catalograficas dispostas no topico 6.4.

Relaciao dos Géneros Isolados

1%

M Paecilomyces (16)

B Cladosporium (19)

M Penicillium (12)

W Eupenicillium (3)

W Teratosphaeria (12)
W Aspergillus (4)

W Isaria (7)

W Exophiala (5)

[ Cladophialophora (1)

W Neosartorya (3)

Figura 7. Gréfico de identificagdo dos géneros de fungos isolados das formigas cortadeiras
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Tabela 7. Importancia e aplicacdo dos principais géneros de fungos isolados.

(1)
Taxon Isolz/:) dos Importancia e Aplicacao Referéncia
Biorremediacdo de ambientes SATOW. 2005:
com hidrocarbonetos. Espécies ' ’
i : . . . COLLA, etal., 2008;
QSpsrrgt'lljlgesrzz" 5% fitopatdgenas. Atividade MATHAN et al
' antimicrobiana e 2011 Y
anticancerigena. '
Causadora de aspergilose VINH et al., 2009;
0,
Neosartorya udagawae | 4% severa, SUGUI et al., 2010.
Biorremediacio de BTEX. BOFI)_FE)%N';FaFTT?(BOZ'
Cladophialophora sp. 1% Interesse médico PATTEIEQSOI\T ot al '
(patogenicidade) 1999 B
Patdgena (lesdes na pele,
Cladosporium sp. sinusites e infeccdes SUTTON, 1998;
C eraFr)1 ustum'?" pulmonares); fitopatdgena de | KRUSCHEWSKY et
C. Eladog orioiéeS' 23% Passiflora; controle bioldgico al., 2006; FARIAS;
C. xilooh plum ' de insetos (mosca branca da SANTOS FILHO,
' phy mandioca - Besimia 1992
argentifolii).
Espécie patdgena responsavel SUDDUTH et al
Exophiala dermatitidis 6% por feohlfom!cose, 1992; DE HOOG et
cromoblastomicose e al. 2000
micetoma. N
DE HOOG et al.,
. _ . 2000.
Paecilomyces sp.; 19% Interesse médico;
P. lilacinus 0 biodeteriogénico. SAMSON et al.
2004.

T f g , TAKAHASHI;
Penicillium sp.: 15% Espécies fitopatdgenas e FERREIRA-LUCAS
P. citrinum produtoras de antibioticos 2008 ’
Teratosphaeria sp.; . , HUNTER et al.,

T. parva; 15% Fitopatogena de Eucalyptus |59 ~pous et al
. ' . spp. ’ '
T. jonkershoekensis PP 2009b.
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Tabela 8. Identificacdo do substrato de origem e espécie de formiga dos quais foram obtidos
0S géneros e espécies isolados.

N° Substrato de
Formiga | Ninho Género Ocorréncias Origem
2 Penicillium citrinum 2 Corpo
le3 Penicillium sp. 2 Pellet
1 Eupenicillium zonatum 2 Pellet
1 Eupenicillium sp. 1 Pellet
1 Cladosporium perangustum 1 Pellet
1 Cladosporium cf. tenuissimum 1 Pellet
1 Cladosporium cladosporioides 1 Pellet
le?2 Cladosporium sp. 10 Corpo/Pellet
_A- 2 Teratosphaeria jonkershoekensis 1 Corpo
capiguara 2 Teratosphaeria parva 3 Corpo
le?2 Teratosphaeria sp. 8 Corpo
2 Exophiala dermatitidis 1 Corpo
2 Cladophialophora sp. 1 Corpo
3 Aspergillus protuberus 1 Pellet
le3 Aspergillus sp. 2 Corpo
1 Neosartorya udagawae 2 Corpo
le?2 Isaria takamisuzanensis 6 Corpo
1 Paecilomyces lilacinus 1 Corpo
le?2 Paecilomyces sp. 9 Corpo
1 Penicillium citrinum 8 Corpo/Pellet
1 Cladosporium perangustum 1 Corpo
N 1 Cladosporium xylophilum 1 Corpo
laevigata 1 Cladosporium cladosporioides 2 Corpo/Pellet
1 Cladosporium sp. 2 Corpo
1 Exophiala dermatitidis 4 Pellet
1 Aspergillus sp. 1 Corpo
1 Neosartorya udagawae 1 Corpo
1 Isaria takamisuzanensis 1 Corpo
1 Paecilomyces sp. 6 Corpo

6.3 — Testes de degradacao/assimilacio de Tolueno
6.3.1 — Tubos com DCPIP

A metodologia envolvendo o uso do agente redutor 2,6 — diclorofenol indofenol foi

aplicada em quatro estirpes: Isaria takamizusanensis, Exophiala dermatitidis, Neosartorya
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udagawae e Cladosporium cladosporioides. Os resultados obtidos do acompanhamento diério

através de medida de absorbancia a 540nm sdo demonstrados abaixo na Figura 8.

1,900 1,900
1,300 - L 800
. ,
21,700 | =
g 81700
T
S 1,600 @
S 5 1,600
2 1,500 - 2
< <
1,400 - 1,500
1,300 S | 1,300
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h Oh 24h 48h 72h 96h 120h144h168h
2,500 3 1,800 4
2,000 1,750
/\/’ & 1,700
g 1500 £ 1650
S 1,000 S 1,600
2 2
2 0500 1,550
1,500
0,000 1,450
Oh 24h 48h 72h 96h 120h144h168h Oh 24h 48h 72h 96h 120h144h168h

Figura 8. Graficos da variacdo dos valores médios de absorbancia medidos diariamente para
as estirpes testadas em tubos. 1 — Cladosporium cladosporioides; 2 — Isaria takamizusanensis;
3 — Exophiala dermatitidis; 4 — Neosartorya udagawe.

As estirpes testadas |. takamizusanensis e N. udagawae foram as Unicas que
apresentaram descoloracdo nos tubos de controle positivo. Para |. takamizusanensis a
descoloracdo no controle positivo foi significativa ja nas primeiras 24 horas, embora o tubo
tenha voltado a apresentar uma coloragdo mais escura no tempo T = 144 horas, ao final do
experimento (Figura 9). A causa para tal reversdo é desconhecida, mas indica que o corante
nédo foi degradado pelo micro-fungo, e sim que por alguma outra razéo ele retornou ao estado
oxidado. Para N. udagawae a descoloracdo no controle positivo foi significativa a partir do
tempo T = 96 horas (Figura 10), e assim como para |. takamizusanensis ndo houve
decréscimo significante nos valores de absorbancia medidos durante o periodo de
experimentacdo. Tanto no tubo controle quanto nas duplicatas de teste com tolueno houve
crescimento fangico consideravel para os dois fungos (Figuras 9 e 10). Quanto as estirpes
correspondentes ao grupo dos fungos negros, Exophiala dermatitidis e Cladosporium
cladoporioides, nem mesmo nos tubos de controle positivo houve descoloragdo (Figura 11),

porém, o crescimento de biomassa também foi consideravel.
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Figura 9. Teste para biodegradacdo de tolueno utilizando o agente redox DCPIP para Isaria
takamisuzanensis (codigo 120). O sinal + indica o tubo controle positivo que contem glicose.
A = 24 horas; B = 96 horas; C = 144 horas. Notar no tubo controle o grande crescimento
fangico (micélio réseo) e a volta da coloragdo azul (C) indicando que o DCPIP foi novamente
oxidado. Notar também a ndo ocorréncia de alteragdo na coloragdo dos tubos teste com
tolueno (sem o sinal +)

Figura 10. Teste para biodegradacdo de tolueno utilizando o agente redox DCPIP para
Neosartorya udagawae (cddigo 341). O sinal + indica o tubo controle positivo que contem
glicose. A = 96 horas; B = 144 horas. Notar o crescimento fingico no controle positivo e a
ndo alteracdo na coloracdo dos tubos teste com tolueno.
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Figura 11. Teste para Teste para biodegradacdo de tolueno utilizando o agente redox DCPIP
para Cladosporium cladosporioides (cédigo 427) e Exophiala dermatitidis (codigo 429). O
sinal + indica o tubo controle positivo que contem glicose. A e B = 168 horas. Notar que nao
houve alteragdo na coloragdo dos controles positivos e nem dos tubos teste com tolueno.

