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APRESENTACAO

H& aproximadamente meio século iniciaram-se estudos dos efeitos das atividades
antropicas sobre a natureza. Atualmente, relatorios sobre impacto ambiental analisam o
problema sob diferentes aspectos, tais como os da legislagéo, da seguranca, da arquitetura e
do impacto social, além dos problemas classicos para a salde humana. Apesar de alguns
esforgos, as tentativas de se estabelecer uma convivéncia harmoniosa entre a natureza e o
progresso ainda encontram-se longe da situacio ideal. E fato que as atividades humanas
provocam grandes modificagdes na estrutura do ambiente, porém estas mudancgas s6 podem
ser evidenciadas e comprovadas mediante a continuidade da investigacao cientifica, a qual
permite entender o comportamento de um mesmo parametro ao longo do tempo.

No final da década passada (1997), um projeto de pesquisa propds avaliar a qualidade
das aguas do Rio Atibaia na regido de influéncia de um pdlo petroquimico situado em
Paulinia, SP. Desde entdo, dados fisicos, quimicos, toxicoldgicos e microbiologicos tém sido
periodicamente obtidos e analisados. Justificou-se a escolha do rio pela sua abrangéncia, pois
durante seu percurso atravessa 16 municipios paulistas e um mineiro, abastecendo o
fornecimento de agua de uma regido industrial e econdémica considerada como suporte da
maior parcela do Produto Interno Bruto (PIB) do pais.

Neste contexto, o presente trabalho contempla dois propositos de grande relevancia: o
primeiro enfoca analises quantitativas, mediante a investigacdo da influéncia de alguns
parametros abioticos sobre a contagem das unidades formadoras de colénias de fungos
transientes em amostras de dgua do Rio Atibaia e de regides proximas, na area de influéncia
do polo petroquimico de Paulinia, SP. O segundo, sob a Gtica qualitativa, preocupou-se com o
levantamento e a catalogacdo da biota flngica presente nestas amostras. Fungos transientes
constituem geofungos, na maioria, que ocorrem de forma transitoria em um ambiente
aquatico. Apesar de ndo dependerem da agua para completar o ciclo de vida, podem
desempenhar fungbes importantes neste ambiente.

Além disso, o isolamento destes fungos fomentara a colecdo de culturas e o banco de
dados de interesse ambiental e industrial do Centro de Estudo de Insetos Sociais (CEIS),
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Rio Claro, SP. As analises fisicas e
quimicas servirdo de base para se compreender como estes micro-organismos, conhecidos
degradadores de substancias complexas, comportam-se mediante as condi¢Ges impostas no

periodo estudado. Para tornar a apresentacdo destas abordagens mais didatica, cada uma sera
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desenvolvida na forma de capitulos independentes, porém sabe-se que ambas complementam-

se, contribuindo assim para uma anélise ambiental mais abrangente desta regido.
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OBJETIVOS GERAIS

Com o propdsito de entender o impacto do efluente da refinaria petroquimica de
Paulinia sobre as dguas do Rio Atibaia, onde é descartado, o trabalho teve os seguintes
objetivos:

2.1. Analisar a influéncia de alguns parametros abiéticos sobre o nimero de unidades
formadoras de coldnias de fungos filamentosos e leveduras transientes, isolados das 4guas dos
rios Atibaia e Jaguari, bem como dos efluentes bruto e tratado da refinaria de petroleo de
Paulinia, SP;

2.2. Fotodocumentar e preservar as espécies fungicas encontradas nas amostras

mencionadas no item anterior.



CAPITULO 1

INFLUENCIA DE FATORES ABIOTICOS
EM FUNGOS TRANSIENTES NA REGIAO
DE PAULINIA, SP.

12
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RESUMO

A ocupacéo do solo e a demanda de agua doce tem sido crescente, de maneira que pesquisas
voltadas a avaliacdo da qualidade das aguas em d&reas estratégicas sdo consideradas
fundamentais. Neste contexto, a area de estudos foi escolhida pela disponibilidade de agua,
distribuicdo demogréfica e pela sua importancia industrial. Com o proposito de melhor
compreender o impacto causado pelo efluente do polo petroquimico de Paulinia, SP, na
qualidade das aguas do rio Atibaia, os parametros potencial hidrogenionico (pH), temperatura
da agua, solidos totais, turbidez, oxigénio dissolvido (OD), demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), nitrogénio total (NT), ions fosforo (ions P), pluviosidade, estagdes seca e chuvosa,
condutividade eléetrica da agua e concentracdo de cloretos foram analisados. Verificou-se,
ainda, a influéncia dos pardmetros mencionados sobre a micobiota transiente de amostras
coletadas no periodo entre agosto de 2007 a margo de 2009. O método de plagueamento para
contagem dos fungos e as andlises fisicas e quimicas seguiram Clesceri et al. (1998).
Correlacdo de Pearson, analise de variancia multivariada, correlagdo canonica para dados
multivariados e analise dos componentes principais foram as analises estatisticas realizadas.
Estas revelaram diferentes influéncias dos pardmetros independentes sobre as contagens
fangicas. A micobiota transiente detectada no periodo estudado foi sensivel aos parametros
cloretos, sélidos totais, condutividade elétrica da agua e OD, pois estes fatores abioticos
influenciaram negativamente nas contagens. Entretanto, o namero de coldnias de fungos foi
estimulada positivamente pela pluviosidade (estacdo chuvosa), DBO, turbidez e NT. Das
andlises estatisticas, apenas a correlagdo de Pearson pareceu ndo ser eficiente para estudos

ambientais sujeitos a varia¢Oes diversas.
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ABSTRACT

The use of the soil and fresh-water has increased, so that investigations on the water quality in
strategic areas are considered of fundamental importance. In this context, the study area was
chosen for its water availability, demographic distribution and industrial relevance. With an
eye on the water quality of the influence of an industrial effluent discharged in the Atibaia
river, in the surroundings of a petrochemical refinery in Paulinia, SP, the following
parameters were analyzed: pH, water temperature; total dissolved solids; turbidity; dissolved
oxygen (DO); biochemical oxygen demand (BOD), total nitrogen (TN), phosphorous; rain;
dry and rain seasons; water conductivity and chlorides. Also, the influence of these
parameters on transient mycota between August 2007 and March 2009 was investigated. The
method for counting the forming colony units of fungi was according to Clesceri et al. (1998).
Pearson correlation coefficient, multivariate analysis of variance, canonical correlation to
multivariate data and principal component analysis were the statistical methods employed.
The results revealed differences in the influence of the independent parameters on the
counting of fungal colony forming units (CFU). The fungi present in the samples were
negatively affected by chloride concentration, total dissolved solids, water conductivity and
DO. However, the CFU was increased by the rain, BOD, turbidity and TN. Among the

statistical tests used, only Pearson correlation was not satisfactory for our studies.
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1. INTRODUCAO

Desde os primdrdios da civilizagdo, 0 homem procurou assegurar sua subsisténcia ao
redor dos recursos de agua doce. Embora o Estado de S&o Paulo disponha de razoavel
condicdo hidroldgica na maior parte de seu territorio, 81,7% da sua populagdo concentra-se na
regido leste (ANGELIS et al., 2009), resultando em uma elevada ocupagdo do solo e
preocupante demanda da quantidade e qualidade da &gua. A populacdo da regido estd
estimada em 41.952.860 habitantes para o ano de 2010 (SEADE, 2010), aumentando a
necessidade de &gua para abastecimento urbano e industrial, irrigacdo, geracdo de energia
elétrica, recreacdo, navegacao e recebimento de efluentes urbanos e industriais.

Dentre as pesquisas voltadas ao meio ambiente no Estado de Sao Paulo, encontra-se a
avaliacdo da qualidade das aguas em areas estratégicas. Na regido da cidade de Campinas e
em particular no municipio de Paulinia, por exemplo, encontram-se importantes indudstrias
quimicas e de papel, que descartam seus efluentes no Rio Atibaia, o qual também recebe
residuos clandestinos e outros originados dos esgotos urbanos ndo tratados (PIAO et al.,
2009). O rio Atibaia nasce no municipio de mesmo nome, é formado pelos rios Atibainha e
Cachoeira e percorre 16 municipios até atingir as cidades de Campinas e Paulinia. Além desta
area concentrar a maior parcela da populacdo, o rio ainda sofre a interferéncia do pélo
petroquimico (KORDA et al., 1997). O conjunto de esgotos urbanos (tratados ou ndo) e
industriais promove interferéncias que afetam inevitavelmente a vida microbiana do Rio
Atibaia, classificado como classe Il (CONAMA, 2005).

A Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo — CETESB - utiliza o denominado
indice de Qualidade da Agua (IQA) para estabelecer critérios de aceitabilidade da 4gua para
consumo. Tais parametros foram indicados por especialistas em qualidade de agua, que 0s
consideraram relevantes para compor um valor numérico que indica a utilizacdo para
abastecimento publico. Os pardmetros escolhidos para céalculo do IQA foram: turbidez,
residuo total, temperatura, potencial hidrogeniénico (pH), oxigénio dissolvido (OD), demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), fosforo total, nitrogénio total (NT) e coliformes fecais
(Escherichia coli) (CETESB, 2009b).

Enquanto as atividades antropicas provocam modificacfes estruturais no ambiente e
produzem residuos, alguns muito complexos e xenobioticos, 0s micro-organismos possuem
papel importante na degradacdo de tais compostos (UETA et al., 1999). De acordo com as

condi¢bes ambientais as quais estejam submetidos, os fungos podem adequar suas atividades
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metabolicas utilizando as substancias dispersas no ambiente para garantir sua sobrevivéncia
(ALEXOPOULOS et al., 1996; VASCONCELOS et al., 2003).

Muitos fungos séo altamente tolerantes a concentracfes extremas de ions hidrogénio e
podem ser encontrados tanto em ambientes &cidos quanto alcalinos (SINGH, 2006). Além
disso, os fungos sdo capazes de excretar variadas enzimas decompositoras de macro-
moléculas para posterior absorcdo do alimento pré-digerido para o interior de suas células
(BENNETT, 1998). Assim, os fungos tornam-se responsaveis pela biodegradacdo das mais
diversas substancias, bem como s&o capazes de promover a biossor¢cdo de metais pesados e
corantes (CONCEICAO et al., 2004). Devido a estas caracteristicas, muitos estudos tém
buscado espécies flngicas para processos de biorremediacdo no intuito de amenizar
problemas de poluigdo ambiental (BALLAMINUT; MATHEUS, 2007; SINGH, 2006).

Assim, dada a importancia da Bacia Hidrografica do Rio Atibaia, consideramos
estratégico analisar a qualidade de suas aguas, procurando determinar se alguns dos
parametros abidticos indicados pela CETESB podem interferir sobre a populacdo de fungos

transientes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia dos fungos para o ecossistema

A maioria dos fungos, bem como outros micro-organismos é benéfica ao homem e aos
outros seres vivos (Tabela 1). Sdo saprébios, decompdem residuos complexos de plantas e
animais transformando-os em substancias reaproveitaveis pelas geracGes vegetais
subsequentes. Desse modo, a atividade fungica é amplamente responsavel pela fertilidade do
solo e a ciclagem de nutrientes (CGEE, 2009; HAWKSWORTH et al., 1995; MACHADO,
2006; WAINWRIGHT, 1990).

Tabela 1. Beneficios e prejuizos ocasionados pelos fungos sob uma visdo
antropocéntrica (adaptado de MACHADO, 2006)

Beneficios Prejuizos
Atividade decompositora — ciclagem de Responsavel por alergias, problemas respiratorios
nutrientes. e micoses em animais (superficiais e profundas).
Fito-associagOes (ex.: micorrizas, liquens). Fitopatologias — grandes perdas na agricultura,

florestas e reflorestamentos.

S Producéo de micotoxinas em gréos e alimentos
Controle biologico

manufaturados.
Producéo de metabdlitos para indUstria Biodeterioracdo de alimentos, tecidos, madeiras,
farmacéutica (antibioticos, horménios, acidos artigos comerciais, revestimentos, pinturas, obras
organicos). de arte e outros.

Producéo de biomassa (cogumelos).

Atividade enzimatica (enzimas utilizadas na
inddstria em geral).

Biotransformacg6es (fermentagdes, compostagem,
producdo de esterdides).

Outras aplicacGes biotecnoldgicas (biopolpagéo,
biorremediacéo).

Em média, 75 a 80% das plantas vasculares possuem associacdo mutualistica com
fungos endofiticos; muitos deles auxiliam no processo de fixacdo de nitrogénio
(HAWKSWORTH, 1991). Algumas pesquisas revelaram que diversas substancias bioativas
encontradas nas plantas sdo provavelmente produzidas pelos micro-organismos associados a
elas (PINTO et al., 2002).
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Entretanto, alguns metabdlitos produzidos pelos fungos podem ser toxicos e/ou
carcinogénicos aos mamiferos, como as micotoxinas. Nas regides tropicais, onde o clima e a
disponibilidade de nutrientes favorecem a proliferacdo dos fungos, a producéo de micotoxinas
ocorre, contaminando alimentos estocados, em especial cereais, desencadeando Vvarios
problemas de saude publica (PINTO et al., 2002).

A producdo de toxinas pelos fungos também permite que desempenhem papel
importante no controle bioldgico de outros organismos (HAWKSWORTH, 1991). Muitas das
substancias fangicas sdo consideradas agroquimicos naturais, como no caso das destruxinas
(inseticidas), estrobilurinas (fungicidas) e fitotoxinas (herbicidas). Essa aplica¢do atribuida
aos fungos tem aumentado expressivamente e isso remete a necessidade de haver mais
incentivo as pesquisas sobre a quimica fangica (PINTO et al., 2002).

Fungos sdo capazes de excretar enzimas hidroliticas responsaveis pela degradacao das
mais diversas substancias (BENNETT, 1998; CONCEICAO et al., 2004). Estes micro-
organismos degradam eficientemente celulose e lignina, apresentando um papel importante na
decomposicdo de folhas, sendo mais ativos e bem-sucedidos do que as bactérias,
principalmente nos estagios iniciais de decomposi¢do (KAUSHIK; HYNES; TRISKA apud
BARLOCHER; KENDRICK, 1974). Em 1974, Bérlocher e Kendrick demonstraram que a
presenca de micélio de varios fungos isolados de folhas em um corrego apresentou alto valor
nutricional para o detritivoro Gammarus pseudolimnaeus Bousfield, além de influenciar na
palatabilidade das mesmas para os invertebrados. A decomposicdo inicial das folhas pelos
fungos é fundamental para que outros organismos possam digerir e assimilar os nutrientes
nela presentes.

Em virtude destas caracteristicas, alguns estudos tém buscado espécies que possam ser
Uteis em processos de biorremediacdo, no intuito de amenizar problemas de poluicdo
ambiental (BALLAMINUT; MATHEUS, 2007; PRENAFETA-BOLDU, 2002). Ao estudo de
fungos para aplicacdo nesta area da-se o nome de micorremediacdo (SINGH, 2006).
Basicamente, a técnica consiste na utilizagdo de fungos filamentosos e leveduras que possuam
habilidades para modificar ou decompor poluentes, diminuindo suas concentracdes e/ou
toxicidade, ou buscando ainda a mineralizacdo total, que resultara em gas carbdnico (COy),
agua e biomassa (KORDA et al., 1997; MACEDO et al., 2009). Entende-se que um consorcio
de espécies microbianas produz resultados mais eficientes, pois cada qual utiliza diferentes
compostos e em diferentes concentragbes (ALEXANDER apud HOPKINS, 1996;
CONCEICAO et al., 2004, KORDA et al., 1997; SINGH, 2006).
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Infelizmente, devido as atividades antropicas, muitos ambientes se alteram de forma
drastica e muitas espécies podem ser perdidas nos microcosmos mais sensiveis. As alteracdes
causadas pelo ser humano produzem residuos que podem apresentar-se inertes ou nao. Uma
atividade que induz a modificacdes no ambiente relaciona-se com a exploracéo, refino e uso
do petroleo e seus derivados. Como exemplo, pode-se mencionar a liberacdo dos
hidrocarbonetos alifaticos aromaticos, solventes industriais (fenois, benzenos, acetonas),
liquidos de baterias, pesticidas e agroquimicos, e metais (arsénico, cromo, selénio) (KORDA
et al., 1997). Micro-organismos, especialmente os fungos, possuem papel fundamental na
eliminacdo desses residuos, pois, caso contrario, tais compostos poderiam resistir por longos
periodos no ambiente ou acumular-se em niveis toxicos nos organismos, apés sofrerem
modificagOes estruturais (UETA et al., 1999).

Vérias espécies fungicas podem adequar suas atividades metabdlicas para garantir sua
sobrevivéncia (AINSWORTH, 1973; ALEXOPOULOS et al., 1996; DOMSCH et al., 1993;
VASCONCELDOS et al., 2003). Existem aquelas tolerantes a concentragdes extremas de pH,
que podem ser encontradas tanto em ambientes acidos quanto alcalinos (SINGH, 2006).
Assim sendo, podem sobreviver em locais considerados indspitos para outros seres, onde
exploram novos nichos e aproveitam, inclusive, moléculas toxicas como fonte de nutrientes
(BOUWER; ZEHNDER apud VASCONCELOS et al. 2003). A versatilidade deste grupo de
micro-organismos destaca sua importancia e a necessidade de constantes estudos.

Sabe-se que alguns basidiomicetos, como Phanerochaete chrysosporium, Psilocybe
castanella e Lentinus crinitus possuem grande habilidade de degradar lignina, assim como
compostos xenobidticos (BALLAMINUT; MATHEUS, 2007). Alguns representantes do
género Penicillium sdo capazes de crescer em fenol como Unica fonte de carbono e energia;
seus conidios conseguem germinar em concentracbes superiores a 1.500 mg de fenol/L
(HOFRICHTER et al., 1993). A literatura reporta que estirpes vidveis em areas proximas ao
descarte de efluentes geralmente sdo capazes de utilizar os poluentes presentes para sua
nutri¢do, caracterizando um conjunto potencialmente Util para despoluicdo (KORDA et al.,
1997; MACEDO et al., 2009).

Em estudos realizados nas aguas do Rio Atibaia e no efluente da refinaria de petroleo
descartado nesse rio, foram isolados e selecionados fungos filamentosos degradadores de
compostos fenolicos e com potencial para utilizagio em biorremediagdo de locais
contaminados (CONCEICAO et al., 2004). Isto demonstra que o local tem potencial para o

isolamento de espécies adequadas a este proposito.
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De acordo com D’Annibale et al. (2006), o isolamento de fungos de solos
contaminados e sua posterior re-inoculagdo no ambiente pode constituir-se em uma valiosa
estratégia de remediacdo. Porém, a maioria das pesquisas sobre micorremediacdo é feita in
vitro com a utilizacdo de solos artificialmente contaminados com poluentes organicos, sob
condicOes estéreis, sendo poucos os dados de estudos de campo em areas potencialmente
contaminadas. Acredita-se que a compreensao sobre como 0s parametros abiodticos afetam a
populacdo fangica e como a mesma se comporta possa constituir em importante ferramenta

para estudos desta natureza, bem como melhor compreender a biodiversidade de um local.

2.2. A area estudada

Dentre as pesquisas voltadas ao interesse da populacdo do Estado de S&o Paulo,
encontra-se a avaliacdo da qualidade das &guas na regido do Rio Atibaia. Assim, a area de
estudos foi escolhida pela disponibilidade de &gua, distribuicdo demogréfica e pela sua
importancia industrial. Com forte interferéncia dos efluentes do pdlo petroquimico situado em
Paulinia, SP, este ecossistema tem sido avaliado desde 1997 quanto a toxicidade de suas
aguas, mediante analises quimicas, fisicas, microbioldgicas e toxicoldgicas.

O Rio Atibaia e o Rio Jaguari formam o Rio Piracicaba (Fig. 1) reunindo-se no
municipio de Americana, SP (SILVA; JARDIM, 2006). Durante seu percurso abastece
nuMerosos municipios com suas aguas, além de receber esgoto doméstico e industrial dos
mesmos (PIAO et al., 2009).

Figura 1 — Encontro do Rio Jaguari (a esquerda) e Rio Atibaia (a direita), formando o Rio

Piracicaba (abaixo). Fonte: <http://www.fotolog.com.br/americana_sp/35981414>.

Dentre os efluentes langcados, o da refinaria é constituido de uma mistura complexa
organica e inorganica, proveniente do processo de lavagem e refino do petroleo que, mesmo
apos tratamento fisico, quimico e microbioldgico ainda contém residuos do processo

industrial (KORDA et al., 1997). Embora o efluente da refinaria esteja enquadrado na
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Resolucdo do Conselho Nacional de Meio Ambiente n°® 357 de 2005 (CONAMA n°
357/2005), nos parametros contemplados nas exigéncias da legislacdo, sabe-se que qualquer
alteracdo antropogénica advinda de area industrial e doméstica pode promover alteracbes que
afetam inevitavelmente a micro e a macrobiota sensiveis locais. Atualmente, os Rios Atibaia
e Jaguari sdo de classe IlI; contudo, muitos esforcos se fazem necessarios para que esta
classificagéo seja atendida.

Com o objetivo de estabelecer limites para descartes de residuos e aceitaveis para
consumo, a CETESB utiliza o indice de Qualidade da Agua (IQA), que baseia-se em 9 das 35
varidveis de qualidade de &gua analisadas em rios e reservatorios (CETESB, 2009a). Para a
elaboracgdo de tal indice, considera-se o destino da utilizacdo das aguas, traduzindo-se suas
caracteristicas em um unico nimero, numa escala de cinco categorias que representam a
variavel de qualidade de 6tima a péssima (PIAO et al., 2009; SILVA; JARDIM, 2006).

Além dos parametros de IQA da CETESB, outros como dureza total, condutividade
elétrica e quantidade de cloretos demonstraram grande influéncia sobre os seres vivos do
ecossistema aquatico e também podem ser utilizados para complementar as analises sobre a
influéncia toxica destas variaveis nas comunidades aquaticas.

De acordo com essas informac0es, iniciar um estudo sobre as alteragdes sofridas por
esse sistema hidrico se fez necessario, dada a importancia dessa bacia e também como forma

de monitorar o histérico dessas mudancas.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a influéncia dos parametros pH, temperatura da agua, solidos totais, turbidez,
OD, DBO, NT, ions P, pluviosidade, estaces seca e chuvosa, condutividade elétrica da dgua
e concentragdo de cloretos sobre o nimero de unidades formadoras de col6nias de fungos
transientes em amostras de agua dos rios Atibaia e Jaguari e no efluente da refinaria de

petréleo de Paulinia, SP.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Meios de cultura utilizados para isolamento dos fungos
4.1.1. Agar batata dextrose (BDA) (Acumedia Manufactures®)
Agar batata dextrose 39,0¢g

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

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

4.1.2. Agar Sabouraud dextrose (Meio L)

Peptona de caseina 500
Peptona de carne 500
Dextrose 40,09
Agar 15,0 g
Cloranfenicol 0,059
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

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

4.1.3. Agar malte 2% (MA 2%) (Acumedia Manufactures®) — armazenamento

em tubo de cultura

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

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

4.2. Locais de coletas e caracterizacdo dos pontos

Os locais de coletas encontram-se no municipio de Paulinia, SP: ao longo do Rio
Atibaia (3 pontos), dentro da area da refinaria (3 pontos) e um ponto no Rio Jaguari, tomado
como referéncia, ja que ndo recebe interferéncia do efluente (Fig. 2). As coletas ocorreram
entre agosto de 2007 e margo de 2009, totalizando 36 coletas em 7 pontos, num total de 252
amostras. Ap6s a coleta, as amostras foram transportadas protegidas da luminosidade, sob
refrigeracdo e armazenadas a 6 + 2°C até o momento de serem processadas. Na figura 2

encontra-se a localizagdo dos pontos e os dados obtidos por GPS nos locais de coleta:
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Ponto | Local Latitude (WO) Longitude (S)

1 Rio Jaguari 22° 42’ 00,0” 47° 08’ 06,6”

2 Entrada do efluente na Lagoa de Estabilizacéo 22° 44’ 26,6” 47° 07’ 17,57

3 Saida do efluente na Lagoa de Estabilizacéo 22° 44’ 22,07 47° 07’ 43,07
200 m a montante da descarga do efluente da o A1 " o A "

4 unidade industrial no Rio Atibaia 227447430 47° 07" 253
Jusante da descarga do efluente tratado da unidade o A1 " o Aoy "

5 industrial — 200 m no Rio Atibaia 22° 44" 25,3 47" 07" 352

6 Entrada do gflu}ente bruto da refinaria na estacéo 22° 44" 18,8 47° 07 19,2”
tratamento bioldgico

8 Jusaqte dg dgscarga do efluente tratado a 800 m 22° 44° 22,3 47° 07’ 40,8”
no Rio Atibaia

Figura 2. Diagrama dos pontos de coleta e sua localizagdo obtida com auxilio do

equipamento GPS — Garmin eTrex Summit®.

O ponto 1 esté localizado no Rio Jaguari (Fig. 3). Neste ponto é feita a captacdo de

agua utilizada pela industria, tanto para uso nos seus processos, quanto para 0 CoOnsumo

humano dos seus funcionarios. A coleta das amostras foi realizada mergulhando-se

recipientes até completarem seus volumes. Os pontos 2 e 3 corresponderam, nesta ordem, a

entrada na lagoa de estabilizacdo do efluente industrial tratado biologicamente (Fig. 4) e a

saida desse efluente estabilizado por aproximadamente 7 dias para o Rio Atibaia (Fig. 5). As

amostras dos pontos internos a industria, ou seja, dos pontos 2, 3 e 6, foram tomadas

pontualmente completando-se os volumes dos frascos.
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Figura 3. Ponto 1 — Rio Jaguari. Figura 4. Ponto 2 - entrada
do efluente industrial tratado
biologicamente na lagoa de
estabilizacdo.

