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RESUMO
Diversidade dos fungos anamorfos no solo do pdlo ceramico do municipio de
Santa Gertrudes, Sao Paulo, Brasil e tolerancia de Aspergillus terreus Thom e

de Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson a sais de chumbo e de zinco.

O solo do polo ceramico de Santa Gertrudes tem sido poluido ha
décadas por diversos elementos, como Pb, Zn e outros. Foram realizadas
quatro coletas de solo (duas durante a época chuvosa e duas na seca), em
cinco locais, entre novembro de 2002 a junho de 2003; mediram-se
temperaturas, pH, teores de Pb, Zn e umidade. Os fungos foram isolados
através do método de Warcup, modificado, com a utilizacdo de meios de
extrato de malte agar (MEA) a 2%, adicionados com doses crescentes de
nitrato de Zn e de Pb, sendo as colbnias purificadas e identificadas. Foram
obtidos 70 taxons de fungos anamorfos com 70% de similaridade entre as
micotas obtidas com os dois metais. Foram isolados 43 taxons dos meios de
cultura com Pb, havendo predominancia de isolamentos nos teores mais
elevados (500 a 1000 mg Pb/dm?®). Foram obtidos 63 tdxons nos meios com
Zn, com teores de 200 a 500 mg /dm®. Predominaram espécies de
Trichoderma, Penicillium e outras usualmente associadas a substratos em
decomposicdo. Estabelecida a diversidade dos fungos, estudou-se a tolerancia
do Aspergillus terreus e do Paecilomyces lilacinus a nitratos de Pb e Zn. Foi
usado o meio Czapek, com a adicdo de 250; 500; 750 e 1000 mg de Pb por
dm® e 1.000; 2.000; 3.000; 4.000; 6.000; 8.000 e 10.000 mg de Zn por dm?®



.Com os dados obtidos, foi possivel calcular o teor do metal que inibe 50% e
100% do crescimento da biomassa EC 5o e/ou ECiq .Para o A. terreus foram
encontrados: EC s, Pb= 489,05 mg/dm?® ; EC 19 Pb = 1.049,08 mg/dm® ; ECs
Zn = 81,26 mg/dm® ; EC100 Zn= 6.360,98 mg/dm? . Para o P. lilacinus foram
encontrados: EC s, Pb = 1.147,89 mg/dm?; EC 100 Pb = 2.389,45 mg/dm?®; EC so
Zn= 8.323,75 mg/dm® EC 100 Zn= 15.99536 mg/dm® . Em relacdo a
sensibilidade a Pb e a Zn, o A. terreus apresentou sensibilidades maiores do
que o P. lilacinus. Constatou-se também, que a sensibilidade do A . terreus a
Zn foi maior do que ao Pb. A tendéncia de obter maiores niumeros de taxons
em meios com elevados teores de Pb e Zn pode ser justificada pela existéncia
de uma micota competitiva e tolerante as elevadas concentracbes de metais

pesados.

Palavras-chave — diversidade fangica, fungos anamorfos, impacto ambiental,

pélo ceramico, tolerancia a Pb e Zn.



ABSTRACT
Diversity of anamorphs in the soil of the ceramic pole in the municipality of
Santa Gertrudes, Sao Paulo, Brasil; tolerance of Aspergillus terreus Thom and

Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson to salts of Pb and Zn.

The soil of the ceramic pole, has been polluted since decades by several
elements, mainly lead and zinc. Four soil sample collections were conducted (2
during the rainy and 2 in the dry season) at 5 sites, between november 2002
and june 2003, measuring the temperature, pH and the content of Pb, Zn and
moisture in the soil. The fungi were obtained by the modified Warcup’s soil plate
method, using malt extract agar (2%), added of increasing dosis of Zn and Pb
salts.The colonies were purified and identified .Seventy anamorphs were
obtained, with 70% of similarity between the mycotas isolated from the culture
media added with the metals. Fourty three taxa were isolated from the culture
media with Pb, with predominance of isolations in higher Pb concentrations
(500 to 1000 mg Pb per dm®). 63 taxa were obtained in the media with Zn,
mainly in the concentrations between 200 and 500 mg Zn per dm®. Species of
Trichoderma, Penicillium and several fungi usually found in decomposing plant
debris prevailed.

After determining the diversity of fungi in the ceramic pole, Aspergillus
terreus and Paecilomyces lilacinus were submitted to tests of tolerance to Pb
and Zn. A modified medium Czapek was used amended with 250; 500; 750 and
1000 mg of Pb per dm?® and 1000; 2000; 3000; 4000; 6000; 8000 and 10000 for



Paecilomyces lilacinus mg of Zn per dm® . Afterwards it was possible to
calculate the effective concentrations inhibiting growth by 50% and 100%
values ( ECsp and EC;q0 ). Values obtained for A terreus: EC 5o Pb = 489,05
mg/dm?® ; EC 100 Pb= 1.049,08 mg/dm? ; EC 5o Zn= 81,26 mg/dm?®; EC 100 ZN=
6.360,98 mg/dm?® .Values obtained for P. lilacinus; EC s, Pb = 1.147,89 mg/dm?
: EC 100 Pb = 2.389,45 mg/dm® ; EC 50 Zn = 8.323,79 mg/dm?® ; EC 190 Zn =
15.995,36 mg/dm? . With regards to the sensitivity to lead and zinc, A. terreus
showed greater sensitivity than P. lilacinus. A greater sensitivity of A. terreus for
zinc than lead was recorded. The tendency to obtain a higher number of taxa in
the culture media with high Pb and Zn contents may be justified by the
existence of a competitive mycota, which is tolerant to higher heavy metal

concentrations.

Key-words — anamorphs, ceramic pole, environmental impact, fungal diversity,

tolerance to Pb and Zn.



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, plantas, animais, fungos e bactérias tém sido
largamente utilizados como biomonitores e bioindicadores no levantamento da
estabilidade ambiental do ar, solo e agua, submetidos aos impactos da
poluicdo. Como esses organismos desempenham diferentes funcbes nos
ecossistemas, apresentam necessidades especificas em relacdo aos
componentes fisicos e bioldégicos do seu ambiente, respondendo criticamente
as variacdes que ocorram nesse (SEAWARD 1995).

Esses organismos podem ser empregados para monitorar a poluicao
como bioindicadores, se tiverem a habilidade de responder, especificamente a
uma elevacao (raramente a uma queda) da concentracdo de um poluente e/ou
acumular, um ou mais elementos, que podem ser medidos posteriormente pela
andlise quimica (SEAWARD 1995).

Os fungos vivem na matriz do solo, nos graos de areia, silte e argila,
bem como nos espacos intersticiais, contribuindo para a manutencdo da
fertilidade, mineralizando a matéria organica, sintetizando e/ou degradando
substancias humicas, e atuando decisivamente sobre diversas caracteristicas
relevantes do solo, tais como a permeabilidade, o estado de agregacédo, a
capacidade de troca catibnica, a capacidade de campo, além de muitas
espécies poderem acumular material téxico, promovendo a sua retirada do solo
(CHRISTENSEN, 1989).



A presenca de fungos decompositores em varias areas sujeitas a
impactos ambientais, como metais pesados e chuvas &cidas, estimulou a
investigacdo do papel destes organismos nestes locais em condi¢cdes tao
desfavoraveis.

Inicialmente, os efeitos toxicos dos metais pesados sobre os fungos
despertaram interesse cientifico devido ao uso de elementos como cobre,
chumbo e zinco na formulagdo de diversos defensivos agricolas (ROSS, 1975).
A elevacdo da quantidade e da variabilidade de poluentes a base de metais,
que vem sendo gradativamente depositados no ambiente, norteou os estudos
para aspectos ecoldgicos, relacionados com o diagnostico da situacdo dos
sistemas impactados, medidas de recuperacdo e conservacao dos
ecossistemas (WAINWRIGHT e GADD, 1997).

Constatou-se que varias espécies de fungos ndo s6 sobrevivem nesses
locais, como ainda desenvolvem mecanismos de resisténcia por tolerancia ou
por evitacao a essas condi¢cbes (LEWITT, 1980).

A habilidade dos fungos sobreviverem a presenca de metais toxicos
depende de diversas propriedades bioquimicas, estruturais, além de
adaptacdes fisioldgicas, morfolégicas, genéticas e modificacdes do préprio
metal com relacdo a especiacéo, disponibilidade e toxidez (GADD, 1992a).

Estes metais pesados acumulam-se no micélio, sem afetar o
crescimento fungico, por mecanismos fisicos ou fisiolégicos. Elementos como o
chumbo, zinco e outros influenciam a atividade enzimética, pela substituicdo de
certos ions em compostos organicos, modificando em conseqiéncia a
permeabilidade da membrana plasmética, fases da cadeia respiratoria,
mecanismos da divisdo celular, além de outros (FERNANDES e HENRIQUES,
1991; PALIT et al. 1994).

Com este comportamento, os fungos atuariam como verdadeiros filtros
para 0 ambiente, no sentido de acumular metais pesados em seu interior,
purificando paralelamente o ambiente em que se encontram (HASHEN, 1989;
AZAB et al. 1990; BAATH, 1991). Experimentos demonstraram que até
micélios liofilizados sdo capazes de acumular metais pesados no seu interior
(AZAB et al. 1990).



Com relacdo aos efeitos de metais sobre populacbes fungicas,
considera-se de forma geral, que a presenca de determinados elementos pode
causar a diminuicdo da abundancia de algumas espécies ou comprometer a
sua diversidade. O efeito seletivo dos metais poderia resultar na substituicdo de
diversas espécies e no estabelecimento de uma micota terrestre resistente ou
tolerante (JORDAN e LECHEVALIER, 1975). A presenca de determinado metal
no solo poderia representar assim, mais um parametro seletivo a ser levado em
consideracdo na compreensdo das interagcdes competitivas que contribuem
para a composi¢ao da micota terrestre.

Na micota terrestre geralmente ha predominio de espécies de fungos
anamorfos, caracterizados pela sua permanéncia na fase assexuada. Entre
estes ha diversas espécies, tais como as de Penicillium e Paecilomyces,
reconhecidamente resistentes ou tolerantes aos metais pesados (JORDAN e
LECHEVALIER, 1975; TATSUYAMA et al. 1975). Estas espécies, quando
isoladas de solos impactados, podem ser consideradas indicadoras de
resisténcia ou serem utilizadas para retirar metais de efluentes, diminuindo
assim a carga poluidora (LEDIN, 2000).

A regido escolhida para o presente estudo, conhecida como “regido dos
lagos de Santa Gertrudes”, situada no polo ceramico deste municipio, €
considerada de impacto para a bacia hidrografica do corrego da Fazenda
Itaqui; este corrego é um sub-afluente do rio Corumbatai e atravessa a regiao
estudada. Os lagos ndo s&o naturais, mas resultantes de inundacdes de
antigas cavas de extracdo de argila da Formacgdo Corumbatai.

O polo cerdmico de Santa Gertrudes € o maior do género no Pais e
responsavel por mais da metade da producdo nacional de pisos e
revestimentos ceramicos esmaltados. Nesta area, foram dispostos residuos
das linhas de esmaltacdo de forma inadequada, gerando contaminacédo ou
poluicdo ambiental. Com o0 avanco dos aterros por parte das industrias, a
paisagem tem sofrido intensas modificagdes (BONACIN - SILVA, 2001).

Para subsidiar medidas de recuperacdo da area, diversos parametros
quimicos, fisico-quimicos e geoldgicos ja foram analisados, diagnosticando-se

as areas criticas e passiveis de monitoramento. O presente estudo visa



contribuir para ampliar os conhecimentos microbiolégicos sobre a regido
fornecendo principalmente informacdes sobre a situacdo da diversidade dos
fungos anamorfos presentes no solo e a tolerancia de algumas linhagens

representativas aos metais que ocorrem com mais frequéncia.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. FUNGOS TERRESTRES

Os fungos vivem na matriz do solo, nos graos de areia, silte e argila,
bem como nos espacos intersticiais, estando também agregados a matéria
organica e concentrando-se nas camadas mais superficiais (0 - 5cm) do solo.
Geralmente predominam fungos anamorfos, seguidos de Zygomycota,
Ascomycota e Mastigomycota, que contribuem para a manutencdo da
fertilidade, mineralizando a matéria orgéanica, podendo acumular materiais
toxicos, promovendo a depuracdo do ambiente (biorremediacédo), atuando
sobre a permeabilidade, agregacdo, capacidade de troca catibnica e
capacidade de campo, sintetizando e degradando substancias humicas
(CHRISTENSEN 1989).

Fazem parte da comunidade de fungos comumente isolados no solo, as
espécies de fungos anamorfos, cuja predominancia € marcante na maioria dos
levantamentos, geralmente atingindo mais de 50% do total de taxons isolados
(UPADHYAY, 1966; BATISTA et al., 1967b; DROZDOWICZ, 1977; TAUK e
RUEGGER, 1987; SANTOS et al., 1998; NINOMIYA et al., 1993; ANTUNES et
al., 1993).

Fungos como Trichoderma sdo altamente competitivos (BETTUCCI et

al., 1989), bem como as espécies de Fusarium, amplamente distribuidas desde
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regibes aridas na Africa (JESCHKE et al., 1990) e Australia (MARASAS et al.,
1988) até regides sub-antarticas (RHEEDER et al., 1990).

O género Paecilomyces € representado por fungos filamentosos os
quais habitam o solo, plantas decompostas e produtos alimentares sendo
usualmente considerados como ndo patdgenos; podem causar, porém, certas
infeccbes em seres humanos e animais, quando estes sdo imunodeficientes
(DOMSCH et al.,1980).

O género Aspergillus é representado por fungos também filamentosos e
cosmopolitas; sdo encontrados na natureza e comumente isolados do solo, de
plantas em decomposicdo, e no ar de ambientes fechados. O Aspergillus
terreus € considerado menos oportunista que os demais desse género,
(DOMSCH et al.,1980).

As vastatinas sdo substancias originarias de culturas de fungos, sendo a
compactina a primeira substancia dessa familia a ser isolada em 1976, de uma
cultura de Penicillium citrinum. Esta revelou uma excelente agao inibidora da
sintese do colesterol, mas por sua toxidez ndo reunia condicbes de emprego.
Posteriormente, foi isolada a lovastatina, da cultura do Aspergillus terreus, com
igual propriedade da substancia anterior, mas com minima toxidez, permitindo
a partir dai o seu uso clinico (GIANNINI et al., 1999).

No solo, além dos fungos colaborarem para a manutencédo da fertilidade
(PRIMAVESI, 1990), por meio da transferéncia de nutrientes das folhas em
decomposicdo para a fase terrestre (WITKAMP e AUMUS, 1975) e se
distribuirem por todos os substratos no ambiente terrestre (RAO, 1986), ainda
detém a capacidade de produzirem enzimas fitoliticas (HOWSON e DAVIS,
1983).

A reconhecida importancia dos fungos na fertiidade do solo
(WAKSMAN, 1916; WARCUP, 1950) resultou no surgimento de diversos
levantamentos de fungos em solos agricolas (SAPPA, 1955; MUGHOGHO,
1968; GAMS e DOMSCH, 1969; MANOCH et al., 1986b).

Levantamentos de fungos de solo foram frequentes na literatura
encontrando-se dados em grande nGimero de paises, como a india (BEHERA et
al., 1991), Panamé e Costa Rica (FARROW, 1954), Inglaterra (BROWN, 1958;
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WILLIAMS e PARKINSON, 1964), Argentina (GODEAS, 1975; GODEAS et al.,
1985), Uruguai (BETTUCCI et al., 1989; BETTUCCI e RODRIGUES, 1989),
México (FRESQUEZ, 1990; BETTUCCI et al., 1990), Estados Unidos (MILLER
et al., 1957; HAMMILL, 1970; MORRALL, 1974), Africa (ABDEL-HAFEZ et al.,
1989), Suécia (SODERSTROM e BAATH, 1978), Grécia (VARDAVAKIS e
LAVRENTIALES, 1982) e Cuba (HOLUBOVA-JECHOVA e SIERRA, 1989)
entre outros.

No Brasil, os levantamentos de fungos foram conduzidos no solo do
Maranhdo (BATISTA et al.,, 1965; 1967a), Amapa (BATISTA et al., 1967b),
Paraiba (BATISTA et al., 1970) e diversas regides do norte e nordeste do pais
(UPADHYAY, 1966), além dos estudos sisteméaticos de Aspergillus efetuados
por Lima e Maciel (1970), Lima et al., (1971) e por Dunn et al., (1989) nos solos
da Bacia do Rio Trombetas, na Amazénia. Na mesma regido também foram
estudadas diversas espécies de Penicillium.

No nordeste estudaram-se os fungos associados a rizosfera da cana-de-
acucar (SANTOS et al., 1979). Levantamentos sistematicos dos fungos de solo
também foram conduzidos no cerrado (VIEGAS, 1943; FIDALGO et al., 1965;
MILANEZ, 1968; HERINGER, 1972; CAVALCANTI, 1974; DROZDOWICZ,
1977), com o isolamento de grande diversidade de espécies.

Existe interesse no conhecimento da diversidade dos fungos do solo,
principalmente dos ecossistemas tropicais, para se avaliar o potencial
microbiolégico do ambiente e a potencialidade de recuperacdo, em casos de
impactos. No Estado de S&o Paulo, que concentra elevada ocorréncia de
ecossistemas sob risco de impacto, foram realizados diversos levantamentos
sistematicos de fungos no solo. Dentre estes, destacam-se 0s levantamentos
dos fungos de solo no cerrado de diversas localidades pontualmente visitadas
(TRUFEM 1978, 1981 a;b;c), bem como os estudos sobre a micota terrestre
nos municipios de Mogi-Guacu (GRANDI, 1985), ltirapina (PIRES -
ZOTTARELLI, 1990) e Corumbatai (BALDINI, 1993, RAYMUNDO JUNIOR e
TAUK-TORNISIELLO, 1997).