6.3.2 — Microplaca com DCPIP

Para o teste em microplaca, foram testadas as quatro estirpes que foram submetidas ao
teste nos tubos, Isaria takamizusanensis, Exophiala dermatitidis, Neosartorya udagawe e
Cladosporium cladosporioides. As leituras a 540 nm foram efetuadas através de um
espectrofotdbmetro de microplacas (leitor de Elisa) e os graficos obtidos com as médias das

absorbancias sdo ilustrados abaixo.
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Figura 12. Gréficos com os valores médios de absorbancia medidos diariamente para as
estirpes testadas em microplaca. 1 — Neosartorya udagawe; 2 — Isaria takamizusanensis; 3 —
Cladosporium cladosporioides; 4 — Exophiala dermatitidis.

6.3.3 — Testes em Dessecadores
6.3.3 — Testes em Dessecadores

Das 100 estirpes selecionadas para este estudo 80 foram testadas. Apds o periodo de
incubacdo nos dessecadores e secagem em estufa a 105°C foram feitas as pesagens em
balanca analitica. Os valores de biomassa para cada estirpe em cada tratamento pode ser
consultado no apéndice que esta em anexo. Para cada tratamento sdo apresentados abaixo 0s
graficos de producdo de biomassa (Figura 13), no intuito de facilitar a visualizacdo dos
maiores valores obtidos e, consequentemente, a inferéncia dos fungos com maior potencial
para utilizacdo em processos de biorremediagdo (Tabela 9).

Na Tabela 10 estdo dispostos os dados sobre o substrato de origem e a espécie de
formiga a partir dos quais foram isolados os micro-fungos que apresentaram maior producédo

de biomassa no experimento utilizando-se os dessecadores.
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Tabela 9. Identificacdo das estirpes que apresentaram maior producdo de biomassa em cada
tratamento realizado. Legenda: FNNE = Fungo Negro Nao Esporulante

Tratamento Céd. Identificacio plomasss
estirpe Produzida (g)
131 Penicillium citrinum 0,0304
302 Teratosphaeria sp. 0,0306
263 Aspergillus sp. 0,0311
— 134 Teratosphaeria sp. 0,0312
120 Teratosphaeria sp. 0,0330
133 Cladosporium sp. 0,0336
351 Penicillium citrinum 0,0363
358 Neosartorya udagawe 0,0432
414 FNNE 0,0314
390 FNNE 0,0318
366 Paecilomyces sp. 0,0320
Dibutilftalato | 266 raentomyees b O
02 Exophiala dermatitidis 0,0345
120 Teratosphaeria sp. 0,0370
430 Penicillium citrinum 0,0380
307 Paecilomyces sp. 0,0399
120 Isaria takamizusanensis 0,0305
268 Paecilomyces sp. 0,0308
390 FNNE 0,0326
Dibutilftalato 369 Paecilomyces sp. 0,0329
+ Tolueno 356 Paecilomyces lilacinus 0,0347
266 Paecilomyces sp. 0,0350
420 Teratosphaeria sp. 0,0365
301 Teratosphaeria sp. 0,0429
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Tabela 10. Identificacdo do substrato de origem e da espécie de formiga a partir dos quais
foram isolados os micro-fungos que apresentaram-se como maiores produtores de biomassa
no teste em dessecadores. Legenda: FNNE = Fungo Negro N&o Esporulante.

Codigo Identificacio Substrato Formiga
414 FNNE Corpo A. capiguara
390 FNNE Corpo A. capiguara
351 Penicillium citrinum Corpo A. capiguara
431 Penicillium citrinum Pellet A. laevigata
432 Penicillium citrinum Pellet A. laevigata
391 Teratosphaeria sp. Corpo A. capiguara
392 Teratosphaeria sp. Corpo A. capiguara
420 Teratosphaeria sp. Corpo A. capiguara
434 Teratosphaeria sp. Corpo A. capiguara
266 Paecilomyces sp. Corpo A. capiguara
327 Paecilomyces sp. Corpo A. laevigata
366 Paecilomyces sp. Corpo A. laevigata
368 Paecilomyces sp. Corpo A. capiguara
369 Paecilomyces sp. Corpo A. capiguara
355 Paecilomyces lilacinus Corpo A. capiguara
120 Isaria takamisuzanensis Corpo A. capiguara
363 Aspergillus sp. Corpo A. capiguara
433 Cladosporium sp. Corpo A. capiguara
358 Neosartorya udagawae Corpo A. capiguara
402 Exophiala dermatitidis Corpo A. capiguara
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Biomassa (g)
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Figura 13. Graficos da producdo de biomassa por todos os micro-fungos testados em cada
tratamento. No terceiro grafico DBP = Dibutilftalato

Também foi avaliado o desempenho na produgdo de biomassa comparando-se 0s

fungos negros e os hialinos, e a média de producdo de biomassa em cada tratamento realizado.

Os resultados encontram-se nas Figuras 14 e 15.

Biomassa (g)

PRODUCAO DE BIOMASSA
HIALINOS x NEGROS

0,0270 0,0270 0,0270

0,0280
0,0270
0,0260
0,0250
0,0240
0,0230
0,0220
0,0210

TOLUENO DBP DBP + TOLUENO

B MEDIA FUNGOS HIALINOS B MEDIA FUNGOS NEGROS

Figura 14. Grafico da producdo média de biomassa pelos fungos negros e hialinos testados

em cada tratamento. Legenda: DBP — Dibutilftalato
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Producao de Biomassa por Tratamento
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Figura 15. Grafico da producédo média de biomassa pelo total dos fungos isolados em cada
tratamento. Legenda: DBP — Dibutilftalato

6.4 — Preservacao dos micro-fungos

Todos os micro-fungos isolados foram preservados pela técnica de ultracongelamento
como planejado. Os micro-fungos identificados foram fotografados e catalogados em fichas
de identificacdo. Abaixo sdo apresentadas as fichas catalograficas de algumas das espécies
encontradas.

As culturas aqui preservadas fazem agora parte do acervo particular do Prof. Dr.
Fernando Carlos Pagnocca. As estirpes serdo posteriormente depositadas na CBMAI (Colecgéo
Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Inddstria), localizada no CPQBA (Centro

Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas, e agricolas) na Unicamp, Campinas.
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Microbiologia

FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: N272; N398 2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacido: Cladosporium perangustum
4) Origem: Corpo e pellet de ica de A. laevigata

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Colbénia de C. perangustum com 7 dias
de crescimento, em M.A. 2% e PDA,
respectivamente, a 25°C.

Conidioforo e conidios
7) Medicoes: de C. perangustum..

Conidios: 4,5 5,0 um

8) Observacgoes:

Codigo de acesso NCBI — HM148138.1; Coverage 100% e Max Identy 99% em relagdo a
espécie mais proxima.