Figura 5. Ponto 3 — Saida do efluente tratado
e estabilizado para o Rio Atibaia.

Os pontos 4, 5 e 8 estdo localizados no Rio Atibaia e correspondem, respectivamente,
a 200 m a montante do descarte do efluente tratado e estabilizado em lagoa da industria (Fig.
6), a 200 m a jusante do descarte desse efluente (Fig. 7) e a 800 m a jusante do descarte (Fig.
8). Nesses pontos, as coletas foram efetuadas na superficie mediante amostragem composta de
uma margem a outra, com intervalo aproximado de 10 metros e reunidas nos frascos. O Rio
Atibaia € considerado classe Il pela Resolugdo CONAMA 357/2005, e embora o Rio Jaguari
esteja na mesma classificacdo, suas aguas parecem sofrer menor interferéncia antropica
(ANGELIS, 2009).
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Figura 6. Ponto 4 — 200 m a montante Figura 7. Ponto 5 — 200 m a jusante do
do descarte do efluente no Rio Atibaia. descarte do efluente no Rio Atibaia.
Figura 8. Ponto 8 — 800 m a jusante do des- Figura 9. Ponto 6 — entrada do
carte. efluente bruto (industrial e

domeéstico) na estacao de
tratamento bioldgico.

O ponto 6 (Fig. 9) localiza-se no interior da industria e corresponde a entrada dos
efluentes industrial e doméstico brutos na estacdo de tratamento bioldgico. O efluente bruto
industrial resulta, em grande parte, da lavagem do petréleo, contendo, portanto, residuos desse
composto. O tratamento bioldgico consiste na entrada desse efluente em tanques de aeracdo
para possibilitar a acdo de micro-organismos aerébios na decomposicdo de parte das
moléculas desse efluente, evitando descartar residuos diretamente no ambiente. O ponto 7,
hoje ausente das amostragens, foi desativado em novembro de 2007 e referia-se ao efluente
doméstico, passando a ser analisado em conjunto com o efluente industrial (ANGELIS et al.,
2008).

Apdls a coleta, as amostras foram transportadas protegidas da luminosidade, sob

refrigeracdo e armazenadas a 6 + 2°C até o momento de serem processadas (Fig. 10).
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Figura 10: Amostras da coleta realizada em 26 de novembro de 2008.

4.3. Isolamento de fungos

O método de isolamento utilizado foi o recomendado pelo Standard Methods
(CLESCERI et al., 1998), o qual emprega a técnica de diluicdo seguido de inoculacdo pela
técnica de pour plate em meio BDA, destinado ao crescimento de fungos filamentosos, e
meio L (Sabouraud), mais favoravel ao crescimento de leveduras. As amostras provenientes
dos pontos 1, 2, 3 e 6 foram inoculadas diretamente, sem haver dilui¢do. J& as amostras dos
pontos 4, 5 e 8, todas pertencentes ao Rio Atibaia, foram diluidas para a concentracdo de 10
Apos 7 dias de incubacdo a 25°C, foram realizadas as contagens dos nimeros de unidades
formadoras de colbnias (UFCs). Depois disso, as col6nias foram purificadas, mediante
estriamento em placa, no caso das leveduras, e inoculagdo no centro da placa, no caso dos
fungos filamentosos. As culturas puras foram armazenadas em tubos de cultura contendo MA
2% inclinado e mantidas a 10°C. Os resultados foram tabelados para posterior analise

estatistica.

4.4. Analises fisicas e quimicas

Os valores de pH foram analisados com potenciémetro; a condutividade com uso de
condutivimetro; turbidez, cloretos, nitrogénio total e fosforo total por colorimetria;
temperatura da 4gua com o auxilio de um termdmetro in situ; oxigénio dissolvido (OD),
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e amoénia por eletrometria, e solidos totais por
método gravimétrico (CLESCERI et al., 1998).
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4.5. Andlises estatisticas

Os dados obtidos a partir da contagem de fungos filamentosos e de leveduras,
denominados fatores bidticos, foram analisados juntamente com os resultados de doze
parametros fisicos e quimicos, ou fatores abidticos, escolhidos para este estudo. Destes, oito
sdo recomendados pela CETESB, pois fazem parte do indice de Qualidade das Aguas: pH;
temperatura; sélidos totais; turbidez; OD; DBO; NT e ions P. Outros quatro, considerados
ecologicamente importantes foram: condutividade elétrica da agua; cloretos; estacdo seca e
chuvosa e dados sobre a pluviosidade da regido, gentilmente cedidos pelo Centro de Anélise e
Planejamento Ambiental — CEAPLA, do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas (IGCE)
da UNESP de Rio Claro, SP. Inicialmente, realizaram-se representacfes graficas das
tendéncias de cada parametro individualmente, relacionando os dados obtidos com as datas de
cada coleta no periodo compreendido. Posteriormente, cada pardmetro bidtico foi
correlacionado com os abi6ticos, mediante correlacdo de Pearson (SOKAL; ROHLF, 1995).
Objetivou-se verificar a existéncia ou ndo de uma correlagdo entre o namero das UFCs dos
fungos e esses parametros. Entdo, a partir destes resultados aplicou-se a analise de variancia
multivariada (MANOVA), para confirmar possiveis diferencgas significativas entre os pontos
de coleta.

Baseando-se nos resultados de significancia da analise de MANOVA procedeu-se a
correlagdo candnica para dados multivariados para certificacdo da influéncia dos parametros
fisicos e quimicos sobre os fungos (MANLY, 2008). As anélises foram realizadas mediante a
aplicagdo dos dados no programa SAS versdao 9.1.3. Aplicou-se também a analise de
componentes principais (PCA) para determinar a porcentagem de influéncia que cada fator

abiotico estaria exercendo sobre os bioticos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Tendéncias dos parametros

Os dados obtidos com as analises dos parametros bidticos e abioticos estudados
geraram os graficos que revelam suas tendéncias ao longo do periodo das coletas.

A Figura 11 mostra os periodos de maior intensidade de chuvas e aporte de dgua nos
rios Atibaia e Jaguari. O local foi marcado por duas estacOes definidas, seca e chuvosa. As
chuvas ocorreram de outubro de 2007 a maio de 2008 e de janeiro a margo de 2009, quando
observou-se o0 maior indice pluviométrico. Agosto e setembro de 2007 e junho a dezembro de
2008 foram periodos de seca. As médias de temperatura da dgua do Atibaia (Fig. 12)
mantiveram-se praticamente constantes. Entretanto, os pontos 2 e 6 (entrada da lagoa de
estabilizacdo e do efluente bruto na estacdo do tratamento bioldgico, respectivamente)
apresentaram as médias mais altas, enquanto as mais baixas foram observadas nos pontos 5 e
8, ambos a jusante do descarte. Assim, notou-se que o efluente apresentou uma sensivel
elevacdo de temperatura, provavelmente em fungdo do processo ao qual é submetido dentro
da refinaria. As variagdes dos meses considerados mais frios ou quentes ndo foram suficientes
para promover uma alteracdo significativa nas médias da temperatura das amostras dos rios.

As médias favoreceram a ocorréncia de espécies mesofilicas.

estacdo
chuvosa

estacdo
Seca

Figura 11. Tendéncia das médias de pluviosidade (mm) e representacdo grafica dos periodos
de chuva e seca na regido de Paulinia, SP, durante as coletas entre agosto de 2007 e margo de
20009.
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Figura 12. Tendéncia das médias de temperatura da agua (°C), das amostras do rio Atibaia na

regido de Paulinia, SP, durante as coletas entre agosto de 2007 e marco de 2009.

Os dados médios das contagens de UFCs de fungos filamentosos encontram-se na
Figura 13. Os resultados indicaram maiores flutuagcdes nos pontos 5 e 8. O ponto 4 seguiu as
mesmas tendéncias. Verificou-se maiores contagens no periodo de novembro de 2008 a margo
de 2009, quando as chuvas foram mais intensas. As UFCs de leveduras (Figura 14),
apresentaram maiores oscilagdes nas aguas do rio Jaguari (pontol), seguidas dos pontos 5 e 8.
Notou-se que os pontos localizados no rio Atibaia (4, 5 e 8) responderam rapidamente a
influéncia do periodo de chuvas, como demonstrado nas Figuras 13 e 14, ao contrario
daqueles localizados no interior na refinaria (3, 2 e 6). Estes resultados demonstram uma

maior influéncia da pluviosidade sobre as amostras dos rios.

Figura 13. Tendéncia das médias das Unidades Formadoras de Colbnias de fungos
filamentosos em meio BDA por (mL) de amostra, durante as coletas entre agosto de 2007 e
marco de 2009.
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Figura 14. Tendéncia das médias das Unidades Formadoras de Col6nias de leveduras em

meio L (por mL), durante as coletas entre agosto de 2007 e margo de 2009.

Nesta pesquisa, as amostras mantiveram-se com valores relativamente estaveis de pH
tendendo a alcalinidade (Figura 15), o que ndo é a preferéncia dos fungos. Sabe-se, porém,
que estes micro-organismos toleram maiores amplitudes deste pardmetro, por exemplo de 2 a
9, com valores favoraveis entre 4 e 6. Apesar de ser um fator seletivo, a maioria dos micro-
organismos é insensivel a variacdes de pH na faixa de 2 a 3 unidades (PERRY; STALEY,
1997), portanto considerou-se que o potencial hidrogeni6énico ndo atuou como um fator critico

para a contagem do nimero de UFCs das espécies em estudo.

Figura 15. Tendéncia dos valores de pH das amostras, durante as coletas entre agosto de 2007
e marco de 2009.

Especialmente os fungos filamentosos sdo capazes de se agregar a substratos solidos e

ai proliferarem. Os valores dos sélidos totais (Fig. 16), porém, ndo refletiram no aumento de
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UFCs destes micro-organismos durante o periodo analisado. Os solidos dos pontos 2, 3 e 6
ndo foram proporcionais ao aumento do nimero de fungos, talvez por se tratarem de
substratos ndo metabolizaveis nas condi¢cBes ambientais por estes micro-organismos. O
periodo de novembro de 2008 a marco de 2009 indicou uma tendéncia de elevacédo (Fig. 16),
embora o0s pontos relativos ao efluente da refinaria tiveram menores valores, uma vez que

estes pontos apresentam maiores quantidades de sais dissolvidos.

Figura 16. Tendéncia das médias de quantificacdo dos solidos totais em g/L das amostras,

durante as coletas entre agosto de 2007 e margo de 2009.

A turbidez das aguas pode ser atribuida a varios solidos organicos e inorganicos
dispersos e a microbiota. As amostras do ponto 6 mostraram-se mais turvas (Figura 17), pois
vém do tratamento bioldgico do efluente bruto. A partir de abril/maio de 2008 houve
tendéncia ao declinio, provavelmente como um resultado da melhoria dos controles do
sistema de tratamento do efluente da refinaria. O rio Jaguari, no periodo de chuvas (de janeiro
a marco de 2008 e 2009) apresentou elevada turvacdo das dguas, podendo ser uma indicacdo
da falta de mata ciliar 2 montante. Além disso, o langcamento de esgotos e diversos efluentes
industriais provocam elevacdes na turbidez das dguas (CETESB, 2009 a), o que pode explicar
as variacOes deste parametro nos rios com elevagdo na época das chuvas. Comparando-se com
os resultados das UFCs, concluiu-se que estas alteracdes na turbidez do ponto 6 deveu-se ao
aumento de solidos e ndo de micro-organismos, pois como demonstrado nas Figuras 13 e 14,

as contagens neste ponto e no periodo chuvoso foram baixos.
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Figura 17. Tendéncia das médias obtidas das medi¢des de turbidez das amostras em unidades

nefelométricas de turbidez (NTU), durante as coletas entre agosto de 2007 e marco de 20009.

A quantidade de sais dissolvidos na dgua aumenta com a reutilizacdo da mesma.
Como apresentado na Figura 18, embora a refinaria de Paulinia busque diminuir os cloretos
residuais dos pontos 2, 3 e 6, 0s mesmos ainda continuam acima dos valores encontrados nas
demais amostras. De fato, uma industria pode modificar a qualidade da 4gua doce mediante o
lancamento de seus efluentes; contudo, o ponto 8 (Fig. 18) mostrou que as atividades da
refinaria ndo provocaram alteragdes significativas nos valores de cloretos do rio Atibaia, ja
gue neste ponto, a mistura do efluente com a &gua do rio ja ocorreu totalmente e, de acordo
com os dados, as medidas de cloretos mantiveram-se praticamente nulos, semelhante aos
dados do ponto 4 (a montante do descarte do efluente) e do ponto 1 (ponto de captacdo de

agua no rio Jaguari).

Figura 18. Tendéncia das médias de quantificagdo de cloretos em mg/L das amostras, durante

as coletas entre agosto de 2007 e margo de 20009.
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A condutividade é uma consequéncia da presenca de substancias ionizadas dissolvidas
na agua. Na Figura 19 pode-se observar que a condutividade das aguas do rio Jaguari sdo
menores do que as do Atibaia, portanto com melhor qualidade. O aumento de cloretos e da
condutividade elétrica interferem no nivel de pressdo osmotica celular (TORTORA et al.,
2007). Os resultados apresentados nas Figuras 13 e 14 mostraram que as contagens de UFCs

das aguas dos rios foram maiores nestas amostras.

Figura 19. Tendéncia das medidas obtidas de condutividade elétrica em pS/cm das amostras,

durante as coletas entre agosto de 2007 e marco de 2009.

O nitrogénio foi considerado outro parametro de grande importancia para este estudo.
Sabe-se que todo micro-organismo necessita deste elemento na forma organica; muitos
assimilam N, NO, e NOs; . A Figura 20 mostra que o ponto 6 tem valores acima dos
demais, juntamente com os pontos 2 e 3, tambeém internos da refinaria. Outras analises (dados
ndo apresentados), indicam que o N do efluente bruto (ponto 6) encontra-se na forma
amoniacal, em sua maior parte. As tendéncias das UFCs dos fungos mostrou um menor
nimero destes organismos nas amostras onde o nitrogénio apresentava-se em maior

concentragdo, talvez porque a amdnia seja mais toxica e de dificil assimilacao pelos fungos.
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Figura 20. Tendéncia das médias de quantificacdo do nitrogénio total em mg de N/L das

amostras, durante as coletas entre agosto de 2007 e marco de 2009.

O maior aporte de ions P vem do efluente, porém nédo houve indicacdo da interferéncia
deste fator nas aguas do rio Atibaia (Fig. 21) pontos 4, 5 e 8. Houve oscilagdes, porém sempre

com baixos valores.

Figura 21. Tendéncia das médias de quantificacdo dos ions P das amostras, durante as coletas

entre agosto de 2007 e margo de 2009.

As Figuras 22 e 23 mostram as tendéncias de parametros que afetam a atividade
aerobia dos micro-organismos. Na primeira verificou-se que o ponto 6 manteve-se estavel
quanto a presenca de O, dissolvido, com oscilagGes pontuais. Nas aguas dos rios, 0 oxigénio
diminuiu nos periodos chuvosos, provavelmente em funcéo de seu consumo pela microbiota
durante o processo de decomposi¢do da matéria orgénica, lixiviada, porém os resultados ndo

indicaram interferéncia deste fator no nimero de UFCs (Figuras 13 e 14).
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Figura 22. Tendéncia das médias de quantificagdo do oxigénio dissolvido (mg O,/mL) nas

amostras, durante as coletas entre agosto de 2007 e marco de 2009.

Figura 23. Tendéncia das médias de quantificacdo da DBO das amostras, durante as coletas

entre agosto de 2007 e margo de 2009.

A resolucdo CONAMA 357/2005 preconiza que aguas de classe Il devem conter no
maximo 5 mg O,/L, exigéncia esta ndo atendida no efluente da refinaria (ponto 6 - Figura
23). A DBO constitui-se em analise microbioldgica importante, pois pode alertar para o
desequilibrio das populacdes microbianas em um ambiente. A presenca de um alto teor de
matéria organica pode induzir ao completo esgotamento do oxigénio na agua, provocando o
desaparecimento das formas de vida aquaticas devido ao processo de eutrofiza¢cdo. Um valor
de DBO igual a 5,20, por exemplo, indica um incremento da microflora presente, o qual além
de interferir no equilibrio dos organismos, produz sabores e odores desagradaveis (CETESB,

2009 a). Felizmente, com exce¢do do ponto 6, os demais tiveram valores aceitaveis de DBO.
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5.2. Andlises estatisticas

A andlise estatistica descritiva mediante 0o emprego da correlacdo de Pearson
apresentou valores proximos a zero (dados nao apresentados). Esta analise mede o grau de
correlacdo entre duas variaveis, que pode ser expresso como positiva, negativa ou nula
(SOKAL; ROHLF, 1995). Como mencionado anteriormente, 0 uso de Pearson neste estudo
poderia mostrar a existéncia de uma correlacdo entre as UFCs dos fungos e os parametros
abidticos. Entretanto, todas as correlacbes foram praticamente nulas. Em virtude deste
resultado, decidiu-se empregar a analise de variancia multivariada para verificar possiveis
diferencas significativas entre os pontos de coleta e a correlagdo canbnica para dados
multivariados no sentido de confirmar ou ndo a fraca correlagdo encontrada entre 0s
parametros fisicos e quimicos e os fungos (MANLY, 2008).

Pelo resultado apresentado pelo indice Wilk’s Lambda — Pr < 0,0001 da MANOVA,
verificou-se que ha diferencas entre os pontos de coleta, embora cada parametro promova o
mesmo efeito independentemente do local. A diferenga se baseia nas diferentes combinacGes
dos parametros apresentadas por cada ponto, conforme as caracteristicas que apresentam. A
partir de entdo, aplicou-se a analise de correlacdo canbnica para dados multivariados, na qual
os parametros de UFC de fungos corresponderam as varidveis dependentes (fatores bioticos) e
os fisicos e quimicos as independentes (fatores abioticos). Para fins interpretativos, foram
considerados significativos valores < -0,5 e > 0,5, e aceitaveis aqueles <-0,45 e > 0,45.

As andlises revelaram diferentes influéncias dos pardmetros independentes sobre as
contagens da micota: alguns foram interpretados conjuntamente, pois apresentaram relacGes
de dependéncia entre si no ambiente; outros tiveram pouca ou nenhuma influéncia sobre a
presenca de UFCs nos pontos de coleta. Os dados sobre estacdo e pluviosidade estdo
intimamente relacionados e nas analises de correlacdo can6nica apresentaram efeitos
semelhantes. A pluviosidade provoca diluicdo no corpo d’agua e, consequentemente,
diminuicdo dos valores dos pardmetros quimicos mensurados, podendo ainda diminuir a
temperatura. No entanto, as aguas pluviais junto com outros fatores transferem os fungos
presentes no solo e suspensos no ar para o rio.

A regido em questdo ndo apresenta estacGes climaticas bem definidas, mas sim
periodos de seca e de chuvas (Fig. 11). Esses dados, juntamente com as médias de
temperatura (Fig. 12) ndo influenciaram na presenca ou auséncia de fungos nos pontos de
coleta.

Os valores de pH de 6,83 a 9,09 pareceram ndo influenciar de forma significativa o

numero de leveduras. Sabe-se que estes micro-organismos sao tolerantes a grandes faixas de
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variagdo de pH e s@o preferencialmente acidéfilos (TORTORA et al.,, 2007), como
mencionado anteriormente. Assim, houve coeréncia entre os resultados dos testes estatisticos
e as tendéncias deste parametro (Fig. 15).

Os dados de solidos totais — organicos e inorganicos — (Fig. 16) perfazem o somatorio
dos valores de solidos sedimentaveis e dos sélidos solGveis em suspensdo, matéria organica
volatil e residuo fixo (a 550°C). Tais s6lidos podem ou ndo influenciar na turbidez da agua
(Fig. 17), que corresponde ao grau de diminui¢do da intensidade que o feixe de luz sofre ao
atravessa-la. Outros fatores que influenciam na medida da turbidez sdo os detritos organicos,
presenca de algas, bactérias e cianobactérias, plancton em geral, fungos (micélios, esporos,
células leveduriformes), erosdo das margens, despejo de efluentes domésticos e industriais
(CETESB, 2009a). Sabe-se que a maior parte dos sélidos dissolvidos nas &guas do Rio
Atibaia é constituida de sais minerais (ANGELIS et al., 2008). Os fungos podem ancorar-se
nas particulas dos so6lidos em suspensdo metabolizaveis colonizando-as, a0 mesmo tempo que
promovem a sua degradacdo induzindo a clarificacdo da agua.

A analise multivariada, no entanto, nao revelou a influéncia destes parametros sobre as
populagdes de fungos filamentosos e leveduras nos diferentes pontos de coleta, como poder-
se-ia esperar. A analise realizada privilegia os par@metros mais fortemente influentes,
podendo sobrepor a influéncia de outros. A condutividade elétrica da agua refere-se a
concentragdo idnica nela presente e, sabendo-se que as aguas doces possuem baixas
concentracdes de sais, em geral admite-se que os cloretos (Fig. 19) sdo acrescentados com
maior frequéncia as dguas ap0s 0 uso antropico. Os cloretos sdo 0s sais mais comuns também
no efluente das industrias de petréleo (CETESB, 2009a) e a condutividade € uma
consequéncia da quantidade de sais dissolvidos na agua. Os fungos em geral ndo toleram
niveis elevados de sais e, dessa maneira, o alto teor de cloretos pode influenciar
negativamente na sua viabilidade. Angelis et al. (2008), em uma pesquisa iniciada em 1997,
mostraram que o Rio Atibaia tem nos seus niveis de cloreto o parametro que apresentou
maiores alteracGes, interferindo negativamente sobretudo na comunidade microbioldgica.

Niveis de condutividade superiores a 100 uS/cm indicam ambientes impactados e 0s
niveis de cloreto ndo devem ultrapassar a concentracdo de 250 mg/L para a dgua de rio classe
Il (CONAMA, 2005). Os cloretos deixam a dgua com gosto e quando o sal é de sddio induz
sabor salgado. Alta salinidade pode provocar problemas as pessoas hipertensas e com doencas
renais (ANGELIS et al., 2008; CETESB, 2009a). O Rio Jaguari apresentou aumento da

salinizagd@o por cloretos em 43,13% entre maio de 2005 e abril de 2006, quando comparado
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com o periodo entre agosto de 2007 e abril de 2008. No Rio Atibaia 0 aumento foi de 20,1%
no mesmo periodo (ANGELIS et al., 2008).

Conforme a analise de correlagdo candnica, 0s niveis de condutividade e dos cloretos
foram inversamente proporcionais as contagens de fungos filamentosos e leveduras,
mostrando que de fato influenciaram na presenca desses micro-organismos. No ponto 1,
referente ao Rio Jaguari, a influéncia da condutividade elétrica e dos cloretos foi
aparentemente menor sobre a presenga de fungos.

Quanto ao NT, este compreende o somatorio das concentragcbes de amonia, nitritos e
nitratos nas amostras e foi observado que tal pardmetro sofreu influéncia dos altos niveis de
amonia, encontrados no efluente bruto da refinaria no ponto 6 (ANGELIS et al., 2009). A
presenca de NT em altas concentragdes, assim como o fosforo, confirma a existéncia de
lancamentos no rio de esgotos domésticos e industriais. No efluente doméstico ha grande
quantidade de nitrogénio na forma reduzida (nitrogénio organico, presentes nas proteinas) e
amonia (devido a hidrolise da uréia), aléem de fosfatos organicos presentes nos esgotos
urbanos. Esses mesmos compostos podem ocorrer também em diversos tipos de efluentes
industriais, inclusive nos de indulstrias petroquimicas, como no caso em questdo. As
concentragdes destas formas podem revelar o estado de poluicdo em um rio, pois as zonas de
autodepuracdo natural apresentam predominancia de nitrogénio organico préximo a fonte de
degradacdo, forma amoniacal na area de decomposicao ativa, nitrito na zona de recuperacao e
nitrato nas aguas limpas (CETESB, 2009a).

O nitrogénio é um macronutriente essencial aos seres vivos, pois faz parte da
constituicdo dos aminoécidos que compdem as proteinas e, assim como o fosforo, participa do
material genético e energético (CARVALHO; CARVALHO, 1974; CETESB, 2009a). Altas
quantidades de nitrogénio langadas no rio juntamente com fontes de fosforo e outros
nutrientes provocam o processo de eutrofizagdo da agua, elevando a quantidade de algas e
outros organismos que aproveitam esses nutrientes, comprometendo a utilizacdo dessas aguas
para abastecimento de consumo humano. Os fungos possuem a capacidade de utilizar tanto
fontes organicas quanto inorganicas de nitrogénio para sua nutricdo; no entanto, essa
habilidade pode variar em funcdo do grupo fungico em questdo (LILLY; BARNETT apud
CARVALHO; CARVALHO, 1974).

Os nitratos sdo as principais fontes inorganicas assimilaveis de nitrogénio, porém
existem fungos que assimilam em menor escala a forma amoniacal, como exemplo o género
Penicillium sp. (CARVALHO; CARVALHO, 1974). A amdnia, em concentracdes elevadas, é

toxica aos organismos e pode inibir o crescimento de fungos, como no caso do Colletotrichum
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gossypii South var. cephalosporioides (CARVALHO; CARVALHO, 1974). Atualmente,
considera-se 5 mg/L a concentracdo maxima de aménia tolerada por inUmeras espécies de
peixes, portanto, ndo deve ultrapassar essa concentragdo nos corpos d’agua. Além de ser
toxica, consome 0 OD da &gua ao ser oxidada por via biolégica (CETESB, 2009a).