Na Mata Atlantica destacam-se os levantamentos conduzidos na regiao
de Paranapiacaba, no municipio de Santo André, em &reas preservadas
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(SCHOENLEIN-CRUSIUS e MILANEZ, 1998) e em areas em processo de
recuperacdo apos queimada acidental (ANTUNES et al., 1993). A diversidade
da mata atlantica também foi avaliada na Reserva Ecoldgica da Juréia-Itatins
(ATTILI, 1994; GARLIPP, 1995), na llha do Cardoso em regifes com diferentes
niveis de poluicdo no municipio de Cubatdo (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al.,
comunicacao pessoal). Acrescentam-se os estudos sobre a diversidade dos
fungos em regides litoraneas, havendo alguns dados preliminares sobre a
micota da areia de algumas praias dos municipios de Santos, Guaruja e Sao
Vicente

Na regiao metropolitana de S&o Paulo destacam-se os levantamentos de
fungos de solo conduzidos na mata de planalto preservada (TRUFEM, 1990) e
em areas afetadas pelo excesso de excrementos de aves (NINOMYA et al.,
1993, SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 1996) situadas no Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga (PEFI), as margens de lagos com graus distintos de
eutrofizagao.

Com relacéo a eles, foi realizado o levantamento de fungos micorrizicos
(GOMES, 1997) e dos fungos filamentosos do solo, comparando a diversidade
da micota terrestre da floresta de Eucalyptus, mata secundaria e intermediaria,
durante a época quente e chuvosa e época fria e seca, verifica-se maior
diversidade e quantidade de coldnias nas vegetacfes de transicdo na llha dos
Eucaliptos, localizada na regido central da Represa do Guarapiranga (SANTOS
et al., 1998).

Posteriormente, foi realizado o levantamento dos fungos associados as
folnas em decomposicdo no ambiente terrestre e aquatico as margens de
diversas estacfes de coleta ao longo das margens da Represa. Os resultados
desse estudo indicam que a influéncia antrépica, a qual o manancial é
submetido, € bastante complexa, pois resulta principalmente dos efeitos
combinados de freqlientes aplicacdes de algicidas as aguas (sulfato de cobre),
de emissbes descontroladas de esgotos clandestinos e modificacfes drasticas
da vegetacédo nativa (WELLBAUM et al., 1999).

Como a micota terrestre mantém relagdo estreita com os fatores

edéficos, encontram-se frequentemente estudos de fungos isolados sob
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determinadas condicbes de vegetacdo, como sob floresta tropical Umida
implantada com diferentes talhdes de Pinus sp. (CECCATO et al., 1986) e na
zona da mata de Pernambuco, antes e apdés a adicdo de vinhaca
(FERNANDES e MAIA,1987). Fazem parte destes estudos, os conduzidos no
solo sob cerrado em Corumbatai tratado e nado tratado com vinhaca (COSTA,
1983; TAUK e RUEGGER, 1987; TAUK, 1987), nos quais verificou-se que a
adicdo acumulativa do residuo afetou a fertilidade do solo, bem como as
correlacdes e interacdes microbianas do ecossistema.

Em uma das ultimas reservas de mata de planalto situadas no Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga em S&o Paulo foram verificados os efeitos da
presenca de aves migratérias sobre os fungos do solo (NINOMIYA et al., 1993)
A presenca das aves no Parque exerceu efeito seletivo sobre os fungos do
solo, elevando o nimero de coldnias e diminuindo a diversidade das espécies
terrestres. Estudo semelhante foi conduzido na Reserva de Paranapiacaba,
onde foram avaliados os efeitos de uma queimada acidental sobre os fungos
do solo (ANTUNES et al., 1993). Nao se constataram efeitos significativos do
fogo sobre os fungos terrestres, provavelmente devido a rapida recuperacéo do
solo da mata atlantica.

O tipo de vegetacdo que cobre o ecossistema parece constituir um
parametro de grande influéncia sobre as caracteristicas do solo. A temperatura
do solo apresenta-se maior na superficie, sendo diretamente influenciada pela
vegetacdo (JEFFREY, 1963; SANTOS e GRISI, 1979).

Ceccato et al., (1986) estudaram a influéncia dos efeitos alelopaticos de
trés talhdes de Pinus taeda L., Pinus caribeae e mata ciliar sobre o nimero de
fungos micorrizicos, filamentosos e basidiomicetos, observando que o niumero
de esporos de fungos micorrizicos diminuiu nos solos cultivados, ao passo que
tal influéncia n&o foi evidenciada quanto aos fungos filamentosos.

Heredia et al., (1988) compararam a micota do solo e a da rizosfera do
espinafre, verificando maior diversidade de espécies nas proximidades das
plantas. Em florestas de "pinyon" (Pinus edulis Engelm.) 63% dos fungos
isolados foram semelhantes aos obtidos no solo sob vegetacdo de juniper
[Juniperus monosperma (Engelm.) Sarg]. Verificou-se que a quantidade e
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diversidade de fungos, se eleva conforme a fertilidade do solo (FRESQUEZ,
1990). Estes resultados geralmente foram encontrados em estudos de
comparacdo entre a micota de solo natural e cultivado; micotas mais
diversificadas estabeleceram-se em solos com maiores teores de nutrientes
(MILLER et al., 1957; ELMHOLT e KJOLLER, 1989).

Levando em consideracéo a influéncia dos fatores climaticos sobre a
micota terrestre (CHEREPANOVA, 1975) foram estudados os fungos de solos
com baixos teores de umidade (CHEN, 1966; OGBONNA e PUGH, 1982),
solos em gradientes de altitude (BETTUCCI et al., 1990), solos que apresentam
temperaturas altas, entre 18 a 25° C (MANOCH et al., 1986a) ou muito baixas
(zero a 10°C) (FASSATIOVA, 1969) e solos umedecidos com lodo de rio (EL-
SHAROUNY et al., 1989).

Também foram estudadas as flutuacbes microbianas sazonais e
horizontes minerais em solos podzdlicos, verificando-se influéncia do tipo de
solo sobre a diversidade da micota terrestre por meio da elevacdo da
diversidade de colonias conforme maior disponibilidade de nutrientes
(WILLIAMS e PARKINSON, 1964). A presenca constante de espécies de
Trichoderma, Penicillium e Aspergillus na grande maioria dos estudos de
micota terrestre, demonstram a ubiquidade e resisténcia desses fungos as
variacfes das condicOes do solo. Pfenning (1993) realizou o levantamento de
fungos microscépicos do solo de rizosfera e de rizoplano na regido leste da
Amazonia.

Segundo Dianese et al., (1997), a diversidade de fungos no cerrado &
representada por apenas 834 espécies publicadas por diversos autores. Sendo
assim, justifica-se a necessidade de aprofundar e expandir os estudos de
levantamento das espécies fungicas nativas dos diversos ambientes do cerrado
no Estado de S&o Paulo.

Embora muitas espécies tenham sido isoladas e descritas, os estudos
sobre as potencialidades ainda sdo escassos, justificando-se, portanto, os
levantamentos de fungos no ambiente terrestre dos diversos ecossistemas

brasileiros, tanto para fins do conhecimento sobre a biodiversidade, bem como
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a avaliacdo de determinadas potencialidades da micota para a recuperacao e
conservacao de areas impactadas.

Em projeto desenvolvido no municipio de Cubatéo (Schoenlein-Crusius et
al., 2006) foram obtidos mais de 2.000 isolados de fungos de amostras de
folhas, de solo, de 4gua e do ar do Vale do Rio Moji (area severamente
afetada pela poluicdo aérea do complexo industrial) e do Vale do Rio Pildes
(regiado menos afetada pelo mesmo tipo de poluicdo). Esses fungos
encontram-se na Colecédo de Culturas da Secdo de Micologia e Liquenologia
do Instituto de Botanica. Verificou-se a tendéncia da diversidade das espécies
apresentar-se maior na regido mais poluida (Moji) do que naquela menos
afetada (Pildes), levantando a hipétese de adaptacdo dos fungos as
condicbes estressantes ou as interacbes microbianas que resultam neste
efeito.

Os resultados mencionados na literatura demonstram que 0s
microrganismos, principalmente os fungos, apresentam elevada capacidade de
tolerancia e retencdo de metais pesados. Estas potencialidades poderiam

subsidiar métodos alternativos para a recuperacao e conservacao do solo.

2.2. A tolerancia dos fungos a metais pesados

Numerosos estudos de laboratério e em trabalhos de campo demonstraram
os efeitos adversos de metais sobre sistemas edéaficos, com a reducgdo
significativa da biomassa microbiana em solos contaminados por metais
pesados, quando comparados com solos n&o contaminados (FROSTEGARD et
al., 1993; FLIERBACH et al., 1994 e LEITA et al., 1995) apud Khan e Scullion,
(2.000).

Lo et al., (1999) estudaram a remocéo de Pb™" de solucBes pela adsorcdo
por fungos filamentosos, na qual a biomassa fungica exibiu a maxima
capacidade de adsor¢do em pH 6,0. As isotermas de adsor¢do do Pb*™" foram
desenvolvidas e os dados do equilibrio se adaptaram bem ao modelo de

Langmuir. A biomassa de Mucor roxii, mostrou seletividade especifica para o
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Pb™ ; sendo que esta linhagem flngica pode ser aplicada para desenvolver

biossorventes potencialmente efetivos para remover chumbo de efluentes.

Rajapaksha et al., 2004, estudaram os efeitos da toxidez dos metais sobre
as atividades fungicas e bacterianas e concluiram que a atividade fungica
aumentou inicialmente com o nivel da contaminacédo dos metais Zn e Cu, de 3
a 7 vezes mais altas do que aquelas das amostras — controle durante a
primeira semana, nos niveis mais altos de adicdo dos metais; a atividade
bacteriana diminuiu durante os primeiros dias, resultando em uma diminui¢cao
de até 90% no mais alto nivel de contaminacdo. Esta € a primeira evidéncia
direta de que as atividades fungicas e bacterianas no solo sédo diferentemente
afetadas por metais pesados.

O Aspergillus niger foi capaz de remover metais pesados como o chumbo,
cadmio e cobre de solugdes aquosas. O papel foi desempenhado por varios
grupos funcionais na parede celular (KAPOOR e VIRARAGHAVAN 1997). A
biomassa foi submetida a tratamentos quimicos, afim de modificar os grupos
funcionais carboxila, amino e fosfato, para estudar o seu papel na biossor¢cao
de ions metdlicos pelo fungo. Grupos fosfato e a fragcdo de lipidios né&o
desempenharam um papel significativo na biossor¢cdo dos ions estudados. A
biossor¢do do chumbo e cadmio deslocou os ions célcio, magnésio e potassio
presentes na superficie da biomassa, indicando que 0 processo ocorreu Como

resultado de uma troca ibnica entre os metais.

Alguns metais sdo essenciais a microrganismos e, portanto exigidos,
enquanto que outros sdo toxicos mesmo em pequenas quantidades. A
composicdo e atividade da microflora ir4 variar em resposta a disponibilidade
de metal (LEDIN, 2.000).

A vida em um ambiente poluido desafia os microrganismos de muitas
maneiras, 0 que se reflete no fato de que existe uma demanda maior por
energia pelos microrganismos, para poderem lutar com a toxidez dos poluentes
(LEITA et al., 1995); a habilidade de crescer em altas concentracbes de metais

€ encontrada em muitos organismos e pode ser o resultado de mecanismos
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intrinsecos ou induzidos, bem como fatores ambientais que podem reduzir a
toxidez do metal (GADD, 1992h).

Gadd (1992 a) definiu Tolerancia como a habilidade de competir com a
toxidez do metal por meio de propriedades intrinsecas do organismo. Por outro
lado Resisténcia seria a habilidade de sobreviver a metais toxicos pelos

mecanismos de detoxicagdo produzidos como resposta direta ao metal.

Varios mecanismos podem ser desenvolvidos como resposta a metais
toxicos; por exemplo, conservando ou enviando os metais para fora do
organismo pela alquilacdo ou “bombas de efluxo”, ou transformando o metal
em uma forma indcua pela producdo de compostos ligantes de metais como
afirmam Wodd e Wang (1985).

Em muitos ambientes, a poluicdo metalica é acompanhada por outras
condicbes que sdo adversas a muitos microrganismos, como baixa
concentracdo de matéria organica e de nutrientes, bem como valores extremos
de pH.

Na regidao ceramica de Santa Gertrudes, a Secretaria do Meio Ambiente
(SMA) iniciou uma série de medidas para gerenciar conflitos e resolver a
questdo da pesada contaminacdo do solo. Um dos estudos que forneceu
subsidios extremamente importantes para 0 manejo da area foi o de Bonacin-
Silva, (2001).

O autor estudou o solo do ponto de vista geoldgico, caracterizando o grau
de poluicdo através da analise dos teores de metais em varias amostras ao
longo do perfil de profundidade do solo. Trata-se de estudo bastante detalhado,

que inclui dados abibticos até a caracterizacdo geoldgica da regido.

O presente estudo visa contribuir para a ampliacdo dos conhecimentos
sobre o solo dessa area, mediante o levantamento dos fungos como relevantes
componentes da microbiota responsavel pela fertilidade do solo e confirmar
possiveis adaptacBes da micota nativa as condicfes adversas do ambiente,
através da estimativa da toleréncia aos metais pesados de algumas espécies
representativas da regido, colaborando de certo modo, com os estudos de

recuperacdo deste local, promovido pela CETESB juntamente com as
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empresas que lancam produtos considerados téxicos para o meio ambiente.
(OKANQO, et. al. 2006.)
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3. OBJETIVOS

Avaliar a diversidade da micota do solo da regido dos lagos de Santa
Gertrudes por meio do levantamento dos fungos do solo;

Estimar a tolerdancia da micota aos metais pesados através da
determinacdo das doses inibitérias de Pb e de Zn para algumas linhagens

representativas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Escolha do local-controle e dos locais de coleta.

A escolha preliminar dos locais de coleta foi realizada com base na
caracterizacdo geologica e pedoldgica de Bonacin-Silva (2001), que apontou o
chumbo e 0 zinco como metais presentes nas maiores propor¢des no solo alvo.

Quatro locais foram escolhidos na regidao caracterizada como
severamente afetada por metais pesados e um foi escolhido como distante das
primeiras, supostamente ndo contaminado. Os locais foram georreferenciados
com o GPS (Globe Positionning System), Garmin.

. Foram conduzidas coletas de solo nos locais acima mencionados, em
quatro visitas a regiao: 15.11.2002, (coleta 1); 18.03.2003, (coleta 2), épocas
chuvosas; 28.05.2003 (coleta 3) e 30.06.2003.(coleta 4), épocas de seca.

4.2. Coleta do solo para a andlise quimica e microbiolégica

A técnica de coleta foi a seguinte: em cada local, escavaram-se trés
porcdes de aproximadamente 300 gramas de solo, com profundidade de até
cinco centimetros, proximas umas das outras, colocando-as no mesmo

recipiente plastico estéril; perfazendo um total de cinco amostras compostas.
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Mediram-se as temperaturas do ar de cada ponto de coleta, empregando
— se um termdémetro de mercurio.

As amostras de solo, coletadas de acordo com o mencionado no
item acima, foram levadas a camara de refrigeracdo do departamento de
Bioquimica e Microbiologia do Instituto de Biociéncias da Unesp, Rio Claro e
posteriormente a Secdo de Micologia e Liguenologia do Instituto de Botéanica,
Sao Paulo, para serem submetidas ao preparo e realizacdo das analises

quimicas e o isolamento dos fungos.

4.3. Anélise quimica e fisica

Aliguotas das amostras de solo de 200g, destinadas a analise quimica,
foram secas na estufa a 105°.C durante cinco dias, moidas em almofariz e
pistilo, acondicionadas em sacos plasticos (condi¢cdes pedidas pelo laboratorio)
e enviadas posteriormente ao Instituto Campineiro de Andlise de Solo e Adubo
S/C Ltda (ICASA), para a determinacdo de Zn, Pb e matéria organica (em
mg/dm?).

Para a determinacao do teor de umidade porcentual empregou-se uma
balanca Marte ID50, com dispositivo térmico, na qual o peso seco era
determinado apdés submeter cada amostra de solo (3 g) a temperatura de
105°C, durante 20 minutos. Massa, temperatura e duragdo do tempo de
secagem foram sugeridas pelo fabricante da balanca citada.

O pH de cada amostra era determinado, preparando-se uma suspensao
de 40 g de solo em 100 cm® de agua destilada (GAZARINI, 1983). O liquido
sobrenadante era colocado num copo de becker e media-se 0 seu pH em

potencidmetro de bancada.
4.4. Dados metereoldgicos
Alguns dados climaticos, como precipitacdo pluviométrica, temperatura e

umidade relativa do ar, dos meses e dias das coletas foram fornecidos pela
estacdo meteoroldgica de Rio Claro (CEAPLA/ IGCE — UNESP).
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4.5. Isolamento e identificacdo dos fungos dos solos coletados

O isolamento dos fungos foi conduzido por meio da inoculacéo de placas
de solo, de acordo com o método de Warcup (1950), modificado por uma
diluicdio inicial do inéculo (10™). Este procedimento fez-se necessario devido ao
elevado estado de coeséo do solo argiloso.