Consensus ITS1/1TS4
ATCATTACAAGTGACCCCGGTTTACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCC
TCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGC
AGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGC
CTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGTGTCTTCTGTCCC
CTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAGAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATT
tCTAAGGTTGACC

Referéncias Bibliograficas:

Bensch K, Groenewald JZ, Dijksterhuis J, Starink-Willemse M, Andersen B, Summerell BA,
Shin H-D, Dugan FM, Schroers H-J, Braun U, Crous PW (2010). Species and ecological
diversity within the Cladosporium cladosporioides complex (Davidiellaceae, Capnodiales).
Studies in Mycology 67: 1-94.



: Hh‘nllfyh‘n de A
Microbiologia

FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: N385; N393; N421 2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacio: Teratosphaeria parva
4) Origem: Corpo de ica de Atta capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

> 10,0 pm o
Col6nia de T.parva com 7 dias de Conidicforos e conidios de
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C. T. parva

7) Medigoes:
Conidios: 5,5 - 6,5 um
8) Observacgoes:

Codigo de acesso NCBI — HM148138.1; Coverage 99% e Max ldenty 88% em relacdo a
espécie mais proxima.
Consensus ITS1/I1TS4
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ATCATTACTGAGTGAGGGCGCAAGCCCGACCTCCAACCCCATGTAAATCATACCATGTTGCCTCGG
GGGCGACCCGGCCCTTTTGGGCGTCGGGGCCCCCGGTGGACCCATAACACTGCATCTGTGCGTCTG
AGTGATTAATCAATCAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCACTCAAGCCTGGCTTG
GTATTGGGCACCGCGGTCCCGCCGCGCGCCCTAATGTCTCCGGCTGAGCCGTCTGTTCTCCAGCGTT
GTGGTTATATCATCCGCTGCCAGGACACGATGGTTCATCGCCGTTAAAATCCTTTTTTCTTAAGGTT

GACCTCGGATCAGGTAGGAT

9) Referéncia Bibliografica:

Crous, P.W., Summerell, B.A., Mostert, L. and Groenewald, J.Z. 2008. Host specificity and

speciation of Mycosphaerella and Teratosphaeria species associated with leaf spots of
Proteaceae. Persoonia 20, 59-86.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: N402; N424; N425; N426; N429
2) Data de Isolamento: Dez/2009

3) Identificacio: Exophiala dermatitidis

4) Origem: Corpo de i¢cé de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

VW’/_}‘. Y1) ‘;% ® —~
e ™
20 ym
Coldnias de E. dermatitidis com 7 dias de Conidios de E. dermatitidis.
crescimento, em M.A. 2% e PDA, respectivamente,
a 25°C.
7) Medigoes:
Células : 5,5-6,0 um
8) Observacgoes:

Codigo de acesso NCBI — AY66388.1; Coverage 99% e Max Identy 99% em relacdo a
espécie mais proxima.

Consensus ITS1/1TS4
ATCATTAACGAGTTAGGGTCTTCTCAGGCCCGACCTCCCACCCTTTGTTTACCCGACCCATGTTGCT
TCGGCGGGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCCGGAGGACCGCCTATTCAGGTCCTCTGGCCCGCGCCCG
CCGGTAGCCAATTCTACCAAACTCTCGAATCAAATCGTGTCCAATGTTCTGAGTATATTCCAAAATA
AAAGCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGCGAATTGCAGAATTCCAGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGT
ATTCCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCACCCCTCAAGCCCCCCGGCTTGGTGTTGGAC
GGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCTCCCAAAGACAATGACGGCGGCCTGGTTGGACCCCCG
GTACACGGAGCTTCTTCACTGAGCACGTATCGGTTTCAAGGTGTCCCCGGGACCCGGTCGACCTCT
CTTGCTCCCCTGCGGGAGTGGGAGAGAACCCCCCTTTTTATCAAGGTTGACC

9) Referéncia Bibliografica:
DE HOOG, G.S.; GUARRO, J. Atlas of Clical Fungi. Centraalbureau voor
Schimmelcultures/Universitat Rovira i Virgili, 720p., 1995.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: N427; N40O 2) Data de Isolamento: Jan/2010
3) Identificacido: Cladosporium cladosporioides
4) Origem: Pellet e corpo de ica de A. laevigata

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

-

-

Colbnia de C. cladosporioides com 7 dias de
crescimento, em M.A. 2% e PDA,
respectivamente, a 25°C.

i ' 2y 10,0 ym
Y o =

Conidios de
C.cladosporioides.

7) Medigoes:
Conidios: 4,5—-5,0 um
8) Observacdes:

Caodigo de acesso NCBI - HM595523; Coverage 100% e Max Identy 100% em relacdo a
espécie mais proxima.

Consensus ITS1/ITS4
ATCATTACAAGTGACCCCGGTTTACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCC
TCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGC
AGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGC
CTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCC
TAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTC
TAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG

9) Referéncia Bibliografica:

Bensch K, Groenewald JZ, Dijksterhuis J, Starink-Willemse M, Andersen B, Summerell BA,
Shin H-D, Dugan FM, Schroers H-J, Braun U, Crous PW (2010). Species and ecological
diversity within the Cladosporium cladosporioides complex (Davidiellaceae, Capnodiales).
Studies in Mycology 67: 1-94
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1) Codigo: N346; N347 2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacido: Cladosporium. cf. tenuissimum
4) Origem: Pellet de ica de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Colbnia de C. cf. tenuissimum com — —

10 dias de crescimento, em M.A. 2%, Conidioforo e conidios

a 25°C. de C. cf tenuissimum.
7) Medigoes:

Conidios: 4,5 5,0 um

8) Observacoes:

Cddigo de acesso NCBI — HM148212.1; Coverage 100% e Max Identy 100% em relacédo a
espécie mais proxima.

Consensus ITS1/1TS4
ATCATTACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGC
CTCCGGGGCGACCCTSCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGC
AGTCTGAGTAAATTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGC
CTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCC
TAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAAACCCATTTC
TAAGGTTGACCTCGGATCAGG

Referéncia Bibliografica:

Bensch K, Groenewald JZ, Dijksterhuis J, Starink-Willemse M, Andersen B, Summerell BA,
Shin H-D, Dugan FM, Schroers H-J, Braun U, Crous PW (2010). Species and ecological
diversity within the Cladosporium cladosporioides complex (Davidiellaceae, Capnodiales).
Studies in Mycology 67: 1-94
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1) Codigo: N413 2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacio: Teratosphaeria jonkershoekensis
4) Origem: Corpo de ica de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Colbénia de T. jonkershoekensis com7 Hifas e conidios de T.
dias de crescimento, em PDA, a 25°C. jonkershoekensis

7) Medigoes:

Conidios: 5,5 - 6,5 um

8) Observacgoes:

Cddigo de acesso NCBI — EU707864.1; Coverage 95% e Max Identy 90% em relacéo a
espécie mais proxima.