As andlises de correlacdo candnica para o parametro nitrogénio total indicaram uma
relacdo inversamente proporcional sobre a presenga de fungos: maior valor de nitrogénio total
implicou em um menor nimero de UFCs. Este resultado pode ser explicado baseando-se na
informacdo de Angelis et al. (2009) que observaram o alto conteddo de amdnia nas amostras,
a qual é geralmente tdxica aos micro-organismos. Se a maior fracdo do nitrogénio total fosse
composta de nitrato, provavelmente a relacéo teria sido positiva, ja que 0 mesmo é facilmente
assimilavel pela maioria das espécies fungicas.

Com relacdo ao fosforo, as concentracbes médias nos esgotos sanitarios do Brasil
encontram-se entre 6 e 10 mg P/L. Apesar do ponto 6 ter apresentado niveis medios de ions P
relativamente mais elevados que nos outros pontos (Fig. 21), ainda encontram-se dentro da
média aceitavel, pois ndo ultrapassam o valor de 1,5 mg P/L. Mesmo assim, apds o tratamento
do efluente (pontos 2 e 3), os niveis baixaram, sendo liberadas no rio quantidades menores.
As analises de correlacdo candnica ndo apontaram grande influéncia dos ions P sobre a
micota, talvez por ndo ter atingido concentracGes que, de fato, pudessem afeta-la diretamente.

Outro parametro indicado para avaliacdo da qualidade da agua é o OD. Sua baixa
concentracdo (Fig. 22) pode indicar que o ambiente esta eutrofizado devido a polui¢do por
despejo de nutrientes organicos que, concomitantemente, induz aumento da microbiota e da
demanda de oxigénio por parte dos seres aerobios. A quantidade de matéria organica que
atinge os rios é medida pela DBO (Fig. 23), pois corresponde a quantidade de oxigénio
necessaria para promover a sua oxidagdo com auxilio do metabolismo dos micro-organismos
aerobios para uma forma estavel. Altos valores de DBO podem diminuir a transformacao da
amonia por micro-organismos, pois a sua oxidacdo demanda gasto de oxigénio (CETESB,
2009b).

Nas andlises de correlacdo canoénica, ndo foi possivel efetuar correlacdo entre as
médias de OD e DBO com os dados sobre os fungos. Em geral, OD e DBO consistem em
fatores inversamente proporcionais, sendo dependentes entre si. Considerando-se tal fato, o
aumento de OD e a consequente diminuicdo de DBO deveria estimular o aumento de UFCs de
fungos, uma vez que sdo organismos predominantemente aerébios, do mesmo modo que a
situacdo inversa deveria provocar a diminui¢do da contagem de UFCs. No entanto, a analise

de correlacdo candnica ndo apresentou relacdo entre os dados de OD e DBO, além de
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demonstrar que a auséncia dos dois fatores influencia na contagem das UFCs. Esses dados
podem sugerir que tais parametros sejam dependentes de outros que ndo tenham sido
investigados neste estudo. Considera-se ainda que essa correlagdo inversamente proporcional
seja apenas coincidéncia, pois 0s fungos encontrados nas analises sdo transientes e, de fato,
ndo influenciam de forma significativa na presenca ou auséncia destas variaveis no referido
ambiente.

As figuras 24 e 25 correspondem, respectivamente, & andlise dos componentes
principais que podem ter influenciado os fungos filamentosos e as leveduras. Observou-se
uma grande similaridade nos resultados obtidos nos dois grupos de micro-organismos,
permitindo inferir que os parametros bi6ticos respondem de maneira semelhante aos mesmos
estimulos. As analises mostraram que sélidos totais, condutividade elétrica da agua e
concentracdo de cloretos foram inversamente proporcionais aos parametros de contagens de
UFCs, concordando com os dados das correlagfes canbnicas. Outra concordancia entre estas
duas andlises estatisticas foi encontrada nos resultados da pluviosidade.
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Figura 24. Andlise dos componentes principais Figura 25. Analise dos componentes principais
dos pardmetros fisicos, quimicos e contagem de dos parametros fisicos, quimicos e contagem
fungos filamentosos dos pontos estudados na das leveduras dos pontos estudados na regido
regido de Paulinia, SP, Brasil. de Paulinia, SP, Brasil.
Legenda:
FF: Fungos filamentosos PLUV: pluviosidade
LEVED: leveduras OD: oxigénio dissolvido
TURB: turbidez STOT: solidos totais
NT: nitrogénio total COND: condutividade

DBO: demanda bioguimica de oxigénio CLORETOS: cloretos
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Tabela 2: Resultados da analise dos componentes principais dos parametros fisicos,

quimicos e contagem de fungos filamentosos geradas SAS 9.1.3

Variavel Fator 1 Fator 2
PLUV -0,01989 0,491254
COND 0,836297 -0,51327
STOT 0,871718 -0,37626
TURB 0,569266 0,770636

oD -0,68778 -0,69701

DBO 0,868932 0,313553
CLORETOS 0,817983 -0,54051
NT 0,860326 0,39982

FF -0,57061 0,548586
Variabilidade (%) 0,54377 0,296054

Legenda:Valores sublinhados indicam componentes com significAncia maior que 0,5, considerados
relevantes para a andlise, do fator de maior variabilidade. Legenda: PLUV: pluviosidade, OD:
oxigénio dissolvido, COND: condutividade,DBO: demanda bioquimica de oxigénio, STOT: sélidos
totais, CLORETOS: cloretos, TURB: turbidez, NT: nitrogénio total, FF: fungos filamentosos.

Tabela 3: Resultados da analise dos componentes principais dos parametros fisicos,

guimicos e contagem de leveduras geradas SAS 9.1.3

Variavel Fator 1 Fator 2
PLUV -0,00936 0,444155
COND 0,849254 -0,51132
STOT 0,885867 -0,38187
TURB 0,556116 0,780147

oD -0,68183 -0,69883

DBO 0,860393 0,338081

CLORETOS 0,830364 -0,53556

NT 0,84848 0,424104

LEVED -0,37951 0,867365
Variabilidade (%) 52,83 33,91

Legenda:Valores sublinhados indicam componentes com significancia maior que 0,5, considerados
relevantes para a andlise, do fator de maior variabilidade. Legenda: PLUV: pluviosidade, OD:
oxigénio dissolvido, COND: condutividade,DBO: demanda bioquimica de oxigénio, STOT: sélidos
totais, CLORETOS: cloretos, TURB: turbidez, NT: nitrogénio total, LEVED: leveduras.

Os resultados analisados indicaram que o efluente industrial da refinaria de Paulinia,
liberado no Rio Atibaia ndo provocou alterac6es significativas no nimero de UFCs de fungos
filamentosos e de leveduras, no periodo estudado. Foi possivel notar alteracGes significativas
no ponto 6 (efluente bruto), coletado no interior da refinaria. Entretanto, os pontos a montante
(4) e a jusante (5 e 8) foram semelhantes na maioria dos parametros estudados. Isto indica que

o tratamento realizado pela refinaria tem sido satisfatério, como pode ser observado nas
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anélises dos pontos 2 e 3, em que a maioria dos pardmetros se encontram estabilizados, com

excecdo dos cloretos e condutividade, cuja reducdo ainda pode ser melhorada.
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6. CONCLUSOES

# As analises quimicas e fisicas realizadas sugeriram que o efluente da refinaria de
Paulinia ndo representou um fator impactante nas contagens de UFCs de fungos transientes

encontrados no rio Atibaia, durante o periodo estudado;

# No periodo de chuvas houve o aumento das UFCs de fungos filamentosos e de

leveduras nos rios Atibaia (pontos 4, 5 e 8) e Jaguari (ponto 1).

# Baseando-se nas médias de temperatura das aguas do rio Atibaia, pode-se concluir
gue o mesmo constitui um ambiente apropriado para o estudo de espécies microbianas

mesofilicas.

# As médias de pH das &guas do rio Atibaia indicam que o mesmo constitui um local
favoravel ao isolamento de espécies microbianas habituadas a um ambiente que tende a

alcalinidade.

# A micobiota transiente detectada no periodo estudado foi sensivel aos parametros
cloreto, solidos totais, condutividade, turbidez e nitrogénio total, pois estes fatores abidticos

influenciaram negativamente na contagem de UFCs dos fungos.

# Os parametros pH, temperatura e ions P foram neutros em relagdo aos parametros

microbiol6gicos analisados.

# A andlise de correlacdo de Pearson pareceu ndo ser eficiente para estudos ambientais

sujeitos a muitas variagoes.

# Mediante os resultados, é possivel afirmar que apesar do descarte do efluente, os

parametros bidticos analisados do rio Atibaia ndo sofrem influéncia significativa.
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RESUMO

Os fungos possuem importancia significativa para a economia humana gracas ao papel
fundamental que desempenham na natureza e ao potencial de aplicacdo que apresentam. Os
dados de base, tais como diversidade, distribuicdo e ecologia dos micro-organismos ainda séo
escassos, notadamente de fungos. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo
fotodocumentar e preservar fungos transientes coletados em amostras de agua dos rios Atibaia
e Jaguari, bem como no efluente de uma refinaria petroguimica, na regido de Paulinia, SP, e
deposita-los na colecdo de culturas do Centro de Estudos de Insetos Sociais, UNESP, Rio
Claro, SP. Ao todo, foram realizadas 36 coletas de amostras entre agosto de 2007 e marco de
2009, sendo 3 pontos no pélo petroquimico, 3 pontos no Rio Atibaia e 1 ponto no Rio Jaguari,
este tomado como referéncia, totalizando 252 amostras. O método de isolamento seguiu
Clesceri et al. (1998). Ap6s a purificacdo, as estirpes foram preservadas em tubos com meio
de cultura inclinado a 10°C em ultrafreezer a -80°C. Para a identificacdo fez-se o exame
direto da placa sob estereomicroscopio, observacdo microscépica, microcultivo, provas
bioquimicas e, em alguns casos, utilizou-se o sequenciamento da regido ITS e de D1/D2 do
rDNA. Das 314 estirpes isoladas, 51 ndo sobreviveram, 63 se mantiveram estéreis e 33 ainda
se encontram em fase de identificacdo; 167 estirpes, dentre elas fungos filamentosos e
leveduras, distribuiram em 57 taxons, sendo 47 espécies a partir de 38 géneros. Alguns dos
géneros de fungos encontrados foram Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma,
Cladosporium,  Colletotrichum,  Microsphaeropsis, Phoma, Candida, Pichia e
Saccharomyces. A pesquisa mostrou que importantes projetos podem ser formulados a partir
dos resultados aqui obtidos. Por exemplo, em virtude de seus fatores de viruléncia, a
ocorréncia da espécie Candida parapsilosis, encontrada exclusivamente nas amostras de agua
do rio Jaguari, o qual abastece a refinaria, deve ser investigada. Pela frequencia de aparicgdo e
pela sua associagdo a casos de infec¢cdo humana, a ocorréncia do fungo Microsphaeropsis
arundinis também deve servir como objeto de nova investigacdo. O potencial para
biorremediacdo das espécies que ocorreram principalmente nas amostras do efluente bruto
pode ser explorado. Além dessas contribuicOes, a ficha catalografica assumiu reformulacéo de

padréo de apresentacdo, proposto ao longo do desenvolvimento da pesquisa.
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ABSTRACT

Fungi are of relevant importance due to their role in nature and applicability to human society.
Data about diversity, distribution and ecology of microorganisms are still scarce, mainly in
fungal domain. This work aimed to isolate, characterize and photo-document the transient
mycota of water samples collected from the rivers Atibaia and Jaguari, in the surroundings of
a petrochemical refinery in Paulinia, Sdo Paulo, and to deposite the strains in the culture
collection located in the Center of Studies of Social Insects, UNESP, Rio Claro, SP. Thirty-
six samplings were taken between August 2007 and March 2009 in 3 places of the refinery, 3
in Atibaia river and one in the Jaguari river, which was considered a reference, with a total of
252 samples. The isolation method was based on Clesceri et al. (1998). After purified, the
strains were preseverd in slants at 10°C and by ultra-freezing technique, at -80°C. The
identification process followed observation under stereo microscope, study of squash mounts,
slide culture, physiological tests and rDNA sequencing of the ITS and D1 and D2 regions.
From 314 strains isolated, 51 did not survive, 63 did not sporulate and 33 are still to be
identified; 167 strains among filamentous fungi and yeasts were distributed in 47 species from
38 genera. Some fungi reported were Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma,
Cladosporium, Colletotrichum, Microsphaeropsis, Phoma, Candida, Pichia and
Saccharomyces. The results showed that this research acted as the starting point of important
projects. For instance, the exclusive occurrence of opportunistic species Candida parapsilosis
in the Jaguari river samples should be investigated, due to its use inside the refinery.
Microsphaeropsis arundinis, also associated to human infections may be a target of studies.
The bioremediation potential of the isolates obtained from the effluent should be tested.
Finally, this study contributed with a suggestion of a standardized ID form for the culture

collection.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos Unicos que apresentam formas extremamente diversas e
estilos de vida singulares. S8o geralmente compostos de filamentos tubulares, denominados
hifas, que funcionam como unidade bésica de seus corpos de frutificagdo, os quais podem
constituir estruturas simples ou complexas. Sdo heterotréficos e obtém alimentagdo a partir da
matéria organica inanimada ou nutrindo-se como parasitas (TORTORA et al., 2007;
WEBSTER, 1986). Apresentam alta plasticidade, sendo que a maioria possui células
totipotentes, de modo que uma nova coldnia pode surgir a partir de esporos e conidios e
também de fragmentos de hifas (SINGH, 2006). Algumas espécies, particularmente as
patogénicas, apresentam um fendmeno de transicdo entre as fases micelial e leveduriforme,
conhecido como dimorfismo, dependente das variacGes ambientais (ALEXOPOULOS et al.,
1996; VASCONCELOS et al., 2003).

Os produtos microbianos representam cerca de 50 a 100 bilhGes de dolares anuais no
mercado global, considerado pouco diante do potencial biotecnolégico que possuem (CGEE,
2009). Uma parte representativa desse montante refere-se a aplicacdo dos fungos em diversas
areas como na utilizacdo industrial, em processos fermentativos (fabricacdo de etanol e
bebidas como cerveja e vinho), na producédo de antibioticos, vitaminas e acidos organicos, na
fabricacdo de pdes, no amadurecimento de queijos, na bioconversdo de produtos, na
degradacdo de cianetos, na producdo de biomassa e biocombustiveis, na biorremediacdo de
solos, no controle biolégico e como bioindicadores, na producdo de enzimas
lignoceluloliticas, dentre outros. Essa vasta aplicacdo biotecnoldgica apenas reflete o papel
fundamental que desempenham na natureza (CABUK; UNAL; KOLANKAYA, 2006;
HAWKSWORTH et al., 1995; SANCHEZ, 2009;: WAINWRIGHT, 1990). O crescimento dos
fungos também pode ser prejudicial, como no caso do apodrecimento da madeira, dos tecidos,
dos alimentos e de certos artigos comerciais, resultando em efeitos adversos sobre a economia
humana (HAWKSWORTH, 1992).

A literatura menciona que os fungos constituem o segundo maior grupo de organismos
no mundo (HAWKSWORTH, 1991; 2001). Em 1991, Hawksworth estimou existir
aproximadamente 1,5 milhdes de espécies de fungos, das quais apenas 69.000 haviam sido
descritas. Esse calculo baseou-se na proporcao de fungos relacionados a plantas vasculares da
Inglaterra, onde se considera que o levantamento da biodiversidade fangica € um dos mais

completos do mundo. Apesar de esta estimativa ser atualmente apontada como conservadora,
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ainda ndo foi possivel o desenvolvimento de estudos que esclarecam a questdo mais
concretamente (HAWKSWORTH, 2001).

Os dados de base, tais como diversidade, distribuicdo e ecologia dos micro-
organismos ainda sdo escassas, notadamente de fungos. Faz-se necessario promover estudos e
formacdo de pessoal especializado que objetivem maior desenvolvimento e conhecimento da
area. Este trabalho retrata um esforco neste sentido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os primeiros levantamentos sobre fungos no Brasil ocorreram somente a partir de
1809. Foram realizados por pesquisadores estrangeiros conhecidos como “botanicos
viajantes”, os quais trouxeram grande avango para o conhecimento da comunidade de fungos
no Brasil. Na época, diversos espécimes macroscopicos e liquens foram coletados gracas a
iniciativa dos paises europeus, considerados os pioneiros na area de documentacdo destes
organismos e plantas no mundo. Entretanto, o envio de grande parte do material aqui coletado
para outros paises, como a Alemanha, resultou em perdas irreparaveis para as nossas colecoes
de cultura (FIDALGO, 1968).

Foi no século XVI que a taxonomia tornou-se ciéncia, e a partir de entdo houve rapido
aumento no nimero de plantas e animais terrestres que passaram a ser conhecidos (CGEE,
2009). Entretanto, pouco se investiu em sistematica e em ecologia microbiana, o que resultou
em grande lacuna cientifica nesta area. Segundo Hawksworth (1992), a caréncia de
informagdes sobre os micro-organismos deve-se, dentre outros motivos, as dificuldades
encontradas para as suas classificagdes.

A caracterizacdo morfoldgica das estruturas reprodutivas e sua compara¢do com as
descricbes das chaves taxondmicas constituiu base fundamental para a identificacdo da
maioria das espécies de fungos por décadas. No entanto, pontos divergentes entre os autores
destas obras tornaram a identificacdo classica muito fragil em diversos grupos. Um dos
problemas tem sido a dificuldade em se empregar o conceito de espécie para os fungos, e a
distincdo entre individuo e populacdo fangica (ARX, 1974; BARNETT; HUNTER, 1972;
GEISER et al., 2007; GUARRO et al., 1999). Além disso, alguns taxons possuem fases
teleomorfica (sexuada) e anamorfica (assexuada), os quais outrora foram classificados como
espécies diferentes, embora apresentem mesmo gen6tipo (CARLILE; WATKINSON, 1996).

De acordo com o entomoélogo alemdo Willi Henning, em 1950, a classificacdo dos
organismos deveria estar relacionada com a compreensdo do parentesco genético e a
diversidade seria resultante da ramificacdo dos ancestrais em espécies descendentes, de modo
que as caracteristicas utilizadas para definir as espécies nos sistemas de classificacdo
surgiriam no decurso da filogenia. Esta permite a compreensdo da evolucdo de todos os
caracteres, e, dessa maneira, a classificagdo bioldgica deveria tomé-la por base (KRIEGER et
al., 2009).

E importante lembrar que os sistemas de classificagdo existentes baseiam-se apenas

nos 7% de espécies de fungos descritas atualmente. A maioria delas vem de regiGes do
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planeta com diversidade menor de espécies, clima e de ambiente, o que nos demonstra serem
sistemas limitados e com nivel de confianca atenuado. Pelas expectativas da existéncia de
mais de 90% de espécies ainda ndo conhecidas, seria necessario acomodar de algum modo
essas novas especies em tais descri¢des, o que também expressa a falta de conhecimento sobre
a ecologia de inameros fungos tropicais (HAWKSWORTH, 2001).

Suh e colaboradores (2005) isolaram cerca de 650 leveduras do trato digestério de
uma variedade de besouros por um periodo de mais de trés anos, do sudeste dos Estados
Unidos e da Ilha Barro Colorado, no Panama. Destas leveduras, mais de 200 eram espécies
ainda ndo descritas, o que correspondia a aproximadamente 30% de todas as espécies de
leveduras descritas até entdo. Evidéncias indicaram que a maioria das espécies desconhecidas
deve ser encontrada nas zonas tropicais, principalmente em florestas pluviais como Amazénia
e Mata Atlantica, uma vez que uma Unica arvore pode abrigar centenas de insetos, e cada um
deles, por sua vez, pode abrigar outras centenas de micro-organismos (HAWKSWORTH,
1991, 2001; MACHADO, 2006).

Até entdo, aproximadamente 74.000 espécies foram descritas, 0 que corresponde a
aproximadamente 7% do total estimado; porém, cerca de 900 a 1.200 novas espécies sdo
descritas anualmente (MACHADO, 2006). Embora o Brasil seja considerado um dos paises
com maior diversidade biol6gica do mundo, possuindo cerca de 20% das espécies animais e
vegetais do planeta (KRIEGER et al., 2009), pouco se sabe sobre sua diversidade microbiana.
Essa escassez de dados deve-se a diversos fatores, dentre eles ao fato de haverem micro-
organismos ndo cultivaveis nos meios de cultura tradicionais, a dificuldade de identifica-los
apenas morfologicamente, ao conhecimento defasado quanto a distribuicdo e dispersdo das
espécies (GOI; SOUZA, 2006), por algumas limitagdes dos proprios pesquisadores e pela
falta de apoio dos 6rgdos governamentais (CGEE, 2009; SINGH, 2006).

Outra prioridade para a manutencdo da biodiversidade € a preservacdo dos
organismos. A melhor maneira de preservar as espécies é, sem dlvida, a conservagao in situ.
Acredita-se que micro-organismos estdo desaparecendo antes mesmo de serem descobertos
devido a devastacdo de seus habitats naturais, principalmente os que vivem associados a
inlmeras plantas, insetos e outros organismos, sejam eles endémicos ou ndo. Devido a
perturbacdes ambientais, o fungo Penicilliopsis clavariaeformis desapareceu juntamente com
a extingdo da espécie arborea do género Diospyros da Indonésia, na qual vivia (COLWELL,
1997). Além desses fatores, a conservagdo dos recursos genéticos no seu ambiente natural
requer menos recursos financeiros que uma conservagao ex-situ, por exemplo, o que ressalta a

vantagem da preservacdo ambiental. Esta alternativa beneficiaria diretamente os paises menos
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desenvolvidos e com menores condic¢Bes financeiras, onde a maior biodiversidade do planeta
se concentra (KRIEGER et al., 2009).

No entanto, apesar de mais dispendiosa, a conservacdo ex-situ também €é necessaria.
As colegdes de culturas microbianas constituem exemplos desse tipo de conservagéo.
Funcionam como um banco genético onde sdo depositadas culturas dos mais variados tipos e
origens, tais como as de interesse industrial, ambiental, as patogénicas e as de material-
testemunho utilizadas em pesquisas. Suas criagdes foram estimuladas principalmente a partir
dos anos 1970 pela International Depository Authority (IDA) para que fossem depositados 0s
micro-organismos envolvidos em patentes. S8o0 também locais de referéncia, pois abrigam
informacdes sobre os micro-organismos preservados, como classificacdo, filogenia, ecologia e
possiveis aplicacOes. Estas caracteristicas permitem afirmar que as cole¢des de culturas
microbianas constituem-se, entdo, em registros permanentes da microbiota. Além disso,
podem desempenhar papel fundamental em educagdo ambiental, por meio de exposicOes
semelhantes a jardins botanicos, por exemplo, promovendo a divulgacdo, o conhecimento
desses organismos a todos os cidad@os e mostrando sua importancia (CGEE, 2009; KRIEGER
etal., 2009; MELLO et al., 2003).

No Brasil, a colecdo mais antiga remonta aos anos de 1825 a 1828, resultado das
coletas do pesquisador W. J. Burchell. O primeiro trabalho continuo e sistematico sobre
nossos fungos foi realizado pelo padre austriaco J. Rick, considerado o pai da micologia
brasileira. Como mencionado, estes e todos 0s outros manuscritos e herbarios, frutos destas
pesquisas pioneiras, encontram-se hoje depositados em colecBes do exterior, permanecendo
poucos registros no Brasil (CAPELARI; GUGLIOTTA, 1996; FIDALGO, 1962, 1968).

Em 1954, o Professor Augusto Chaves Batista iniciou uma série de trabalhos sobre
taxonomia de fungos no Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, em Recife, onde organizou uma cole¢do de fungos existente até os dias de hoje.
Outra importante colecdo de fungos foi desenvolvida pelo Professor Jaime Rocha de Almeida
no antigo Instituto Zimotécnico, atual Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo
na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Séo Paulo (ESALQ
— USP). Essa colecdo compreende, principalmente, leveduras de interesse industrial. H& ainda
outras colecbes de fungos pelo Brasil, cada uma delas dedicada a um grupo especifico, como

indicado na tabela 1.



Tabela 1: Principais colegdes brasileiras de culturas de fungos
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Nome Sigla Localizacdo Area de ~
concentracao
Universidade de Brasilia unB Brasilia Fungos isolados de
plantas do cerrado
Instituto de Pesquisas « Fungos de interesse
Tecnoldgicas do Estado de IPT Sdo Paulo industrial
Sdo Paulo
Departamento de Genética da ESALQ/USP Piracicaba gg?r?toe Sr:Sr;(iOf;'é?iig
ESALQ/USP g
Instituto Agronémico de IAC Campinas Fitopatdgenos
Campinas
Instituto de Boténica de Sao IBT Séo Paulo C.O I_e 640 de
basidiomicetos
Paulo
Centro Nacional de Pesquisa
de Recursos Genéticos e de Fungos para o
Biotecnologia da Empresa CENARGEN Brasilia controle bioldgico de
Brasileira de Pesquisa insetos
Agropecuéria de Brasilia
Colecéo Brasileira de Micro-
organismos de Ambiente e
Plurildr:gtlzjiStlrilr?aorlodg IeDrel:grouisas CBMAI — Campinas Fungos de interesse
isciplinar de mesq CPQBA/UNICAMP P ambiental e industrial
Quimicas, Biologicas e
Agricolas da Universidade
Estadual de Campinas
Colecao de Culturas e Células Colecio de Culturas e Belo Leveduras de
da Universidade Federal de °¢ . interesse ambiental e
. : Células da UFMG Horizonte ) ;
Minas Gerais industrial
Colecéo de Culturas Tropical Micro-organismos
da Fundacao Tropical de nédo patogénicos ao
Pesquisas e Tecnologia André CCT -FTPT Campinas homem, de interesse

Tosello

cientifico, industrial e
ambiental

No entanto, a maioria dessas colecfes é destinada a pesquisa e armazenam estirpes

utilizadas somente em estudos cientificos. Uma desvantagem das cole¢Oes de pesquisa refere-

se ao fato de que quando o pesquisador responsavel cessa o trabalho, muitas vezes a colecédo

também deixa de ser mantida, causando prejuizos financeiros e na preservacdo das espécies
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(CGEE, 2009; KRIEGER et al., 2009). Esta realidade é lamentavel, pois as cole¢Ges conferem
maior credibilidade e confiabilidade ao trabalho realizado ja que o depdsito de uma estirpe
requer o cumprimento de exigéncias de padronizagdo mundial, a fim de garantir o controle da
qualidade da mesma (MELLO et al., 2003; WFCC, 1999).