A massa de 10 gramas de solo de cada amostra foi diluida com 100 cm?®
de agua esterilizada em erlenmeyers de 250 cm® Esses frascos foram
fechados com filme de PVC e a seguir, acoplados a uma mesa agitadora,
permanecendo sob agitacéo (regulagem a 120 rpm) por 90 minutos. Os frascos
contendo as suspensdes aquosas de solo foram retirados da mesa agitadora e
deixados em repouso por 30 minutos.

Placas de Petri, contendo o meio de cultura (MEA a 2%) preparadas
sem a presenca dos metais Zn e Pb e com a presenca destes (na forma de
nitratos) em diferentes concentracfes, como mostra o Quadro |, foram entdo
inoculadas com 1 cm® da suspensdo aquosa de solo dos cinco pontos de
coleta. Os meios de cultura foram preparados de tal forma que a concentracéo
dos metais em estudo fossem de 100; 200; 500 e 1000 mg/dm? .

O volume da suspenséo a ser inoculado foi medido com uma pipeta
automatica Wheaton. Apds a semeadura, cada placa foi agitada suave e
cuidadosamente, a fim de espalhar a suspenséo por toda a superficie do meio
de cultivo contido na placa. As placas semeadas em duplicata foram colocadas
na estufa BDO (camara para determinacdo da demanda bioquimica de
oxigénio), onde ficaram incubadas por sete dias, sob temperatura de 23°C.

Escolheu-se inicialmente o MEA como meio de cultura porque é um dos
meios no qual menos ocorre a quelagdo de metais. Além disso, o crescimento
das colbnias nesse meio foi requisito muitas vezes exigido pelas chaves de
identificacao.

Nas placas inoculadas com 1 cm?® da suspensdo aquosa dos solos
cresciam uma, duas ou mais coldnias de fungos, pela placa inteira, formando

conjuntos coloridos conforme o tipo de taxon. Com o auxilio de um fio de
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platina ou de niquel-cromo esterilizados, retiraram-se pequenas amostras de
cada coldnia, que foram inoculadas em outras placas de Petri contendo o meio
de cultura.

ApOs o isolamento das colénias, as mesmas foram purificadas,
transferindo-se fraces isoladas das mesmas para outras placas com meios de
cultura. A identificagdo foi conduzida através da observagdo de estruturas
micro e macroscopicas por consultas feitas a diversas chaves de identificacdo
pertinentes a fungos anamorfos. Na etapa do estabelecimento da tolerancia, no
entanto, o meio de cultura utilizado foi o meio de Czapek (STANDARD
METHODS, 1998) modificado, mais rico, que permitia um crescimento maior de
biomassa.

Quadro 1: Composicdo do meio de MEA a 2% (m/V) acrescido de doses

crescentes de metais para conduzir o isolamento das col6nias.

Sem metais
Extrato de malte...........occoveeviiiiniiiennnn. 20,09
Yo - | PSRN 20,0g
Agua destilada.qsp........ccccceeeueecrennnnnn. 1,0 dm
Com metais
Extrato de malte...........ccovvveeeieeeiiinnnns 20,0g
A6t 20,09
Agua destilada.qsp......c.ccccooevvrcuenennnne. 1,0dm’
zn™ mg/dm
Zn(NO3), .6H,0 nas concentragdes de. 100
200
500
1000
Extrato de malte..........ccccoveevevveeviieeennen. 20,09
A&t 20,09
Agua destilada.gsp......c..cccoceveveeerernnenn. 1,0dm®
Pb™ mg/dm?®
Pb(NOg3), nas concentracdes de. 100
200
500
1000
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4.6. Manutencéo das culturas

Uma vez purificadas e identificadas as culturas dos fungos, estas foram
submetidas ao método de preservacdo de Castellani, que consiste em colocar
blocos das col6nias em frascos de vidro com formato padrédo, fechados por
tampa de borracha, usados para antibiéticos do tipo penicilina, contendo agua
destilada esterilizada, como tem sido aplicado na preservacédo da Colecao de
culturas de fungos da Secdo de Micologia e Liguenologia do Instituto de

Botanica (Schoenlein-Crusius et al., 1994).

4.7. Calculo do indice de similaridade

Para comparar as micotas obtidas nas diferentes situacoes, foi utilizado
o indice de Similaridade de Soérensen (Glossario de Ecologia, 22 ed.,
Publicacdo ACIESP n° 103, p.311), calculado a partir da férmula:

S=2w x (A +B)*x100

A: somatoria das ocorréncias de todos os fungos isolados na situacéo a;
B: somatoria das ocorréncias de todos os fungos isolados na situacéo b;
W: somatoria das ocorréncias dos fungos isolados comuns as duas

situagodes.

Para explicar a determinacdo dos valores de A, B e W para a aplicagcao
desta férmula, considere-se o calculo do indice de similaridade segundo
Sdrensen entre os fungos que cresceram s6 com chuva, sé com seca e

em ambos 0s casos.0s seguintes critérios devem ser levados em conta:

1)Para os fungos que cresceram com chuva, com Pb ou com Zn,
contam-se aqueles que s6 cresceram na época da chuva (no caso, 12 e

22 coletas) e denomina-se c (situacao a = chuva).
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2)Para os fungos que cresceram na seca, com Pb ou com Zn, contam-
se aqueles que s6 cresceram na época da seca (no caso 32 e 42 coletas)
e denomina-se s (situagédo b = seca).

3)Para os fungos que cresceram tanto com chuva como na seca, ou
com Pb ou com Zn, contam-se os fungos que apresentaram crescimento

nos periodos desde a 12 até a 42 coletas (c + s) (situacao a + b).

O valor de A é a somatoria dos fungos que cresceram na
época de chuva ¢ e com agqueles que ocorreram tanto na época de

chuva como na de seca (c +s). Logo:A=c+(c+s)ouA=a+w.

O valor de B é a somatoria dos fungos que cresceram na
época de seca s e com aqueles que ocorreram tanto na época de chuva

comonadeseca(c+s).Logo:B=s+(c+s)ouB=Db+w.

4)O valor de w é a somatéria dos fungos que ocorreram tanto na época

de chuva como nade seca:w =(c +s)ouw=a+ b.

4.8. Comparacdes entre as micotas obtidas

Desta forma, foram comparadas as micotas nas seguintes situacoes:
a)Fungos que cresceram com chuva, na seca e nas duas épocas, na
presenca de Pb e na presenca de Zn;

b)NUumero de fungos entre cada grupo de dois locais, com Pb e com Zn;

c)Fungos que cresceram com Pb e com Zn.
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4.9. Realizagao dos testes de tolerancia

4.9.1. Selecao das linhagens de fungos a serem testados

Dentre os taxons encontrados na area de estudo, decidiu-se que seriam
escolhidos dois pertencentes a dois géneros diferentes, sendo um que tivesse
uma boa regularidade de ocorréncia nas coletas e outro que tivesse sido

coletado poucas vezes durante todas as etapas do experimento.

Classificagao taxon6mica dos fungos selecionados:

Reino: Fungi Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota Phylum: Ascomycota
Ordem: Eurotiales Ordem: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae Familia: Trichocomaceae
Género: Paecilomyces Género: Aspergillus
Espécie: lilacinus Espécie: terreus

Autor: (Thom) Samson Autor: Thom

4.9.2. Padronizacado dos in6culos para os testes

Os indculos foram preparados a partir de colonias puras, crescidas em
MEA durante sete dias; com o auxilio de um furador de rolha estéril,
confeccionaram-se discos de 5 mm de diametro. Estes discos foram colocados
em placas de Petri (9 cm de diametro), contendo 20 cm® do meio de MEA,
permanecendo incubados em camara climatizada a 22,5 © C durante 5 dias.
Durante a operacdo de vazar as placas com o meio de cultura ainda liquido,
teve-se o cuidado de manter as placas na horizontal, afim de que os discos de

meio solido apresentassem uma espessura homogénea.
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4.9.3. Preparo dos meios nutritivos contendo Pb e Zn

Testes preliminares feitos com os fungos em estudo mostraram que o
meio de Czapek modificado, devido a sua composicao, fornecia uma grande
quantidade de biomassa. Como o Pb seria um dos metais testados, todos os
componentes originais do meio, como cloretos, fosfatos e sulfatos foram
substituidos pelos nitratos e acetatos correspondentes, para evitar a
precipitacdo daqueles ions inorganicos.

O extrato de levedura e a peptona séo substancias de natureza protéica;
durante a adi¢ao dos sais, tanto do Pb como do Zn, observou-se a formagéo de
turvagdes brancas — os proteinatos de Pb e de Zn. Presumivelmente, durante a
esterilizacdo do meio na autoclave, formam-se mais precipitados volumosos de
proteinas desnaturadas, que se somam aos precipitados anteriores, fazendo
com que se considere um desconto dessas massas, que nao passam pelo filtro
e aumentam o valor da biomassa.

Por este motivo, foi realizado um experimento, no qual foi empregado o
meio de Czapek modificado, adicionado das onze diferentes concentracdes dos
dois metais, usadas durante todos os testes de tolerancia. Apos a esterilizagdo
na autoclave das misturas do meio Czapek com os metais, na auséncia de
fungos, fez-se a filtragcdo nos papeis de filtro previamente pesados e deixou-se
secar em estufa a 60 ° C, até peso constante.

Com este procedimento, determinou-se que massa deveria ser subtraida
da massa final, para obter apenas a biomassa oriunda do crescimento do
fungo.

A composicédo béasica do meio Czapek modificado foi a seguinte:

SACAr0Se.....ccoeieieieeeeeiiiiii e 30g
Peptona.........ceuveeiiiiiiiiiieeee 1g
Extrato de levedura .........ccccceee...... 5¢g
Concentrado Czapek.................. 10 cm?®
Agua destilada, §.S.p....cccovvvrvnn. 1dm?

A solucéo do concentrado Czapek era composta por:
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ZN(NO3)s - 6HyO.ceeeeereee 011g
CUAC, - HoO.oii 0,04 g
Fe(NO3)s - OHy0 v 0,15g
Agua destilada, .S.p.............. 100,00 cm®
pH do meio 6,51

Nos experimentos de tolerancia com nitrato de Pb reconhecidamente
toxico, foram escolhidas quatro concentracbes desse sal de modo a fornecer
250; 500; 750 e 1000 mg/dm?® de Pb*™ O teste foi feito em duplicata, num total
de oito amostras em cada dia de coleta. Foram sete dias de amostragem, cuja
ordem foi: 2°, 4°, 6°, 8°, 12°, 16° e 20° dia.

Os experimentos com nitrato de zinco, que ndo é considerado téxico em
pequenas quantidades, foram efetuados com quatro concentracdes maiores do
mesmo, de modo a fornecer 1000; 2000; 3000 e 4000 mg/dm.%.de Zn** O teste
foi feito em duplicata, oito amostras em cada dia de coleta. Foram oito dias de
amostragem, cuja ordem foi: 2°, 4° 6°, 8°, 12° 18°, 24° e 30° dia., para o
Aspergillus terreus e 1.000; 2.000; 3.000; 4.000; 6.000; 8.000 e 10.000 mg/dm?®

de Zn ** para o Paecilomyces lilacinus. no mesmo periodo.

4.9.4. Construcdo das curvas de crescimento

Com a finalidade de estabelecer curvas de crescimento dos fungos
selecionados, inocularam-se discos de colonias de 5 mm de diametro
padronizados (crescidos em meio de Czapek modificado a 25°C durante sete
dias) em cada um dos erlenmeyers, contendo 100 cm® do meio de Czapek
modificado , sem a adicdo de metais.

Os erlenmeyers assim montados foram colocados em mesas agitadoras,
onde ficaram sob agitacdo de 120 rpm e a 25 °© C. Em intervalos de dias pré-
programados, retiraram-se trés amostras que eram filtradas com papeis de filtro
comum previamente pesado, colocados em placas de Petri e a seguir em
estufa, onde foram secados até peso constante.

Para determinar o peso médio dos discos usados como inéculos, foram
separados dez discos de colbnias, de cinco centimetros de diametro, de cada

linhagem, que foram colocados sobre um vidro de relégio e dentro de estufa,
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para serem secos a 60°C até peso constante. A massa de cada indculo foi
calculada através da média dos dez discos.

Os valores obtidos foram organizados em planilha de programa Excel
para a elaboracdo da curva de crescimento, permitindo a estimativa do periodo

de crescimento inicial, exponencial, e maximo de cada linhagem testada.

4.9.5. Determinacao do ECsp € do ECi00

Neste método de determinacdo (HARTLEY et al., 1997), a taxa de
crescimento das linhagens foi estimada através da biomassa produzida em
meio de cultura liquido. Foi feita uma adaptacdo do método empregado por
Hartley et al. (1997) para a determinacéo do ECs .

O teste de ECso determina a concentracao toxica de determinado agente
que inibe ou prejudica 50% dos organismos testados. Neste teste, cada um dos
discos de colbnias (5 mm de diametro) foi inoculado em erlenmeyers contendo
100 cm® de meio Czapek modificado, adicionados com diferentes
concentracbes de chumbo e de zinco, deixados sob agitacdo em mesa
agitadora, a 120 rpm e a 25°C. Foi previamente determinada a média do peso
dos discos das colbnias. O periodo de agitagédo e incubacéo foi descrito no item
anterior. As amostras foram filtradas em papel de filtro comum, previamente
pesado, duas de cada concentracdo. O miceélio obtido no filtro foi colocado em
estufa por 60°C, até peso constante.

Neste trabalho, a porcentagem de inibicAdo de 50% da taxa de
crescimento dos fungos foi estimada por estatistica de regressao linear; a taxa
de crescimento varia em funcdo da concentracdo do cation metalico. Alguns
valores das concentracdes, originalmente em mg/dm® puderam ser
transformados em logaritmos decimais para linearizar valores.

Os dados foram colocados em graficos cartesianos, com a concentracéo
inibitéria em porcentagem, em funcdo da concentracdo do metal. Foram
obtidas equacdes de retas, a partir das quais foi possivel calcular as
concentracdes inibitérias dos metais. Assim, quando na equacéo da reta : y =
bx + a , se substitui y por 50, obtém-se o valor correspondente de x para
estabelecer o valor da ECsp .
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao climética e quimica das areas de estudo.

As coordenadas geograficas dos pontos de coleta foram determinadas
com o0 uso do G.P.S. (Globe Positionning System), Garmin, sendo as
seguintes: Local 1 (area com pouca vegetagdo e de solo pouco Umido) - 22°
27.768' S — 47° 32.488' W; Local 2 (area rica em pastagens e solo imido e
pantanoso) - 22° 27.816' S — 47° 32.540' W; Local 3 (area situada na regido
central em relacdo aos lagos) - 22° 27.959' S — 47° 32.359' W; Local 4 (regido
alagadica proxima aos dois lagos pesqueiros) - S 22° 27.977' S — 47° 32.372'
W e Local 5 (local fora do pdlo ceramico, localizada em jardim publico no
perimetro urbano de Santa Gertrudes) - 22° 27.194' S — 47° 32.657' W.
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5.1.1 Localizagao dos pontos de coleta no municipio de Santa Gertrudes S.P.
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5.1.2 (Foto 1). Local da coleta 1 naregiao dos lagos — parte alta — P6lo Ceramico de
Santa Gertrudes

w

Foto 2. Local da coleta 2 na regido dos Iagos parte méia — Pdlo Ceramico de Santa
Gertrudes — S. P.
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Gertrudes — S. P.

“d

Foto 4. Local da coleta 4 na regiéo dos lagos — parte baixa — Pélo Ceramico de Santa
Gertrudes - S. P.
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Foto 5. Local da coleta 5 na regido urbana de Santa Gertrudes — S. P., préximo a antiga
Estacao Ferroviaria..

Foto 6. Local da coleta 5 na regido urbana de Santa Gertrudes — S. P., préximo a antiga
Estacao Ferroviéria..
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5.1.3 Dados metereoldgicos

De acordo com os dados metereoldgicos, fornecidos pela estacao
metereoldgica, as coletas de 15.11.2002 e 18.03.2003 foram realizadas em
época chuvosa, sendo que nestes dias a precipitacdo pluviométrica
correspondeu a 27,6 e 27,1 mm, respectivamente, com acumulo de 288,2 mm
de chuvas em novembro de 2002 e 96,9 mm em marco de 2003. Nos dias das
coletas realizadas em 28.05 2003e 30.06 2003 néo foi registrada a ocorréncia
de chuva, havendo o acumulo de 45,8 mm em abril de 2003 e 15,6 mm em
junho de 2003, situando estes meses em época climatica seca.

Com relacdo a temperatura, os valores médios corresponderam a
25,23%C em 15.11.2003 (1%. coleta), 24,88°.C em 18.03.2003 (2°. coleta),
19,75°.C em 28.05.2003 (3% coleta) e a 20,56°.C em 30.06.2003 (4°. coleta). A
umidade relativa do ar situou-se entre 70,67 e 75,00% nas trés primeiras
coletas, diferindo da dltima coleta, em 30.06.2003, na qual a umidade relativa
do ar correspondeu a 57,33% (valores fornecidos pelo CEAPLA/IGCE-UNESP).

Os dados meteorolégicos confirmam os dados sobre a regido, ja
disponiveis na literatura (SALATTI, 1997), segundo a qual o clima de Santa
Gertrudes é do tipo Cwa, segundo o Sistema Koppen: subtropical, seco no
inverno e chuvoso no verdo. O regime de chuvas é tropical, com duas estacfes
definidas: periodo seco, o qual se estende de abril a setembro, com menos de
20% das precipitacdes totais, correspondendo as médias préoximas de 250 mm
em 20 dias; periodo chuvoso, o qual se prolonga de outubro a marco, sofrendo
a influéncia da massa tropical, com mais de 80% das precipitacdes anuais, que

atingem a média de 1.100 mm em 60-70 dias.
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Tabela 1: Valores individuais dos teores de umidade (n = 18) e pH do solo em

cada local de coleta no pélo ceramico de Sta. Gertrudes, SP.