Consensus ITS1/ ITS4
ATCATTACTGAGTGAGGGCGCAAGCCCGACCTCCAACCCCATGTAAATCATACCATGTTGCCTCGG
GGGCGACCCGGCCCTTTTGGGCGTCGGGGCCCCCGGTGGACCCATAMCACTGCATCTGTGCGTCTG
AGTGATTAATCAATCAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCACTCAAGCCTGGCTTG
GTATTGGGCACCGCGGTCCCGCCGCGCGCTCTAATGTCTCCGGCTGAGCCGTCTGTTCTCCAGCGTT
GTGGTCATATCATCCGCTGCCAGGACACGATGGTTCATCGCCGTTAAATCCTTTTTTCTTAAGGTTG
ACC

9) Referéncia Bibliografica:

Crous, P.W., Summerell, B.A., Mostert, L. and Groenewald, J.Z. 2008. Host specificity and
speciation of Mycosphaerella and Teratosphaeria species associated with leaf spots of
Proteaceae. Persoonia 20, 59-86.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: N77; N119; N120; N326; N328; N365; N384

2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacdo: Isaria takamizusanensis
4) Origem: Corpo de i¢cé de A. capiguara

5) Macroscopia da colonia:

B

Colbnia de I. takamizusanensis com 7 dias
de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C.

7) Medigoes:
Conidios: 2,5 - 3,0 um
8) Observacoes:

6) Microscopia:

Conidioforos e conidios de
|. takamizusanensis

Cddigo de acesso NCBI - EU369033.1; Coverage 100% e Max Identy 100% em relacdo a

espécie mais proxima.
Consensus D1/D2

GCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCCCAGGGCCCGAGTTGTAATTTGCAGA
GGATGCTTTTGGCGCGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCG
TCTGGTCGGACGCCTAGCCTGTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCT
AAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGT
GATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAATAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
CGCTTGTGACCAGACTTGGGCCCGGTGGATCATCCAGCGTTCTCGCTGGTGCACTCCGCCGGGTTC
AGGCCAGCATCAGTTCGCCGCGGGGGAAAAAGGCTTCGGGAACGTGGCTCCTACGGGAGTGTTAT
AGCCCGTTGTATAATACCCTGGGGCGGACTGAGGTTCGCGCTCCGCAAGGATGC

9) Referéncia Bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:

Academic Press. v. 1. 120p. 1993.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170672822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5SC5SP0H01N
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1) Cédigo: N156 2) Data de Isolamento: Nov/2008
3) Identificacio: Aspergillus protuberus
4) Origem: Pellet de ica de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Colonia de A. protuberus com 7 dias Conidioforo e conidios de
de crescimento. em M.A. 2%. a 25°C. A. protuberus.
7) Medigoes:

Conidios: 2,5— 3,5 um
8) Observacoes:

Codigo de acesso NCBI -FJ935999.1; Coverage 100% e Max Identy 99% em relacdo a
espécie mais proxima.
Consensus D1/D2

ACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCCTCCGGGGTCCGAGTTGTAATTT
GCAGAGGATGCTTCGGGTGCGGCCCCTGTCTAAGTGCCCTGGAACGGGCCGTCAGAGAGGGTGAG
AATCCCGTCTTGGGCAGGGTGCCCGTGCCCGTGTGAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGA
ATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATACCGGCCGGAGACCGATAGCGCAC
AAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGCACGTGAAATTGTTG
AAAGGGAAGCGCTTGCGACCAGACTCGGCCTCGGGGTTCAGCCAGCATTCGTGCTGGTGTACTTCC
CCGGGGCCGGGCCAGCGTCGGTTCGGGCGGCCGGTCAAAGGCCCCAGGAATGTATCGTCCTCCGG
GACGTCTTATAGCCTGGGGTGCAATGCGGCCAGCCTGGACCGAGGAACGCGCTCCGGCACGGA

9) Referéncia Bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/227460945?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5S68404A01N
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1) Codigo: N215; N214 2) Data de Isolamento: Nov/2008
3) Identifica¢ido: Eupenicillium zonatum
4) Origem: Pellet de ica de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

1

A esquerda conidi6foros com
conidios, e a direita ascos contendo
ascosporos em seu interior.

Colbnia de E. zonatum com 10 dias de
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C.

7) Medigoes:
Conidios: 2,5— 3,0 um

8) Observacgoes:

Cddigo de acesso NCBI -GQ169751.1; Coverage 100% e Max Identy 98% em relacdo a
espécie mais proxima.

Consensus D1/D2
ATTGCCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAGCTGGCCCCCTCGGGGTC
CGCATTGTAATTTGCAGAGGATGCTTCGGGAGTGGCCCCCATCTAAGTGCCCTGGAACGGGCCGTC
ATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGGGATGGGGTGCCCACGCCCGTGTGAAGCTCCTTCGACGAGTCG
AGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATACTGGCCGGAGA
CCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGCAC
GTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGCGACCAGACTCGCTCGCAGGGTTCAGCCGGCATTCGTGC
CGGTGTACTTCCCTGCGAGCGGGCCAGCGTCGGTTTGGGCGGCCGGTCAAAGGCCCTTGGAATGTA
ACGCCCCCCGGGGCGTCTTATAGCCAAGGGTGCCATGCGGCCAGCCCGGACCGAGGAACGCGCTT
CGGC

9) Referéncia Bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241017632?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5SAPUD7D014
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1) Codigo: N351; N342; N 350; N406; N407; N411; N431; N432;
2) Data de Isolamento: Dez/2009

3) Identificacao: Penicillium citrinum

4) Origem: Pellet e corpo de i¢ca de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

= ® ‘
..o‘. :0 ¥

Conidios de P. citrinum.

Colbnia de P. citrinum. com 7 dias de
crescimento, em CYA, a 25°C.

7) Medigoes:
Conidios: 2,0 — 2,5 um

8) Observacgoes:

Codigo de acesso NCBI - JF343223.1; Coverage 100% e Max Identy 100% em relagdo a
espécie mais proxima.

Consensus D1/D2
GTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAGCTGGCCCCCTCGGGGTCCGCATTGTAATTTGCAGAGG
ATGCTTCGGGAACGGCCCCCATCTAAGTGCCCTGGAACGGGCCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGT
CTGGGATGGGGTGGCCGCGCCCGTGTGAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCT
CTAATTGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATATTGGCCGGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAG
TGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GCGCTTGCGACCAGACTCGCCCGCGGGGTTCAGCCGGCACTCGTGCCGGTGTACTTCCCCGCGGGC
GGGCCAGCGTCGGTTTGGGCGGCCGGTCAAAGGCCTCTGGAAGGTAACGCCTCTCGTGYCGTCTTA
TAGCCAGGGGTGCCATGCGGCCTGCCCGGACCGAGGAACGCGCT

9) Referéncia Bibliografica:
DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:

Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
DE HOOG, G.S.; GUARRO, J. Atlas of Clical Fungi. Centraalbureau voor

Schimmelcultures/Universitat Rovira i Virgili, 720p., 1995.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333466141?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5SHC4E6C016
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: N338; N341; N358 2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacdo: Neosartorya udagawae (Aspergillus udagawae)
4) Origem: Corpo de ica de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

- —

Colodnia de N. udagawae com 7 dias de Ascosporos de N. udagawae
crescimento. em CYA. a 25°C. germinando.
7) Medigoes:

Conidios: 2,5 - 3,5 um

8) Observacgoes:

Codigo de acesso NCBI - HQ263374.1; Coverage 100% e Max ldenty 99% em relacdo a
espécie mais proxima.