Em diversos paises, além das cole¢des de pesquisa, existem as de iniciativas
independentes ou mesmo governamentais, como a American Type Culture Collection
(ATCC) e o United States Department of Agriculture Culture Collections (USDA), ambas nos
Estados Unidos (EUA). Destacam-se ainda o Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)
na Holanda (no momento o principal centro europeu de estudos de fungos), o German
National Resource Centre for Biological Material (DSMZ) na Alemanha, a Belgian Co-
ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM) na Bélgica, o National Collection of
Yeast Cultures (NCYC) e o Commonwealth Agricultural Bureau International (CABI) no
Reino Unido. Ha também a Japan Collection of Microorganisms (JCM) no Japao (CGEE,
2009; MELLO et al., 2003). No Museu de Historia Natural em Paris, no Biology Center of the
Museum of Upper na Austria e no Smithsonian Institution nos EUA, ha colecBes de laminas
de espécies-tipo mantidas em museus e laboratorios (CGEE, 2009).

Um levantamento realizado pela Embrapa em 2003 constatou 52 colecGes brasileiras
de micro-organismos, sendo que algumas abrigam também organismos geneticamente
modificados (MELLO et al., 2003). Cerca de 70 mil espécies estdo depositadas nas colecdes
de culturas espalhadas pelo mundo (CGEE, 2009), representando apenas 11.500 das espécies
descritas, ou seja, menos de 1% do total de espécies estimado (MACHADO, 2006). Acredita-
se que muitas espécies possam estar representadas por menos de cinco estirpes nas coleces,
indicando que ha baixa variabilidade genética intra-especifica preservada. No entanto, ainda
ndo hd um pardmetro que defina quantas estirpes devam ser conservadas para representar
apropriadamente a variabilidade de um taxon (HAWKSWORTH, 2001).

S&o raras as colegdes que possuem suas bases de dados informatizadas; iniciativas
estdo sendo tomadas para a criacdo de redes eletronicas e bases de dados online, de modo a
facilitar o acesso dessas informacdes aos taxonomistas, sistematas, demais pesquisadores e
também ao cidaddo comum, segundo um consenso mundial (COLWELL, 1997). Esta
tendéncia estimula o desenvolvimento e a estruturacdo de bancos de dados e de imagens
virtuais com acessos gratuitos sobre as mais diversas areas. No caso dos fungos, onde a
morfologia ainda é fundamental para identificacdo de géneros e espécies, sabe-se 0 quanto
uma boa imagem pode permitir a identificacdo e a caracterizagdo dos mesmos. A foto-

documentacdo serve como ferramenta complementar para a identificacdo das espécies. Em
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1991, Hawksworth ja mencionava a importancia da informatizacdo dos dados descritivos e
comparativos sobre fungos, incluindo suas ilustracoes.

Nesse sentido, agéncias de fomento tém estimulado a informatizagdo de acervos e a
criacdo de redes de dados, como vem sendo feito pela FINEP — Financiadora de Estudos e
Projetos — do Ministério de Ciéncia e Tecnologia, sob coordenacdo da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Este projeto visa o desenvolvimento de uma rede de colecfes de
micro-organismos com a implantagdo de um sistema de informagdo eletrénico de recursos
genéticos microbianos. Este sistema deve compreender informacdes sobre as caracteristicas
dos micro-organismos e sobre os acessos ao germoplasma microbiano, de maneira agil e
confiavel, além da elaboracdo de catdlogos online e impressos. Com estes recursos, sera
possivel estabelecer um fluxo continuo de informacGes e materiais de maneira integrada e
facilitada, além de evitar a desnecessaria e onerosa realizacdo de trabalhos semelhantes,
otimizando a producdo técnica e académica da area (MELLO et al., 2003).

Outra iniciativa semelhante é o Sistema de Informacdo Ambiental do Biota (Sinbiota)
vinculado ao Programa Biota da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo
(FAPESP), cujo objetivo é integrar as informacdes obtidas pelos pesquisadores do programa
sobre a biodiversidade do estado e relaciona-las a uma base cartogréfica digital (CGEE,
2009). Na UNESP de Rio Claro foi desenvolvido um site denominado “O mundo das
leveduras”, contendo informacdes gerais sobre estes micro-organismos e uma base de dados,
com informacBes sobre as estirpes preservadas e imagens, objetivando a divulgacdo de
informacdes de modo que estejam ao alcance da comunidade.

Alguns paises tém desenvolvido websites que visam catalogar a biodiversidade
microbiana e que permitam o acesso da populagéo a essas informacdes, como no caso do “All
Species Foundation” nos EUA que pretende catalogar todas as espécies vivas do planeta num
prazo de 25 anos (ALL..., 2009), o “Species 2000”, também dos EUA, que visa organizar uma
base de dados com todas as espécies vivas do mundo e que dé acesso aos estudos sobre
biodiversidade (SPECIES..., 2009), assim como o Global Biodiversity Information Facility
(GBIF) (CGEE, 2009) e o Integrated Taxonomic Information System (ITIS, 2009) que integra
informacdes taxonémicas sobre todos os organismos do mundo (também sendo desenvolvido
nos EUA). Outro projeto, denominado “The International Barcode of Life” tem por objetivo
utilizar sequéncias curtas de regiGes especificas de DNA para facilitar a identificacdo de
espécies (PHILLIPS, 2009).

Estudos de grande importancia, voltados ao levantamento e caracterizagdo de fungos
de macro e microambientes no Brasil tém sido realizados (ROCHA; ZOTTARELI, 2002;
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SCHOENLEIN-CRUSIUS et al, 2001; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006;
SCHOENLEIN-CRUSIUS; GRANDI, 2003; SOUZA; AGUIAR, 2004; WELLBAUM et al.,
1999). No entanto, muitos ambientes e regibes dos grandes biomas brasileiros permanecem
inexplorados e constituem uma fonte de recursos genéticos imensuravel. Investigacdes como

a proposta neste trabalho devem ser cada vez mais estimuladas.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Fotodocumentar e preservar os diferentes taxons identificados das amostras de agua
dos rios Atibaia e Jaguari, bem como do efluente industrial da regido petroquimica de
Paulinia, SP, mediante a elaboracdo de fichas catalograficas informativas. Verificar a

predominancia dos taxons e a relagdo com os pontos de coleta.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Meios de cultura utilizados para identificacédo dos fungos

4.1.1. Agar aveia (OA)

Aveia em flocos 30,09
Agar 13,09
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

A aveia em flocos foi fervida com &gua destilada por 1 hora, filtrada em gaze e a
seguir, completou-se o volume para 1000 mL novamente. Em seguida, o meio foi esterilizado

em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

4.1.2. Agar Czapek extrato de levedura (CYA)

K;HPO, 109
Czapek concentrado (vide item 4.3.3) 10 mL
Extrato de levedura 5049
Sacarose 30,09
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.

4.1.3. Agar extrato de malte (MEA) (Acumedia Manufactures®)

Agar Extrato de Malte 61,09

Agua destilada g.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.

4.1.4. Agar nutriente sintético (SNA)

KH,PO, 109
KNO; 10g
MgSO, .7 H,0 059
KCI 059
Glicose 0,2¢g

Sacarose 0,29
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Agar 20,0 g

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Celulose como fonte de carbono na forma de fragmentos de papel de filtro

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos. Os fragmentos de
papel de filtro foram autoclavados separadamente (sob as mesmas condigdes) e um deles foi
colocado sobre o meio de cultura, no centro da placa, minutos antes de inocular o micro-

organismo.

4.2. Meios de cultura basais para provas bioquimicas (somente para leveduras)

4.2.1. Meio basal para assimilacédo de fonte de carbono (C)

Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,34 ¢
Agar 1,009
Agua destilada g.s.p. 50 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos. Este meio foi
utilizado como base para a adicdo de diferentes substancias como fontes de carbono. Cada
substancia foi esterilizada e adicionada conforme as instru¢bes técnicas do produto. As
substancias adicionadas foram: glicose, galactose, L-sorbose, sacarose, maltose, celobiose,
trealose, lactose, melibiose, rafinose, melezitose, inulina, amido soltvel, D-xilose, L-
arabinose, D-ribose, L-rhamnose, D-glicosamina, N-acetil D-glicosamina, glicerol, eritritol,
ribitol, galactitol, D-manitol, D-glucitol, a-metil D-glicosideo, salicina, gluconato, DL-lactato,

citrato, inositol, 2-ceto-D-gluconato, D-glucoronato, xilitol, L-arabinitol.

4.2.2. Meio basal para assimilacéo de fonte de nitrogénio (N)

Yeast Carbon Base (YCB) 0,585¢
Agar 1,009
Agua destilada g.s.p. 50 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos. Este meio
também foi utilizado como base para a adicdo de diferentes fontes de nitrogénio. Cada
substancia foi esterilizada conforme as instru¢fes técnicas do produto. As substancias
adicionadas foram: nitrato, nitrito, cadaverina, creatinina, L-lisina, D-glicosamina, creatina,

imidazol.
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4.2.3. Meio basal para teste de crescimento na presenca de alcodis

Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,34 ¢
Glicose 0,259
Agar 1,00 g
Agua destilada g.s.p. 50 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos. Apds inoculagdo
das estirpes na placa contendo o meio, foram adicionados na tampa da placa
aproximadamente 0,3 mL de metanol, etanol, acetato de etila, propano 1,2 diol e butano 2,3

diol em placas individuais e vedadas para evitar a evaporacdo para 0 ambiente.

4.2.4. Meio basal para teste de resisténcia a ciclo-heximida

Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,34 ¢
Glicose 0,25¢g
Agar 1,00 g
Agua destilada g.s.p. 50 mL

A ciclo-heximida foi adicionada em duas diferentes concentragdes: 0,1% e 0,01%. O

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

4.2.5. Teste de crescimento em meio vitamin-free

Meio Vitamin-free Difco® 0,835 ¢
Agar 1,009
Agua destilada g.s.p. 50 mL

O meio foi esterilizado conforme as instrugdes técnicas do produto.

4.3. Reagentes e solucdes

4.3.1. Solucéo salina 0,85%
NaCl 859
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

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

4.3.2. Solucgéo de cloranfenicol
Cloranfenicol 1049
Alcool 95°GL q.s.p. 10 mL
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A solucéo foi esterilizada por ultra-filtracdo em membrana com poros de 0,22 um de
didmetro e mantida a -20° C.

4.3.3. Czapek concentrado

NaNO3 30,09
KCl 509
MgSOs. 7 H,0 50
FeSO,. 7 H,O 01g
ZnS0, 7 H,0 019
CuSO; . 5 H,0 0,05 g
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Mantém-se por tempo indeterminado, sem esterilizar. O precipitado de Fe(OH); pode

ser re-suspendido mediante agitacdo antes de ser utilizada.

4.3.4. Solucéo de glicerol 15%

Glicerol 150 mL

Agua destilada g.s.p. 850 mL

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

4.3.5. Solucéo de lise

Tris 50 mM

Acido etileno diamino tetra-acético (EDTA) 50 mM

NaCl 250 mM
Dodecil sulfato de so6dio (SDS) 0,3%, pH=8,0

Esterilizou-se por filtrag&o.

4.3.6. Tampéo Tris-borato-EDTA (TBE) 10x (solucéo estoque)

Tris 108,0 g
Acido boérico 55,0 g
EDTA 8,3¢
Agua ultra pura, qualidade Millig® 600 mL

pH da solucéo entre 8,2 - 8,3 (ajuste realizado com NaOH 1,0 M, quando necessario).

Completou-se o volume para 1000 mL.
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4.3.7. Tampéo Tris-borato-EDTA (TBE) 1x
TBE 10x (solucdo estoque) 100 mL
Agua ultra pura, qualidade Millig® 900 mL

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

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

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

4.3.9. 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.

4.3.10. Gel de agarose 1%
Agarose 1049
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 solucao esfriar até atingir a temperatura aproximada de

4.3.11. Gel de agarose 1,4%
Agarose 144
TBE 0,5x 100,0 mL

A agarose foi pesada em um Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se o TBE 0,5x e a

solucdo foi homogeneizada. Em seguida, a solugéo foi aquecida até tornar-se completamente

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

4.3.12. Marcador de massa molecular
DNA Ladder 1 kb (Promega®)



67

4.3.13. Primers

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 tampédo TE até a concentracdo de 10 pmol, no caso de
ITS1 e ITS4, e a 10 pM no caso de NL1 e NL4 e mantidos a -20°C. ITS1 e ITS4 foram

utilizados para fungos filamentosos, enquanto NL1 e NL4 foram utilizados para leveduras.

4.3.14. 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 solucéo foi misturada e armazenada a 4 °C.

4.3.15. 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

4.4. Locais de coleta e isolamento de fungos

Os locais de coletas foram: ao longo do Rio Atibaia (pontos 4, 5 e 8), dentro da area
da refinaria (pontos 2, 3 e 6) e no Rio Jaguari (ponto 1), no municipio de Paulinia, SP
(conforme Fig. 2 do capitulo 1). As coletas ocorreram entre agosto de 2007 e marco de 20009,
totalizando 36 coletas em 7 pontos, num total de 252 amostras. Apds a coleta, as amostras
foram transportadas protegidas da luminosidade, sob refrigeracdo e armazenadas a 6 + 2°C até
0 momento de serem processadas. As amostras foram plaqueadas de acordo com o método de
Clesceri et al. (1998).

4.5. Identificacdo e caracterizacdo dos isolados
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4.5.1. Identificacdo por caracterizacdo morfoldgica

As culturas foram observadas macro e microscopicamente mediante o uso de
estereomicroscopio e preparacdo de laminas para microscopia Optica, respectivamente, sendo
as Ultimas em montagem Umida, com lactofenol azul de algodao. Quando necessario, utilizou-
se 0 método de Riddell (ou técnica de microcultivo), em que um pequeno bloco de agar
inoculado foi colocado no centro de uma lamina esterilizada, cobrindo-o com uma laminula
estéril. Este conjunto foi mantido no interior de uma cadmara Umida, constituida de uma placa
de Petri com um pedaco de papel de filtro umedecido em agua destilada esterilizada, sobre um
tubo de vidro em U, conforme a figura 1 (CROUS et al., 2009).

Figura 1. Microcultivo em lamina do fungo do género Trichoderma.

A caracterizacdo foi realizada baseando-se em chaves e manuais de identificacdo, de
acordo com o grupo ao qual pertencesse o isolado, procedendo-se medigcdo de estruturas,

coloracdo, superficie de col6nia, taxa de crescimento, e temperatura 6tima de crescimento.

4.5.2. Identificacdo molecular

Em alguns casos, a identificacdo por marcadores moleculares e sequenciamento do
DNA ribossdmico (rDNA) fez-se necessaria. A extracdo de DNA foi adaptada de Sampaio et
al. (2001) e Almeida (2005), por método mecanico, em que micro-esferas de vidro (Sigma®)
estéreis foram adicionadas a microtubos de 1,5 mL contendo 500 pL de solugéo de lise estéril.
Foram adicionadas aproximadamente duas a trés porcbes de micélio do fungo filamentoso
com até 7 dias de crescimento, e no caso de leveduras, duas a trés alcadas da colénia com no

méaximo 5 dias, e agitadas vigorosamente em vortex por 4 a 8 minutos, promovendo a quebra
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das células para liberacdo do DNA contido no nucleo. Apo6s a agitacdo, os tubos foram
incubados em banho-maria por 1 hora a 65°C. Repetiu-se os procedimentos de agitacéo e de
incubacéo no banho por mais 1 hora e, depois disso, os tubos foram postos em centrifuga por
15 minutos a 13.000 rpm. Em seguida, recuperou-se a fase aquosa (aproximadamente 400 pL)
em novos tubos estéreis previamente marcados. Para conferir a qualidade da extracéo,
realizou-se eletroforese em gel de agarose 1% com tampédo TBE 1x, no qual 2 pL de cada
amostra obtida do DNA bruto foram misturados com 2 pL de corante (Loading Buffer) e
aplicados individualmente. Depois da corrida, o gel foi revelado em brometo de etidio,
visualizado através do transiluminador Eletronic Multiwave ™ Transilluminator e fotografado
com auxilio do programa Kodak Digital Science ID®.

As extracdes bem sucedidas foram diluidas na proporcao de 1 pL de amostra para 750
UL de 4gua ultrapura estéril, qualidade Millig® antes de cada reagdo. No caso das leveduras,
foi realizado o procedimento de PCR para microssatélite (MSP-PCR), adaptado de Meyer et
al. (1993), no qual foram comparados padrfes de bandas para realizagéo de agrupamentos
entre as estirpes, bem como para deteccdo de diferenciacdes intra-especificas. Os padrdes de
bandas 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
(GTG)s, conforme tabela 2.

Tabela 2. Reagentes para 0 MIX de PCR para microssatélite

Reagentes Quantidade por amostra
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0uL
Buffer 10x (“tampéo da Taq”) 2,5uL
MgCl; (50 mM) 1,0uL
Primer (GTG)s — (10 pM) 2,0puL
Agua ultrapura, qualidade Millig® estéril 10,3 pL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2uL

O mix foi agitado vigorosamente em vortex e posto em centrifuga por alguns
segundos, distribuido em aliquotas de 20 pL em microtubos de 0,2 mL e por fim, adicionado
5 uL do DNA diluido. Essas misturas de reagentes com DNA foram agitadas brevemente em
vortex e logo em seguida centrifugadas por alguns segundos. A partir de entdo, os microtubos
das amostras foram colocados em um termociclador para dar inicio ao programa “MSP-PCR”
(2° ciclo: 95°C/ 3 min, 40 ciclos a 93°C/ 45 s, 50°C/ 1 min, 72°/ 1 min e final de 72°C/ 6 min,

10°C o0). Ap6s a amplificacdo, as amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,4%
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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 através 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.

Apos a extracdo e, no caso das leveduras, ap6s a corrida do microssatélite, foi feita a
amplificacdo da regido D1/D2 do DNA ribossomico 26S. No caso de fungos filamentosos, foi
realizada a amplificacdo da regido ITS do DNA ribossémico 26S. Para isso, um mix de
reagentes contendo os primers NL1 e NL4 foi preparado para amplificagdo do DNA das
leveduras (Tab. 3) e outro para os fungos filamentosos contendo os primers ITS1 e ITS4
(Tab. 4).

Tabela 3. Reagentes para 0 MIX de PCR para amplificacdo da regido D1/D2 do DNA
ribossémico 26S

Reagentes Quantidade por amostra
Agua ultrapura, qualidade Millig® estéril 8,3uL
Primer NL1 (10 uM) 2,0uL
Primer NL4 (10 uM) 2,0uL
Buffer 10x (“tampéo da Taq”) 2,5uL
MgCl; (50 mM) 1,0 uL
dNTPs (1,25 mM cada) 40uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2puL

Tabela 4. Reagentes para 0 MIX de PCR para amplificagdo da regido ITS do DNA
ribossémico 26S

Reagentes Quantidade por amostra
Agua ultrapura, qualidade Millig® estéril 8,3uL
Primer ITS1 (pmol) 2,0uL
Primer ITS4 (pmol) 2,0uL
Buffer 10x (“tampéo da Taq”) 2,5uL
MgCl; (50 mM) 1,0 uL
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2uL

Assim como no microssatélite, o0 mix foi distribuido em aliquotas de 20 L 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 proporcéo de 1:750. Os tubos foram
agitados em vortex por 5 segundos, aproximadamente, seguido de breve centrifugacdo para

serem distribuidos no termociclador e iniciar o programa de amplificacdo (1 ciclo de 96°C/ 3
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min seguido de 35 ciclos a 96°C/ 30 s, 61°C/ 45 s, 72°C/ 1 min, 10°C/ oo, para amplificacdo
da regido D1/D2 e 1 ciclo de 94°C/ 3 min seguido de 35 ciclos a 94°C/ 1 min, 52°C/ 1 min,
72°C/ 2 min, 10°C/ o, para amplificacdo da regido ITS). Para verificacdo dos produtos de
amplificacdo, 2 pL das amostras foram misturadas com corante (Loading Buffer) e aplicadas
em gel de agarose 1% para eletroforese, como realizado para verificagdo da extragéo.

Depois da verificagdo da qualidade dos produtos formados na amplificagdo, as
amostras foram purificadas, utilizando-se o kit “lllustra GFX PCR DNA and gel band
purification kit”, da GE Healthcare®. Subsequentemente, as amostras foram aplicadas em gel
de agarose 1% para eletroforese para nova checagem.

As amostras purificadas seguiram para 0 passo da reacdo de sequenciamento,
utilizando-se o kit “DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit”, da GE Healthcare®. Apenas 1 pL
das amostras foi utilizado para a reagdo de sequenciamento. Foi empregado o programa
“DYEnamic” (25 ciclos de 95°C/20 s, 50°C/ 15 s e 60°C/ 60 s). Ap6s a amplificacdo, todas as
amostras seguiram para a purificagdo da reacdo de sequenciamento, adaptado do manual de
instrugdes do kit “DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit”, GE Healthcare®. A seguir, apds
secagem, os pellets das amostras foram re-suspendidos com 3 pL de formamida (do kit do
DYEnamic®), agitadas em vortex e centrifugadas por alguns segundos, colocadas no gelo e
abrigadas da luz até serem aplicadas no sequenciador ABI 377 (Applied Biosystems).

Apoés esse procedimento, as sequéncias obtidas foram editadas mediante uso do
software BioEdit Sequence Alignment Editor, versdo 7.0.9.0. Depois da edicdo, foram
analisadas no site < http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi> e comparadas com as depositadas

no banco.

4.6. Preservacéo das culturas

As estirpes isoladas neste estudo foram preservadas em agar malte 2% inclinado em
tubos de cultura e em ultrafreezer mediante a técnica de criopreservacgéo a -80°C (CBS, 2009)
com algumas adaptacOes. Nesta, microtubos de polipropileno de 2 mL e pérolas de vidro (3
mm didmetro) foram esterilizados em autoclave, a 1 atm, a 121°C, por 15 minutos. Em
seguida foram etiquetados em duplicata, sendo dois microtubos para cada estirpe a ser
preservada. Em cada microtubo, foram adicionados 400 puL de solucéo estéril de glicerol 15%.
As estirpes a serem estocadas foram cultivadas previamente por 3 a 5 dias, no caso de
leveduras, e 7 dias, no caso de fungos filamentosos, em agar malte 2%. Ap6s a adicdo da
solucdo de glicerol, as estirpes foram transferidas aos microtubos, agitadas vigorosamente em

vortex por 10 segundos, aproximadamente, e, logo apds, foram adicionadas as pérolas de
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vidro até cobrir todo o volume de glicerol. Em seguida, os microtubos foram congelados por 2
horas a -20°C antes de serem transferidos para os ultrafreezers a -80°C. As duplicatas foram
guardadas em caixas e freezers separados, para garantir uma copia de seguranca para cada
estirpe (Fig. 2).

Figura 2. Caixa para preservagdo de micro-organismos em crio-tubos a -80°C.

4.7. Documentacao dos fungos

As espécies de fungos isoladas foram foto-documentadas através de um microscépio
6ptico com um captador de imagens, Leica® DM 1000, e uma camera Leica® DFC 280
acoplada.

As imagens obtidas, juntamente com as suas respectivas descricdes e observagoes,
foram reunidas em uma ficha catalogréfica para cada taxon identificado. Na ficha constam as
seguintes informac@es: codigo do isolado, data de coleta, identificacdo, origem, imagem de
macroscopia de colonia, imagem de microscopia, medicdes, informacgdes taxonbémicas,
descricGes macro e microscopicas, informacbes sobre estirpes de mesma espécie quando
ocorrerem, observacOes relevantes, sequencia de DNA (quando obtida) e referéncias

bibliogréficas utilizadas para identificacdo morfologica mediante uso de chaves.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 314 culturas de fungos, das quais 51 ndo sobreviveram sob condicdes
laboratoriais, 63 mantiveram-se estéreis (fungos ndo esporulantes - FNE) e 33 ainda
encontram-se em fase de identificacdo. Os 167 isolados viaveis identificados distribuiram-se
em 57 taxons dos quais 47 espécies foram registradas a partir de 38 géneros. Os resultados até
0 momento obtidos foram fotodocumentados nas fichas catalogréaficas de modelo padrdo para
a colecdo de culturas do Laboratdrio de Microbiologia do CEIS. Na figura 3 encontra-se um
modelo da ficha e em sequéncia a fotodocumentacao dos géneros encontrados, representados
por uma das espécies identificadas. O critério de apresentacao das fichas seguiu a sugestdo de
Crous et al. (2009) e por ordem alfabética. A discussao seguiu 0 mesmo critério. O cddigo de
identificacdo das culturas ASC significa Aline da Silva Cruz, e 0 nimero expressa a
sequéncia do isolamento.

Figura 3: Modelo proposto de ficha catalografica.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC449 2) Data de coleta: 10/03/2009
3) Identificagdo: Mucor sp. Mich. ex St.-Am.

4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa - 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07" 43,0” (S)
5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Em MA 2%: col6nia de 30 dias de o ., .
incubagio a 25°C. Esporangio contendo esporangiésporos em seu interior.

7) Medic0es:
Esporangios: 1-2 um X 4-7 um
Esporangidporos: 23-30 um de diametro

8) Observagoes:
Em fase de identificacdo especifica.