12 coleta 22 coleta 3?2 coleta 42 coleta
15/11/2002 18/03/2003 28/05/2003 30/06/2003
Temp. 21°C 24° C 25°C 24° C
Local | Umidade | pH |Umidade | pH | Umidade | pH | Umidade | pH
1 — — | 16,24% | 6,45 | 18,42% | 6,50 | 8,94% | 6,35
2 28,15% | 6,03 | 13,84% | 6,29 | 17,60% | 6,52 | 7,60% | 6,22
3 16,65% | 6,08 | 13,08% | 8,09 | 17,67% | 8,65 | 7,83% | 7,84
4 17,44% | 5,00 | 19,43% | 6,89 | 11,22% | 7,31 | 4,89% | 6,65
5 — — | 12,46% | 6,01 | 8,22% | 6,91 | 4,17% | 6,64

As temperaturas do solo durante as coletas foram de 21° C na 1? coleta,
24° C na 2%, 25° C na 3% e 24°C na ultima coleta (tabela 1). Os valores médios
da umidade do solo variaram em torno de 20 % na 1? coleta, 15 % na 2% e 3%
coletas e 7 % na ultima coleta. Com relacdo ao pH, os valores apresentaram
poucas variacoes, tanto entre os locais quanto entre as coletas, situando-se
entre 6,0 e 7,0 (72,23% dos valores encontrados). Esses representam valores
maiores do que o esperado para a regido, que, segundo Bonacin-Silva, estao
entre 3,5 e 4,0 (BONACIN-SILVA, 2001).

O pH neutro deve ser levado em consideragdao com cuidado, pois a
influéncia deste parametro sobre a tolerancia, resisténcia, ou mesmo sobre a
retencdo de metais é bem conhecida e depende do tipo de metal, concentracao
e grupo de microrganismos. Starkey, (1973) demonstrou que diversos fungos
apresentam maior tolerancia ao cobre em condicdes mais alcalinas de pH.
Ledin, (2000) apresenta diversas hipéteses para explicar estas observacoes.
Supbe-se que alguns microrganismos lancem compostos organicos quelantes
no ambiente, ou que o pH mais elevado ocasione mudancas idnicas a nivel de

parede celular, permitindo a adesédo de cations metalicos ou ainda, que as
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condicGes de pH mais elevado permitam a formacdo de complexos neutros ou
anibnicos com menor afinidade para a superficie microbiana do que as formas
livres dos metais. Nordgren et al., (1983) também observaram elevac¢des no pH
de solo podzdlico em clima temperado desde que metais foram adicionados ao
solo sob a forma de Oxidos.

Com excecao do pH, que no presente estudo apresentou-se fracamente
acido, as caracteristicas do solo condizem com os resultados obtidos no
levantamento pedoldgico e geoldgico da regido realizado por Bonacin-Silva,
(2001). Sob ponto de vista micolégico, pode-se considerar que as variacfes
abibticas caracteristicas da regido situam-se na faixa de tolerdncia que
geralmente os fungos apresentam diante das condigbes do ambiente terrestre
(DOMSCH et al., 1980), ndo havendo, portanto, nenhuma limitacdo expressiva
gue possa eventualmente comprometer a sua diversidade.

Com relagao aos teores de chumbo e zinco presentes no solo, os teores
destes metais condizem com os anteriormente determinados por Bonacin-Silva,
(2001) na superficie, sendo considerados valores elevados. Na tabela 2 sdo
apresentados os valores orientadores para solos de uso agricola citados pelo

autor, o qual usou a CETESB como referéncia.

Tabela 2 Valores orientadores para solos para uso agricola (em mg/dm?)*

Metal Referéncia Alerta Intervencéo
Chumbo* 17 50 200
Cobalto 13 25 40
Cobre 35 60 100
Zinco* 60 300 500

(*) CETESB, SMA.

Na tabela 3 sdo apresentados os teores de Zn, Pb e de matéria organica
encontrados em Santa Gertrudes (S.P.) nos locais de coleta visitados nas

quatro coletas.
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Tabela 3. Teores de matéria organica (g/dm® e de Zn e Pb (mg/ dm®)
encontrados no solo até 5 cm de profundidade na regido de Santa Gertrudes,
SP, nos cinco locais de coleta e durante as quatro coletas. Analises feitas pelo

Instituto Campineiro de Analises de Solos e de Adubo.

Local Gramas de Matéria organica por dm®
i 10,30 12,00 10,30
2 41,30 20,60 22,40 20,60
3 24,10 15,50 20,60 44,70
4 41,32 48,20 18,90 25,80
5 - 39,60 43,00 48,20

Miligramas de Zinco por dm °

Local Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
1 2,44 4,48 3,00
2 22,80 0,82 1,44 0,92
3 3,80 34,20 30,60 29,20
4 10,40 23,80 25,80 35,40
5 514 6,74 5,92

Local Miligramas de Chumbo por dm?
1 0,73 0,68 1,00
2 45,16 1,19 2,09 1,67
3 7,42 908,40 281,00 193,92
4 58,00 206,80 340.40 323,40
5 3,56 3,48 5,79

O local 2 apresentou as menores concentragcdes de Zn durante as
coletas 2, 3 e 4 e o0 local 1 apresentou as menores concentracées de Pb
durantes as coletas 2, 3 e 4. Os maiores valores de Zn foram encontrados no
local 3, durante a segunda e a terceira coletas e no local 4, durante a quarta
coleta. As maiores concentracées de Pb foram encontradas no local 3, durante
a segunda coleta e no local 4, durante a terceira e a quarta coletas (tabela 3).

Quanto a matéria organica disponivel, pode-se observar que os locais 1
e 2 foram os que tiveram menores teores, sendo que os locais 3, 4 e 5
apresentaram quantidades mais altas. Segundo Primavesi (1990), o aumento

da concentracdo de ions, (no presente caso, os locais 3 e 4) pode acarretar a
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complexacdo de metais pesados. Gadd et al.,, (2001) constataram que o
aumento de matéria organica na forma de fonte de carbono disponivel diminuia
a toxidez aparente dos metais. O local 5 é normalmente rico em matéria
organica por se tratar de uma area com densidade de vegetacdo mais alta.

O jardim publico no perimetro urbano de Santa Gertrudes (local 5), por
se achar fora e longe das ceramicas do municipio, havia sido escolhido para
servir como provavel referéncia de solo, isento de metais (como altas
concentracdes de Zn e de Pb). Os resultados das analises quimicas do solo,
porém, mostraram que as concentracdes, tanto de Zn como de Pb deste local
eram um pouco maiores que as concentragcdes achadas nos locais 1 e 2
(dentro do pélo ceramico).

Apesar de serem valores abaixo dos valores de referéncia da CETESB
que preconiza limite de 60 mg/dm?® para o Zn e 17 mg/dm? para o Pb, pode-se
considerar que os locais 1 e 2 se encontram situados em um nivel mais
elevado do que os locais 3 e 4, tendo possivelmente sofrido um processo de
lixiviacdo no decorrer do tempo, enquanto o local 5, dentro do perimetro
urbano, pode ter recebido um tipo de solo oriundo daquela regido ja com estes
metais, enriquecido ainda por contaminantes que vieram pelo ar ou pelas
enxurradas das ruas e avenidas do municipio de Santa Gertrudes. Os locais 3
e 4 néo atingiram o valor referéncia para o Zn, mas o ultrapassaram no caso do

Pb, indicando grande interferéncia antropogénica naquela regiao..

5.2. Diversidade dos fungos

Durante o periodo do estudo foram obtidas 1600 culturas de fungos
terrestres. Dentre estes, foram identificados 70 taxons de fungos anamorfos,
isolados em MEA, acrescido tanto de Pb como de Zn (tabelas 4 a 13).

Na literatura s&o encontrados alguns estudos semelhantes sobre fungos
de solos impactados, nos quais 0 numero de taxons apresentou-se menor do
gue o obtido no solo do municipio de Santa Gertrudes. Por exemplo, em areas
afetadas por poluicdo (drea em Cubatdo), foram obtidos 43 taxons de fungos
mitospoéricos (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006) e em levantamentos dos
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fungos terrestres as margens da Represa do Guarapiranga, na cidade de Séo
Paulo, foram obtidos em torno de 60 taxons, em areas severamente afetadas
por influéncia da poluicdo por sulfato de Cu e outras atividades antropicas
(SANTOS et al., 1998).

Os meios de cultura sem adicdo de Pb ou de Zn foram considerados
controles, sendo que a baixa diversidade dos fungos isolados nestas condi¢des
pode ser considerada surpreendente (tabelas 4 a 13). Durante o isolamento
observou-se intensa proliferacdo de colbnias de bactérias de coloracéo
azulada, coloracdo branca leitosa, leveduras (possivelmente Candida spp.),
colénias de Absidia spp. e Mucor spp. (Zygomycota). Entre os fungos
anamorfos verificou-se a ocorréncia de Trichoderma aureoviride Rifal,
Trichoderma pseudokoningii Rifai, Trichoderma viride Pers. Ex Gray e
Cladosporium herbarum (Pers.) link. Ex. S. F. Gray, predominantemente nas
amostras procedentes das coletas conduzidas na época seca.

Tendo em vista a pouca presenca de colonias de microrganismos nos
meios contrble, considerou-se interessante obter culturas de todos, mesmo que
poucas. Quando as colénias de bactérias e de leveduras, porém, foram
transferidas paras outros meios, o0 crescimento das mesmas néo evoluiu,
impossibilitando a obtencéo de culturas.

As culturas de espécies pertencentes a Zygomycota foram isoladas em
“Synthetic Mucor Agar” e foram inclusas em um levantamento especifico deste
grupo taxonémico no solo da mesma regiao, cujos resultados deverao constar
em outro trabalho (José Ivanildo de Souza, Instituto de Botanica, Sdo Paulo —
comunicacao pessoal, 2006).

O indice de similaridade de Sérensen, comparando a micota obtida nos
meios de cultura acrescido de doses de Pb e a obtida nos meios acrescidos de
Zn, ficou entre 60 a 80%, valor que pode ser considerado alto. Christensen,
(1989), considera indices acima de 60% relativamente elevados para
ecossistemas nos quais a biodiversidade é elevada, como geralmente ocorre
nos tropicos.

O total de 43 taxons foi obtido no isolamento dos fungos em meios de

cultura adicionados com doses crescentes de Pb (Tabela 15 ). Entre estes foi
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obtido Penicillium decumbens Thom, cujas caracteristicas taxondémicas
condizem com a descri¢ao original da espécie. Também foi obtida linhagem da
mesma espécie, porém com algumas caracteristicas morfologicas atipicas, as
quais precisarao ser analisadas criteriosamente para confirmar se a mesma é
uma variedade, forma ou ecaétipo, tendo em vista que foi isolada de ambientes
impactados e de meio de cultura acrescido de 1000 mg de Pb/dm?®. A tabela 16
apresenta os 63 fungos isolados em meios de cultura adicionados com doses
crescentes de Zn.

As tabelas de 4 a 13 relacionam os fungos encontrados em cada um dos
cinco locais de coleta, indicando em que concentragdes do sal de Pb ou de Zn
cresceram no laboratério e de qual coleta (indicada pelos nimeros de 1 a 4 nas
colunas da direita) € a amostra.

Vale salientar que as amostras que cresceram sem metais foram
incluidas nas tabelas dos fungos que cresceram com Zn. Esta inclusdo foi
aleatoria, ndo obedecendo a qualquer critério pré-estabelecido.

Foram determinadas as ocorréncias dos taxons em cada um dos locais
durante as quatro coletas (tabelas 4 a 13). Pode-se observar que o local 3 foi 0
Unico que néao teve fungo crescendo na auséncia de metal (tabelas 6 e 11). Em
todos os casos, o numero de fungos que cresceram com Zn (tabelas 4 a 8) foi
maior do que o numero daqueles que cresceram com Pb (tabelas 9 a 13).

Os locais 1 e 3 apresentaram maior quantidade de fungos (33) que
cresceram com Zn (tabelas 4 e 6). Em relagcédo ao Pb, foi o local 2 (tabela 10)

que apresentou um numero maior (26).

Locais de coleta/NUmero de taxons
Condicdes de
) 1 2 3 4 5
crescimento
Sem metais 3 3 — 2 2
Com Zn em diferentes
33 29 33 22 23
conc.
Com Pb em diferentes
23 26 11 14 14
conc.
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Tabela 4. Fungos que cresceram com Zn no local 1
Local 1 (33 Taxons) Concentracdes em mg / dm?® .
Fungos que cresceram com zinco SIM 100 200 500 1000

Acremonium larvarum — — — 3 —
Alternaria alternata — 4 — — —
Aspergillus fumigatus — — — 4
Cylindrocladium scoparum — — 4 — —
Cladosporium cladosporioides — — — 3,4 —
Cladosporium herbarum — — 4 — —
Fusarium oxysporum 24 4 — 4 4
Fusarium sambucinum — — — 4 —
Fusarium solani — — 3 3 4
Geotrichum candidum — — — — 4
Paecilomyces carneus — — 3 2,4 —
Paecilomyces lilacinus — 4 4 34 4
Paecilomyces variotii — — 2 — —
Penicillium brevicompactum — 2 — — —
Penicillium canescens — — 4 4 —
Penicillium citreonigrum — — 3,4 — —
Penicillium corylophilum — — 4 4 —
Penicillium decumbens — — 3 — —
Penicillium griseofulvum — — — 4 _
Penicillium griseoroseum — — — 2,4 4
Penicillium hirsutum — — 4 — _
Penicillium janthinellum — — — 2,4 2,3
Penicillium miczinskii — — 4 — _
Penicillium pinophilum — — 3 — —
Penicillium purpurogenum — 4 2,4 —
Penicillium restrictum — 4 3,4 4
Penicillium rugulosum — — — 4 —
Penicillium variabile — 3 3 2 —
Penicillium viridicatum — — — 4 4
Phoma tropica — — 4 — —
Trichoderma aureoviride 3 4 — — 3
Trichoderma pseudokoningii 3 — — — —
Trichoderma viride — 3 — 4 4
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Tabela 5. Fungos que cresceram com zinco no local 2

Local 2 Concentraces em mg / dm® .

Fungos que cresceram com zinco

(29 taxons)

SIM 100 200 500 1000

Acremonium larvarum — — — 2 —

Aspergillus flavus — — — — 2

Cladosporium cladosporioides — — 3 2 —

Cladosporium herbarum — — 3 — —

Paecilomyces lilacinus — — — 2 —

Penicillium citrinum — 1 — — _

Penicillium corylophilum — — 3 — —

Penicillium dangeardii — — — 1 —

Penicillium decumbens — 1 2 1 —

Penicillium expansum — — 3 — —

Penicillium fellutanum — — — 1 —

Penicillium griseofulvum — 1 2 — —

Penicillium griseoroseum — 1 — — —

Penicillium janthinellum — — —

Penicillium minioluteum — — —_

Penicillium oxalicum — — _

Penicillium puberulum — — —

wW| W P N W
|

Penicillium purpurogenum 2

Penicillium restrictum —

3
3 13 —
3

Penicillium rugulosum — — 1,3 —

Penicillium variabile — 3 — — 3

Penicillium verruculosum — — 3 3 —

Phoma jolyana — — — 2 —

Phoma tropica — —

3
Trichoderma aureoviride — — 3 — —
1

Trichoderma pseudokoningii 3 1

Trichoderma viride 3 3 — _ _

Verticillium albo-atrum — — — 2 —

Verticillium lecani — — 3 — 3




Tabela 6. Fungos que cresceram com zinco no local 3
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Local 3 — (33 taxons)

Concentracdes em mg / dm?® .

Fungos que cresceram com zinco

S/IM

100

200

500

1000

Acremonium larvarum

Alternaria alternata

4

Aspergillus candidus

Aspergillus japonicus

Aspergillus terreus

Cladosporium cladosporioides

Cladosporium herbarum

Curvularia androdogonis

Curvularia harveyi

Curvularia lunata

Curvularia palescens

Drechslera ravenelli

Fusarium oxysporum

Fusarium sambucinum

Fusarium solani

Geotrichum candidum

Nigrospora oryzae

Paecilomyces lilacinus

Penicillium camemberti

Penicillium citreonigrum

Penicillium dangeardii

Penicillium decumbens

Penicillium expansum

Penicillium griseofulvum

Penicillium hirsutum

Penicillium janthinellum

Penicillium oxalicum

Penicillium raistrickii

Penicillium restrictum

BN

Penicillium rugulosum

Penicillium variabile

Penicillium viridicatum

BN

Trichoderma viride




Tabela 7. Fungos que cresceram com zinco no local 4
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Local 4

Concentraces em mg / dm® .

Fungos que cresceram com zinco
(22 taxons)

SIM

100 200 500

1000

Aspergilluus flavus

— 4 —

Aspergillus terreus

1 —

Fusarium nivale

— 3 4

Fusarium oxysporum

3 3,4 —

Fusarium sambucinum

Fusarium solani

Paecilomyces lilacinus

Penicillium corylophilum

Penicillium decumbens

Penicillium expansum

Penicillium fellutanum

Penicillium implicatum

Penicillium janthinellum

Penicillium javanicum

Penicillium purpurogenum

Penicillium raistrickii

Penicillium restrictum

Penicillium viridicatum

Penicillium waksmanii

Trichoderma pseudokoningii

Trichoderma viride

Verticillum lecanii
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Tabela 8. Fungos que cresceram com zinco no local 5

Local 5 Concentracdes em mg / dm® .