Consensus D1/D2
GAATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAaGCGGCAaGAGCTCAAATTTGAAAGCTGGCCCCTTCGGGGT
CCGCGTTGTAATTTGCAGAGGATGCTTCGGGTGCAGCCCCCGTCTAAGTGCCCTGGAACGGGCCGT
CATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTGGGACGGGGTGTCTGCGTCCGTGTGAAGCTCCTTCGAAGAGTC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATACTGGCCGGAG
ACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGCA
CGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTGCGACCAGACTCGCTCGCGGGGTTCAGCCGGCATTCGTG
CCGGTGTACTTCCCCGTGGGCGGGCCAGCGTCGGTTTGGGCGGCCGGTCAAAGGCCCTCGGAATGT
ATCACCTCTCGGGGTTGTCTTATAGCCGAGGGTGCAATGCCGGCCTGCCCGGACCGAGGAACGCGC
TTCGGCTCGGA

9) Referéncia Bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326415846?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5TM0N85T01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326415846?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5TM0N85T01S
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1) Cédigo: N355 2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacido: Paecilomyces lilacinus
4) Origem: Corpo de ica de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Col6nia de P. lilacinus com 7 dias de Conidios de P. lilacinus

crescimento, em MA 2%, a 25°C.

7) Medigoes:
Conidios: 2,5 - 3,0 um

8) Observacoes:

Codigo de acesso NCBI - HQ232163.1; Coverage 100% e Max Identy 100% em relagdo a
espécie mais proxima.

Consensus D1/D2
GTATTATGCAACGGGCTATAACACTCCCGTAGGAGCCACGTTCCCGAAGCCTTTTTCCCCCGCGGC
GAACTGATGCTGGCCTGAACCCGGCGGAGTGCACCAGCGAGAACGCTGGATGATCCACCGGGCCC
AAGTCTGGTCACAAGCGCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTATTTAACCCTCTTTTCAAAGTGCT
TTTCATCTTTCGATCACTCTACTTGTGCGCTATCGGTCTCTGGCCGGTATTTAGCTTTAGAAGACATA
TACCTCCCATTTAGAGCAGCATTCCCAAACTACTCGACTCGTCGAAGGAGCTTTACACAGGCTAGG
CGTCCGACCAGACGGGGCTCTCACCCTCTATGGCGTCCCGTTCCAGGGAACTCGGAAGGCACCGCG
CCAAAAGCATCCTCTGCAAATTACAACTCGGGCCCTGGGGGCCAGATTTCAAATTTGAGCTGTTGC
CGCTTCACTCGCCGTTACTGGGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTT

9) Referéncia Bibliografica:

DOMSCH, K. H.,, GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.

DE HOOG, G.S.; GUARRO, J. Atlas of Clical Fungi. Centraalbureau voor
Schimmelcultures/Universitat Rovira i Virgili, 720p., 1995.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/336181049?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5SKMRG3M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/336181049?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5SKMRG3M01N
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1) Cédigo: 205 2) Data de Isolamento: Nov/2008
3) Identificacido: Eupenicillium sp.
4) Origem: Cérebro de ica de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

-
"4

Colbnia de com 7 dias de
crescimento. em M.A. 2%. a 25°C.

Asco contendo ascosporos

7) Medigoes:
Ascos: 50 — 60 um de diametro

8) Observacoes:

Codigo de acesso NCBI - GQ169754.1 ; Coverage 100% e Max Identy 100% em relagdo a
espécie mais proxima.

Consensus D1/D2
AACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAGCTGGCTCCTTCGGGGTCCGCATTGTAATT
TGCAGAGGATGCTTCGGGAGCGGCCCCCATCTAAGTGCCCTGGAACGGGCCGTCATAGAGGGTGA
GAATCCCGTCTGGGATGGGGTGCCCGCGCCCGTGTGAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGG
AATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATACTGGCCGGAGACCGATAGCGCA
CAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGCACGTGAAATTGTT
GAAAGGGAAGCGCTTGCGACCAGACTCGCTCGCGGGGTTCAGCCGGCCTTCGGGCCGGTGTACTTC
CCCGCGGGCGGGCCAGCGTCGGTTTGGGCGGCCGGTCAAAGGCCCTCGGAATGTAACGCCCCCCG
GGGCGTCTTATAGCCGAGGGTGCCATGCGGCCAGCCCGGACCGAGGAACGCGCT

9) Referéncia Bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.

DE HOOG, G.S.; GUARRO, J. Atlas of Clical Fungi. Centraalbureau voor
Schimmelcultures/Universitat Rovira i Virgili, 720p., 1995.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241017635?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=732MBG9401S

67

\a“;,
1

i
*t»‘: i’

X Labo v\’f{’»‘l de 2
Microbiologia

FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: 337 2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacio: Aspergillus sp.
4) Origem: Corpo de ica de A. laevigata

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Conididéforo e conidios

Coldnia de com 10 dias de de Aspergillus sp.
crescimento, em M.A. 2%, a

7) Medigoes:
Conidios:

8) Observacgoes:

Cddigo de acesso NCBI - EF661404.1; Coverage 100% e Max Identy 100% em relacdo a
espécie mais proxima.

Consensus D1/D2
CGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCCCTCGGGGTCCGAGTTGTAATTTG
CAGAGGATGCTTCGGGTGCGGCCCCCGTCTAAGTGCCCTGGAACGGGCCGTCATAGAGGGTGAGA
ATCCCGTCTGGGACGGGGTGTCCGCGTCCGTGTGAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAA
TGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTTCATCTAAAGCTAAATACTGGCCGGAGACCGATAGCGCACA
AGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAAAAGCACGTGAAATTGTTGA
AAGGGAAGCGCTTGCGACCAGACTCGCCCGCGGGGTTCAGCCGGCATTCGTGCCGGTGTACTTCCC
CGCGGGCGGGCCAGCGTCGGTTTGGGCGGCCGGTCAAAGGCCCCCGGAATGTAGTGCCCCTACGG
GGGCACCTTATAGCCGGGGGTGCAATGCGGCCAGCCTGGACCGAGGAACGCGCTTCGGCACGG

9) Referéncia Bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158144397?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=733KRKK401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158144397?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=733KRKK401R
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1) Codigo: 412 2) Data de Isolamento: Dez/2009
3) Identificacido: Cladophialophora sp.
4) Origem: Corpo de ica de A. capiguara

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Coldnia estéril.

Col6nia de Cladophialophora sp. com 14
dias de crescimento, em PDA, a 25°C.

7) Medigoes:
Conidios:

8) Observacgoes:

Cddigo de acesso NCBI - EU137293.1; Coverage 97% e Max Identy 91% em relacdo a
espécie mais proxima.

Consensus ITS1/ITS4
ATCATTACCGAGTCTAGGGTCTCTCAGGCCCGAACCTCCCAACCCTTTGTTTACTGAACCTGTGTTG
CTTCGGCGGGCCCGTCTTCGGACCGCCGGAGGACCGCCTGCATGGGCGTCCTCTGGCCCGCGCCCG
CCGATGGCCCCCCATCAAAAACTCTTGTTTAATCATGTTGTCTTGTCTGAATTACCAAAAACAAATA
AAAGCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGCGAATTGCAGAATTCTAGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGC
ATTCCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCACCCCTCAAGCCCCGTGCTTGGTGTTGGACG
GCTTGGTCGAGCTCCGCCTCGACCCCTCCCAAAGACAATGACGGCGGCCTGTGGCTCCCCCGGCAC
ACTGAGCTTCTCACCGAGCACGTGTCGGATCGCGGGCGTCCAGGTCCCGGTCGGCCTCCTTGTTCG
CAAGGACCATTTTTCTCAAGGTTGACCCTCGGATTCAGG

9) Referéncia Bibliografica:

DE HOOG, G.S.; GUARRO, J. Atlas of Clical Fungi. Centraalbureau voor
Schimmelcultures/Universitat Rovira i Virgili, 720p., 1995.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/160430772?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=74ZJ2T82011
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7. DISCUSSAO

7.1 — Isolamento e Identificaciao

A literatura menciona que a técnica de flotagdo em 6leo mineral (SATOW, et al.,
2008) favorece o isolamento de fungos negros. Os resultados obtidos também revelaram esta
tendéncia (118 negros x 96 hialinos), como observado na Tabela 4. Das técnicas de biologia
molecular utilizadas para a identificacdo dos isolados observou-se que o sequenciamento
trouxe confiabilidade a identificacdo, principalmente ao nivel de espécie, entretanto a técnica
de microssatélite foi pouco elucidativa. A maioria dos tdxons encontrados sdo cosmopolitas,
como Cladosporium sp., Penicillium sp. e Aspergillus, mas outros menos comuns como
Exophiala e Cladophialophora também ocorreram.