9) Referéncia bibliografica:

BONONI, V.L.R. (org.) Zigomicetos, basidiomicetos e deuteromicetos: nogdes bésicas de
taxonomia e aplicagdes biotecnoldgicas. Sdo Paulo: Instituto de Boténica, Secretaria de
Estado do Meio Ambiente, 1998. 184p.

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

1) Codigo: ASC183 2) Data de coleta: 17/02/2008
3) Identificacdo: Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice

4) Origem: Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 08’ 06,6 (S)

5) Macroscopia da coldnia: 6) Microscopia:

) ) y Células com 7 dias de incubag&o a 25°C.
Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubagéo

a 25°C.

7) MedicGes:

Células: 2,0-3,5 x 3,0-4,5 um

8) ObservacQes:

R —regido D1/D2:
AGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATC
TTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCAGACCT
ATGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGG
CGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTG
TTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTCTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTACCGGGCCAGC
ATCAGTTTGAGCGGTAGGATAAGTGCAAAGAAATGTGGCACTGAaTTCGGTAGTGTGTTATAGTCTTTGTCGATACTCCCAGCTT
AGACTGAGAgGCGCTTCG

Testes de assimilacdo:

Positivo: glicose, galactose, L-sorbose, sacarose, maltose, trealose, melezitose, D-xilose, N-acetil D-
glicosamina, etanol, glicerol, ribitol, D-manitol, D-glucitol, a-Metil D-glicosideo, gluconato, imidazole,
cadaverina, L-lisina, vitamin-free, D-glucono-lactona.

Fraco: rafinose, citrato, 2-ceto-D-gluconato, nitrato, creatinina, D-glicosamina (fonte N), acetato de etila.
Negativo: celobiose, lactose, melibiose, inulina, amido solavel, L-arabinose, D-arabinose, D-ribose, L-
rhamnose, D-glicosamina, metanol, eritritol, galactiol, salicina, DL-lactato, inositol, creatina, D-glucoronato,
xilitol, L-arabinitol, propano 1,2 diol, butano 1,2 diol, nitrito, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%.
Foram encontrados outros representantes desse taxon:

Cddigo | Data de coleta Local de isolamento

ASC187 | 17/02/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 08 06,6” (S)
ASC188 | 28/04/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42° 00,0” (WO) 47° 08’ 06,6 (S)
ASC200 | 28/04/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42° 00,0” (WO) 47° 08" 06,6” (S)
ASC242 | 28/04/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 08’ 06,6 (S)
ASC317 | 28/10/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42° 00,0” (WO) 47° 08" 06,6” (S)
ASC318 | 28/10/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42° 00,0” (WO) 47° 08’ 06,6 (S)

9) Referéncia bibliografica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, RW.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 2000, 1139p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC387 2) Data de coleta: 15/12/2008
3) Identificacdo: Coniochaeta pulveraceae (Ehrh.) Munk
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA2%: cultura de 7 dias de incubacéo

2 25°C. Conidios e micélio verdadeiro.

7) Medic0es:
Conidios: 3.0-3.5 x 1.5-2.5 um.
8) Observacoes:

Consenso — regido D1/D2
CGAGTGAAGCGGCCACAGCTCATATTTGAAATCTGGCCTCGGCCCGAGTTGTAATTTGCAGAGGAT
GCTTTTGGGTGCGGTGCCTTCTGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCGGAGTAGGGTGAGAGCCCCGTA
CAGTTGGACACCAAGCCCTTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTACTTTGGGAATGCTGCTCTAA
ATGGGAGGTATATCTCTTCTAAAGCTAAATATAGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGA
TCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAACGG
CTTGCGACCAGACTTGCGCCGGGACGATCATCCGCGGTTCTCCGCGGTGCACTCGCCCCGGCGCAG
GCCAGCGTCGGTTCTAGCGGGGGGACAAAAGCTTGGGGAACGTGGCTCCTCCGGGAGTGTTATAG
CCCCTCGCCGAATGCCCCCGCCGGACGAGTCTGCGCTCCGGCAAGGACGCTGGCGTAATGGTCGCC
AGCCACCCGTCTTGAA

9) Referéncia bibliografica:

MUNK, A. Coniochaeta pulveracea. Dan. bot. Arkiv. Kobenhavn, v.12, n. 11, p. 9, 1948.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC360 2) Data de coleta: 27/11/2008
3) Identificacio: Galactomyces reessii (Van der Walt) Redhead & Malloch
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:
Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubagéo Artrosporos e hifa (fase assexuada).
a 25°C.

7) Medic0es:

Artrosporos: 6-7 X 5-6 um

8) Observacgoes:

Consenso — regido D1/D2
TCGAGTTGTAATTTGTAGATTGTATCTTGAGAGCGGACTAAAGTCTGTTGGAATACAGCCCCTTAG
AGGGTGACAGCCCCGTAAAGTTTATTCTCATTGTAAGATGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGA
ATGCAGCTCTAAGTGGGAGGTAAATTCCTTCTAAAGCTAAATATTGACGAGAGACCGATAGCGAAC
AAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTA
AAAGGGAAGGGTATTGAATCAGACATGGTGTCTGTTGTTCAGCTTTGCTTCGGCATGGTGTATTCA
ACAGCACTGGGCCAAGGTGGGGTGATTGGGAGTGAAAAAGGAATAGGAATGTGGCTCTTCGGAGT
GTGATAACCTGTTTTCATAACTCCTCAGTCGCCTCAGGACTGCGCTTCGGCAAGGACTTTGGC

9) Referéncia bibliografica:

BARNETT, J.A.; PAYNE, RW.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC224 2) Data de coleta: 16/07/2008
3) Identificagdo: Geotrichum klebahnii (Stautz) Morenz
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07° 19,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:
Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubagdo a Avrtrosporos.
25°C.

7) Medic0es:

Artrosporos: 5-15 x 2-3 um

8) Observacoes:

Consenso — regido D1/D2
ATGCTTACTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCGGCCTCCAGGTCGAGTTGTAA
TTTGTAGATTGTATTTTTGATTTGGTTAAAGTCTGTTGGAACACAGCGCCTTAGAGGGTGAGAGCCC
CGTAAAACCTATTCAATTGTAAAATACTTTCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGT
GGGAGGTAAATTCCTTCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTAAAAGGGAAGGGT
ACTAAATCAGACGTGGGTGTTGTGTTCAACTTTGTTTTGGCAAAGTGTACTCGCAACATCTAGGCCA
AGGTGGGATAGTTGGGCAGGAAAAAGCTTGAGGAAAGTGGCTCTTCGGAGTGTCGACTGTCTCAG
GACTGCGCATTTTGCTAGGATCTTGGCGTAATGATTTTGTACCGCCCGTCTTGAACCGGGACCAA

Testes de assimilag&o:

Positivo: maltose, nitrato.

Fraco: galactose, L-sorbose, D-glicosamina, galactitol, D-manitol, DL-lactato, xilitol,
cadaverina.

Negativo: glicose, celobiose, trealose, lactose, inulina, amido soltvel, D-xilose, D-arabinose,
D-ribose, N-acetil D-glicosamina, etanol, glicerol, eritritol, ribitol, D-glucitol, a-metil D-
glicosideo, gluconato, inositol, imidazole, 2-ceto-D-gluconato, D-glucoronato, L-arabinitol,
propano 1,2 diol, nitrito, L-lisina, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%, acetato de
etila, D-glucono-lactona.

9) Referéncia bibliografica:

BARNETT, J.A.; PAYNE, RW.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC205 2) Data de coleta: 13/08/2008
3) Identificacio: Hyphopichia burtonii Boidin et al.

4) Origem: Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 200 m - 22° 44’ 25,3” (WO)
47° 07’ 35,2” (S)
5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA 2%: cultura de 7 dias de Células e fragmentos de pseudo-hifas.
incubacdo a 25°C.

7) Medic0es:
Células: 2-3 x 1,5-2um

8) Observacoes:

Consenso — regido D1/D2
TTCATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAA
GCTCATATTTGGAATCTCAGTCTTTCAGGCTGCGAGTTGTAATTTGAAGACGTATTTTGAAGTAAGC
ACATGTCGAAGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGTGTTCACTGC
TTCATGTAAAATGCAGTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTC
CATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAG
AACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTC
GGGCAACCGGGCCAGCATGGGGTGGGGGAGTAGGATAACCCTGCCAGGAAAGTGGCTTCGCTTCG
GTGGAGTGTTATAGCCTGTAGCTATACTGCTACCCTCGCCCGAGGACTGCGGAAACAAGGATGCTG
GCATAATGATCTTAAGCCGCCCGTCTTGAAC

9) Referéncias bibliogréficas:

ARX, J.A.; VAN DER WALT, J. P. The ascigerous state of Candida chodatii. Antonie van
Leeuwenhoek, Amsterdam, 1976, n. 42, v. 3, p. 309-314.

BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: ASC220 2) Data de coleta: 16/07/2008

3) Identificacio: Kazachstania exigua (Reess ex Hansen)
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07" 19,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA 2%: cultura de 7 dias de Células de 7 dias de incubacéo a 25°C.
incubacdo a 25°C.

7) Medic0es:
Células: 46-6,9x3,4-57 um

8) Observac0es:

Consenso — regido D1/D2
AGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTA
ATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGG
TGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGG
GAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG
AACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATT
GTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCCTCGCTCCTTGTGGGTGGGGGA
ATCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGTCGGATAAAACCAGGGGAACGTAGCTTGC
TTCGGGAAGTATTATAGCCTCTGGGAATACGGCCAGCCGGGACTGAGGAACGCGATTCGTCAAGG
ATGCTGGCATAATGGTTATAT

9) Referéncia bibliografica:

LIU et al. New records of Kazachstania species in Taiwan. Taiwania, Taipei, n. 53, v. 3, p.
293-300, 2008.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC223 2) Data de coleta: 16/07/2008

3) Identificagdo: Pichia jadinii (Sartory et al.) Kurtzman

4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WQO) 47° 07’ 19,2” (S)
5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Em MA 2%: cultura de 7 dias de Células e brotamento.  Pseudomicélio.
incubacdo a 25°C.

7) Medic0es:
Em andamento.

8) Observacoes:

Consenso — regido D1/D2
CTCAAATTTGAAATCTGAGGCTCTCCAGCCCCCGAGTTGTAATTTGAAGATGGTGTTCTGGTGCCGG
CGCCCTGTCTACGTTCCTTGGAACAGGACATCGCAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGGGGCGGCC
TGGCTCCGTGTAGAGCGCCATCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAA
ATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGA
AAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGATCAG
ACTTGGTGCTGTGCGAATAGCGGCTCTTCCTGGGCCGCCCCACTCGCACTCCACCGGGCCAGCATC
GGTTTGGGCGGCAAGACAATGGCGGGGGAACGTGGCACTGCTCTCGGGCAGTGTGTTTATAGCCCT
CGCTGATGTTGCCTGCCTAGACCGAGGACTGCGGCTTCTGCCTAGGATGCT

Testes de assimilacéo

Positivo: maltose, celobiose, trealose, lactose, D-xilose, etanol, glicerol, nitrato, nitrito,
cadaverina, L-lisina, D-glucono-lactona.

Fraco: galactose, N-acetil D-glicosamina, gluconato, DL-lactato, imidazole, xilitol, L-lisina
Negativo: L-sorbose, inulina, amido soltvel, D-arabinose, D-ribose, D-glicosamina, eritritol,
ribitol, galactitol, D-manitol, D-glucitol, a-metil D-glicosideo, inositol, 2-ceto-D-gluconato,
D-glucoronato, L-arabinitol, propano 1,2 diol, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%,
acetato de etila.

9) Referéncia bibliografica:

BARNETT, J.A.; PAYNE, RW.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: ASC193 2) Data de coleta: 29/05/2008

3) Identificagdo: Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen

4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente - 22° 44’ 26,6” (WQO) 47° 07’ 17,5” (S)
5) Macroscopia da coldnia: 6) Microscopia:

Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubagéo

2 25°C. Células com 7 dias de incubacéo a 25°C.

7) MedicGes:
Células: 3,0-10,0 x 4,5-21,0 um
8) Observacoes:

Consenso - regido D1/D2:
GCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGT
TGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACA
GTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA
CATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAA
ATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG
TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATG

Foram encontrados outros representantes desse taxon:

Cddigo | Data de coleta Local de isolamento
ASC174 | 02/04/2008 Ponto 4 — 200 m a montante no Rio Atibaia - 22° 44’ 43,0” (WQ) 47° 07’
25,37 (S)—200m
ASC405 | 14/01/2009 Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6 (WO)
47° 07’ 175" (S)

Testes de assimilacdo

Positivo: glicose, galactose, sacarose, etanol, ribitol, a-metil D-glicosideo, imidazole, vitamin-free.
Fraco: maltose, rafinose, gluconato, creatinina, D-glicosamina (fonte N), acetato de etila.

Negativo: celobiose, trealose, lactose, melibiose, melezitose, inulina, amido solivel, D-xilose, L-
arabinose, D-arabinose, D-ribose, L-rhamnose, D-glicosamina, N-acetil D-glicosamina, metanol,
glicerol, eritritol, galactitol, D-manitol, D-glucitol, salicina, DL-lactato, citrato, inositol, 2-ceto-D-
gluconato, D-glucoronato, xilitol, L-arabinitol, propano 1,2 diol, butano 2,3 diol, nitrato, nitrito,
cadaverina, L-lisina, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%, D-glucono-lactona.

9) Referéncia bibliogréfica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, RW.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: ASC215 2) Data de coleta: 16/07/2008
3) Identificagdo: Williopsis sp. Zender
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07° 19,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:
Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubacgio Células com 7 dias de incubacéo a 25°C.
a 25°C.

7) Medic0es:

Células: 3-8 x 3-6,5um

8) Observacoes:

Consenso - regido D1/D2:
TTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTTGGTGCCCGAGTTGTAATTTG
AAGATAGTTTTCTGGTGCTGGCCCCCGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTCT
GGCGGGGTGGTCCAGTGCTTTGTAGATTTCTATCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTG
GTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAA
GAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTAGATCAGACTTGGTGTTT
TGTGATTATCTTCCCTTCTTGGGTTGTGCACTCGCATTTCACTGGGCCAGCATCGGTTTGGGTGGCAAGATAATG
GCTTGGGGAACGTGGCACTGTCTTCGGGCAGTGTGTTTATAGCCCCTGCTGATGTTGCCTGCCTAGACCGAGGA
CTGCGGCTTCTGCCTAGGATGCTGGCGTAATGATCTAACA

Testes de assimilagéo:

Positivo: maltose, celobiose, trealose, glicerol, a-metil D-glicosideo, gluconato, nitrato,
nitrito.

Fraco: galactitol, DL-lactato, xilitol, cadaverina.

Negativo: galactose, L-sorbose, lactose, inulina, amido sollvel, D-xilose, D-arabinose, D-
ribose, D-glicosamina, N-acetil D-glicosamina, etanol, eritritol, ribitol, D-manitol, D-glucitol,
inositol, imidazole, 2-ceto D-gluconato, D-glucoronato, L-arabinitol, propano 1,2 diol, L-
lisina, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%, acetato de etila, D-glucono-lactona.

9) Referéncia bibliografica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, RW.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC278 2) Data de coleta: 22/09/2008

3) Identificagdo: Eutypella sp. (Nitschke) Sacc.

4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa - 22° 44’ 22,0” (WO)
47° 07’ 43,07 (S)
5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Colobnia estéril.

Em MA2%: coldnia de 15 dias de
incubagdo a 25°C.

7) Medic0es:
Aguardando esporulagéo.

8) Observacoes:

Consenso — regido ITS
CCTAGTTGCCTCGGCGGATTGCCCTGGGACGACCTACCCTGCAGIGAGTTACCCTGTAACGAGTTGC
CCTGTAGAGACCTGCCCTGTAGCCTGCCCGCCGGCGGCCAACCTAAACTCTGTTTTATTGTGGCACT
TCTGAGGATTATTCTAAATGAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCATCAAGCCCTAT
TTGCTTGGCGTTGGGAGACTTGTAGGCCCGGCCTGCAAGCTCCTGAAATAGATCGGCGGAGTCGTG
GCGACCCTCAGCGTAGTAATTCTTCTCGCTTTAGGTGTCGGCGCTGGCGTTTAGCCGTTAAACCCCC
TATTTTTTTAGTCTTGACCTCGGGATCAGGtAGGAATACCCGCTGAACTTAAGC

9) Referéncia bibliografica:

SACCARDO, P.A. Atti Soc. Veneto-Trent. Sci. Nat. Padova, v. 4, n. 80, 1875.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC210 2) Data de coleta: 16/07/2008
3) Identificacio: Exophiala dermatitidis (Kano) de Hoog
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em PDA: cultura de 15 dias de incubacéo a .
25°C. Conidios.

7) Medic0es:
Células: 2,0-4,0 x 2,5-6,0 um

8) Observac0es:

Consenso — regido ITS:
ATCATTAACGAGTTAGGGTCTTCTCAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTTTACCCGACCCATGTTGCTTCGGCG
GGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCCGGAGGACCGCCTATTCAGGTCCTCTGGCCCGCGCCCGCCGGTAGCCAATTC
TACCAAACTCTTGAATCAAATCGTGTCCAATGTCTGAGTATATTACAAAATAAAAGCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCCAGTG
AGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCA
CCCCTCAAGCCCCCCGGCTTGGTGTTGGACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCTCCCAAAGACAATGA
CGGCGGCCTGGTTGGACCCCCGGTACACGGAGCTTCTTCACTGAGCACGTATCGGTTTCAAGGTGTCCCCGGGA
CCCGGTCGACCTCTCTTGCTCCCCTGCGGGAGTGGGAGAGAACCCCCCTTTTTATCAAGGTTGACC

9) Referéncia bibliografica:

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

UIJTHOF, J.M.J. Taxonomy and phyologeny of the human pathogenic black yeast genus
Exophiala Carmichael. Academic Proefschrift. Wageningen: Ponsen & Looijen. 1996. 120p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC372 2) Data de coleta: 15/12/2008

3) Identificacdo: Acremonium breve (Sukapure & Thirum.) W. Gams

4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente - 22° 44’ 26,6” (WQO) 47° 07" 17,5” (S)
5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Em MA 2%: cultura de 7 dias de

incubagdo a 25°C. Micélio. Conidios.

7) Medic0es:
Em andamento.

8) Observac0es:

Consenso — regido D1/D2
TTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCTTCGGGTCCGAGTTGTAATTT
GCAGAGGATGCTTTTGACGAGGTGCCGACCGAGTGCCCCTGGAACGGGCCGCCGTAGAGGGTGAGAGCCLCCGT
ATGGTCGCACTGCCGAGTCTCTGTAAAGCTCCTTCAACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGA
GGTGTATGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGTGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGGTGAAAA
GAACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTCAAAAGGGAAGCATTTATGACCAGACTTGGGCGTG
GTTGATCATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCCGCCTAGGCCAGCATCAGTTCGCCTCGGGGGATAAAGG
TTTCGGGAATGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCCG

Foram encontrados outros representantes desse taxon:

Cddigo | Data de coleta Local de isolamento

ASC255 | 10/09/2008 Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WO)
47° 07’ 17,5” (S)

ASC349 | 27/11/2008 Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WO)
47° 07" 17,57 (S)

ASC404 | 14/01/2009 Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WO)
47° 07" 17,5” (S)

9) Referéncia bibliografica:

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

1) Cddigo: ASC343 2) Data de coleta: 12/11/2008
3) Identificacdo: Aspergillus fumigatus Fres.
4) Origem: Ponto 4 — 200 m a montante no Rio Atibaia - 22° 44’ 43,0” (WO) 47° 07" 25,3 (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em CYA: colbnia de 7 dias de incubagéo

o 955C Conidioforos. Objetiva: ~ Conidios. Objetiva:100x.

100x.

7) Medicdes:
- diametro de col6nia: 5,8 — 6,6 cm
- conidios: 2,82 — 3,39 um de diametro

8) Observacoes:

Em CYA:

* Micélio branco;

* Conidios verde-azulados;

 Exsudatos transparentes;

« Superficie ndo-sulcada;

* Reverso branco, centro bege.

Foram encontrados outros representantes desse taxon:

Cadigo Data de coleta Local de isolamento
ASC402a | 14/01/2009 Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6”
(WO) 47° 07" 17,5” (S)
ASC456 | 10/03/2009 Ponto 6 — efluente industrial bruto 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07’ 19,2”
)

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

KLICH, M.A,; PITT, J.1. A laboratory guide to common Aspergillus species and their teleomorphs.
North Ryde: Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization. 1988. 116p.




88

FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC431 2) Data de coleta: 15/08/2007
3) Identificacdo: Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries
4) Origem: Ponto 4 — 200 m a montante no Rio Atibaia - 22° 44’ 43,0” (WO) 47° 07’ 25,3” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Em MA2%: col6nia de 45 dias de . o
incubacdo a 25°C. Ramoconidios. Objetiva: 40x.

7) Medic0es:
Conidios: 2-5 x 2-6 um
Conidioforos: 118-180 x 2-5 um

8) Observacoes:

Sequenciamento em andamento.

9) Referéncia bibliografica:
CROUS, P.W. et al. The genus Cladosporium and similar dematiaceous hyphomycetes. Stud.
Mycol.. Utrecht, v. 58, 2007, 253p.

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

1) Codigo: ASC260 2) Data de coleta: 10/09/2008
3) Identificagéo: Epicoccum nigrum Link
4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa - 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07" 43,0” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:
Em OA: colbnia de 7 dias de incubacdo a Conidios. Detalhe do conidio.
25°C.

7) Medic0es:

Conidios: 15-25 pm de didmetro

8) Observagcdes:

Consenso — regido ITS:
GAACCTGCGGAAGGATCATTACCTAGAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTAC
CTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAA
AAAACATAATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAT
GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTTGTCTCGCCTCTGCGT
GTAGACTCGCCTTAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCA
TAACGGCGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC
ATATCAAT

Foram encontrados outros representantes desse taxon:

Cddigo Data de Local de isolamento
coleta
ASC257 | 10/09/2008 Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07’
43,0” (S)
ASC433 | 01/08/2007 Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WQO) 47° 07’
17,5” (S)

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

GRAVESEN, S.; FRISVAD, J.C.; SAMSON, R.A. Microfungi. 1 ed. Special-Trykkeriet Viborg, Denmark,
1994. 168p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC341 2) Data de coleta: 12/11/2008
3) Identificagdo: Fusarium cf. oxysporum
4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente - 22° 44’ 26,6” (WO) 47° 07 17,5” (S)

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

!Em MANZ%: coldnia de 30 dias de Micro e mesoconidios.
incubagéo a 25°C.

7) Medic0es:
Macroconidios: 23-54 x 3-4,5 um
Microconidios: 5-12 x 2.3 - 3.5 um

8) ObservacGes:
Aguardando resultado do sequenciamento.

9) Referéncia bibliografica:

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

1) Cddigo: ASC163 2) Data de coleta: 26/09/2008
3) Identificagio: Graphium sp. Corda
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07° 19,2” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:
Em CYA: colbnia de 7 dias de incubagéo a Conidi6foro. Conidios.
25°C.

7) Medic0es:

Em andamento.

8) Observacoes:
Aguardando resultado do sequenciamento.

9) Referéncia bibliografica:

WINGFIELD, M.J.; KENDRICK, W.B.; VAN WYK, P.S. Analysis of conidium ontogeny in
anamorphs of Ophiostoma: Pesotum and Phialographium are synonyms of Graphium.
Mycological Research. Cambridge, n.95, p. 1328-1333, 1991.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cédigo: ASC392 2) Data de coleta: 15/12/2008

3) Identificagio: Mariannaea camptospora Samson

4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO)
47° 07" 40,8” (S).

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Em PDA: col6nia de 7 dias de incubagéo a L. .
25°C. Micélio e conidios.

7) Medic0es:
Em andamento.

8) Observacgoes:

Consenso —regido ITS
AACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTGTTTTGTTGC
TTCGGCGGTGCCCTCGCTCTCGTGGCGAGGCCCGCCAGAGGACCCAAACAAACTCTTTGATTTTGA
TCTAGGATTTTACTTCTGAGTGATATACAAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCTCCGGCTTGGTGTTGGGGATCGGCAGCCCGGCTTCGCGCCGACGCCGTCCCCCAAA
TGCAGTGGCGGTCACGCTGTAGCTTCCTATGCGTAGTAGCACACCTCGCACTGGAGAGCAGCGCGG
CCACGCCGT

9) Referéncia bibliografica:

SAMSON, R. A. Paecilomyces and some allied Hyphomycetes. Stud. Mycol. Baarn, n.6, p.
1-119, 1974.



1) Cdodigo: ASC418
3) Identificagdo: Microsphaeropsis arundinis (S. Ahmad) B. Sutton

4) Origem: Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 200 m - 22° 44’ 25,3” (WO)
47° 07’ 35,2” (S)
5) Macroscopia da coldnia: 6) Microscopia:

FICHA CATALOGRAFICA
2) Data de coleta: 01/08/2007

Colodnia estéril.

Em MA2%: colbnia de 30
dias de incubacéo a 25°C.