Fungos que cresceram com zinco
(23 taxons)

S/IM 100 200 500 1000

Alternaria alternata — — — 4 —

Aspergillus alutaceus — — — 3 —

Ciliindrocladium scoparum — — 4 — _
3

Cladosporium cladosporioides — —

Cladosporium herbarum — — — 3 —

Curvularia lunata — —

Fusarium chlamydosporum — —

Nl N| W
|
|

Fusarium oxysporum 4 —

Fusarium solani — — — 4 —

Geotrichum candidum — — — — 4

Gliocadium roseum — 4 — _ _

Paecilomyces lilacinus — — 3 3,4 3,4

Penicillium janthinellum — — — 3 —

Penicillium oxalicum — — 4 — _

Penicillium puberulum — — —

3
Penicillium restrictum — — — 3 —
3

Penicillium rugulosum — — —

Phoma tropica — — 3 — —

Trichoderma aureoviride 2 3 — — 2

Trichoderma pseudokoningii — —

Trichoderma viride — 3

Verticillium albo-atrum — —

AN W W
I
I

Verticillium lecanii — _
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Tabela 9. Fungos que cresceram com chumbo no local 1

Local 1 Concentracdes em mg / dm® .
Fungos que cresceram com chumbo
(23 taxons) 100 200 500 1000

Alternaria alternata — — 4
Aspergillus niger — — — 4
Cladosporium cladosporioides 4 — 4 —
Cladosporium herbarum 4 — — 4
Curvularia lunata 4 — — —
Fusarium sambucinum 4 — — —
Geotrichum candidum 2 — — —
Nigrospora oryzae — — 4 —
Paecilomyces carneus — — — 2
Paecilomyces lilacinus — — — 4
Penicillium citreonigrum — — — 4
Penicillium decumbens — — 2 3
Penicillium. decumbens atipico — — — 2
Penicillium janthinellum — — 3 2,4
Penicillium pinophilum — 3 — —
Penicillium purpurogenum — 3 — —
Penicillium restrictum — — — 2
Penicillium variabile 3 2,3 — 2,3
Penicillium vulpinum — — — 4
Penicillium waksmanii — — — 2
Trichoderma aureoviride — 2,3 — —
Trichoderma pseudokoningii 3 — 4 —
Trichoderma viride 3,4 3,4 3,4 4




Tabela 10. Fungos que cresceram com chumbo no local 2
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Local 2

Concentracdes em mg / dm® .

Fungos que cresceram com chumbo
(26 taxons)

100

200

500

1000

Aspergillus terreus

Cladosporium herbarum

Curvularia lunata

Curvularia palescens

Wl N NN

Paecilomyces carneus

Paecilomyces lilacinus

Penicillium citreonigrum

Penicillium corylophilum

Penicillium decumbens

| P N W

Penicillium fellutanum

Penicillium griseofulvum

Penicillium islandicum

Penicillium janthinellum

Penicillium minioluteum

N R W k| e

Penicillium oxalicum

Penicillium puberulum

Penicillium purpurogenum

Penicillium restrictum

Penicillium rugulosum

Penicillium variabile

Phoma tropica

N| W Wl W N W

Trichoderma aureoviride

2,3

Trichoderma pseudokoningii

Trichoderma viride

Verticillum albo-atrum

N NN

Verticillum tenerum
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Tabela 11. Fungos que cresceram com chumbo no local 3

Local 3 (11 tdxons)

Concentracdes em mg / dm® .

Fungos que cresceram com chumbo 100 200 500 1000
Cladosporium herbarum — — 4
Curvularia lunata — — — 4
Geotrichum candidum 4 — — —
Penicillium griseoroseum — — —
Penicillium janthinellum — — — 4
Penicillium purpurogenum — 2 — —
Penicillium restrictum — 2 — —
Penicillium variabile — — 3 3
Trichoderma aureoviride 3 3 — —
Trichoderma pseudokoningii 2,3 2,34 4 —
Trichoderma viride 3 3,4 3 —

Tabela 12. Fungos que cresceram com chumbo no local 4

Local 4 (14 tdxons)

Concentracdes em mg / dm?® .

Fungos que cresceram com chumbo 100 200 500 1000
Fusarium oxysporum — 1.3 — —
Fusarium sambucinum — 1 1 —
Paecilomyces lilacinus — 3 — 1
Penicillium corylophilum — — 3 —
Penicillium dangeardii — — — 2
Penicillium decumbens — — — 3
Penicillium echinulatum — — 1 —
Penicillium implicatum — — 1 —
Penicillium oxalicum — — 1 1
Penicillium purpurogenum — — 2 2
Penicillium variabile — — 3 3
Trichoderma aureoviride 2 —
Trichoderma pseudokoningii 4 3 3 —
Trichoderma viride 3,4 3,4 3 —




Tabela 13. Fungos que cresceram com chumbo no local 5
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Local 5 Concentracdes em mg / dm?® .
Fungos que cresceram com chumbo
(14 taxons) 100 200 500 1000
Alternaria alternata — — 3 4
Aspergillus niger — 3 — 3
Curvularia lunata — — 3,4 3,4
Nigrospora sphaerica — — — 2
Paecilomyces lilacinus — — — 3
Penicillium decumbens — — 3 —
Penicillium janthinellum — — 4 4
Penicillium oxalicum — — 4 —
Penicillium purpurogenum — — 2 2
Penicillium variabile — — — 3
Penicillium verruculosum — — — 3
Trichoderma aureoviride 3 3 —
Trichoderma pseudokoningii — 3 4
Trichoderma viride 3,4 3,4 — —
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Tabela 14 Relacao entre os taxons isolados em Meio de MEA 2% sem metais

e acrescidos de Zn e de Pb nos indculos de solo da regido do pélo ceramico de
Santa Gertrudes, S.P.

N° Zinco N° Chumbo N° Sem | Total de
Local | Taxons % Taxons % Taxons | Metais | Taxons
% no local
1 33 55,00 23 38,34 4 6,66 60
2 29 50,00 26 44,82 3 5,17 58
3 33 75,00 11 25,00 0 0 44
4 22 59,46 14 37,83 3 7,69 39
5 23 58,97 14 35,89 2 5,13 39

Pela tabela acima verifica-se que 0s microrganismos isolados desta

regido ja estao adaptados as concentra¢cdes elevadas, tanto de Zn como de Pb,

pois cresceram predominantemente em meios contendo estes metais; 0 meio

de MEA a 2% sem 0s metais, poderia ser considerado um meio “pobre” em

termos de nutrientes, pois nas placas, que sé continham o mesmo, o0 nimero

de colbnias foi reduzido. Dentre os metais estudados, o Zn demonstra ter

menor influéncia em dificultar o crescimento, que foi mais de 50% em

praticamente todos os locais de coleta, enquanto o Pb, aparentemente bloqueia

parte do crescimento, permitindo que em média cerca de 36% dos fungos se

desenvolvam.
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5.2.1 Iindices de similaridade segundo Sorensen, em relacdo ao regime
pluviométrico, nos fungos que cresceram em meio de MEA 2% com diferentes

concentragdes de Zn.

Fungos exclusivos isolados na época de chuva em meio MEA 2% e com diferentes
concentracbes de Zn : 10 fungos : Aspergillus candidus ; A . terreus ; Fusarium
chlamydosporum ; Paecilomyces variotii ; Penicillium brevicompactum ; P. citrinum ; P.

implicatum ; P. minioluteum ; Phoma jolyana e Verticillium albo-atrum.

Fungos exclusivos isolados na época de seca em meio MEA 2% e com diferentes
concentracbes de Zn : 30 fungos : Alternaria alternata ; Aspergillus alutaceus ; A
fumigatus ; A . japonicus ; Cladosporium herbarum ; Curvularia andropogonis ; C.harveyi ;
C. lunata ; C. pallescens ; Cylindrocladium scoparum ; Drechslera ravenelli ; Fusarium
nivale ; Geotrichum candidum ; Gliocadium roseum ; Nigrospora oryzae ; Penicillium
canescens ; P. citreonigrum ; P. corylophilum ; P. expansum ; P. miczinskii ; P. pinophilum
; P. rastrickii ; P. verruculosum ; P. viridicatum ; P. javanicum ; P. camenberti ; P.

puberulum ; Phoma tropica e Verticillium lecanii.

Fungos comuns isolados na época de chuva e de seca em meio MEA 2% e com
diferentes concentracfes de Zn : 24 fungos : Acremonium larvarum ; Aspergillus flavus ;
Cladosporium cladosporioides ; Fusarium oxysporum ; F. sambucinum ; F. solani ;
Paecilomyces carneus; P. lilacinus; Penicillum griseofulvum ; P. decumbens ; P.
dangeardii ; P. griseoroseum ; P. hirsutum ; P. janthinellum ; P. oxalicum ; P.
purpurogenum ; P. restrictum ; P. rugulosum ; P. variabile ; P. waksmanii ; Trichoderma

aureoviride ; T. pseudokoningii e T. viride
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No calculo do indice de similaridade para os fungos que cresceram com Zn tem-se:

Com chuva =10

2x24

S = x100 = 5517%
(10+24)+ (29 + 24)

Com chuva e seca = 24

Com seca =29

O indice de similaridade (segundo Sorensen) para fungos tratados com Zn,
considerando-se 0 seu comportamento em relacdo ao regime pluviométrico, € de 55,17%

(de similaridade entre as estagoes).

5.2.2 Indices de similaridade segundo Sérensen, em relacdo ao regime
pluviométrico, nos fungos que cresceram em meio de MEA 2% com diferentes

concentracfes de Pb.

Fungos exclusivos isolados na época de chuva (1% e 2% coleta) em meio MEA 2% e com
diferentes concentracdes de Pb : 14 fungos : Aspergillus terreus ; Nigrospora sphaerica ;
Penicillium dangeardii; P. griseofulvum ; P. decumbens atipico ; P. echinulatum ; P.
fellutanum ; P. griseoroseum ; P. implicatum ; P. minioluteum ; P. waksmanii ; Phoma

tropica ; Verticillium albo-atrum e V. tenerum.

Fungos exclusivos isolados na época de seca (3% e 4% coleta) em meio MEA 2% e com
diferentes concentracdes de Pb : 12 fungos : Alternaria alternata ; Aspergillus niger ;
Cladosporium cladosporioides ; C. herbarum ; Curvularia pallescens ; Nigrospora oryzae ;
Penicillium islandicum ; P. pinophilum ; P. puberulum ; P. rugulosum ; P. verruculosum e P.

vulpinum.

Fungos comuns isolados na época de chuva e de seca ( 1% a 4® coleta) em meio MEA
2% e com diferentes concentracdes de Pb : 17 fungos : Curvularia lunata ; Fusarium
oxysporum ; F. sambucinum ; Penicillium citreonigrum ; P. corylophilum ; P. decumbens ;
P. janthinellum P. oxalicum ; P. purpurogenum ; P. restrictum ; P. variabile ; Trichoderma

aureoviride ; T. pseudokoningii e T. viride.
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Consultando a lista dos fungos que cresceram em Pb, verifica-se que:

Com chuva =14
Com chuva e seca =17

Com seca =12

O indice de similaridade (segundo Sdrensen) para fungos tratados com Pb,
considerando-se 0 seu comportamento em relacdo ao regime pluviométrico, € de 56,66%

(de similaridade entre as estagdes.)

5.2.3 indices de similaridade segundo Sérensen, em relagdo aos niumeros de

fungos encontrados entre dois locais em cada grupo.

Para se realizar esse calculo, é necessario determinar antes o nimero de fungos
exclusivos, isto é, entre dois locais, sdo aqueles que ocorrem apenas em um dos locais
de coleta, esses serdo os valores atribuidos a a para o primeiro local e b para o segundo
local, em seguida deve-se determinar o numero de fungos comuns aos dois locais e que

sera atribuido o valor W

Fungos exclusivos de cada local isolados em meio MEA 2% e com diferentes

concentracdes de Zn.

Local 1 — 7 fungos : Aspergillus fumigatus ; Paecilomyces carneus; P. variotii; Penicillium

brevicompactum ; P. canescens; P. miczinskii ; P. pinophilum.

Local 2 — 4 fungos: Penicillium citrinum; P. minioluteum; P. verruculosum e Phoma

jolyana.
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Local 3- 8 fungos: Aspergillus candidus ; A. japonicus ; Curvularia andropogonis ; C.
harveyi ; C. palescens ; Drechslera ravenelli ; Nigrospora oryzae e Penicillium
camembertii.

Local 4 — 4 fungos : Fusarium nivale; Penicillium implicatum ; P. javanicum; P. waksmanii.

Local 5 - _3 fungos : Aspergillus alutaceus ; Fusarium chlamydosporum e Gliocadium

roseum.

Fungos comuns a dois locais isolados em meio MEA 2% e com diferentes

concentragdes de Zn

Local 1 — 2 17 fungos : Acremonium larvarum ; Cladosporium cladosporioides ; C.
herbarium ; Paecilomyces lilacinus ; Penicilium corylophilum ; P. decumbens ; P.
griseofulvum ; P. griseoroseum ; P. janthinellum ; P. purpurogenum ; P. restrictum ; P.
rugulosum ; P. variabile ; Phoma tropica ; Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii e T.

viride.

Local 1 — 3 19 fungos : Acremonium larvarum ; Alternaria alternata : Cladosporium
cladosporioides ; C. herbarium ; Fusarium oxysporum ; F. sambucinum ; F. solani ;
Geotricum candidum ; Paecilomyces lilacinus ; Penicillium citreonigrum ; ; P. decumbens ;
P. griseofulvum ; P. hirsutum ; P. janthinellum ; P. restrictum ; P. rugulosum ; P. variabile ;

P. viridicatum e Trichoderma viride.

Local 1- 4 12 fungos : ; Fusarium oxysporum ; F. sambucinum ; F. solani ; Paecilomyces
lilacinus ; Penicillium corylophilum ; P. decumbens ; P. janthinellum ; P. purpurogenum ; P.

restrictum ; P. viridicatum ; Trichoderma pseudokoningii e T. viride.

Local 1 - 5 15 fungos : Alternaria alternata ; Cylindrocladium scoparum ; Cladosporium
cladosporioides ; C. herbarum ; Fusarium oxysporum ; F. solani ; Geotrichum candidum ;
Paecilomyces lilacinus ; Penicilllum janthinellum ; P. resctrictum ; P. rugulosum ;

Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii ; T. viride.

Local 2 - 3 14 fungos : Acremonium larvarum ; Cladosporium cladosporioides ; C.

herbarum ; Paecilomyces lilacinus ; Penicillium dangeardii ; P. decumbens; P. expansum ;
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P. griseofulvum ; P. janthinellum ; P. oxalicum ; P. restrictum ; P. rugulosum ; P. variabile

e Trichoderma viride.

Local 2 - 4 12 fungos : Aspergillus flavus ; Paecilomyces lilacinus ; Penicillium
corylophilum ; P. decumbens ; P. expansum ; P.fellutanum ; P. janthinellum ; P.

purpurogenum ; P. restrictum ; Trichoderma pseudokoningii ; T. viride e Verticillium lecanii.

Local 2 - 5 14 fungos : Cladosporium cladosporioides ; C. herbarum ; Paecilomyces
lilacinus ; Penicillum janthinellum ; P. oxalicum ; P. puberulum ; P. restrictum ;
P.rugulosum ; Phoma tropica ; Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii ; T. viride ;

Verticillium albo-atrum e V. lecanii.

Local 3 - 4 11 fungos : Aspergillus terreus ; Fusarium oxysporum ; F. sambucinum ; F.
solani ; Paecilomyces lilacinus ; Penicillium expansum ; P. janthiinellum ; P. raistrickii ; P.

restrictum ; P. viridicatum e Trichoderma viride.

Local 3—-5 12 fungos: Alternaria alternata ; Cladosporium cladosporioides ; C. herbarum ;
Fusarium oxysporum ; F. solani ; Geotricum candidum ; Paecilomyces lilacinus ;

Penicillium janthinellum ; P. oxalicum ; P. resctrictum ; P. rugulosum e Trichoderma viride.

Local 4 — 5 8 fungos : ; Fusarium oxysporum ; F. solani ; Paecilomyces lilacinus ;
Penicillium janthinellum ; P. resctrictum ; Trichoderma pseudokoningii ; T. viride e

Verticillium lecanii.



Tabela 17 Dados necessarios as determinacgdes dos indices de similaridade segundo

Sorensen em relacdo ao numero de fungos em meio com concentragcdes de 0; 100; 200;

500 e 1000 mg/dm? de Zn, encontrados em cada local de coleta.

Locais Exclusivos | Comuns (w) | Ndo comuns N° Total

a-b a b ab a b a b
1-2 7 4 17(aeb) 9 8 33 29
1-3 7 8 19(aeb) 7 6 33 33
1-4 7 4 12(aeb) 14 6 33 22
1-5 7 3 15(a e b) 11 5 33 23
2 -3 4 8 l4(aeb) 11 11 29 33
2 -4 4 4 12(a e b) 13 6 29 22
2 -5 4 3 l4(aeb) 11 6 29 23
3-4 8 4 1ll(aeb) 14 7 33 22
3-5 8 3 12(aeb) 13 8 33 23
4 -5 4 3 8(aeb) 10 12 22 23

Convencao:

a = locais designados com nimero menor
b = locais designados com namero maior
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Tabela 18 indice de similaridade de Sérensen (S) entre os fungos anamorfos isolados do

solo em meio contendo concentragdes de 0; 100; 200; 500 e 1000 mg/dm® de Zn, nos

locais pesquisados do pdélo ceramico do municipio de Santa Gertrudes , Sdo Paulo

Pto.coleta Local 1 Local 2 Local 3 Local 4 Local 5
Local 1 100,00 — — — —
Local 2 75,55 100,00 — — —
Local 3 69,09 70,00 100,00 — —
Local 4 68,57 75,00 64,70 100,00 —
Local 5 75,00 80,00 68,57 69,56 100,00
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Fungos exclusivos de cada local isolados em meio MEA 2% e com diferentes
concentragdes de Pb

Local 1 — 6 fungos : Cladosporium cladosporioides ; Nigrospora oryzae ; Penicillium

decumbens atipico ; P. pinophilum; P. vulpinum ; P. waksmanii.