Neste estudo, das 12 estirpes identificadas como pertencentes ao género Penicillium,
10 delas pertenceram & espécie P. citrinum. Rodrigues (2004) relatou o0 mesmo fungo como
contaminante dos ninhos de formiga, porém nossos resultados sugerem que o mesmo pode
ndo ser apenas um contaminante ocasional. A espécie em questdo é importante principalmente
na area de alimentos pela produgdo de citrinina, uma micotoxina nefrotoxica para suinos
(SAMSON et al, 1995). Além disso, Rodrigues et al. (2008) reportaram a ocorréncia comum
de Cladosporium cladosporioides e Paecilomyces lilacinus em ninhos de formigas
cortadeiras, fato também observado neste trabalho. O papel destes fungos com as formigas
ndo é bem descrito, e desta forma investigacdes mais profundas podem ser realizadas para a
descoberta e compreensdo de possiveis associa¢fes entre 0s mesmos.

Outras espécies de Penicillium incluem representantes fitopatogénicos, produtores de
antibioticos (TAKAHASHI; FERREIRA-LUCAS,2008), em geral de grande aplicacdo
industrial. Também foi registrada a presenca de um de seus teleomorfos, sendo duas estirpes
identificadas como Eupenicillium zonatum e uma estirpe de Eupenicillium sp. Assim como
Aspergillus e Paecilomyes, o género Penicillium tem seu potencial para biorremediagdo
reportado na literatura (SILVA; MONTEIRO, 2000; COLLA et al., 2008). Paecilomyces
ocorre comumente no solo e um de seus teleomorfos € o género Isaria, ambos encontrados em
nossa amostragem.

Cladosporium abriga desde espécies que participam na ciclagem de nutrientes no solo
até as que causam micoses pulmonares em humanos (de HOOG et al., 2000). Também

encontramos espécies fitopatdgenas e outras que sao utilizadas no controle bioldgico de
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insetos, como a mosca branca da mandioca (Besimia argentifolii) (FARIAS & SANTOS
FILHO, 1992) e pulgdes (Aphis gossypii e Myzus persicae) (ROBBS, 1994). Este género
fangico representou a maioria dos isolados (23%), o que é compativel com resultados de
outras pesquisas sobre fungos filamentosos associados a formigas cortadeiras (PAGNOCCA,
et al.,, 2008; RODRIGUES et al., 2008; RODRIGUES et al.,, 2011; DUARTE, 2010;
GUEDES, 2010).

O género Aspergillus ocorre comumente no solo e pode ser facilmente isolado de
matéria organica vegetal em decomposicdo. Dentre as espécies deste género isoladas nesta
pesquisa destaca-se A. protuberus, que teve recentemente relatada sua atividade
anticancerigena e antimicrobiana contra bactérias patogénicas como Staphilococcus aureus e
Bacillus subtilis (MATHAN et al., 2011).

Trés estirpes de Neosartorya udagawae, fase teleomorfica de Aspergillus udagawae,
foram isoladas das icas. Este tdxon foi recentemente descrito como causador de aspergilose
severa, muito similar a A. fumigatus, espécie classicamente registrada como responsavel pela
doenca (VINH et al., 2009; SUGUI et al., 2010). Apesar do historico clinico, a estirpe 358,
isolada do corpo de icd de A. capiguara, apresentou um crescimento importante quando
submetida a atmosfera de tolueno (Tabela 9).

Espécies de Teratosphaeria, sdo particularmente conhecidas por causar lesdes foliares
em Eucalyptus sp. (CROUS et al.,, 2009b; HUNTER et al., 2009). Cladophialophora e
Exophiala sdo géneros que compreendem espécies patdgenas do ser humano, sendo
responsaveis por micoses cutaneas crénicas muito severas (DE HOOG et al., 2000). Além
disso, sdo géneros com capacidade para biodegradacdo de compostos BTEX ja relatada na
literatura. Prenafeta-Boldu et al. (2001) isolaram estirpes dos géneros Cladophialophora e
Exophiala capazes de crescer utilizando tolueno como Unica fonte de carbono. Pagnocca et
al. (2008) ja haviam isolado um representante do género Cladophialophora a partir de icas da
espécie A. laevigata, e de forma semelhante a este estudo, apenas uma estirpe foi obtida do
isolamento. Rodrigues et al. (2011) em um trabalho no qual acompanharam a variagdo da
micobiota dentro de formigueiros de Attini durante um ano, constataram que houve
predominancia de um membro da ordem Chaetothyreales bem como de espécies de
Penicillium durante o verdo em formigueiro de Atta texana. A Tabela 7 apresenta dados sobre

a importancia dos géneros isolados.
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Na Tabela 8 encontram-se os substratos de origem e a espécie de formiga dos quais
foram obtidos os isolados. Pode-se notar que a espécie A. capiguara contribuiu com um maior
numero de isolados, provavelmente devido ao maior nimero de coletas realizado.

Como visto, uma ampla diversidade de micro-fungos pode ser relacionada com estes
insetos sociais. Devido a sua grande importancia, principalmente relacionada a agricultura e
ao convivio em areas urbanas, as formigas cortadeiras devem ser alvo de estudos constantes
sobre a microbiota associada, dado que podem exercer grande influéncia sobre nossa
sociedade, seja disseminando pragas, devastando lavouras ou circulando pelas casas,

hospitais, com a possibilidade de atuar como veiculo de doengas humanas.

7.2 — Testes com DCPIP

Desenvolvida por Hanson et al. em 1993, a técnica com o agente redutor DCPIP (2,6-
diclorofenol indofenol) foi recomendada em estudos recentes onde demonstrou ser eficiente
(MARIANO et al., 2008; MONTAGNOLLI et al., 2008; SANCHES, 2009), porém, nao
trouxe resultados confiaveis em nossos experimentos. Tanto nos testes em tubos quanto em
microplaca observou-se crescimento significativo de todos os fungos testados, porém, nédo
houve a descoloracao tipica esperada.

Na leitura espectrofotomeétrica a descoloracdo implicaria na queda de valores
refletindo a assimilacdo do hidrocarboneto. Os controles, negativo e positivo funcionaram
corretamente, comprovando a acdo do agente redox DCPIP e a viabilidade do indculo.
Entretanto, como observado nas figuras 8 e 12 a queda nos valores de absorbancia para o
teste, tanto em tubos quanto em microplaca, foi sempre baixa e houve momentos em que
houve aumento destes valores.