7) Medicoes:
Aguardando esporulacao.
8) Observagdes:

93

Consenso — regido ITS:
TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCAATTCAACGGTGTGGTCGCGGCCTCCGGGGGCTCCCCCCGGGCGGTAGAGGTAA
CACTCTTACGCGCCACATGTCTGAATCCTTTTTTTACGAGCACCTTTCGTTCTCCTTCGGTGGGGCAACCTGCCGTTGGAACTT
ATCAAAACCTTTTTTTGCATCTAGCATTACCTGTTCAGATACAAACAATCGTTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGCTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGCGTCTGTCCC
GCCTCTGCGCGTGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCTTTGCCTCCTCTCGCGCAGCACATTGCGCTTCAGAGGGGTG
TGGGCCGCGTCCACGAAGCAACATTATCGTCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG
CGGGAGGA

Foram encontrados outros representantes desse taxon:

Cadigo Data de coleta Local de isolamento
ASC172  02/04/2008 Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07 43,0” (S)
ASC179  17/02/2008 Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 200 m 22° 44’ 25,3” (WO) 47° 07" 35,2” (S)
ASC240  28/08/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07" 40,8” (S)
ASC275  22/09/2008 Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WOQ) 47° 07’ 17,5” (S)
ASC295  22/09/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WQ) 47° 07" 40,8” (S).
ASC334  28/10/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07° 40,8” (S)
ASC373  15/12/2008 Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,0” (S)
ASC390  15/12/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07’ 40,8” (S)
ASC393  15/12/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07” 40,8” (S)
ASC430  01/08/2007 Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07 43,0” (S)
ASC453  10/03/2009 Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 200 m 22° 44’ 25,3” (WO) 47° 07’ 35,2” (S)
ASC459  10/03/2009 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07* 40,8” (S)

9) Referéncia bibliogréfica:

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

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi

Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.

imperfecti with pycnidia acervuli and Stromata. Survey:
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC280 2) Data de coleta: 22/09/2008

3) Identificacdo: Paecilomyces sp.

4) Origem: Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 200 m - 22° 44’ 25,3” (WO)
47° 07" 35,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA2%: colbnia de 15 dias de

incubacio a 25°C. Micélio e conidios. Conidios em detalhe.

7) Medic0es:
Em andamento.

8) Observacoes:
Aguardando resultado do sequenciamento.

9) Referéncia bibliografica:

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

1) Cddigo: ASC409 2) Data de coleta: 14/01/2009

3) Identificacdo: Penicillium janthinellum Biourge

4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07" 43,0 (S)

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Em MEA: colbnia de 7 dias de e
incubagao a 25°C. Conidioforos.

Obijetiva: 100x.

7) Medicoes:

- didmetro de col6nia: 6,1 — 6,2 cm

- conidios: 4 — 5 pum de didmetro

- fidlides: 11 — 13 pm de comprimento

- métulas: 8 — 14 um

- conidioforos: ndo foi possivel medi-los

8) Observacdes:

Nao cresce em CYA a 25°C.

Em MEA - subgénero Furcatum
* Micélio branco e esverdeado;

« Conidios verde-claro a acizentados, globosos, lisos a finamente rugosos;

« Fialides ampuliformes, do tipo long-neck;

Conidios. Objetiva:
100x.

« Conidioforos de paredes lisas, penicilios irregularmente bi e monoverticilados

* Sem exsudatos;
« Superficie da cultura flocosa, acinzentada;
* Reverso branco.

9) Referéncia bibliogréfica:

PITT, J.I. The genus Penicillium and its teleomorph states Eupenicillium and Talaromyces. London:

Academic Press Inc. 1979. 633p.

SAMSON, R.A. FRISVAD, J.C. Penicillium subgenus Penicillium: new taxonomic schemes, mycotoxins and

extrolites. Stud. Mycol.. Utrecht, v. 49, 2004. 260p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC265 2) Data de coleta: 10/09/2008
3) Identificacdo: Phialophora sp.
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WOQO) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microsopia:

Em PDA: coldnia de 14 dias de incubagéo L

a 27°C. Fonte: <http://www.pf.chiba- Conidioforos.
u.ac.jp/gallery/fungi/p/Phialophora_richard
siae_colony_PDA.htm>.

7) Medicoes:
Em andamento.

8) Observacoes:
Aguardando resultado do sequenciamento.
9) Referéncia bibliografica:

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

ELLIS, M.B. More dematiaceous hyphomycetes. Aberystwyth: Cambrian Printer LTD.
1989. 507p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC340 2) Data de coleta: 12/11/2008
3) Identificagio: Scedosporium apiospermum
4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WOQ) 47° 07’ 17,5” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA2%: coldnia de 15 dias de

incubagio a 25°C. Picnidio e conidios.

7) Medic0es:

Em andamento.

8) Observacoes:

F —regido ITS:
TTGAATTTTACAGCGGATTACAGTTCTGATTTGAAAAGAAAAAACAAGTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGTAATCTGCCGGGCATGCCTGTCC
GAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCTCCGTTTCCTCAGGGAAGCTCAGGGTCGGKGTTGGGGCGCTA
CGGCGAGTCTTCGCGACCCTCCGTAGGCCCTGAAATACAGKGGCGGTCCCGCCGCGGTTGCCTTCT
GCGTAGTAAGTCTCTTTTGCAAGCTCGCATTGGGTCCCGGCGGAGGCCTGCCGTCAAACCACCTAT
AACTCCAGATGGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
GAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGG

9) Referéncia bibliografica:

de HOOG, G.S. et al. Atlas of Clinical Fungi. 2nd. ed. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Universitat Rovira i Virgili, Utrecht/Reus, 2000. 720p.

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

1) Cédigo: ASC332 2) Data de coleta: 28/10/2008
3) Identificacio: Pseudallescheria boydii (Shear) McGinnis et al.
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07° 19,2” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Em MA2%: coldnia de 10 dias de .
incubagéo a 25°C. Conidios (fase assexuada).

7) Medicoes:
Em andamento.

8) Observac0es:

Consenso — regido ITS
TCATTACAGAGTTACTACTCCAAACCCATTGTGAACCTTACCTATGTTCTGTTGCCTCGGCGGCGTGGTCAGCG
CCCCCTCTGAAAAGAGGACGATGCCCTCCCGCCGGCAGCACCAAACTCTTTGAATTTTACAGCGGATTACAGTT
CTGATTTGAAAACAAAAAACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCG
GCAGTAATCTGCCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCTCCGTTTCCTCAGGGAAGCTCAG
GGTCGGTGTTGGGGCGCTACGGCGAGTCTTCGCGACCCTCCGTAGGCCCTGAAATACAGTGGCGGTCCCGCCG
CGGTTGCCTTCTGCGTAGTAAGTCTCTTTTGCAAGCTCGCATTGGGTCCCGGCGGAGGCCTGCCGTCAAACCAC
CTATAACTCCAGATGGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATC

Foi encontrado outro representante desse taxon:

Cddigo | Data de coleta Local de isolamento

ASC285 | 22/09/2008 Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07" 19,2” (S)

9) Referéncia bibliografica:

de HOOG, G.S. et al. Atlas of Clinical Fungi. 2nd. ed. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Universitat Rovira i Virgili, Utrecht/Reus. 720p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC345 2) Data de coleta: 12/11/2008
3) Identificacdo: Scopulariopsis sp.
4) Origem: Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 200 m - 22° 44’ 25,3” (WO)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA2%: coldnia de 15 dias de

incubacio a 25°C. Conidios.

7) Medic0es:

Em andamento.

8) Observacoes:
Foi encontrado outro representante desse taxon:

Caddigo Data de Local de isolamento
coleta
ASC319 | 28/10/2008 Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’
17,5” (S)

Aguardando resultado do sequenciamento.

9) Referéncia bibliografica:

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

1) Cddigo: ASC448 2) Data de coleta: 17/02/2009

3) Identificagdo: Trichoderma harzianum Rifai

4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa - 22° 44’ 22,0” (WO)
47° 07’ 43,0” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:
Em OA: coldnia de 30 dias de incubacdo a Conidiéforos. 40x Conidios. Objetiva: 100x.
25°C.

7) Medicdes:

- conidios: 2,03 - 2,82 x 3,16 — 3,61um
- fialides: 6,78 — 11,3 um de comprimento
- clamidosporos: 2,26 — 2,37 x 3,16 — 3,5 um

8) Observacoes:
- conidios pequenos, subglobosos, muito semelhantes aos clamidosporos, paredes lisas;
- fialides com base constricta, “pescogo” relativamente longo (1 a 1,5 um de comprimento), algumas
lagenifiormes, aparecem em grupos ou isoladas, saido diretamente do ramo principal;
- hifas grossas e auséncia de hifas alongadas estéreis.

9) Referéncia bibliogréfica:

BISSET, J. A revision of the genus Trichoderma: 111 Section Pachybasium. Can. J. Bot. Ottawa, v.69,
p. 2373-2417, 1991.

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

1) Cddigo: ASC367 2) Data de coleta: 15/12/2008
3) Identificagdo: Chaetomella sp. Fuckel
4) Origem: Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 08’ 06,6” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:
Em PDA: colbnia de 15 dias de incubacédo Picnidio e conidios
a 25°C. '

7) Medic0es:

Em andamento.

8) Observacoes:

F —regido ITS:
TTTCTTGATGTATGACCGGTTGCCTTGCCTTCGGGCAGCATTATTCTGATACTAGTTGTCTGAGTATACTTTAAT
AAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAAT
GTGAATTGCAGACACCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACACCTTCTACAAAGGTTTTGGGGATGGCACAGCCGCCCTTAAAAAGCTTGGTGGTAAC
TGGAACCCACGCACAGTAATCTCTGCGAAGGCGACCAGGTAAACACCGAAAACTCTTCTGTTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAG
TAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAACCTGCCAACCGGCCGGATTGTAATTTGCAGAGGATG
CTTT

9) Referéncia bibliografica:

ROSSMAN, A.Y. et al. The coelomycetous genera Chaetomella and Pilidium represent a
newly discovered lineage of inoperculate discomycetes. Mycological Progress. Tibingen, 2004, n. 3,
V. 4, p. 275-290.

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia acervuli and Stromata. Survey:
Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.

1: Fonte: < http://www.botany.hawaii.edu/faculty/wong/Bot201/Deuteromycota/Deuteromycota.htm>



1) Codigo: ASC424
3) Identificagdo: Colletotrichum complexo gloeosporioides
4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’

17,5” (S)

5) Macroscopia da colbnia:
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FICHA CATALOGRAFICA

2) Data de coleta: 01/08/2007

6) Microscopia:

Em MA2%: colbnia de 45 dias de
incubacdo a 25°C.

7) Medig0es:

Em andamento.

8) Observacdes:

Picnidio e conidios.

Foram encontrados outros representantes desse tdxon:

Cadigo Data de coleta Local de isolamento
ASC177 | 02/04/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07’
ASC237 28/08/2008 g(c))’nSto (38)— efluente tratado e estabilizado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,0”
ASC306 15/10/2008 Ig?))nto 4 -200 ma montante no Rio Atibaia - 22° 44’ 43,0” (WQ) 47° 07’ 25,3” (S)
ASC342 | 12/11/2008 ;ozr?t?) T— 200 ma montante no Rio Atibaia - 22° 44’ 43,0” (WO) 47° 07’ 25,3” (S)

-200m

9) Referéncia bibliogréfica:
DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1.

120p. 1993.

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia acervuli and Stromata. Survey:
Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC457a 2) Data de coleta: 10/03/2009
3) Identificacio: Cytospora variostromatica
4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07" 40,8” (S).

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Em MA2%: colbnia de 25 dias de

incubagao a 25°C. Picnidio.

7) Medic0es:
Em andamento.

8) Observacgoes:

Consenso —regido ITS
TAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTGCTGGAAGCGCCGCAAGGTGCACCCAGAAACCCTTTGTGA
ACTTATACCATATCGTTGCCTCGGCGCTGGCTGCCCTTCCCTCCTGTGGAAGGGGCCCCCTCCCGGT
CGTAAAAACCCAGGAGAGGACAGCAGGCCCGCCGGTGGCCTTCTAAACTCTTGTTTTTACCGAGTA
AATTCTGAGTAAGCTTCTAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCC
TAGCTTGGTGTTGGGGCACTACCCGACCTCACGGTACGGTAGGCCCTGAAATTCAGTGGCGAGCTC
GCCAGGACTCCGAGCGCAGTAGTGTAAACCTCGCTTTGGATAGTACTGGCGCGGCCTAGCCGTTAA
ACCCCCAACTTCTGAAAATTTGACCTCGGATCA

9) Referéncia bibliografica:
ADAMS, G.C. et al. Phylogenetic relationships and morphology of Cytospora species an
related teleomorphs (Ascomycota, Diaporthales, Valsaceae) from Eucalyptus. Stud. Mycol..

Utrecht, v.52, p. 1-144, 2005.

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia acervuli and
Stromata. Survey: Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC363 2) Data de coleta: 27/11/2008
3) Identificagdo: Stagonosporopsis cucurbitacearum
4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07" 40,8” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA2%: coldnia de 15 dias de L
incubagio a 25°C. Picnidio.

7) Medic0es:
Em andamento.
8) Observacoes:

Consenso - regido ITS:

TGCCATCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTACGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGGTTGGAC
AACACTTAAACCCTTTGTAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACTTAATAGTTACAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGCGCAGACT
CGCCTCAAAACGATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTC
ACCACGACGACGTCCAAAAAGTACATTTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAG
TGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTCGGCGTCCGAGTTGTAATTTGCAGA

9) Referéncia bibliografica:

AVESKAMP, M. Highlights of the Didymelaceae: a polyphasic approach to characterise
Phoma and related pleosporalean genera. Stud. Mycol.. Utrecht, v.65, 2007, 68p.

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

1) Codigo: ASC234 2) Data de coleta: 30/07/2008 (6° coleta)
3) Identificacdo: Pestalotiopsis sp.

4) Origem: Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 200 m

22° 44’ 253" (WO) 47° 07’ 35,2” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:
Em OA: coldnia de 15 dias de incubagéo a Objetiva: 100x
25°C.

7) Medicoes:

- Conidios: 19 — 25 pm de comprimento.

8) Observagcdes:

Em OA:

Presenca de esporoddquios negros imersos em micélio branco esparso e baixo.

Conidios fusiformes, retos, com 5 células, 3 delas internas e pigmentadas. Trés septos, bi-setulado (2 apéndices
apicais) e 1 apéndice basal.

Foi encontrado outro representante desse taxon:

Cddigo | Data de coleta | Local de isolamento

ASC254 | 10/09/2008 Ponto 2 — Efluente tratado biologicamente na entrada da lagoa de estabilizagéo

9) Referéncia bibliogréfica:

CROUS, P.W. ET AL. Fungal biodiversity. CBS Laboratory Manual Series. Utrecht: CBS-KNAW Fungal
Biodiversity Centre. 2009. 269 p.

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia acervuli and Stromata. Survey:
Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC394 2) Data de coleta: 15/12/2008
3) Identificagio: Phoma herbarum Westend

4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO)
47° 07’ 40,8” (S)
5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Em MA 2%: col6nia de 30 dias de . L
incubacéo a 25°C. Picnidio. Objetiva: 20x

7) Medic0es:
- Conidios: 1,5x1,0—-3,0 um
- Picnidios: 4,0 — 10,0 um de diametro

8) Observacoes:

Superficie aveludada, marrom escura, margens baixas;

Clamiddsporos observados simples e multi-septados;

Sem reacdo do meio a NaOH;

Picnidios sem setas, parede fina, célula conidiogénica dificil de ser observada.

9) Referéncia bibliografica:

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

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia acervuli and
Stromata. Survey: Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Codigo: ASC447 2) Data de coleta: 10/03/2009

3) Identificagdo: Phomopsis sp.

4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicamente 22° 44’ 26,6” (WQ) 47° 07” 17,5” (S)
5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Colo6nia estéril.

Em MA 2%: col6nia de 30 dias de
incubacdo a 25°C.

7) Medic0es:
Aguardando esporulagéo.

8) Observacoes:

Consenso — regido ITS
ATCATTGCTGGAACGCGCCCCTGGCGCACCCAGAAACCCTTTGTGAACTTATACCTTACTGTTGCCTCGGCGCA
GGCCGTCCCCCTGGGGACCCTCTGGAGACAGAGGAGCAGCCGGCCGGCGGCCAAGTTAACTCTGTTTTTAAAC
TGAAACTCTGAGTACAAACATAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTGGCTTGGTGTTGGGGCA
CTGCCTGTAAAAGGGCAGGCCCTGAAATATAGTGGCGAGCTCGCCAGGACTCCGAGCGTAGTAGTTAAACCCT
CGCTTTGGAAGGCCTGGCGGTGCCCTGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAAAATTTGACCTCGGATCAGGTAGGA
ATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Superficie aveludada, marrom escura, margens baixas;
Sem reagdo do meio a NaOH.

9) Referéncia bibliografica:
CROUS, P.W. ET AL. Fungal biodiversity. CBS Laboratory Manual Series. Utrecht: CBS-KNAW
Fungal Biodiversity Centre. 2009. 269 p.

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia acervuli and Stromata. Survey:
Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC375 2) Data de coleta: 15/12/2008

3) Identificacdo: Coprinellus radians

4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO)
47° 07" 43,0” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA2%: colbnia de 40 dias de

incubacéo a 25°C. Picnidios.

7) Medic0es:
Em andamento.
8) Observacoes:

Consenso — regido ITS:
TGGCTCCTCGGAGCAATGTGCACGCCCGCCATTTTTATCTTTCCACCTGTGCACCGACTGTAGGTCT
GGATACCTCTCGCCTCCGGGCGGATGCYJAGGGTTGCTCGAAAGGGCTTCCCTTGAACTTCCAGGCTC
TACGTCTTTTTACACACCCCAATAGTATGATGCAGAATGTAGTCAATGGGCTTCTCAGCCTATAAAA
CACTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA
TTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTCACCAGTTTTCTGAACTGACTGA
GGCTTGGATGTGGGGGTTTGTGCAGGCTGCCTCACGGCGGTCTGCTCCCCTGAAATGCATTAGCGA
GGTTCATGCTGGACCTCCGTCTATTGGTGTGATAAT

9) Referéncia bibliografica:

ARANDA, E.; KINNE M.; KLUGE M.; ULLRICH, R.; HOFRICHTER, M. Conversion of
dibenzothiophene by the mushrooms Agrocybe aegerita and Coprinellus radians and their
extracellular peroxygenases. Applied Microbiology and Biotechnology. v. 82, n. 6, p. 1057-
1066, 2009
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC243 2) Data de coleta: 28/08/2008
3) Identificacdo: Cryptococcus diffluens (Zach) Lodder & Kreger-van Rij
4) Origem: Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WOQ) 47° 08’ 06,6” (S)

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:
Em SAB: cultura de 7 dias de incubagéo a Células.
25°C.

7) Medic0es:

Em andamento.

8) Observacoes:

Consenso — regido D1/D2:
AGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTGAAA
TCTAGTAGCCTTCGGCTGCTCGAGTTGTAATCTAGAGAAGTGTTTTCCGTGCCGGCCCATGTACAAGTCCCTTG
GAACCAGGGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCCTTGACATGGACCCCCGGTGCTCTGTGATACACTTTCAA
CGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGA
CCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAAT
TGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCAGTCATGCTCTTTGGTATTTATATCATTGAGTGGGGTCAACATCAGTTT
TGAGCGATGGATAAAGGCACTAGGAAGGTAGCACTCTCGGGTGAACTTATAGCCTAGCGTCATATACATTGTT
TGGGACTGAGGAACGCAGCATGCCTTGATGGCCGGATTGGTCCACGTACATGCTTAGGATGTTGACATAATGG
CTTTAAACGACCCGTCTTGAA

Testes de assimilacao

Positivo: glicose, L-sorbose, sacarose, celobiose, melezitose, D-xilose, L-rhamnose, D-glucitol,
salicina, DL-lactato, imidazole, 2-ceto-D-gluconato, D-glucoronato, nitrato, nitrito, cadaverina, L-
lisina, D-glicosamina (fonte N), vitamin-free.

Fraco: galactose, maltose, D-arabinose, etanol, glicerol, galactiol, D-manitol, a-metil D-glicosideo,
citrato, inositol.

Negativo: trealose, lactose, melibiose, rafinose, inulina, amido sollvel, L-arabinose, D-ribose, D-
glicosamina, N-acetil D-glicosamina, metanol, eritritol, ribitol, gluconato, creatina, xilitol, L-
arabinitol, propano 1,2 diol, butano 2,3 diol, creatinina, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%,
acetato de etila, D-glucono-lactona.

9) Referéncia bibliografica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, RW.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC239 2) Data de coleta: 28/08/2008
3) Identificagdo: Rhodotorula mucilaginosa (Jorgensen) F.C. Harrison
4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3” (WO) 47° 07" 40,8” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:
Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubago Células de 7 dias de incubacéo a 25°C.
a 25°C.

7) Medic0es:

Células: 2,5-6,5 x 6,5-14,0 pum.

8) Observacgoes:

Consenso — regido D1/D2
TACAACAGGGATCCCCTAGTAGCGGCGAGCGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTATAATCTGGCACCTTCGGTGT
CCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGTTTTCCGCGTTGGACCGCACACAAGTCTGTTGGAATACAGCGGCATAGTGG
TGAGACCCCCGTATATGGTGCGGACGCCCAGCGCTTTGTGATACATTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATG
CAGCTCAAATTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTG
AGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTGAAATTGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAG
TCAGACTTGCTTGCCGAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATGGATAATGGTAGAGAGAAG
GTAGCAGTTTCGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTGGGGGACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTGG
CGGGGGTTTCGACCTCTTCACACTTAGGATGCTGGTGGAATGGCTTTAAACGACCCGTCTG

Foi encontrado outro representante desse taxon:

Caddigo Data de coleta Local de isolamento

ASC328 | 28/10/2008 Ponto 6 — efluente industrial bruto 22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07’ 19,2” (S)

Testes de assimilagéo:

Positivo: glicose, galactose, L-sorbose, sacarose, trealose, rafinose, melezitose, D-xilose, D-arabinose, D-ribose,
etanol, glicerol, ribitol, D-manitol, D-glucitol, salicina, imidazole, xilitol, cadaverina, L-lisina, D-glicosamina
(fonte N), vitamin-free, D-glucono-lactona.

Fraco: maltose, celobiose, gluconato, 2-ceto-D-gluconato, L-arabinitol, nitrato, nitrito.

Negativo: lactose, melibiose, inulina, amido sollvel, L-arabinose, L-rhamnose, D-glicosamina, N-acetil D-
glicosamina, metanol, ertritol, galactitol, a-metil D-glicosideo, DL-lactato, citrato, inositol, creatina, D-
glucoronato, propano 1,2 diol, butano 2,3 diol, creatinina, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%, acetato
de etila.

9) Referéncia bibliogréfica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3 ed. Cambridge:
Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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FICHA CATALOGRAFICA

1) Cédigo: ASC320b 2) Data de coleta: 28/10/2008
3) Identificacio: Trametes versicolor Samson
4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,0” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Colodnia estéril.

Em OA: coldnia de 7 dias de incubagdo a
25°C.

7) Medic0es:
Aguardando esporulagéo.

8) Observacoes:

Consenso —regido ITS
TGCGGAAGGATCATTAACGAGTTTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCC
TGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTGGCGTGGGTTTCTGGCCTCCGGGTCAGAA
GCATTCTGCCGACCTATGTACACTACAAACTCTTAAAGTATCAGAATGTAAACGCGTCTAACGCAT
CTTAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA
TTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCCATAAATCCTTGTGATCTATGGGC
TTGGATTTGGAGGCTTGCTGGCCGTAACGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTGATTCCGTGCG
GATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTTGGCGAGCTTCTAACCGT
CCATTAGGACAATTTTATAACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAA

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

PHILLIPS, R. Mushrooms and other fungi of Great Britain and Europe. London: Macmillan
Reference, 1994. 288p.
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Os taxons apresentados nas fichas catalograficas encontram-se listados na tabela 5,

correlacionando os pontos onde ocorreram.

Tabela 5. Distribuicdo dos taxons isolados das amostras de agua, dos pontos estudados na

regido de Paulinia, no periodo entre agosto de 2007 e margo de 2009.

Téaxon Pontos de coleta
1 2 3 4 5 6 8

Acremonium breve X
Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus X X
Aspergillus niger X
Aspergillus parasiticus X
Aspergillus sp. X

Aspergillus versicolor X

Candida glabrata X
Candida parapsilosis X

Candida pseudointermedia
Candida pseudolambica
Candida sp.

Candida tropicalis
Celomicetos a identificar
Chaetomella sp.
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium sp.
Colletotrichum gloeosporioides X
Coniochaeta pulveraceae

Coprinellus radians

Cryptococcus diffluens X
Cytospora variostromatica X
Epicocum nigrum X
Eutypella sp.

Exophiala dermatitidis

FNE X X X X X
Fusarium oxysporum X

Fusarium solanii

Fusarium sp. X X X X
Galactomyces ressii

Geotrichum klebahnii

Geotrichum sp.

Graphium sp.

Hyphopichia burtonii X
Kazachstania exigua

Leveduras a identificar X X
Mariannea camptospora

Microsphaeropsis arundinis X X X X

X
X

X X X
X
X
X
X X
X X X X X

XX X
XXX X

X X X XXX
X X X

XX XXXXXX XX

X X
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Tabela 5. Continuacéo.

Téxon Pontos de coleta
1 2 3 4 5 6 8

Mucor sp. X X X X
Paecilomyces sp. X X X
Penicillium brevicompactum X
Penicillium implicatum X
Penicillium janthinellum

Penicillium rugulosum

Penicillium sp. X X
Pestalotia sp.