Local 2 — 11 fungos: Aspergillus terreus ; Curvularia pallescens ; Penicillium griseofulvum ;
P. fellutanum ; P. islandicum ; P. minioluteum ; P. puberulum ; P. rugulosum ; Phoma

tropica ; Verticillium albo-atrum e V. tenerum.

Local 3 - 1 fungo: Penicillium griseoroseum.

Local 4 — 4 fungos: Fusarium oxysporum; P. dangeardii; Penicilium echinulatum e P.

implicatum.

Local 5- 2 fungos: Nigrospora sphaerica e Penicillium verruculosum .

Fungos comuns a dois locais isolados em meio MEA 2% e com diferentes

concentracdes de Pb

Local 1 — 2 13 fungos: Cladosporium herbarum ; Curvularia lunata ; Paecilomyces carneus
; P. lilacinus ; Penicillium citreonigrum ; P. decumbens ; P. janthinellum ; P. purpurogenum
; P. restrictum ; P. variabile ; Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii e T. viride.

Local 1 — 3 9 fungos: Cladosporium herbarum ; Curvularia lunata ; Penicillium
janthinellum ; P. purpurogenum ; P. restrictum ; P. variabile ; Trichoderma aureoviride ; T.
pseudokoningii e T. viride.

Local 1 — 4 8 fungos: Fusarium sambucinum ; Paecilomyces lilacinus ; Penicillium
decumbens ; P. purpurogenum ; P. variabile ; Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii
e T. viride.
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Local 1 — 5 11 fungos; Alternaria alternata ; Aspergillus niger ; Curvularia lunata ;
Paecilomyces lilacinus ; Penicillium decumbens ; P. janthinellum ; P. purpurogenum ; P.
variabile ; Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii e T. viride.

Local 2 — 3 9 fungos: Cladosporium herbarum ; Curvularia lunata ; Penicillium
janthinellum ; P. purpurogenum ; P. restrictum ; P. variabile ; Trichoderma aureoviride ; T.

pseudokoningii e T. viride.

Local 2 — 4 9 fungos : Paecilomyces lilacinus ; Penicillium corylophilum ; P. decumbens ;
P.oxalicum ; P. purpurogenum ; P. variabile ; Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii

e T. viride.

Local 2 — 5 10 fungos: Curvularia lunata ; Paecilomyces lilacinus ; Penicillium
decumbens ; P. janthinellum ; P. oxalicum ; P. purpurogenum ; P. variabile ; Trichoderma

aureoviride ; T. pseudokoningii e T. viride.

Local 3 -4 5 fungos: Penicillium purpurogenum ; P. variabile ; Trichoderma aureoviride ;
T. pseudokoningii e T. viride.

Local 3 —5 7 fungos: Curvularia lunata ; Penicillium janthinellum ; P. purpurogenum ; P.

variabile ; Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii e T. viride.

Local 4 — 5 8 fungos: Paecilomyces lilacinus ; Penicillium decumbens ; P. oxalicum ; P.

purpurogenum ; P. variabile ; Trichoderma aureoviride ; T. pseudokoningii e T. viride.
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Tabela 19 Dados necessarios as determinacdes dos Indices de similaridade segundo
Sorensen em relacdo ao numero de fungos em meio com concentracdes de 0; 100; 200;

500 e 1000 mg/dm? de Pb, encontrados em cada local de coleta.

Locais Exclusivos | Comuns (W) | Ndo comuns | N° Taxons
a-b a b ab a b a B
1-2 6 11 13(aeb) 4 2 23 26
1-3 6 1 9(aeb) 8 1 23 11
1-4 6 4 8(aeb) 9 2 23 14
1-5 6 2 11(a e b) 6 1 23 14
2 -3 11 1 9(aeb) 6 1 26 11
2 -4 11 4 9(aeb) 6 1 26 14
2 -5 11 2 10(a e b) 5 2 26 14
3-4 1 4 5(a e b) 5 5 11 14
3-5 1 2 7(aeb) 3 5 11 14
4 -5 4 2 8(aeb) 2 4 14 14

Tabela 20 indice de similaridade de Sérensen entre os fungos anamorfos isolados do solo
em meio contendo concentracdes de 0; 100; 200; 500 e 1000 mg/dm?® de Pb, nos locais
pesquisados do pélo ceramico do municipio de Santa Gertrudes, Sao Paulo

Pto.coleta Local 1 Local 2 Local 3 Local 4 Local 5
Local 1 100,00 — — — —
Local 2 60,46 100,00 — — —
Local 3 62,06 60,00 100,00 — —
Local 4 61,53 54,54 66,66 100,00 —
Local 5 73,33 60,60 82,35 72,72 100,00

Os indices de similaridade de Sérensen, quando se compara a micota obtida nos
meios de cultura acrescidos de doses de Zn e a obtida nos meios acrescidos por Pb,
correspondem entre 60 e 80 % aproximadamente, valores que podem ser considerados
altos, indicando que espécies semelhantes ocorrem tanto nos meios acrescidos com Zn

como nos acrescidos com Pb.
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5.2.4 indices de similaridade segundo Sérensen, em relacdo aos taxons que
cresceram em meio de MEA 2% s6 com Zn, s6 com Pb e 0s que cresceram com Zn e

com Pb.

Tabela 21 Relacao entre taxons, metais e ocorréncias

N° Relagao dos taxons SIM Zn Pb | Zn/Pb
01 | Acremonium larvarum (Petch) W. Gams — Z/03 — —
02 | Alternaria alternata (Fr) Keissler — Z/03 P/04 X
03 | Aspergillus alutaceus Berk. & Curt — Z/01 — —
04 | Aspergillus candidus Link ex Link — Z/01 — —
05 | Aspergillus flavus Link ex Gray — Z/02 — —
06 | Aspergillus fumigatus Fres — Z/02 — —
07 | Aspergillus japonicus Saito — Z/02 — —
08 | Aspergillus niger van Tieghem — — P/03 —
09 | Aspergillus terreus Thom — Z/04 P/01 X
10 | Cladosporium cladosporioides (Fresen.) de Vries — Z/07 P/01 X
11 | Cladosporium herbarum (Pers) ex S.F. Gray — Z/04 P/04 X
12 | Curvularia andropogonis (Zimm.) Boedijn — Z/01 — —
13 | Curvularia harveyi .Shipton — Z/01 — —
14 | Curvularia lunata (Wakker) Boedijn — Z/02 P/07 X
15 | Curvularia pallescens Boedijn — Z/01 P/01 X
16 | Cylindrocladium scoparum Morgan — Z/02 — —
17 | Drechslera ravenelli (Curt.) Subram. & Jain — Z/01 — —
18 | Fusarium clamydosporum Wollenw. & Reinking — Z/01 — —
19 | Fusarium nivale (Fr.) Ces — Z/02 — —
20 | Fusarium oxysporum Schlecht. Emenden Snyd & Hans S/03 Z/09 P/02 X
21 | Fusarium sambucinum Fuckel S/01 Z/04 P/03 X
22 | Fusarium solani (Mart.)Appel & Wollenw.Emend.S.& H — Z/07 — —
23 | Geotrichum candidum Link & Leman — Z/03 P/02 X
24 | Gliocadium roseum Bain — Z/01 — —
25 | Nigrospora oryzae Hudson — Z/01 P/01 X
26 | Nigrospora sphaerica (Sacc.) Mason — — P/01 —
27 | Paecilomyces carneus (Duché & Heim) Brown & Smith — Z/03 P/02 X
28 | Paecilomyces lilacinus (thom.) Samson — Z/17 P/05 X
29 | Paecilomyces variotii Bainier — Z/01 — —
30 | Penicillium brevicompactum Dierckx — Z/01 — —
31 | Penicillium camemberti Thom — Z/01 — —
32 | Penicillium canescens Sopp — Z/02 — —
33 | Penicillium citreonigrum Dierckx — Z/03 P/02 X
34 | Penicillium citrinum Thom — Z/01 — —
35 | Penicillium corylophylum Dierckx — Z/04 P/02 X
36 |Penicillium dangeardiiPitt | - Z/02 P/01 X
37 | Penicillium decumbens Thom — Z/07 P/05 X
38 | Penicillium decumbens atipico Thom — — P/01 —
39 | Penicillium echinulatum Fassat — — P/01 —
40 | Penicillium expansum Link — Z/03 — —
41 | Penicillium fellutanum Biourge — Z/02 P/01 X
42 | Penicillium griseofulvum Dierckx — Z/04 P/01 X
43 | Penicillium griseoroseum Dierckx — Z/04 P/01 X
44 | Penicillium hirsutum Dierckx — Z/02 — —
45 | Penicillium implicatum Biourge — Z/01 P/01 X
46 | Penicillium islandicum Soop — — P/01 —




47 | Penicillium janthinellum Biourge — Z/08 P/09 X

48 | Penicillium javanicum (Friedrichs& Bally) Brown & Smith — Z/01 — —

49 | Penicillium miczinskii K.M. Zalessky — Z/01 — —

50 | Penicillium minioluteum Dierckx — Z/01 P/01 X

51 |Penicillium oxalicum Currie & Thom — Z/03 P/04 X

52 | Penicillium pinophylum Hedgcock — Z/01 P/01 X

53 | Penicillium puberulum Bainier — Z/02 P/01 X

54 | Penicillium purpurogenum Stoll S/01 Z/09 P/09 X

55 | Penicillium raistrickii  G. Sm — Z/02 — —

56 | Penicillium restrictum J.C.Gilman & E.V.Abbott — Z/6 P/04 X

57 | Penicillium rugulosum Thom — Z/06 P/01 X

58 | Penicillium variabile Sopp — Z/08 P/13 X

59 | Penicillium verruculosum Peyronel — Z/02 P/01 X

60 | Penicillium viridicatum Westling — Z/04 — —

61 | Penicillium vulpinum (Cooke & Massee) Seifert & Samson — — P/01 —

62 | Penicillium waksmanii K.M. Zalessky — Z/02 P/01 X

63 | Phoma jolyana Pirozynski & Morgan-Jones — Z/01 — —

64 | Phoma tropica Schneider & Boerema — Z/03 P/02 X

65 | Trichoderma aureoviride Rifai S/02 Z/05 P/12 X

66 | Trichoderma pseudokoningii Rifai S/02 Z/05 P/17 X

67 | Trichoderma viride Pers. Ex Gray S/03 Z/11 P/25 X

68 | Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold — Z/02 P/02 X

69 | Verticillium lecanii  (Zimm.) Viégas — Z/05 — —

70 | Verticillium tenerum (Nees ex Pers.) Link — — P/01 —
Observacgdes:

Cresceram: Ocorréncias:

com sal de Zn (2): 27 taxons — 38,58% com sal de Zn 221
com sal de Pb (P): 07 taxons --10,00% com sal de Pb 160
como Zne Pb (X): 36 taxons — 51,42% com sais de Zn e Pb 305

sem metais (S):

06 taxons.

Nota: Como todos os taxons que cresceram sem metais também cresceram com o Zn e

com o Pb, os 6 S/M estao incluidos nos 36 taxons; quanto as 12 ocorréncias S/M, estao

nas 305 acima citadas.

indices de similaridade
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Pelos dados encontrados, o indice de similaridade entre os taxons que cresceram

com Zn, com Pb e com ambos sera:

Com Zn
Com Pb
ComZnePb

S=67,92%
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O indice de similaridade para a ocorréncia dos taxons que cresceram com Zn, com

Pb e com ambos sera:

Com Zn =221
Com Pb =160 S =61,55%
Com Zne Pb =305

O indice de similaridade (segundo Sérensen) para 0s taxons que cresceram com
Zn e com Pb e com ambos, considerando-se o seu comportamento em relacéo a apenas
estes fatores conferem um grau de similaridade nesta regido de 67,92% e em termos de

ocorréncias em torno de 61,55%.

Tabela 23 Relacdo dos taxons que cresceram sem a adicdo de metais e que também
ocorreram nos cultivos aos quais se adicionaram Zn e Pb.

N° Relagdo dos taxons Local coleta
1 Fusarium oxysporum 1 24
5 4
2 Trichoderma aureoviride 1 3
5 2
3 Trichoderma pseudokoningii 1 3
2 3
4 Trichoderma viride 2 3
4 2,3
5 Fusarium sambucinum 4 2
6 Penicillium purpurogenum 2 2

A tabela 23 mostra quais fungos cresceram sem metais (6) , de que locais foram

retirados (1, 2, 3, 4 e 5) e em que coleta ( 2, 3 e 4). Foram 6 taxons em 12 ocorréncias.

Géneros que ocorreram: Trichoderma (3) Fusarium (2)  Penicillium ( 1)

NUmero de ocorréncias: 7 4 1
Porcentual de ocorréncias 58,34% 33,33% 8,33%
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Pode-se verificar que de um total de 70 taxons isolados desta regido apenas
6 taxons ( 8,57%) obtiveram sucesso em crescer em meio de MEA 2% sem a adicdo de
metais.

As maiores ocorréncias destacaram-se para Trichoderma viride Pers ex Gray (39
registros), Trichoderma pseudokoningii Rifai (24 registros), Penicillium variabile (21
registros), Trichoderma aureoviride Rifai (19 registros), Penicillium purpurogenum Stoll (19
registros) e Penicillium janthinellum Biourge (17 registros). Na primeira coleta foram
obtidos 23 taxons, na segunda 35, na terceira 35 e na ultima 46 taxons. O namero total de
taxons obtidos nas duas coletas realizadas na época chuvosa foi 43 e nas duas coletas
realizadas na época seca foi 56, o que poderia expressar uma influéncia discreta dos
fatores climaticos sobre a micota terrestre. Na época chuvosa, porém, foram obtidos 14
taxons, 27 na época seca e 29 foram registrados nas duas épocas climaticas. O indice de
similaridade de Sorensen entre as duas micotas correspondeu a 58,58%. De acordo com
Christensen (1989), este indice pode ser considerado baixo, indicando a existéncia de
diferencas qualitativas na composi¢cdo das micotas, apesar das semelhancgas quantitativas
no numero de téxons.

Com relacéo a influéncia das doses crescentes de Pb nos meios de cultura em
todas as coletas, verificou-se a ocorréncia dos maiores numeros de tdxons nos meios de
cultura com concentracdes mais elevadas de Pb, isto &, entre 500 e 1000 mg/.dm?® (Tabela
15). Os maiores numeros de tdxons, correspondentes a 17, 10 e 9 foram registrados nos
meios de cultura adicionados de 1000 mg Pb/dm?, além dos 14 taxons isolados em meio
de cultura acrescido de 500 mg Pb/dm®. A observacédo de que algumas espécies tais
como Cladosporium cladosporioides (Fresen.) de Vries, Nigrospora sphaerica (Sacc.)
Mason, Penicillium citreonigrum Dierckx, Penicillium griseoroseum Dierckx e Penicillium
waksmanii K. M. Zalessky foram isolados somente nos meios de cultura com acréscimo
das concentracbes maximas de Pb reforcam esta tendéncia de crescer com altas
concentracgoes de Pb.

O numero de taxons registrados nos locais de coleta, em ordem decrescente dos
teores dos metais presentes no solo foi a seguinte: 11 taxons (local 3); 14 taxons (local 4);
26 taxons (local 2); 14 (local 5) e 23 (local 1). Os indices de similaridade entre as micotas
obtidas nos cinco locais de coleta foram altos, situando-se entre 60 e 82,35%, havendo
diversos tdxons que ocorreram somente em determinado local de coleta. Por exemplo,
Penicillium griseoroseum Dierckx ocorreu somente no local 3, quatro tAxons ocorreram

somente no local 4, dois taxons foram registrados somente no local 5, seis no local 1 e
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onze taxons, que corresponde ao maior numero de taxons exclusivos no local 2, cujos
teores de Pb no solo situam-se em situacdo intermediaria. No campo, portanto, a
tendéncia de associar a presenca do fungo em concentracdes extremas de Pb, néo é tdo
nitida como nos meios de cultura. Estes resultados sdo comuns na literatura, de acordo
com Wainwright e Gadd (1997),levando-se em consideracdo que no campo, as interacdes
microbianas, além da influéncia de diversos fatores abidticos, atuam sobre o
comportamento da micota, minimizado nas condi¢cfes de laboratorio.

Ao estudar os problemas ambientais e impactos sociais provocados pela atividade
ceramista no municipio de Santa Gertrudes, (SP), Levighin (2005), também cita a
presenca de Pb, Zn e B, como fatores que colaboram para a poluicdo daquela regiao.

As concentracdes de Pb utilizadas no presente estudo superaram as determinadas
por Bonacin-Silva (2001), cujos resultados variaram de 108 a 529 ppm. Isto pode indicar
gue os fungos obtidos no presente estudo estdo bem adaptados ao gradiente de
concentracdo de Pb no solo, o que por sua vez se reflete sobre a diversidade,
representada por espécies fungicas tolerantes e resistentes as condi¢des do solo.

O Pb néo constitui um elemento essencial aos microrganismos (ROSS, 1975). A
sua presenca no solo ou em meios de cultura acrescidos com o mesmo, € mais conhecida
como causa da inibicdo de crescimento ou reducdo da diversidade microbiana do que o
contrario.