Uma possivel explicacdo para os resultados obtidos seria o teste ndo ter sido adequado
ao metabolismo dos micro-organismos empregados. Muitos dos trabalhos envolvendo o uso
do corante DCPIP utilizaram bactérias (MARIANO et al., 2008; FURLAN, 2011). Além
disso, pode ser que a vedacdo dos tubos ndo tenha sido suficiente para evitar a volatilizacéo
do tolueno, hidrocarboneto alvo deste estudo. Assim, os testes foram modificados, optando-se
pela avaliacdo da producdo de biomassa fungica dentro de dessecadores com atmosfera
controlada, como sugerido pelo Dr. Francesc Prenafeta-Boldd.
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7.3 — Testes em Dessecadores

Neste teste (Etapa 1), ap6s o periodo de incubacédo e abertura dos dessecadores, houve
crescimento fangico tanto no dessecador que continha tolueno e dibutilftalato quanto no
dessecador que continha apenas dibutilftalato (Figura 16). O crescimento neste Gltimo foi
inesperado, ja que a metodologia indica o dibutilftalato como controle negativo e ndo como

fonte de carbono e energia.

Figura 16. Demonstracdo do crescimento observado apos periodo de incubagéo do teste |1 nos
dessecadores. A e B representam o crescimento observado no dessecador com tratamento
combinado de tolueno e dibutilftalato, enquanto C e D representam crescimento observado no
dessecador que continha apenas dibutilftalato.

Sabe-se que o dibutilftalato € um plastificante muito conhecido, comumente utilizado
como constituinte de diversos produtos que fazem parte do nosso dia-a-dia como embalagens,
adesivos, filmes de PVC, cosméticos, perfumes, esmaltes, etc. Um plastificante € um aditivo
de baixa volatilidade utilizado para aumentar a processabilidade, flexibilidade ou diminuir a
dureza de materiais poliméricos (BROWN et al., 1996). Bem como outros ftalatos, o
dibutilftalato é obtido a partir da reacdo entre anidrido ftalico e o alcool correspondente, no
caso, o butanol. Por sua vez, o anidrido ftalico é produzido a partir da oxidagdo catalitica de
naftaleno ou o-xileno, advindos de alcatrdo ou 6leo cru, e, portanto € um derivado de petrdleo

que ¢é produzido nas petroquimicas.



73

Por ser um derivado de petrdleo, o dibutilftalato, assim como outros ftalatos, é um
composto que contamina o ambiente e também é alvo de estudos de biorremediacdo, pois
devido a sua elevada hidrofobicidade ele tende a se acumular no solo e em sedimentos bem
como outros ftalatos. Os ftalatos s&o comumente ingeridos, inalados ou entdo entram em
contato com a pele, pois podem ser lixiviados de embalagens onde séo encontrados e acabar
em rios ou no solo, podendo chegar ao homem. Outra forma de contato direto com o ser
humano sdo bolsas de transfusdo de sangue, quando causam alteracdes hormonais
(FERREIRA, 2009; RAIMUNDO, 2007). Estudos como o de FERREIRA (2009)
demonstram que os ftalatos também podem ser utilizados como fonte de carbono. Apesar da
baixa volatidade, acredita-se que o pouco de solvente que foi evaporado manteve-se
concentrado na atmosfera isolada criada no interior do dessecador e foi suficiente para ser
utilizado como fonte de carbono pelos micro-fungos em teste.

A constatacdo de crescimento de biomassa no dessecador contendo apenas
dibutiftalato também conduziu a questdo que se refere ao crescimento no dessecador que
continha tanto tolueno quanto dibutilftalato. Como houve crescimento em ambos ndo era
possivel saber qual dos componentes do tratamento combinado era responsavel pelo
crescimento de biomassa. Neste contexto, o teste foi realizado novamente (Etapa II)
trabalhando-se com um dessecador a mais, apenas com tolueno, sem qualquer solvente, a fim
de verificar a capacidade de biodegradacao deste hidrocarboneto.

Os resultados dos testes | e 1l foram combinados e analisados em conjunto para esta
discusséo. Surpreendentemente o dessecador que continha apenas tolueno também apresentou
crescimento de biomassa, pois é conhecido que existe certa dificuldade em se encontrar
micro-organismos capazes de crescer utilizando somente hidrocarbonetos como fonte de
carbono e energia, especialmente monoaromaticos como o tolueno (PRENAFETA-BOLDU et
al., 2001). A proposta inicial do uso de dibutilftalato foi de precaver que a volatilizacao rapida
do tolueno causasse uma exposi¢do severa aos fungos e que a toxicidade resultante impedisse
0 crescimento microbiano. Entretanto, os resultados obtidos demonstraram que os fungos
respondem tdo bem a presenca Unica de tolueno quanto a de dibutilftalato ou na combinacéo
de ambos (Figura 15).

Na Figura 14 podemos observar a comparacdo da producdo de biomassa entre 0s
fungos negros e hialinos testados. Apesar das medidas de biomassa serem relativamente
equivalentes, os fungos hialinos apresentaram uma ténue superioridade quanto a capacidade

de crescimento nas condi¢des criadas no interior dos dessecadores. Tal constatacdo foi de
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certa forma inesperada, dado o carater extremofilo caracteristico dos fungos negros, e também
levando-se em consideracdo dados recentes da literatura que reportam o potencial destes para
a utilizacdo de hidrocarbonetos (PRENAFETA-BOLDU et al., 2001; PRENAFETA-BOLDU
et al., 2002). Todavia, os micro-fungos foram isolados do exoesqueleto de formigas, onde se
encontravam igualmente expostos a uma gama de hidrocarbonetos que faz parte do sistema de
comunicacdo intra e interespecifico destes insetos, fato que pode explicar a similaridade na
capacidade de assimilacdo dos hidrocarbonetos testados. Além disso, géneros aqui presentes
como Penicillium, Paecilomyces e Aspergillus ja tiveram seu potencial para biorremediacao
descritos na literatura (PEREIRA; LEMOS, 2004; SINGH 2006)

A observacdo dos gréaficos apresentados na Figura 9 nos permite avaliar o potencial de
assimilacdo dos hidrocarbonetos testados pelas estirpes isoladas. Apesar de praticamente
todas as estirpes testadas apresentarem capacidade de crescimento em qualquer um dos trés
tratamentos, a biomassa produzida pela maioria se encontrou entre 0,0200 e 0,0300 gramas,
sendo que em cada tratamento, apenas cerca de 10% de todas as estirpes testadas foram
capazes de produzir quantidade de biomassa superior a 0,0300 gramas. Dentre estas poucas
espécies, listadas na Tabela 9, podemos encontrar potenciais biodegradadores passiveis de
utilizac&o para processos de biorremediagao de solos.

Segundo a avaliacdo dos dados, tomando por significativos os valores de biomassa
acima da 0,0300g obtidos em cada tratamento, temos como maiores produtores de biomassa
estirpes dos géneros Teratosphaeria, Exophiala, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus,
Neosartorya, Paecilomyces, Isaria e duas estirpes de FNNE. Apesar de algumas das estirpes
ndo apresentarem potencial para biorremediacdo descrito na literatura, como é o caso de
Teratosphaeria, conhecida por ser fitopatégena de Eucalyptus, o fato de ter sido capaz de
suportar as condi¢cdes adversas a que foi submetida mostra que as espécies de Teratosphaeria
merecem um estudo mais aprofundado quanto ao seu potencial biotecnoldgico. Para os micro-
fungos altamente esporulantes, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces, bem
como os teleomorfos Neosartorya (Aspergillus) e Isaria (Paecilomyces) um bom desempenho
nos testes corrobora os dados da literatura e reforca a grande importancia destes fungos e seu
potencial para a degradacdo de hidrocarbonetos. Exophiala é conhecida por sua viruléncia,
sendo causadora de cromoblastomicoses severas (DE HOOG et al., 2000). Prenafeta-boldu et
al. (2001) isolaram fungos negros de biofiltros de purificagdo de ar contaminado com
hidrocarbonetos toxicos. Dentre os isolados, um representante do género Exophiala,
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demonstrou ser efetivo na degradacao que este género também pode ser efetivo em processos
de biorremediacao.