Phialophora sp. X
Phoma herbarum

Phoma macrostoma

Phoma sp. X X X
Phomopsis sp. X

Pichia jadinii

Pichia kudriavzevii
Pseudollescheria boydii
Rhodotorula mucilaginosa
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces exiguus
Scedosporium apiospermum
Scopulariopsis sp.
Stagonosporopsis cucurbitacearum X
Trametes versicolor X

Trichoderma anamorfico Hypocrea
Trichoderma aureoviridae
Trichoderma harzianum
Trichoderma longibrachiatum
Trichoderma pseudokoningii
Trichoderma sp. X X X X X X
Williopsis sp. X
Total de tdxons por ponto 15 22 19 13 16 32 16

X X
X X

XX XX
X XX XX
X X

X
X
X

XXX XX
X

Durante o desenvolvimento deste trabalho verificou-se alteraces morfologicas de
varias culturas apés repiques sucessivos, dificultando o processo de identificacdo. Isso pode
acontecer em funcdo da disponibilidade de nutrientes que o micro-organismo encontra no
meio de cultura, diferente de seu ambiente, influenciando diretamente sua morfologia
(TORTORA et al., 2007). Muitos fungos apresentaram-se ndo esporulantes. Como a forma
micelial constitui uma maneira rapida de garantir a proliferagdo dos mesmos com menor gasto
de energia, acredita-se que a ndo esporulacdo favoreca a sobrevivéncia de espécies que se

encontrem sob estresse ambiental constante.
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A condicgdo impactada do local de estudos, com presenca de compostos complexos,
levou inicialmente a hipétese de que uma baixa diversidade de espécies seria encontrada. No
entanto, os resultados apresentados mostraram diversidade relativamente abundante de fungos
transientes, na maioria terrestres (geofungos), que de alguma maneira podem atingir o
substrato aquatico pelo vento, pela chuva e lixiviagdo do solo, ou ainda, transportados por
outros seres vivos (TAKAHASHI, 2009).

Apesar das alteracBes conhecidas, o ambiente apresentou espécies aldctones que
podem contribuir para a decomposi¢cdo e reciclagem da matéria organica. Mesmo em
ambiente aquatico, geofungos sdo capazes de se manter vidveis e se fixar em substratos
organicos submersos, além de atuarem na sua decomposicdo, mesmo que lentamente. A
literatura menciona, porém, que essa atividade decompositora em tais ambientes necessita
maior elucidacdo, pois ainda trata-se de um processo pouco compreendido (SCHOENLEIN-
CRUSIUS et al., 2004).

Enquanto a maioria das amostras foi diretamente inoculada nos meios de cultura, as
dos pontos coletados no Rio Atibaia necessitaram diluigdo. Isto demonstrou maior nimero de
unidades formadoras de coldnias nestas amostras, bem como de diversidade de espécies,
principalmente de fungos filamentosos, exceto no ponto 6.

Esta pesquisa registrou uma larga amplitude de taxons, Tabela 5; foi notoria tanto a
presenca de géneros reconhecidamente cosmopolitas e abundantes, como Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Penicillium e Trichoderma, como de representantes caracteristicos
de ambientes preservados (ex. Phoma) e fungos considerados menos comuns (Exophiala
dermatitidis e Saccharomyces cerevisiae). Os grupos predominantes apresentaram diversas
espécies. Fungos nao esporulantes (FNE) ocorreram em todos 0s pontos.

Resultados semelhantes foram obtidos no Corrego do Sapateiro do Parque Municipal
do Ibirapuera, Sdo Paulo, SP, onde se investigou a ocorréncia de micobiota terrestre em suas
aguas (TAKAHASHI, 2009), e no Agude do Prata e no Acude do Meio, em Recife, PE
(CAVALCANTI, 2001). Apesar da coincidéncia de taxons, esses estudos apresentaram
diversidade relativamente baixa de espécies em cada género, se comparado ao presente
trabalho.

Alguns pontos de coleta apresentaram caracteristicas particulares quanto as estirpes
ocorrentes. No Rio Jaguari (ponto 1), registrou-se a ocorréncia exclusiva da levedura Candida
parapsilosis, de importancia médica, geralmente encontrada formando biofilmes em
equipamento protético (de HOOG et al., 2000). Como mencionado, o ponto 1 foi incluido no

estudo como uma referéncia por apresentar, teoricamente, &guas menos alteradas. A presenca
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de C. parapsilosis somente nestas amostras foi considerada preocupante do ponto de vista
sanitario, ja que o rio Jaguari é a fonte de abastecimento de agua ndo s6 dos processos
industriais da refinaria, como também de consumo para os funcionarios. Deste resultado,
concluiu-se que uma nova pesquisa deve ser iniciada para o esclarecimento desta quest&o.

A maioria das leveduras, entretanto, foi encontrada apenas nas amostras do efluente
industrial bruto (ponto 6): Candida pseudointermedia; C. pseudolambica; C. tropicalis;
Exophiala dermatitidis; Galactomyces ressii; Geotrichum klebahnii; Kazachstania exigua;
Pichia jadinii; P. kudriavzevii; Saccharomyces exiguus e Williopsis sp. Andlises fisicas e
qguimicas mostraram que o efluente bruto apresenta maior quantidade de hidrocarbonetos
complexos derivados do processo de refino do petroleo (ANGELIS et al., 2008), o0 que sugere
que as estirpes nele encontradas sejam resistentes a estas condicBes e podem ser
recomendadas para estudos futuros de biorremediacao.

Destacou-se a ocorréncia de Microsphaeropsis arundinis pela sua freqiéncia. O
isolamento deste fungo foi observado no interior da refinaria (pontos 2 e 3) e no rio Atibaia,
somente a jusante (pontos 5 e 8). Supde-se que esta espécie de celomiceto tenha se adaptado
as condicOes da refinaria, sendo posteriormente carreado para o rio pelo efluente. A variagdo
nas caracteristicas macroscopicas dos isolados de M. arundinis observada neste estudo pode
indicar que, apesar de viavel, o fungo mostrou-se sensivel as perturbacdes existentes nas
amostras coletadas. Na natureza, o fungo parece estar associado a plantas, porém recentes
investigacOes tém relatado casos de infecgdes em humanos (PENDLE et al., 2004).

A presenca de uma estirpe de Scedosporium apiospermum e seu teleomorfico
Pseudallescheria boydii destacou-se por ndo haver relatos anteriores de seu isolamento em
ambiente aquético. Trata-se de uma espécie conhecidamente oportunista e por causar
problemas respiratérios. A ocorréncia desse fungo no ambiente estudado foi visto com grande
interesse por pesquisadores da area médica, pois a espécie apresenta inimeros registros de
casos clinicos tendo sido registrado em ambiente aquatico pela primeira vez (de HOOG,
comunicagdo pessoal). As estirpes isoladas serdo enviadas para uma cole¢do de culturas
internacional e fardo parte de uma amostragem focada na ecologia desse fungo

A ocorréncia frequente de celomicetos do género Phoma destacou-se pelo fato de ser
um grupo que apresenta espécies tipicamente fito e entomopatdgenas (DOMSCH et al., 1993).

Acremonium breve é comumente isolado de tecidos vegetais mortos e do solo,
apresenta enorme faixa de distribuicdo mundial e é amplamente utilizado no controle
biolégico de fungos causadores de podriddo em frutas e outras plantas cultivadas na

agricultura, gracas a sua intensa acdo antagbnica contra Botrytis cinerea e Penicillium
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expansum (JANISIEWICZ, 1988; SAMSON et al., 2004). Sua ocorréncia limitou-se ao ponto
2 (entrada da lagoa de estabilizagdo), no entanto ndo foi detectado nenhum fator
preponderante que pudesse explicar este resultado.

O fungo Aspergillus flavus é comumente encontrado viavel em ambientes aquaticos,
embora o género constitui um grupo terrestre (SAMSON et al., 2004). No entanto, é capaz de
degradar substratos celuloliticos nos dois ambientes, contribuindo para a decomposi¢do de
matéria organica nesse sistema (PARK, 1972). A presenca desta estirpe no efluente bruto,
ponto 6 (Tabela 5), concorda com a literatura que relata sua alta tolerancia por n-alcanos e a
utilizacdo de hidrocarbonetos provenientes de derivados de petréleo (DOMSCH et al., 1993).

Termotolerante e cosmopolita, a espécie Aspergillus fumigatus é mencionada como
um potente contaminante. Foi encontrado em amostras coletadas dentro e fora da refinaria.
Trata-se de um fungo altamente capaz de degradar hidrocarbonetos complexos e produz
importantes metabdlitos de acdo antibidtica como fumigacina, gliotoxina, e ferricrocina.
Contudo, devido aos fatores de viruléncia que possui, sua aplicagdo biotecnoldgica é pouco
explorada, uma vez que sua manipulacdo precisa ser cautelosa (DOMSCH et al., 1993; de
HOOG et al., 2000).

O acompanhamento das condicGes dos locais de coleta vem sendo desenvolvido desde
1997, como dito anteriormente; no entanto, este foi o primeiro estudo sobre a ocorréncia das
espécies fungicas transientes. Pesquisas anteriores apenas revelaram o nimero de UFCs ao
longo do tempo (assunto abordado no capitulo 2), de acordo com as medidas adotadas para
controle e diminuicdo dos impactos provocados no ambiente estudado.

Como uma contribuicdo deste trabalho para a utilizagéo das estirpes obtidas, na Tabela
6 encontra-se a importancia e algumas aplicaces que os taxons isolados apresentam. Espera-

Sse que novos projetos possam ser formulados a partir destes resultados.

Tabela 6. Importancia econémica e aplica¢@es dos taxons isolados.

Taxon Importéncia e Aplicagédo Referéncia

Acremonium breve Biocontrole de Botrytis cinerea e | Janisiewcz, 1988.
Penicillium expansum.

Aspergillus flavus Biorremediacdo, producdo de enzimas | Gomes et al., 2007.
termoestaveis.

Aspergillus fumigatus Pesquisas soroldgicas. Ferreira, 2008.

Aspergillus niger Producdo de enzimas de interesse | Domsch etal., 1993.
industrial e farmacéutico. Ruegger;Tauk-Tornisiello,

2004.
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Taxon

Importancia e Aplicacdo

Referéncia

Aspergillus parasiticus
Aspergillus versicolor

Candida glabrata
Candida parapsilosis

Candida
pseudointermedia
Candida pseudolambica
Candida tropicalis
Chaetomella sp.
Cladosporium
cladosporioides
Colletotrichum
gloeosporioides
Coniochaeta pulveraceae
Coprinellus radians
Cryptococcus diffluens
Cytospora
variostromatica
Epicocum nigrum
Eutypella sp.

Exophiala dermatitidis
Fusarium oxysporum

Fusarium solanii
Galactomyces ressii
Geotrichum klebahnii

Graphium sp.
Hyphopichia burtonii

Kazachstania exigua
Mariannea camptospora
Microsphaeropsis
arundinis

Mucor sp.

Paecilomyces sp

Penicillium
brevicompactum
Penicillium implicatum
Penicillium janthinellum

Producdo de enzimas para fermentacéo.
Producdo de enzimas de interesse
industrial e farmacéutico.

Producéo de biossurfactantes.

Producdo de proteinases; pesquisa em
micologia médica.

Fermentacdo de café.

Producédo de micocinas.

Degradacéo de fenol.

Interesse médico.

Utilizacdo em testes de resisténcia de
materiais téxteis e tintas.

Producdo de enzimas pectinoliticas.

Estudos taxonémicos e ecoldgicos
Conversdo de dibenzotiofeno
Interesse médico.

Fitopatogeno.

Producdo de antibidticos.

Estudos taxonémicos e ecologicos.
Interesse médico.

Fitopatdgeno; de interesse industrial.

Fitopatgeno; de interesse industrial.

Producdo de biomassa para nutricdo
animal.

Producdo de enzimas de interesse
industrial.

Interesse médico.

Biodeteriogénico em industria de

alimentos.

Biorremediacdo de esgotos.

Estudos taxonémicos e ecoldgicos.
Controle  biolégico de  Venturia
inaequalis.

Interesse médico; biodeteriogénico.

Interesse médico; biodeteriogénico.
Producdo de &cidos organicos.

Fitopatdgeno.
Producéo de xilanases.

Shivam et al., 2009.
Domsch et al., 1993.
Ruegger;Tauk-Tornisiello,
2004.

Luna et al., 2009.

Braga et al., 1998.

Masoud et al., 2004.

Vital et al., 2002.
Ding et al., 2010.
Vera, 1975.
Onions et al., 1981.

Domsch et al., 1993.

Nao encontrada
Aranda et al., 2009
Kantarcioglu, 2007.
Adams et al., 2005

Gravesen et al., 1994.
Né&o encontrada

de Hoog et al., 2000.

Domsch et al., 1993.

Gravesen et al., 1994
Domsch et al., 1993.

Gravesen et al., 1994.
Akyiama et al., 2001.

Rojas et al., 2008.

de Hoog et al., 2000.
Samson et al., 2004.

Liu et al., 2008.
Samson, 1974.
Mason & Huber, 2002.

de Hoog et al., 2000.
Samson et al., 2004.
de Hoog et al., 2000.
Samson et al., 2004.
Domsch et al., 1993.

Labuda et al., 2004.
Rodrigues et al., 2004.
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Taxon

Importancia e Aplicacdo

Referéncia

Penicillium rugulosum

Pestalotiopsis sp.
Phialophora sp.

Phoma herbarum
Phoma macrostoma
Phomopsis sp.

Pichia jadinii

Pichia kudriavzevii
Pseudollescheria boydii
Rhodotorula
mucilaginosa
Saccharomyces
cerevisiae
Saccharomyces exiguus
Scedosporium
apiospermum
Scopulariopsis sp.
Stagonosporopsis
cucurbitacearum
Trametes versicolor
Trichoderma
aureoviridae
Trichoderma harzianum

Trichoderma
longibrachiatum
Trichoderma
pseudokoningii
Trichoderma anamorfico
Hypocrea

Williopsis sp

Biodeteriogénico em  industria
alimentos.

Fitopatdgeno; producao de celulase
Interesse médico.
Biodeteriogénico.

Fitopatdgeno.

Fitopatdgeno.

Biomassa para nutrigdo animal.
Fermentacédo de cacau.

Interesse médico.

Interesse médico.

Interesse  medico;
industrial.

Estudos taxonémicos e ecoldgicos
Interesse médico.

larga

Biodeteriogénico; interesse médico.
Fitopatégeno.

de

aplicacao

Biodegradagéo; interesse farmacéutico.

Producéo de enzimas; biodegradacao.

Biodegradacéo de
biocontrole de Candida albicans.
Producéo de xilanases.

Biodegradacéo;
producgéo de enzimas.
Biodegradacéo;
producgéo de enzimas
Atividade antifingica;
toxinas

herbicidas;

biodeterioragéo;
biodeterioragéo;

producdo de

Samson et al., 2004.

Crous et al., 2009.
de Hoog et al., 2000.
Onions et al., 1981.
Crous et al., 2009.
Crous et al., 2009.
Deak, 2009.

Daniel et al., 2009.
de Hoog et al., 2000.
de Simone, 2009.

de Llanos et al., 2006;
Onions et al., 1981.
Nao encontrada

de Hoog et al., 2000.

Domsch et al., 1993.
Fiori et al., 2000.

Singh, 2006.
Zaldivar et al., 2001.

Domsch et al., 1993.
Royer & Nakas, 1989
Gupta et al., 2009
Domsch et al., 1993.

Hodgson et al., 1995

A partir dos resultados e conclusfes obtidos neste trabalho, algumas consideracfes

puderam ser levantadas. O impacto provocado pela refinaria estd sendo contornado pelo

tratamento que realiza sobre seu efluente, indicando que os principais impactos no Rio

Atibaia ndo podem ser atribuidos unicamente a ela.

Podemos ainda destacar como pontos relevantes desta pesquisa as seguintes

consideracdes:

# Os micro-organismos aqui isolados permitirdo a continuidade de avaliacdes de

potenciais para outras aplicacBes biotecnoldgicas, uma vez que sao provenientes de areas

impactadas.
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# A fotodocumentacdo e a preservacdo das espécies microbianas representam um

acervo cultural, técnico, cientifico e de acesso universal.

# As dificuldades enfrentadas na fase de identificacdo ressaltou a importancia de

constante atualizacéo da literatura pertinente.

# Esta pesquisa contribuiu para o enriquecimento do acervo da colegdo de culturas
fangicas do CEIS, assim como para sua organizacdo mediante o aprimoramento das fichas

catalograficas, que serdo futuramente disponibilizadas online.
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6. CONCLUSOES

# A pesquisa mostrou que mesmo impactada, a regido apresentou uma consideravel

diversidade de fungos durante o periodo estudado, ao contréario das expectativas iniciais.

# Diante desta diversidade pode-se inferir que muitas espécies de fungos transientes

permanecem presentes mesmo sob condigOes adversas.

# A ocorréncia das espécies Candida parapsilosis e Cryptococcus difluens,
encontradas exclusivamente nas amostras de agua do rio Jaguari, devem ser investigadas

quanto a distribuicdo dentro da refinaria.

# As espécies que ocorreram principalmente nas amostras do efluente bruto podem
apresentar potencial para aplicagcdo em biorremediagdo, embora haja a necessidade de estudos

sobre possivel potencial oportunista e patogénico das estirpes.

# Pela ocorréncia com que foi encontrado na area e pela sua associacdo a casos de

infeccdo humana, o fungo Microsphaeropsis arundinis deve ser melhor investigado.

# Scedosporium apiospermum e Pseudallescheria boydii constituem estirpes de
interesse para estudos da area médica.



121

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, G.C. et al. Phylogenetic relationships and morphology of Cytospora species an
related teleomorphs (Ascomycota, Diaporthales, Valsaceae) from Eucalyptus. Stud. Mycol.
Utrecht, v.52, p. 1-144, 2005.

AKIYAMA, S. et al. Assessments of palatability and availability for dietary yeasts in red sea
bream (Pagrus major). Suisan Zoshoku. [S.1.], v. 49, n° 1, p. 47-52, 2001.

ALEXOPOULOS, C. J; MIMS, C. W.; BLACKWELL, M. Introductory mycology.
Hoboken: John Wiley & Sons, Pub., 1996. 233 p.

ALL SPECIES FOUNDATION. Disponivel em: <http://www.all-species.org/>. Acesso em:
21 set. 2009.

ALMEIDA, J.M.G.C.F. Yeast community survey in the Tagus estuary. FEMS Microbiol.
Ecol. Oxford, n. 53, p. 295-303, 2005.

ANGELIS, D.F. et al. Avaliagdo da toxicidade (atividade mutagénica, carcinogénica e
teratogénica) do efluente final da refinaria e das aguas do Rio Atibaia na regido de influéncia
do langamento. REPLAN - Relatorio técnico final. 2008. 220 f.

ARANDA, E. et al. Conversion of dibenzothiophene by the mushrooms Agrocybe aegerita
and Coprinellus radians and their extracellular peroxygenases. Appl. Microbiol. Biotechnol.
Berlin, v. 82, n. 6, p. 1057-1066, 2009.

ARX, J.A. von. The Genera of Fungi Sporulating in pure culture. 2 ed. Vaduz: J. Cramer,
1974. 351p.

ARX, J.A.; VAN DER WALT, J. P. The ascigerous state of Candida chodatii. Antonie van
Leeuwenhoek. Amsterdam, n. 42, v. 3, p. 309-314, 1976.

AVESKAMP, M. Highlights of the Didymelaceae: a polyphasic approach to characterise
Phoma and related pleosporalean genera. Stud. Mycol.. Utrecht, v.65, 2007, 68p.

BARNETT, H. L., HUNTER, B. B. lllustrated Genera of Imperfect Fungi. 3. ed.
Minneapolis: Burgess Publishing Company, 1972. 241 p.



122

BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification.
3 ed. Cambridge: Cambridge University Press, 2000, 1139p.

BISSET, J. A revision of the genus Trichoderma: Ill Section Pachybasium. Can. J. Bot.
Ottawa, v.69, p. 2373-2417, 1991.

BONONI, V.L.R. (org.) Zigomicetos, basidiomicetos e deuteromicetos: no¢fes béasicas de
taxonomia e aplicagBes biotecnoldgicas. S&o Paulo: Instituto de Boténica, Secretaria de
Estado do Meio Ambiente, 1998. 184p.

BRAGA, W.F. et al. Terpenoids from Copaifera cearensis. Phytochemistry. New York,
v.49, p. 263-264, 1998.

CABUK, A.; UNAL, A.T.; KOLANKAYA, N. Biodegradation of cyanide by a white rot
fungus, Trametes versicolor. Biotechnol. Lett. Dordrecht, v. 28, p. 1313-1317, 2006.

CAPELARI, M.; GUGLIOTTA, A. de M. Estudo da diversidade de espécies de fungos
macroscopicos do Estado de Sdo Paulo, 1996. Disponivel em:
<http://lwww.biota.org.br/info/historico/workshop/revisoes/fungos.pdf>. Acesso em: 05 ago.
2008.

CARLILE, M. J.; WATKINSON, S. C. The fungi. 3 ed. London: Academic Press Ltd., 1996.
482p.

CAVALCANTI, M.S. Fungos isolados da agua e do solo das margens dos acudes do
Prata e do Meio, na Reserva Florestal de Dois Irméos, Recife-PE. 2001. 316 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas — Botanica) — Instituto de Botanica, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2001.

CBS - CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES. CBS yeast collections.
Disponivel em: <http://www.cbs.knaw.nl/yeast/Defaultpage.aspx>. Acesso em: 17 jul. 2009.

CGEE - CENTRO DE GESTAO DE ESTUDOS ESTRATEGICOS. Ciéncia, tecnologia e
inovagdo. Disponivel em: <www.cgee.org.br/atividades/redirect.php?idProduto=1752>.
Acesso em: 27 jul. 20009.

CLESCERI, L.S.; REENBERG,A.E.; EATON,A.D. ed. Standard Methods for
Examination of water and Wastewater. 20th ed. Washington: American Public Health
Association, 811p. 1998.



123

COLLINS, C.H., Métodos microbiol6gicos. Zaragoza: Acribia, 410p. 1969.

COLWELL. R.R. Microbial diversity: the importance of exploration and conservation. J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. Hampshire, v. 18, p. 302-307, 1997.

CROUS, P.W. et al. Fungal biodiversity. CBS Laboratory Manual Series. Utrecht: CBS-
KNAW Fungal Biodiversity Centre. 2009. 269 p.

CROUS, P.W. et al. The genus Cladosporium and similar dematiaceous hyphomycetes. Stud.
Mycol. Utrecht, v. 58, p. 1-253, 2007.

DANIEL, H-M. et al. Yeast diversity of Ghanaian cocoa bean heap fermentations. FEMS
Yeast Res. Amsterdam, v. 9, p. 774-783, 2009.

DEAK, T. Ecology and Biodiversity of Yeasts with Potential Value in Biotechnology. IN:
Yeast Biotechnology: Diversity and Applications. T. Satyanarayana & Gotthard Kunze Eds.,
2009. 744p.

de HOOG, G.S. et al. Atlas of Clinical Fungi. 2 ed. Utrecht: Centraalbureau voor
Schimmelcultures, 2000. 720p.

DE LLANOS, R.; FERNANDEZ-ESPINAR, M.T.; QUEROL, A. A comparison of clinical
and food Saccharomyces cerevisiae isolates on the basis of potential virulence factors.
Antonie van Leeuwenhoek. Amsterdam, n. 90, p. 221-231, 2006.

de SIMONE, J. A. JR. Rhodotorula mucilaginosa catheter-related fungemia in a patient with
sickle cell disease: case presentation and literature review. Southern Medical Journal.
Birmingham, p.1-6, 2010.

DING, Y.; YUAN, X.Z.; ZENG, G.M.; LIU, Z.F.; ZHONG, H.; WANG, J. Effects of
surfactants on the biodegradation of phenol by Candida tropicalis. Huan Jing Ke Xue v. 31,
n. 4, p. 1047-52, 2010. Disponivel em: <http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20527190>.
Acesso em: 02 abr. 2010.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1, 1993.120p.

ELLIS, M.B. More dematiaceous hyphomycetes. Aberystwyth: Cambrian Printer LTD.
1989. 507p.



124

FERREIRA, R. R. Pesquisa sorolégica de Aspergillus fumigatus e cultivo fungico de
amostras obtidas de cdes com descarga nasal. Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Faculdade de Veterinaria. Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Veterinarias. 2008. Disponivel em:
<http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/14331?show=full>. Acesso em: 14 abr. 2010.

FIDALGO, O. Introducgdo a historia da micologia brasileira. Rickia, Série Criptogdmica dos
Arquivos de Botanica do Estado de Séo Paulo, Instituto de Botéanica, vol. 1, p. 3-11, 1962.

FIDALGO, O. Rick, o pai da micologia brasileira. Rickia, Série Criptogamica dos Arquivos
de Botanica do Estado de S&o Paulo, Instituto de Botanica, vol. 3, p. 1-3, 1968.

FIORI, A.C.G. et al. Antifungal activity of leaf extracts and essential oils of some medicinal
plants against Didymella bryoniae. J. Phytopathology. Berlin, v. 148, p. 483-487, 2000.

GEISER, D.M. The current status of species recognition and identification in Aspergillus.
Stud. Mycol. Utrecht, n. 59, v. 1, p. 1-10, 2007.

GOl, S.R.; SOUZA, F.A. Diversidade de microrganismos do solo. Floresta e Ambiente.
Seropedica, v.13, n.2, p. 46-65, 2006.

GOMES, E.; GUEZ, M. A. U.; MARTIN, N.; SILVA, R. da. Thermostable enzymes:
sources, production and industrial applications. Quim. Nova. Séo Paulo, v. 30, n. 1, 2007.

GRAVESEN, S.; FRISVAD, J.C.; SAMSON, R.A. Microfungi. 1 ed. Viborg: Special-
Trykkeriet, 1994. 168p.

GUARRO, J.; GENE, J.; STCHIGEL, A.M. Developments in Fungal Taxonomy. Clin.
Microbiol. Rev. Washington, v. 12, n. 3, p. 454-500, 1999.

GUPTA, V. P. et al. Trichoderma pseudokoningii for hastening the decomposition of various
sericultural wastes and impact of enriched composts on disease suppression in mulberry
(Morus spp.) Archives of Phytopathology and Plant Protection. [S.l.], v. 42, n. 7, p. 603-
609, 20009.

HAWKSWORTH, D.L. The fungal dimension of biodiversity: magnitude, significance, and
conservation. Mycol. Res. Cambridge, n. 95, p. 641-55, 1991.