Na comparacédo dos efeitos toxicos de metais sobre fungos e bactérias, Rajapaksha
et al. (2004) verificaram que o comportamento desses grupos microbianos era distinto,
corroborando a hipotese dos fungos serem mais resistentes aos metais do que as
bactérias. Apds ter acrescentado novas doses de metais, a atividade dos fungos elevou-se
inesperadamente.

O total de 63 téaxons foi obtido no isolamento dos fungos em meios de cultura
adicionados com doses crescentes de Zn (Tabela 15). As maiores ocorréncias foram para
Trichoderma viride Pers ex Gray (25 registros), Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson (17
registros), Penicillium restrictum J. C. Gilman & E. V. Abbott (16 registros), Fusarium
oxysporum Schlecht. Emend Snyd. & Hans. (12 registros) e Penicillium purpurogenum
Stoll (10 registros). Na primeira coleta foram obtidos 14 taxons, na segunda, 21, na
terceira 22 e na ultima, 15 taxons. (Fazer uma pizza com os dados acima !)

O numero total de taxons obtidos correspondeu a 34 nas duas coletas realizadas
na época chuvosa e a 54 nas coletas realizadas na época seca. O predominio dos fungos

na época seca também se refletiu sobre a ocorréncia exclusiva de espécies em
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determinada época, pois 10 taxons foram obtidos exclusivamente na época chuvosa e 29
na época seca. O indice de similaridade de Sdrensen entre as micotas isoladas em
épocas climaticamente distintas correspondeu a 55,17%, indicando baixa semelhanca na
composi¢cado das mesmas.

Com relacdo a influéncia das doses crescentes de Zn nos meios de cultura
verificou-se que 0os maiores niumeros de taxons (23 e 25) ocorreram nas concentracdes de
200 e 500 mg Zn/dm 3. A tendéncia dos fungos ocorrerem em diversas concentracdes
apresentou-se mais acentuada nos meios contendo Zn do que nos adicionados com Pb.
Somente Geotrichum candidum Link ex Leman foi isolado exclusivamente em meio com
concentracdo maxima de Pb (1000 mg Pb/ dm 3).

O numero de taxons registrados nos locais de coleta, em ordem decrescente dos
teores dos metais presentes no solo foi a seguinte: 33 taxons (local 3), 22 taxons (local 4),
29 taxons (local 2), 23 (local 5) e 33 (local 1). Os indices de similaridade entre as micotas
obtidas nos cinco locais de coleta foram altos, situando-se entre 64,7 e 80%, havendo
diversos taxons que ocorreram somente em determinado local de coleta. Oito taxons
ocorreram exclusivamente no local 3, quatro taxons ocorreram somente no local 4, quatro
no local 2, trés taxons foram registrados somente no local 5 e sete no local 1.

Os resultados indicam que a diversidade dos fungos provavelmente € menos
afetada pela presenca de Zn do que de Pb. Nas concentracdes inferiores a 100 uM, o Zn
€ considerado elemento essencial para o crescimento de fungos (ROSS, 1975). A partir
desta dosagem, o Zn geralmente causa efeitos prejudiciais acentuados sobre a vegetacao
e a microbiota (JORDAN e LECHEVALIER, 1975).

As concentracfes de Zn acrescentadas aos meios de cultura foram mais elevadas
do que o valor citado por Bonacin-Silva (2001), que corresponde a 77,2 ppm, 0 que por
sua vez indica que os fungos devem apresentar elevada tolerancia a presenca do metal
no solo das areas estudadas.

Os taxons obtidos no presente estudo, fazem parte de uma micota cosmopolita,
presentes em praticamente todos os ambientes terrestres. Taxons como Aspergillus,
Fusarium, Trichoderma e a predominanica de Penicillium sdo considerados comuns no
solo (DOMSCH et al.,1980). No solo estudado, verifica-se que ha poucas espécies raras
ou diferentes, o que pode indicar que a micota nativa pode estar sendo composta por
espécies cosmopolitas altamente resistentes as diferentes condicbes ambientais,
tornando-se predominante ao longo do tempo em que o solo foi submetido ao impacto

causado pela presenca dos metais na sua composicao.
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Efeitos restritivos do Cu e do Zn sobre a biomassa fungica e taxa de respiracdo do
solo foram verificados por Nordgren et al., (1983) proximo a uma regido de mineracao em
Gusum no sul da Suécia, devido as mudancas acentuadas na composi¢do das micotas,
com acréscimo em abundéancia de algumas espécies como Paecilomyces e Geomyces.
Posteriormente os mesmos autores verificaram acentuados decréscimos na frequéncia de
isolamento de algumas espécies tipicas de solo sob floresta de coniferas, seguida pela
substituicdo de algumas espécies por outras, usualmente raras na regido, como principal
resultado dos efeitos da presengca dos metais no solo, 0s quais superaram
significativamente a influéncia dos fatores abiéticos (NORDGREN et al., 1985).

Além da diversidade dos fungos, o presente trabalho teve por objetivo verificar a
influéncia dos metais pesados sobre a qualidade da micota natural pré-existente no local.

Na andlise dos resultados dos levantamentos em areas poluidas, devem ser
levadas em consideracdo as limitacdes e seletividade impostas pelas técnicas de
isolamento, concentracdes dos metais e nivel de adaptabilidade dos microrganismos aos
metais. Nao € surpreendente, portanto, que na literatura haja resultados conflitantes.
Carter, (1978 in NORDGREN et al., 1983) reportou, por exemplo, uma modificacéo
significativa na estrutura da comunidade microbiana em locais contaminados com
elevados niveis de Ni, enquanto Freedman e Hutchinson (1980), estudando o0 mesmo tipo
de contaminacdo na mesma area, nao verificaram efeito algum, variando somente o
tempo do estudo. Deve-se levar em consideracgdo, relativamente ao periodo de estudo,
gue os efeitos de determinados metais no solo podem ser acumulativos, modificando
indiretamente diversas caracteristicas relevantes do solo.

A avaliacdo dos fungos anamorfos no solo do municipio de Santa Gertrudes, SP,
revela a existéncia de uma micota diversificada, com representantes cosmopolitas. A
elevada habilidade saprofitica competitiva dos fungos cosmopolitas pode ter-se somado a
crescente tolerancia aos metais pesados, tornando a micota bastante competitiva e bem
estabelecida, justificando a tendéncia de terem sido isoladas diversas espécies em meios
de cultura acrescidos de elevadas doses de Zn e de Pb (GARRETT 1963).

A presenca das espécies de Cladosporium, Curvularia, Nigrospora, Phoma e
Alternaria, comumente associadas a substratos vegetais em decomposi¢do, ao lado de
espécies de Trichoderma com reconhecida habilidade para decompor substancias a base
de celulose e hemicelulose, indica que a micota ainda conta com importantes
decompositores da matéria organica. De acordo com Paul e Clark (1996), 30 a 60% do

material vegetal, € composto por celulose, sendo que a sua decomposi¢cdo € essencial
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para o ciclo do carbono. Havendo comprometimento da diversidade dos fungos que
promovem a decomposicdo da matéria organica, os efeitos prejudiciais dos metais
pesados poderiam ser potencializados (HENDRICKS, 1996).

Quando se estuda a diversidade a partir de alguns gramas de solo (KIRK et al
2004) tiram-se conclusdes sobre a comunidade microbiana que eventualmente esta
presente naquele local; segundo Trevors, (1998); contudo, a dificuldade consiste em se
afirmar se aquela heterogeneicidade ndo € inerente de uma populagéo pré existente, ou
uma populacdo que se adaptou aquele local.

Franklin e Mills 2003, usaram multiplas escalas espaciais, com intervalos de
amostragem variando de 2,5 cm a 11 m, para estudar a heterogeneicidade espacial das
comunidades microbianas do solo. Em um solo agricola, eles relataram que comunidades
microbianas podem ter diversos niveis de organizacdo e que elas poderiam ser
dependentes de diferentes propriedades do solo, ou de grupos de propriedades
modificadas do solo.

A adaptacdo microbiana constitui um mecanismo importante nas respostas a
presenca dos contaminantes terrestres e pode resultar na compensagédo de determinado
efeito adverso pela elevacao da atividade da microbiota remanescente ao longo do tempo
(DUXBURY e BICKNELL 1983). Por mais cuidadosos, circunscritos e abrangentes os
levantamentos de microrganismos terrestres sejam conduzidos, os resultados obtidos
expressam apenas uma parte da histéria de determinado poluente no solo. A
caracterizacdo da micota terrestre nativa como bem diversificada, em solos altamente
impactados, deve ser considerada somente um indicativo de que ainda h& condicdes

favoraveis para a recuperacéo e conservacao da regido estudada.
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5.3. Teste de tolerancia

5.3.1. Selecdo das linhagens

Classificagcao taxonémica dos fungos selecionados

Reino: Fungi Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota Phylum: Ascomycota
Ordem: Eurotiales Ordem: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae Familia: Trichocomaceae
Género: Paecilomyces Género: Aspergillus
Espécie: lilacinus Espécie: terreus

Autor: (Thom) Samson Autor: Thom

Dentre os taxons isolados, foram escolhidos dois para o teste de tolerancia aos
metais Zn e Pb; um que tivesse boa regularidade de presenca nas amostras colhidas e um
gue tivesse aparecido muito pouco.

Deste modo, foram escolhidos o Aspergillus terreus Thom (que ocorreu 22 vezes)

e o Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson (que ocorreu apenas cinco vezes).
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Foto 7: Aspergillus terreus (coldnia). http://microbiology.mtsinai.on.ca

T U SR

Foto 8 Aspergillus terreus microscopia Optica. http://www.doctorfungus.org



Foto 9 : Paecilomyces lilacinus (col6nia). http://microbiology.mtsinai.on.ca
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Foto 10 Paecilomyces lilacinus (microscopia oOptica). http://www.doctorfungus.org
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5.3.2 Curvas de crescimento do Aspergillus terreus

—M— Aspergillus terreus (controle)

—@— A. terreus 250 mg/dm°Pb"*
A. terreus 500 mg/dm*Pb"™

1,6 1 —w— Aterreus 750 mg/dm’Pb"*

4 - A. terreus1000 mg/dm’Pb*™*
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Figura 1: Curvas de crescimento do Aspergillus terreus em meio Czapek modificado a
25° C sem a adicdo dos metais testados (controle) e.em diferentes concentracées de sais
de chumbo.

Pode-se observar que a medida que se aumenta a concentracdo de Pb*™ no meio
de cultivo ocorre um efeito inibitério na producdo de biomassa. Para os célculos de
tolerancia segundo o método de Hartley, 1997b o oitavo dia para o controle representa o
tempo necessario para se atingir o maximo na produc¢éo de biomassa nestas condi¢des.

Tabela 24 Valores médios da biomassa de Aspergillus terreus em crescimento no meio
Czapek modificado, acrescido de nitrato de chumbo.

Biomassa
Dias Sem Metais | 250 mg/dm® | 500 mg/dm?® 750 mg/dm®> | 1000 mg/dm?®
2 0,7478 0,4738 0,2873 0,0211 0,0116
4 1,1566 0,7956 0,4188 0,0342 0,0213
6 1,2790 1,0837 0,6577 0,1427 0,0412
8 1,4858 0,8670 0,8428 0,3704 0,0511
12 1,4850 1,0403 1,2376 0,4644 0,3261
16 1,1855 0,9308 1,1306 0,6992 0,4959
20 1,1971 0,8162 0,9200 0,9036 0,7233
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A sequéncia dos valores das biomassas obtidas no oitavo dia, com os diferentes
valores das concentracdes do nitrato de chumbo (elemento muito tdxico), revelou-se
coerente com 0 que era esperado (diminuicdo da biomassa com o0 aumento da

concentracéo do sal) como indicam os testes de tolerancia a seguir.

100 [ —m— Aspergillus terreus x Pb™

% inibicdo=6,337999 + (0,08928*Conc.Pb™)
R=0,9738

80

% de inibicao

0 200 400 600 800 1000

Concentracso de Pb™" (mg/dm°)

Figura 2 Teste de tolerancia entre o Aspergillus terreus e diferentes concentragdes de
Pb*" referente ao 8° dia de cultivo (Método de Hartley 1997b)
ECso = 489,05 mg/dm?® de Pb™ e ECyg0 = 1.049,08 mg/dm?® de Pb™

Os resultados com massa zero de Pb foram considerados como controle. A medida
que a concentracédo do Pb aumenta (de zero a 1.000 mg/dm?® ) aumenta a inibigéo ( de
zero a 94,98% ) do crescimento e diminui a producdo de biomassa ( de 1,4858 a 0,05119).

O calculo feito pela regresséo linear do teste de tolerancia deu os valores de ECsp € EC 190
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5.3.3. Curvas de tolerancia do Aspergillus terreus a sais de zinco

—m— Aspergillus terreus (contrble)
—e— A. terreus 1.000 mg/dm® zn™

A. terreus 2.000 mg/dm® zn**
—w— A. terreus 3.000 mg/dm® zn™

1,44 \ A. terreus 4.000 mg/dm® zn"*
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Figura 3: Curvas de crescimento do Aspergillus terreus em meio Czapek modificado a
25° C sem a adicdo dos metais testados (controle) e.em diferentes concentraces de sais
de zinco.

Tabela 25 Valores médios da biomassa de Aspergillus terreus em crescimento no meio
Czapek modificado, acrescido de nitrato de zinco.

Biomassa
Dias sem metal | 1000 mg/dm?® | 2000 mg/dm? m?é?3213 m‘g?g%g
2° 0,7438 0,0986 0,0411 0,0342 0,0112
4° 1,1566 0,1984 0,0589 0,0584 0,0187
6° 1,2790 0,2912 0,1047 0,0859 0,0512
8° 1,4858 0,3758 0,1569 0,1215 0,0757
12° 11,4850 0,4379 0,2930 0,1330 0,0932
18° 1,1870 0,6127 0,3071 0,2495 0,2005
24° 11,2009 0,5869 0,4526 0,3882 0,1959
30° 1,1732 0,5676 0,4403 0,3468 0,2929
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100 — —Mm— Aspergillus terreus d
% Inibig&o = 0,4284201 + (26,40405 * Log[Zn""])
R=0,9981

% Inibicao

L B e e e S T B S s m e e
-0,5 0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Log [Zn"]

Figura 4 Teste de tolerancia entre Aspergillus terreus e diferentes concentracées de Zn**
referente ao 8° dia de cultivo. (Método de Hartley 1997).

ECso = 1,909875 (log) 81,26 mg/dm?®

ECi00 = 3,803524 (log)  6.360,98 mg/dm?®

Os resultados com massa zero de zinco foram considerados como controle do
crescimento. A medida que a concentracdo do zinco aumenta ( de zero a 4.000 mg/dm?®)
aumenta a inibicdo ( de zero a 94,91% ) do crescimento e diminui a producéo de biomassa
( de 1,4858 g para 0,0757g) O célculo feito pela regressao linear do teste de tolerancia

deu os valores de ECso € EC 100 (Tabela 11 A apéndice).
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5.3.4 Curvas de crescimento do Paecilomyces lilacinus com sais de chumbo

1,24

1,0+
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—M— Paecilomyces lilacinus(controle)
—e— P. lilacinus 250 mg/dm*Pb™*

P. lilacinus 500 mg/dm°Pb**
—w— P.lilacinus 750 mg/dm®Pb™*

P. lilacinus1000 mg/dm’Pb"*
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Figura 5: Curvas de crescimento do Paecilomyces lilacinus em meio Czapek modificado
a 25° C sem a adicdo dos metais testados (controle) e.em diferentes concentracdes de

sais de chumbo.

Aqui também pode-se observar que a medida que se aumenta a concentracdo de
Pb*™" no meio de cultivo ocorre um efeito inibitorio na producdo de biomassa. Para os
célculos de tolerancia segundo o método de Hartley, 1997b o décimo segundo dia para o
controle representa o tempo necessario para se atingir o maximo na producdo de
biomassa nestas condicdes.

Tabela 26 Valores médios da biomassa de Paecilomyces lilacinus em crescimento no
meio de Czapek modificado, acrescido de nitrato de chumbo.

Dias 250 mg/dm® | 500 mg/dm® | 750 mg/dm® | 1000 mg/dm®
20 0,0933 0,0724 0,1141 0,0781

40 0,6248 0,6254 0,4402 0,3334

6° 0,8524 0,9062 0,5906 0,4694

8° 0,9848 1,0869 0,6651 0,5205
12° 0,9054 0,9007 0,7540 0,6429
16° 0,7913 0,8595 1,0929 0,6180
20° 0,7140 0,7113 1,0668 0,7917
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Figura 6 Teste de tolerancia entre Paecilomyces lilacinus e diferentes concentracdes de
Pb ™" referente ao 12° dia de cultivo (Método de Hartley 1997) .
Ecso = 1.147,89 e Ecigo = 2.389,45 mg/dm?®

Os resultados com massa zero de Pb foram considerados como controle do
crescimento. A medida que a concentracdo do Pb aumenta (de zero a 1.000 mg/dm?® )
aumenta a inibicéo ( de zero a 43,71% ) do crescimento e diminui a producao de biomassa

( de 1,1420 g para 0,6429 g) (Tabela 17A apéndice). O calculo feito pela regressao no
teste de tolerancia e deu os valores de ECsp € EC 190
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5.3.5 Curvas de crescimento do Paecilomyces lilacinus a sal de zinco

—M— Paecilomyces lilacinus (contréle)
—@— P. lilacinus 4.000 mg/dm® zn**
P. lilacinus 6.000 mg/dm® zn""
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Figura 7: Curvas de crescimento do Paecilomyces lilacinus em meio Czapek modificado
a 25° C sem a adicdo dos metais testados (controle) e.em diferentes concentracdes de
sais de zinco.