Representantes de todos os géneros de micro-fungos isolados apresentaram potencial
para utilizacdo em processos de biorremediacdo. Neste contexto, existe o indicativo de que os
mesmos possuem 0 aparato genético que possibilita a agdo na degradacdo de componentes
organicos téxicos como os BTEX. Estudos genéticos aprofundados podem ser desenvolvidos
e posteriormente resultar na selecdo de genes relacionados com o metabolismo de
biodegradacdo destes componentes. Assim, Teratosphaeria, Exophiala, Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus, Neosartorya, Paecilomyces, Isaria e as estirpes de FNNE podem
entdo vir a serem utilizados em técnicas de recombinagdo genética, na construcdo de micro-

organismos transgénicos objetivando seus usos em processos de biorremediacao.
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8 - CONCLUSOES

- O isolamento dos micro-fungos a partir do corpo das i¢ds do género Atta revelou a
existéncia de uma diversidade importante destes micro-organismos. Concluiu-se que as

formigas constituiram um bom substrato de isolamento;

- a identificacdo dos fungos revelou a ocorréncia de espécies fitopatdgenas e patdgenas
humanas no corpo destas formigas, o que deve servir de alerta para o possivel potencial para a
dispersdo dos mesmos por estes insetos, bem como deve servir de motivacdo para a

continuidade de estudos da microbiota relacionada as formigas cortadeiras;

- A metodologia envolvendo a utilizacdo do agente redox DCPIP mostrou-se insatisfatoria

para os fungos aqui isolados;

- Foram reconhecidas 20 estirpes com potencial para serem utilizadas em processos de
biorremediacdo, sendo estas distribuidas entre os géneros Teratosphaeria, Exophiala,
Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Neosartorya, Paecilomyces, Isaria e duas estirpes de
FNNE;

- O fato de representantes de todos os géneros isolados se enquadrarem entre as 20 estirpes
que se destacaram na producdo de biomassa nos experimentos indica que estes fungos podem
ser portadores de um aparato genético compativel com o metabolismo de degradacdo de
hidrocarbonetos, e, portanto, merecem ser alvo de estudos no intuito de uma possivel
utilizacdo futura como fonte de DNA para recombina¢do com micro-organismos que possam

ser mais eficazes nos processos de biorremediacéo;

- O depdsito de culturas em acervos é a base para a estruturacdo das grandes colecGes de
culturas. Os micro-fungos aqui isolados e preservados abrirdo portas para novos estudos com
fins de biotecnologia ambiental.
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9 — CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho permitiu o crescimento da candidata para contornar
problemas de metodologias, comum em muitas pesquisas. Enfrentamos neste projeto
obstaculos que foram ultrapassados relacionados aos testes de biodegradacéo, e neste contexto
notamos o quanto € importante a experiéncia, a capacidade de lidar com situagdes adversas e
0 contato com profissionais competentes de outras instituicbes que podem oferecer novas
perspectivas. Assim, mencionamos o Dr. Francesc Prenafeta-Boldu, pesquisador da empresa
GIRO de gestdo de residuos localizada em Barcelona, na Espanha, que nos auxiliou na
metodologia do teste em dessecadores.

Ressalta-se também a grande ajuda dada pelo Dr. Luiz C. Forti e pelo pesquisador
Nilson S. Nagamoto, ambos da Unesp de Botucatu, que foram responsaveis pela coleta e

envio da icas utilizadas como fonte de isolamento dos micro-fungos.
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11 — APENDICE

Neste apéndice encontra-se a tabela com todos os valores de biomassa obtidos em
cada tratamento dos testes em dessecadores para cada micro-fungo testado. Estes dados foram

utilizados para a elaboracao da discusséo apresentada neste trabalho.
ID — CODIGO DE IDENTIDADE DA ESTIRPE

TOL - TOLUENO: Valores referentes as medidas de biomassa, em gramas, obtidas
das estirpes que foram incubadas em dessecador que continha apenas tolueno como fonte

Unica de carbono e energia;

DBP — DIBUTILFTALATO: Valores referentes as medidas de biomassa, em
gramas, obtidas das estirpes que foram incubadas em dessecador que continha apenas

dibutilftalato como fonte Unica de carbono e energia;

DBP + TOL - DIBUTILFTALATO + TOLUENO: Valores referentes as medidas
de biomassa, em gramas, obtidas das estirpes que foram incubadas em dessecador que

continha a combinagéo de dibutilftalato e tolueno como fontes de carbono e energia.



ID TOL DBP  DBP+ ID TOL DBP  DBP+

TOL . TOL
77 00269 00261  0,0263 366 00246 00320 0,0350
119 00267 00268  0,0281 367 00281 00252  0,0278
120 00276 00285  0,0305 368 00246 00290  0,0308
148 00266 00263  0,0248 369 00256 00282  0,0329
153 00280 00275  0,0263 384 00256 00272  0,0279
154 00187 00188  0,0282 385 00265 00229  0,0204
156 00274 00230 00271 389 00281 00260  0,0213
160 00284 00259  0,0231 390 00262 00318  0,0326
168 00265 00173  0,0173 391  0,0290 00264  0,0429
176 00266  0,0280  0,0262 392 00306 00149  0,0170
186 00247 00257  0,0230 394 00266 00197  0,0186
214 00260 0,266  0,0269 395 00264 00201  0,0195
227 00231  0,0268  0,0263 396 00260 00152  0,0191
229 00265 00270  0,0257 397 00270 00266  0,0272
266 00244 00340  0,0247 398 00265 00149 00115
296 00273  0,0268  0,0265 399 00262 00270  0,0274
299 00232 00234  0,0240 400 00227 00274  0,0247
310 00259 00286  0,0263 402 00251 00345  0,0256
311 00268 00199  0,0183 403  0,0279 00268  0,0271
325 00263 00276  0,0248 406 00267 00223  0,0278
326 00249 00262  0,0257 409  0,0290 00287  0,0282
327 00239 00399  0,0265 410 00268 00215  0,0236
328 00268 00289  0,0263 413 00284 00255  0,0252
329 00261 00271  0,0253 414 00267 00314  0,0302
330 00269  0,0310  0,0280 416 00296 00188  0,0187
331 00257 0,0258  0,0233 416 00299 00273  0,0253
337 00273 00257  0,0249 417 00289 00274  0,0277
338 0,290 0,0278  0,0273 418 00262 00087  0,0101
341 00259 00265  0,0235 420 0,0330  0,0370  0,0365
342 00256  0,0273  0,0020 421 00259  0,0006  0,0004
347 00268 00205  0,0197 425 00278 00210  0,0251
350 00259  0,0273  0,0271 426 00255 00194  0,0147
351 00363  0,0230  0,0244 427 00266 00265  0,0282
355 00257  0,0296  0,0347 429 00277 00262  0,0074
356 00272 00267  0,0268 431 0,0304 00280  0,0272
358 00432 00262  0,0256 432 0,0203 00380  0,0289
361 00245 00253  0,0269 433 0,336  0,0200  0,0188
362 00281 00241  0,0268 434 00312 00283  0,0245
363 00311 00256  0,0263 437 0,0265  0,0258  0,0275
364 00257 00288  0,0286 440 00262 00255  0,0239
365 00255  0,0216  0,0254
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