125

HAWKSWORTH, D.L. Biodiversity in microorganisms and its role in ecosystem function.
In: SOLBRIG, O.T., EMDEN, H. M. van, OORDT, P.G.W.J. van (eds.). Biodiversity and
global change. Paris: IUBS, 1992. p. 83-93.

HAWKSWORTH, D.L. et al. Ainsworth & Bisby's dictionary of the fungi. 8 ed.
Wallingford: CAB International Mycological Institute, 1995. 616p.

HAWKSWORTH, D.L. The magnitude of fungal diversity : the 1.5 million species
estimate revisited. Mycol. Res. Cambridge, n°® 105, vol. 12, p. 1422-1432, 2001.

HODGSON, V.J.; BUTTON, D.; WALKER, G.M. Anti-Candida activity of a novel killer
toxin from the yeast Williopsis mrakii. Microbiology. Reading, v. 141, p. 2003-2012, 1995.

ITIS- INTEGRATED TAXONOMIC INFORMATION SYSTEM. Disponivel em:
<http://lwww.itis.gov/>. Acesso em: 21 set. 20009.

JANISIEWICZ, W.J. Biocontrol of postharvest diseases of apples with antagonist mixtures.
Phytopathology. Saint Paul, n. 78, p. 194-198, 1988.

KANTARCIOGLU, A.S. et al. Subcutaneous cryptococcosis due to Cryptococcus diffluens in
a patient with sporotrichoid lesions case report, features of the case isolate and in vitro
antifungal susceptibilities. Med. Mycol. Oxford, v. 45, n. 2, 173-181, 2007.

KLICH, M.A.; PITT, J.I. A laboratory guide to common Aspergillus species and their
teleomorphs. North Ryde: Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization.
1988. 116p.

KRIEGER, H. et al. Area de Ciéncias Biologicas. Parcerias estratégicas. Academia
Brasileira de Ciéncias: Edicdo especial. Brasilia: MCT, Centro de estudos estratégicos.
Disponivel em:

<http://java.cgee.org.br/lkmmsearch/download?doc=200806040437202.pdf>. Acesso em: 31
jul. 2009.

LABUDA, R. et al. Penicillium implicatum causes a destructive rot of pomegranate fruits.
Mycopathologia. Den Haag, v. 157, n. 2, 2004.

LIU et al. New records of Kazachstania species in Taiwan. Taiwania. Taipei, n. 53, v. 3, p.
293-300, 2008.



126

LUNA, J. M. DE; SARUBBO, L.; CAMPOS-TAKAKI, G. M. de. A new biosurfactant
produced by Candida glabrata UCP 1002: characteristics of stability and application in oil
recovery. Braz. Arch. Biol. Technol. Curitiba, v.52, n.4, 2009.

MACHADO, A.P.S. Uso de técnicas de deteccdo rapidas de fungos filamentosos na agua.
Dissertagdo para Mestrado em Tecnologia do Ambiente Escola de Engenharia da
Universidade do Minho. Departamento em Engenharia Biologica, 2006. 116f.

MASON, P.G.; HUBER, J.T. Biological Control Programs in Canada 1981-2000. CAB
International, CABI Publishing, 2000. 568 p.

MASOUD, W.; JESPERSEN, L.; JAKOBSEN, M. Yeast involved in fermentation of Coffea
arabica in East Africa determined by genotyping and by direct denaturating gradient gel
electrophoresis. Yeast. Chichester, v. 21, n. 7, p. 549-56, 2004.

MELLO, S.C.M.; SILVA, J.B.T.; WETZEL, M.M.V.S. Colec¢des de culturas microbianas no
Sistema Nacional de Pesquisa Agropecuaria. Documentos/Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, n. 102, 2003. 41p.

MEYER et al. Hybridization probes for conventional DNA fingerprinting used as single
primers in the Polymerase Chain Reaction to distinguish strains of Cryptococcus neoformans.
J. Clin. .Microbiol. Washington, n° 31, p. 2274-2280, 1993.

MUNK, A. Coniochaeta pulveracea. Dan. bot. Arkiv. Kobenhavn, v.12, n. 11, p. 9, 1948.

NCBI - NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGICAL INFORMATION. Disponivel
em : <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>. Acesso em: 02 abr. 2010.

ONIONS, AH.S.; ALLSOPP, D.; EGGINS, H.O.W. Smith’s Introduction to Industrial
Mycology. 7 ed. Edward Arnold Publishers Ltda. Avon. 1981. 398 p.

PARK, D. On the ecology of heterotrophic micro-organisms in freshwater. Transactions of
the British Mycological Society, Oxford, v.58, n.2, p.291-299, 1972.

PENDLE, S. et al. Phaeohyphomycotic soft tissue infections caused by the coelomycetous
fungus Microsphaeropsis arundinis. J. Clin. Microbiol. Washington, n. 42, vol. 11, p. 5315-
5319, 2004.



127

PHILLIPS, R. Mushrooms and other fungi of Great Britain and Europe. London:
Macmillan Reference, 1994. 288p.

PITT, J.I. The genus Penicillium and its teleomorph states Eupenicillium and
Talaromyces. London: Academic Press Inc. 1979. 633p.

ROCHA, M.; ZOTTARELI, C. L. A. P. Chytridiomycota e oomycota da represa do
Guarapiranga, Sdo Paulo, SP. Acta Bot. Bras. Porto Alegre, v.16, n.3, p. 287-309, 2002.

RODRIGUES, E. M.; MILAGRES, A. M. F.; PESSOA JR., A. Selective recovery of
xylanase from Penicillium janthinellum using BDBAC reversed micelles. Acta Biotechnol.
Berlin, v. 19, n. 2, 157-161, 2004.

ROJAS, N.L. et al. Role of PPase-SE in Geotrichum klebahnii, a yeast-like fungus able to
solubilize pectin. Electronic Journal of Biotechnology. v.11, n.1, 2008. Disponivel em:
<http://lwww.ejbiotechnology.info/content/vol11/issuel/full/13/>. Acesso em: 02 abr. 2010.

ROSSMAN, A.Y. et al. The coelomycetous genera Chaetomella and Pilidium represent a
newly discovered lineage of inoperculate discomycetes. Mycological Progress. Tubingen, n.
3, V. 4, p. 275-290, 2004.

ROYER, J.C.; NAKAS, J.P. Xylanase production by Trichoderma longibrachiatum. Enzyme
Microb. Technol. New York, 1989, v. 11, n. 7, p. 405-410.

RUEGGER M. J. S., TAUK-TORNISIELO S. M. Atividade da celulase de fungos isolados
do solo da Estacdo Ecoldgica de Juréia-Itatins, Sdo Paulo, Brasil. Rev. Bras. Bot. Sdo Paulo,
v.7,n.2,p. 205-211, 2004.

SACCARDO, P.A. Atti Soc. Veneto-Trent. Sci. Nat. Padova, v. 4, n. 80, 1875.

SAMPAIO et al. Polyphasic taxonomy of basidiomycetous yeasts genus Rhodosporidium:
Rhodosporidium kratochvilovae and related anamorphic species. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. Reading, n° 51, p. 687-697, 2001.

SAMSON, R.A. FRISVAD, J.C. Penicillium subgenus Penicillium: new taxonomic schemes,
mycotoxins and extrolites. Stud. Mycol.. Utrecht, v. 49, p. 1-260, 2004.

SAMSON, R.A.; HOEKSTRA, E.S.; FRISVAD, J.C. Introduction to food- and airborne
fungi. 7 Ed. Wageningen: Ponsen & Looyen. 2004. 389p.



128

SAMSON, R. A. Paecilomyces and some allied Hyphomycetes. Stud. Mycol. Baarn, n.6, p.
1-119, 1974.

SANCHEZ, C. Lignocellulosic residues: Biodegradation and bioconversion by fungi.
Biotech. Adv. New York, n. 27, p. 185-194, 2009.

SCHOENLEIN-CRUSIUS, I.H. et al. Airborne fungi in the region of Cubatdo, Sdo Paulo
State, Brazil. Braz. J. Microbiol. Sdo Paulo, v.32, p. 61-65, 2001.

SCHOENLEIN-CRUSIUS, I.H. et al. Microscopic fungi in the atlantic rainforest in Cubatéo,
Sdo Paulo, Brazil. Braz. J. Microbiol. Séo Paulo, v.37, p. 267-275, 2006.

SCHOENLEIN-CRUSIUS, I.H.; GRANDI, R.A.P. The diversity of aquatic hyphomycetes in
South America. Braz. J. Microbiol. So Paulo, v.34, p. 183-193, 2003.

SCHOENLEIN-CRUSIUS, I. H.; PIRES-ZOTTARELLLI, C. L. A.; MILANEZ, A. I.
Amostragem em limnologia: os fungos aquaticos. In: BICUDO, C. E. M.; BICUDO, D. C.
(eds.). Amostragem em limnologia. Sdo Carlos: RiMa, 2004, p. 179-191.

SHIVAM, K.; TRIPATHI, C. P. M.; MISHRA, S. K. Culture conditions for the production of
a-galactosidase by Aspergillus parasiticus MTCC-2796: a novel source. Electronic Journal
of Biotechnology. Valparaiso, v.12, n.4, p. 1-9, 2009. Disponivel em:
<http://www.ejbiotechnology.info/content/vol12/issue4/full/8/8.pdf>. Acesso em: 13 mar.
2010.

SINGH, H. Mycoremediation: fungal bioremediation. New Jersey: John Wiley & Sons, Inc.,
592p. 2006.

SOUZA, H.Q.; AGUIAR, IJ.A. Diversidade de Agaricales (Basidiomycota) na Reserva
Biologica Walter Egler, Amazonas, Brasil. Acta Amaz. Manaus, v.34, n.1, p.43-51, 2004.

SPECIES 2000. Disponivel em:
<http://www.sp2000.org/index.php?option=com_content&task=view&id=12&ltemid=26
>, Acesso em: 21 set. 2009.

SUH, S.0. et al. The beetle gut: a hyperdiverse source of novel yeasts. Mycol. Res.
Cambridge, v. 109, n. 3, p. 261-265, 2005.



129

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia acervuli and
Stromata. Survey: Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.

TAKAHASHI, J.P. Diversidade de geofungos em aguas do Parque Municipal do
Ibirapuera na cidade de S&o Paulo, SP, Brasil. 2009. 73f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Bioldgicas — Microbiologia Aplicada) — Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista, Rio Claro, 2009.

TORTORA, G.J. et al. Microbiologia. 8 ed. Reviséo técnica de: M. H. Vainstein; A. Schrank.
Porto Alegre: Artmed, 2007, 894 p.

UIJTHOF, J.M.J. Taxonomy and phyologeny of the human pathogenic black yeast genus
Exophiala Carmichael. Academic Proefschrift. Wageningen: Ponsen & Looijen. 1996. 120p.

VASCONCELOS, W.E. et al. Caracterizacdo bioquimica e enzimatica de Cunninghamella
isoladas de manguezal. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra. V. 3, n. 2, 2003.
Disponivel em: < http://eduep.uepb.edu.br/rbct/sumarios/pdf/fungos.pdf>. Acesso em: 26 ago.
2009.

VERA, E. H. Hongos Patogenos o Potencialmente Patogenos De Los Balnearios Del Oeste
De Puerto Rico. Carib. J. Sci. Mayaguez, v.15, p. 1-2, 1975.

VILELA, R. et al. Molecular model for studying the uncultivated fungal pathogen
Lacazia loboi. (2005). Disponivel em:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov/picrender.fcgi?artid=1233932&blobtype=pdf>.  Acesso
em: 17 jul. 20009.

VITAL, M. J. S.; ABRANCHES, J.; HAGLER A. N.; MENDONCA-HAGLER, L. C.
Mycocinogenic yeasts isolated from Amazon soils of the Maracd Ecological Station,
Roraima-Brazil. Braz. J. Microbiol. Sdo Paulo, v.33, p. 230-235, 2002.

WAINWRIGHT, M. Novel uses for fungi in biotechnology. Chem. Ind. London, v. 2, p. 31-
34, 1990.

WEBSTER, J. Introduction to fungi. 2 ed. Cambridge: Cambridge University Press, 1986.
669p.

WELLBAUM, C. et al. Fungos filamentosos em folhas do ambiente terrestre e aquéatico da
Ilha dos Eucaliptos, Represa do Guarapiranga, Sdo Paulo, SP. Rev. Bras. Bot. Sdo Paulo,
v.22,n.1, p.69-74, 1999.



130

WFCC - WORLD FEDERATION FOR CULTURE COLLECTIONS. Guidelines for
establishment and operation for of collections of cultures of microorganisms. 22. ed.
1999. Disponivel em: <http://www.wfcc.info/GuideFinal.html>. Acesso em: 21 set. 2009.

WHITE, T. J. et al. Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for
phylogenetics. In: INNIS, M. A. et al. (Comp.). PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications. San Diego: Academic Press, 1990. p. 315-322.

WINGFIELD, M.J. ; KENDRICK, W.B.; VAN WYK, P.S. Analysis of conidium ontogeny in
anamorphs of Ophiostoma: Pesotum and Phialographium are synonyms of Graphium. Mycol.
Res. Cambridge, n.95, p. 1328-1333, 1991.

ZALDIVAR, M. et al. Trichoderma aureoviride, a mutant with enhanced production of Iytic
enzymes: its potential use in waste cellulose degradation and/or biocontrol. Electronic
Journal of Biotechnology. Valparaiso, v. 4, n. 3, p. 97-121, 2001.



(azul), V3xW3 (verde) e V4xW4 (rosa).

APENDICE

Resultados do teste MANOVA realizado no software SAS 9.1.3

Teste Valor Valor F | Num DF | Den DF | Pr>F
Wilks’ Lambda 0,00370985 | 12,62 | 102 770,93 |(<.0001)
Pillai’s Trace 2,57608109 | 6,15 102 834 <.0001
Hotelling-Lawley Trace | 20,27978702 | 26,34 | 102 553,56 | <.0001
Roy’s Greatest Root 11,78925311 | 96,39 17 139 <.0001

Anélises de correlacfes candnicas geradas no SAS 9.1.3
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Os valores em destaque correspondem aqueles que foram considerados para interpretagdo da
analise estatistica. A andlise simulou quatro situacdes em cada ponto, de modo que as relacGes
ocorreram entre as variaveis abidticas com as bidticas, sendo sempre V1xW1 (amarelo), V2xW2

PONTO 1

Ponto 1 - Ponto 1 -

fatores Vi1 V2 V3 V4 fatores w1 W2 W3 W4
abioticos bidticos

Est 0,2579 | -0,0147 | -0,3557 | 0,2728 | Fungos | 0,5637 | 0,0021 | F0,5696 | DI5982 |
Pluv | 0,2042 | -0,2398 | 0,0859 | -0,1176

pH 0,0312 | -0,0521 | 0,0183 | -0,1044 | Leveduras | -0,1931 | 0,4266 | FO,7591 | OW522 |
Cond | 0,0355 | -0,0197 | 0,0879 | -0,2055

Temp | 05393 | 0,0222 | -0,1135 | -0,0533

SolT | 0,6408 | 0,2004 | 0,0325 | -0,0665

Turb | 03401 | 0,1176 | -0,0418 | -0,2589

Oxig | 0,251 | 0,2625 | 0,449 | -0,3397

DBO | 0,3102 | 0,0825 | 0,0269 | [B)6890

Cloretos | -0,1887 | -0,2970 | -0,1048 | -0,1756

Nit'T | -0,6204 | -0,0491 | -0,0523 | -0,3503

lonP 0,2185 | -0,1085 | 0,0299 | -0,3091

Legenda: Est: Estagdo (seca ou chuvosa); Pluv: Pluviosidade; pH: Potencial hidrogeniénico; Cond:
Condutividade elétrica; Temp: Temperatura da agua; SolT: Solidos totais; Turb: Turbidez; Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioguimica de oxigénio; Cloretos: Cloretos; NitrT: Nitrogénio total; lonP:
fons P (fésforo); Fungos: UFC de Fungos filamentosos; Leveduras: UFC de Leveduras.
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PONTO 2

Ponto 2 — Ponto 2 —

fatores Vi V2 V3 V4 fatores w1 W2 W3 W4
abidticos bioticos

Est 0,4940 | 0,0183 | -0,0997 | M54 | Fungos | 0,5675 | 0,5504 | 0,7312 | (5596 |
Plv | 05223 | 0,0631 | -0,1488 | 0,3035

pH -0,0281 | -0,2056 | -0,0365 | 0,3307 | Leveduras | 0,4983 | -0,4718 | -0,4445 | Dioio8 |
Cond | -0,4306 | -0,1066 | -0,2697 | HoI5ies

Temp | 0,1324 | 0,2616 | -0,2708 | 0,1045

SolT | -0,6220 | 0,0215 | 0,1439 | -0,2211

Turb | 0,3471 | -0,2194 | 0,3671 | 0,2062

Oxig | -0,3483 | -0,3337 | 0,0869 | -0,0833

DBO | -0,4394 | 0,0528 | -0,2197 | -0,3859

Cloretos | -0,3924 | -0,1282 | -0,2017 | oWl

NitrT | -0,4023 | 0,2852 | 0,0757 | -0,4312

lonP | -0,3135 | -0,1189 | -0,0078 | 0,1228

Legenda: Est: Estacdo (seca ou

chuvosa); Pluv: Pluviosidade; pH: Potencial hidrogeniénico; Cond:
Condutividade elétrica; Temp: Temperatura da dgua; SolT: Sélidos totais; Turb: Turbidez; Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; Cloretos: Cloretos; NitrT: Nitrogénio total; lonP:
lons P (fésforo); Fungos: UFC de Fungos filamentosos; Leveduras: UFC de Leveduras.

PONTO 3
Ponto 3 - Ponto 3 -

fatores V1 V2 V3 V4 fatores W1 W2 W3 w4
abioticos bidticos

Est 0,4407 | -0,1210 | 0,1650 | 0,1919 | Fungos | 0,9207 | 0,0187 | [0,6993 | OloAd8 |
Pluv | 0,3525 | 0,0333 | 0,1490 | 0,4076

pH -0,0105 | -0,1558 | 0,1489 | 0,0577 | Leveduras | 0,3622 | -0,7970 | 10,6097 | 0,3615
Cond | -0,6803 | -0,2384 | -0,2408 | -0,2016

Temp | -0,2685 | -0,4349 | 0,3356 | 0,1260

SolT | -0,6005 | -0,1301 | 0,0287 | 0,1925

Turb | 0,6038 | 0,3989 | -0,4429 | 0,0773

Oxig | -0,2936 | -0,0123 | -0,4082 | -0,3611

DBO | -0,2084 | 0,4053 | 0,0481 | [0}5029

Cloretos | -0,5209 | -0,1303 | -0,1011 | -0,3549

Nitr'T | -0,6973 | 0,0883 | 0,1065 | -0,2745

lonP | -0,1847 | 70,6902 | F0,5384 | -0,2640

Legenda: Est: Estagdo (seca ou chuvosa); Pluv: Pluviosidade; pH: Potencial hidrogeniénico; Cond:
Condutividade elétrica; Temp: Temperatura da agua; SolT: Solidos totais; Turb: Turbidez; Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioguimica de oxigénio; Cloretos: Cloretos; NitrT: Nitrogénio total; lonP:
fons P (fésforo); Fungos: UFC de Fungos filamentosos; Leveduras: UFC de Leveduras.
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PONTO 4

Ponto 4 — Ponto 4 —

fatores V1 V2 V3 V4 fatores w1 W2 W3 W4
abidticos bioticos

Est 0,3763 | 0,0799 | 0,0925 | D648 | Fungos | 0,9423 | -0,2734 | 06850 | -0,1914
Pluv 0,5183 | 0,0711 | 0,1849 | 0,2279

pH 20,3509 | -0,1051 | -0,1170 | -0,0790 | Leveduras | 0,7943 | -0,0155 | -0,2150 | [Ojondd |
Cond | -0,5405 | 0,1656 | -0,2596 | -0,4212

Temp | -0,1238 | 0,3314 | 0,3994 | 0,0042

SolT 0,6215 | 0,5417 | 0,1805 | 0,3236

Turb 0,9713 | 0,1295 | 0,1710 | 0,0267

Oxig | -0,0982 | -0,3796 | 0,2657 | -0,1375

DBO | -0,1975 | 0,0577 | 06809 | -0,2241

Cloretos | -0,3122 | 0,0867 | -0,2522 | -0,2340

NitrT | -0,5977 | 0,1980 | -0,3951 | Oi5Hi2

lonP 0,0471 | 0,0429 | -0,0132 | -0,2013

Legenda: Est: Estagdo (seca ou chuvosa); Pluv: Pluviosidade; pH: Potencial hidrogeniénico; Cond:
Condutividade elétrica; Temp: Temperatura da agua; SolT: Solidos totais; Turb: Turbidez; Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioguimica de oxigénio; Cloretos: Cloretos; NitrT: Nitrogénio total; lonP:
fons P (fésforo); Fungos: UFC de Fungos filamentosos; Leveduras: UFC de Leveduras.

PONTO 5

Ponto 5 - Ponto 5 -

fatores V1 V2 V3 V4 fatores w1 W2 W3 W4
abidticos bioticos

Est 0,6210 | -0,0049 | 0,2469 0,0523 Fungos 0,8876 0,3421 | -0,2022 | -0,2331
Pluv 0,5892 | 0,1253 | 0,3503 | -0,3023

pH -0,1344 | 0,1081 | 0,2024 | -0,1079 | Leveduras | 0,5722 | -0,5411 | 0,5275 | -0,3187
Cond -0,7353 | -0,0373 | 0,0530 0,1083

Temp 0,2215 | 0,2139 | 0,3666 | -0,0229

SolT 0,2761 | -0,3724 | -0,3552 | 0,1314

Turb 0,9088 | 0,1890 | 0,2255 0,1400

Oxig 0,2697 | 0,4919 | :0,5335 | -0,4241

DBO 0,0864 | 0,1368 | #0,5720 | 0,0063

Cloretos | -0,6386 | -0,0003 | -0,0442 | 0,3950

NitrT -0,8551 | -0,1134 | 0,0466 0,2743

lonP -0,6901 | 0,2480 | 0,1098 0,2929

Legenda: Est: Estagdo (seca ou chuvosa); Pluv: Pluviosidade; pH: Potencial hidrogeniénico; Cond:
Condutividade elétrica; Temp: Temperatura da dgua; SolT: Solidos totais; Turb: Turbidez; Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioguimica de oxigénio; Cloretos: Cloretos; NitrT: Nitrogénio total; lonP:
fons P (fésforo); Fungos: UFC de Fungos filamentosos; Leveduras: UFC de Leveduras.
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PONTO 6

Ponto 6 - Ponto 6 -

fatores V1 V2 V3 V4 fatores w1 W2 W3 w4
abioticos bidticos

Est 0,5537 | 0,2976 | 05917 | 0,0458 | Fungos | 0,8421 | 0,6161 | 04926 | D560 |
Pluv | 0,6702 | 0,1117 | 04502 | 0,2225

pH 0,0076 | 0,0311 | -0,1547 | 0,1860 | Leveduras | -0,5248 | 0,6431 | 0,6349 | DI6866 |
Cond | -0,6063 | -0,0276 | -0,2432 | -0,1835 | LevL

Temp | 0,3060 | -0,2712 | -0,1488 | -0,1594

SolT | -0,5780 | 0,2021 | 0,1379 | 0,1183

Turb | 0,2544 | 0,0464 | 0,5281 | 0,4069

Oxig | 0,0969 |-0,0450 | 0,2258 | -0,0898

DBO | -0,5970 | -0,4433 | -0,1884 | -0,0216

Cloretos | -0,6356 | -0,0738 | -0,1990 | -0,1108

NitrT | -0,5885 | -0,1457 | -0,1127 | -0,3193

lonP | -0,2814 | 0,2439 | -0,1664 | [0J5H62

Legenda: Est: Estagdo (seca ou chuvosa); Pluv: Pluviosidade; pH: Potencial hidrogeniénico; Cond:
Condutividade elétrica; Temp: Temperatura da agua; SolT: Solidos totais; Turb: Turbidez; Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioguimica de oxigénio; Cloretos: Cloretos; NitrT: Nitrogénio total; lonP:
fons P (fésforo); Fungos: UFC de Fungos filamentosos; Leveduras: UFC de Leveduras.

PONTO 8

Ponto 8 — Ponto 8 —

fatores V1 V2 V3 V4 fatores w1 W2 W3 W4
abioticos bidticos

Est 0,3190 | 0,3095 | 0,1685 | 0,2246 | Fungos | -0,5678 | 0,7699 | 0,0580 | DI696E |
Pluv | 0,0034 | 0,4678 | 0,2684 | 0,1269

pH 0,0874 | -0,5425 | 0,0078 | 0,3746 | Leveduras | 0,5444 | 0,6343 | F0,7537 | 0,0220
Cond | 0,2145 |-0,6505 | -0,0306 | -0,2973

Temp | -0,0748 | 0,4072 | 0,3270 | H0)6488

SolT | 0,1890 | 0,3854 | -0,2054 | 0,1263

Turb | 0,1270 | 0,8075 | 0,3107 | 0,4035

Oxig | -0,5718 | -0,0729 | 04619 | -0,0309

DBO | -0,0690 | 0,0550 | -0,3888 | [DiSdid

Cloretos | 0,0001 [ 50,5232 | -0,1839 | -0,2807

NitrT | 0,4108 | -0,7160 | -0,1191 | -0,2929

lonP | 0,2716 | -0,2820 | 0,1757 | 0,2117

Legenda: Est: Estagdo (seca ou chuvosa); Pluv: Pluviosidade; pH: Potencial hidrogeniénico; Cond:
Condutividade elétrica; Temp: Temperatura da dgua; SolT: Solidos totais; Turb: Turbidez; Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigénio; Cloretos: Cloretos; NitrT: Nitrogénio total; lonP:
fons P (fésforo); Fungos: UFC de Fungos filamentosos; Leveduras: UFC de Leveduras.
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