Tabela 27 Valores médios da biomassa de Paecilomyces lilacinus em crescimento no
meio Czapek modificado, acrescido de nitrato de zinco (em mg/dm?).

Dia Sem metal | 1.000 2.000 3.000 4.000 6.000 8.000 10.000

2° 0,1107 0,1638 | 0,1116 0,1069 0,0952 0,0905 0,0851 | 0,0703

4° 0,8420 0,7506 | 0,6897 0,5691 0,4430 0,3402 0,2207 | 0,1560

6° 0,9675 | 0,8921 | 0,8838 0,6035 0,7931 0,9415 0,4123 | 0,2080

8° 11,0069 1,1969 | 1,1690 0,9293 0,8621 0,8424 0,5002 | 0,2415

12° 1,1420 1,0850 | 1,0529 0,9213 0,9210 0,9084 0,6813 | 0,2821

18° 0,8654 | 1,2887 | 1,2931 1,2068 1,2881 0,9247 0,4501 | 0,4067

24° 0,7584 1,2769 | 1,3090 1,2068 1,1948 1,0833 0,6224 | 0,5022

30° 0,6594 | 1,2567 | 1,2718 1,1652 0,8747 0,8308 0,6411 | 0,2693

Observacao: os valores de 1000 a 10000 da tabela 27 correspondem as concentracfes do
cation Zn **no meio usado e utilizado para os efeitos de célculos de acordo com o método

de Hartley 1997, contudo para a confeccéo da Figura 7 foram utilizadas as concentracdes

mais representativas, isto é 4.000, 6.000, 8.000 e 10.000 mg/dm ° de zn**
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Figura 8 Teste de tolerancia entre Paecilomyces lilacinus e diferentes concentracdes de
Zn'" referentes ao 12° dia de cultivo (Método de Hartley 1997)

ECso = 8.323,79 mg/dm?®
EC100 = 15.995,36 mg/dm?®

O meio de cultura isento de Zn foi considerado como controle.. A medida que a
concentracdo do Zn aumenta ( de zero a 10.000 mg/dm® ) aumenta a inibicdo ( de zero a
75,30% ) do crescimento e diminui a producao de biomassa ( de 1,1420 g para 0,2821 Q)
(tabela 25 A apéndice)). O calculo feito pela regressao linear do teste de tolerancia deu os
valores de ECsp e EC 190

Tabela 28 Estudo comparativo entre os valores de ECsy e EC1oo das linhagens escolhidas

para o teste de tolerancia.

Aspergillus terreus Paecilomyces lilacinus

Pb++ Zn ++ Pb++ Zn++

ECso EC100 ECso EC100 ECso EC100 ECso EC100

489,05 |1.049,08| 81,26 |6.360,98|1.147,89|2.389,45|8.323,79|15.995,36
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A comunidade fangica € grandemente afetada pela poluicdo de metais pesados,
sendo que muitas delas desaparecem, enquanto outras se tornam dominantes nos locais
poluidos. Nordgren et al., (1985), relatou que o Paecilomyces farinosus foi um fungo que

teve grande ocorréncia em locais poluidos.

Membros deste género tém sido facilmente relatados como tolerantes a metais
pesados. Tatsuyama et al. (1975), descobriu que o Paecilomyces lilacinus era bastante
resistente ao Cd, e Jordan e Lechevalier (1975), encontraram Paecilomyces spp tolerante
a altas concentragbes de Zn. Jensen (1977) relata que houve um grande aumento da
ocorréncia de Paecilomyces lilacinus, depois que houve um derramamento de 6leo em um

solo agricola. Posteriormente verificou-se que este solo estava contaminado com Pb.

Os dados ora apresentados revelaram que o Aspergillus é mais sensivel a estes
metais do que o Paecilomyces, tanto para o Zn como para o Pb, fato este que explica de
certo modo a razdo da pouca ocorréncia de um e da grande ocorréncia do outro nas

coletas efetuadas.

Quanto a ocorréncia de Paecilomyces lilacinus em solo contaminado por Pb,
Zucconi et. al. (2003), relatam que 0 mesmo consegue crescer em concentracdes de até
1.437 mg/dm?, valor préximo a este que encontramos para 0 ECso 1.147,89 mg/dm® Os
mesmos autores, chegam a sugerir que estas linhagens de Paecilomyces lilacinus
adaptadas a este tipo de poluente possam vir a ser utilizadas em processos

biotecnolégicos para remediar locais contaminados por Pb.

Volesky e Holan, 1995, indicam além do Paecilomyces lilacinus, outras linhagens
de fungos como o Penicillium chrysogenum, Rhizopus arrhizus, Rhizopus nigricans e
Absidia orchidis como sendo outros taxons que conseguem biosorver o Pb destes

ambientes contaminados.
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5.3.6. VariacOes do pH durante os testes de tolerancia

Tabela 29 Variacdes do pH durante os testes de tolerancia realizados nos meios Czapek
acrescidos com diversas concentragbes de Pb e Zn e sem estes, para o Aspergillus

terreus e para o Paecilomyces lilacinus.

Concentragdes pH inicial Aspergllus terreus Paecilomyces

Mg/dm? pH final lilacinus — pH final
Sem metais 6,51 7,86 8,55
250/Pb 5,89 7,91 9,04
500/Pb 5,40 7,36 8,71
750/Pb 5,31 5,96 7,98
1000/Pb 5,27 4,43 7,03
1.000/Zn 5,27 5,67 7,70
2.000/Zn 5,13 5,22 7,28
3.000/Zn 5,00 5,04 7,27
4.000/Zn 5,00 517 6,93
6.000/Zn 4,88 - 6,51
8.000/Zn 4,86 -- 6,16
10.000/Zn 4,77 -- 5,80

Foram medidos os valores de pH iniciais dos meios de cultura Czapek com e sem
0s sais de Pb e de Zn. Os valores de pH iniciais foram menores do que os valores finais. A
Unica excecdo ocorreu com a amostra com 1.000 mg/dm? de Pb com o Aspergillus terreus
cujo pH detectado foi de 4,43 e pela tendéncia apresentada pelos outros valores, deveria

estar acima de 5,27 (tabela 29).

Outra inversédo ocorreu com as amostras de Aspergillus terreus de concentracdes
de 3.000 e 4.000 mg/dm® de Zn que mostraram pouca diferenca entre os valores de pH
inicial e final em cada concentragédo. Todos os outros valores mostraram coeréncia de um
modo geral e acham-se na tabela 29. A medida que a biomassa dos dois fungos cresce, o
pH do meio alcaliniza-se, como € o caso do Aspergillus que passa a 7,86 e 0

Paecilomyces a 8,55.

A coluna dos valores de pH iniciais (sentido vertical descendente) revela que ao

receber sal de Pb ou de Zn, o meio Czapek, com valor inicial de 6,51, adquire valores
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mais acidos. A coluna também mostra que, quanto maior a concentracao do cation, maior
a concentracdo de protons e menor o pH (tanto para o Pb como para o Zn).

Fazem parte do meio Czapek modificado, o MEA e a peptona, ambas de natureza
protéica. Quando se adicionam os sais de Pb e de Zn, estes deslocam os protons dos
grupos sulfidrilas — S-H livres da cisteina, formando os complexos organo-metalicos (ou
proteinatos), enquanto os protons passam para a solucédo, abaixando o pH do meio. O pH
sera conseqlentemente, tanto mais baixo, quanto maior for a quantidade de Pb ou Zn
introduzida no meio Czapek, o que mostram as colunas das concentracdes e pH inicial da
Tabela 29.

No caso dos valores de pH finais, observa-se que para o Aspergillus terreus,
guando tratado com Pb, ocorre uma absorcao maior de protons nas concentragdes de 250
e 500 mg/dm® que nas concentracdes 750 e 1.000 mg/dm?. No caso do Paecilomyces
lilacinus , a captacao de protons foi inversamente proporcional a concentracéo de Pb. A
elevacdo do pH em ambos os casos, provavelmente se deve ao consumo de nutrientes e

a formacéo de metabdlitos que consomem os protons residuais.

5.3.7 Massas de proteinatos provenientes do meio Czapek que se originaram de

diferentes concentracdes dos metais Zn" e Pb™"

Tabela 30 Massas de proteinatos provenientes do meio Czapek modificado que se
originaram de diferentes concentracdes dos metais Zn™* e Pb™" nos testes de tolerancia

com os fungos selecionados Aspergillus terreus e Paecilomyces lilacinus.

Metal Conc.mg/dm”® Proteinatos g
250
Chumbo 500
750 0,0226
1.000 0,0177
1.000
2.000 0,0116
. 3.000 0,0124
ZInco 4.000 0,0047
6.000 0,0063
8.000 0,0156
10.000 0,0139
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Os dados apresentados na Tabela 30, dizem respeito as concentracbes de
proteinatos em mg/dm? que interfeririam nas analises das biomassas, uma vez que eles
aparecem quando as proteinas, no caso peptona e extrato de malte, do meio, que em
presenca dos metais sofrem uma certa precipitacdo e que foi descontada do valor da

biomassa fungica que cresceu neste meio.

Consideracdes finais

As caracteristicas do solo na regido de Santa Gertrudes, indicam que, as
concentracbes de Zn, de um modo geral ndo atingiram limites preocupantes nos nossos
locais de coleta; porém, no que diz respeito ao Pb, varias coletas atingiram limites
superiores aos que a CETESB denomina de valores de intervencéo (200 mg/dm?®), onde o
local 1 apresentou menores concentracfes de Pb durante as coletas 2,3 e 4 e o local 2
apresentou as menores concentracées de Zn, também nestas coletas. Os maiores valores
de Zn foram encontrados no local 3, durante a segunda e a terceira coletas e no local 4
durante a quarta coleta. As maiores concentracdes de Pb foram encontradas no local 3,
durante a segunda coleta e no local 4, durante a quarta coleta. Quanto a matéria organica,
os locais 1 e 2 foram 0s que tiveram o0s menores teores, sendo que os locais 3, 4
apresentaram quantidades mais altas. Os locais 1 e 2 se encontram situados em um nivel
mais elevado do que os locais 3 e 4, tendo possivelmente sofrido processo de lixiviagdo

no decorrer do tempo, o que viria explicar a baixa concentracdo de metais nestes locais.

A diversidade dos fungos, isolados de indculos procedentes daquela regido, variou,
dependendo do local de coleta: Do local 1 cresceram 33 taxons em meio com Zn, 23
taxons em meio com Pb e apenas 4 tAxons em meio sem metais; do local 2 cresceram 29
taxons em meio com Zn, 26 em meio com Pb e 3 tAxons sem metais; do local 3 cresceram
33 taxons em meio com Zn, 11 tAxons em meio com Pb e nenhum sem metais; do local 4
cresceram 22 tdxons em meio com Zn, 14 taxons em meio com Pb e 1 taxon sem metais e
do local 5, 23 tAxons em meio com Zn , 14 taxons em meio com Pb e 2 taxons sem
metais. Por estes resultados pode-se concluir que a maioria deles ja esta adaptada a este
meio poluido, pois o desenvolvimento sé foi possivel quando se usou MEA 2%, um meio
considerado “pobre”, acrescido de Zn (mais de 50% cresceram neste meio) e em média

mais de 36% cresceram em meio contendo Pb.
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Dos 70 taxons isolados ocorreram cerca de 33 pertencentes ao género Penicillium,
7 ao género Aspergillus , 5 ao género Fusarium ,4 ao género Curvularia , 3 ao género
Paecilomyces , 3 ao género Trichoderma, 3 ao género Verticillium , 2 ao género Phoma, 2
ao género Cladosporium, 2 ao género Nigrospora ,e 1 representante dos géneros

Acremonium, Alternaria, Cylindrocladium, Drechslera, Geotricum , Gliocadium.

O indice de similaridade (segundo Soérensen) para os fungos tratados com o0s
metais Zn e Pb, considerando-se 0 seu comportamento em relacdo ao regime
pluviométrico, foi de 54,54% entre os fungos tratados com Zn e de 56,66% entre os fungos

tratados com o Pb.

O indice de similaridade entre os fungos que ocorreram nos diferentes locais de
coleta em relacdo ao Zn variou de 64.70% a 80,00% e em relacdo ao Pb variou de 54,54%
a 82,35%, valores esses que podem ser considerados altos, indicando que espécies
semelhantes ocorrem tanto nos meios acrescidos com zinco como nos acrescidos com
Pb.

Apesar de promover uma inducdo no crescimento dos fungos no solo das
ceramicas durante o processo de isolamento, 0os metais em questdo estavam adicionados
a um meio relativamente pobre (MEA 2%), o que indica que o aumento da concentragao
de nitrogénio via nitrato presente, encobriria o efeito toxico do Zn e do Pb; porém no
processo do estudo da tolerancia, em meio “rico” de Czapek, verificou-se que a medida
em que se aumenta a concentracdo dos metais presentes a biomassa produzida vai
diminuindo, indicando que estes metais estdo provocando niveis especificos de inibicao
durante a primeira fase do crescimento, isto é, até o 8° para o Aspergillus terreus e 12°
dias para o Paecilomyces lilacinus, provocado pelos metais; contudo, apos estes
periodos, verifica-se que os fungos iniciam uma fase de crescimento devido a uma
provavel complexacdo dos metais por metabdlitos flngicos, que provocam uma
diminuicdo da toxidez do meio, permitindo um desenvolvimento mesmo mais lento e por

um prazo mais longo.

Quanto ao grau de tolerancia dos microrganismos selecionados, pode-se verificar

que o Aspergillus terreus apresenta um ECs, de 489,05 mg/dm? para o Pb e um ECs de
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81,26 mg/dm? para o Zn e é bem mais sensivel, tanto em termos de resisténcia ao Zn
como também ao Pb, evidenciando a razdo de sua baixa ocorréncia naquela regido; ja o
Paecilomyces lilacinus apresenta um alto grau de tolerancia a estes metais, pois seu ECsg
é de 1.147,89 mg/dm?® para o Pb e um ECs de 8.323,79 mg/dm® para o Zn, o que justifica
sua ocorréncia elevada dentre as linhagens isoladas no polo ceramico de Santa

Gertrudes.

As variagOes dos valores de pH entre as duas linhagens selecionadas, indicam que
aumentando-se a concentracdo dos metais, ocorre concomitantemente um abaixamento

do pH, tanto nas amostras iniciais como nos valores finais de cultivo.

Comparativamente, para cada concentracdo de metal, verifica-se que o Aspergillus

terreus altera menos os valores do pH que o Paecilomyces lilacinus.

A pesquisa mostra que os microrganismos tém sensibilidade aos metais Zn e Pb e

gue pode ter alterado a microbiota do solo na regido.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os limites estabelecidos pela CETESB, aquela regido esta acima da
concentracdo permitida de Pb*™" e a concentragdo de Zn ™ apesar de n&o atingir limites
preocupantes, também é razoavelmente alta.

As concentracdes dos metais variaram, dependendo do local da coleta, os locais 1
e 2 sdo menos poluidos que os locais 3 e 4 devido provavelmente ao nivel de altitude do
terreno; 0 1 e 2 estdo mais elevados que o0s outros dois e portanto mais sujeitos a
lixiviacao.

Dos 70 taxons isolados cerca de 33 séo pertencentes ao género Penicillium, 7 ao
gen.Aspergillus, 5 ao gen. Fusarium, 4 ao gen. Curvularia, 3 ao gen.Paecilomyces, 3 ao
gen. Trichoderma, 3 ao gen. Verticillium, 2 ao gen. Phoma, Cladosporium e Nigrospora e
1 representante dos gen. Acremonium, Alternata, Cylindrocladium, Drechslera, Geotricum
e Gliocadium.

O indice de similaridade entre os fungos que ocorreram nos diferentes locais de
coleta em relacdo ao Zn, foi de 64,70% a 80,00% e em relacdo ao Pb foi de 54,54% a
82,35%, em ambos os casos podem ser considerados altos indicando que espécies
semelhantes ocorrem em ambientes com alto de Zn e de Pb.

Quanto ao grau de tolerancia dos microrganismos selecionados, pode-se verificar
que o Aspergillus terreus apresenta um EC*° de 489,05 mg/dm?® para o Pb e 81,26
mg/dm°para o Zn, e é bem mais sensivel, tanto em termos de resisténcia ao Zn como ao
Pb, evidenciando a razdo de sua baixa ocorréncia, naquela regido. Ja& o Paecilomyces
lilacinus apresenta alto grau de tolerancia a estes metais, pous seu EC*° é de 1.147,89
mg/dm? para o Pb e 8.323,79 mg/dm® para o Zn, o que justifica sua ocorréncia elevada
entre as linhagens isoladas no poélo ceramico.
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Tabela 1A Curva de crescimento do Aspergillus terreus
durante 20 dias e as respectivas médias da biomassa.

111

em meio Czapek modificado

Dia

Biomassa

Valor
médio

10

0,0909

0,0651

0,0864

0,0808

20

0,7539

0,7591

0,7181

0,7438

30

1,0355

1,0345

1,0424

1,0374

4°

1,3574

1,0754

1,0372

1,1566

50

1,2293

1,0111

1,1563

1,1322

60

1,2427

1,4547

1,1396

1,2790

80

1,5504

1,2103

1,6968

1,4858

12°

1,5054

1,4878

1,4618

1,4850

16°

1,3192

1,2657

0,9716

1,1855

20°

1,1675

1,3174

1,1064

1,1971

Esta tabela apresenta a curva de crescimento do Aspergillus terreus. O primeiro

valor de biomassa obtido no primeiro dia, foi de 0,0808 g. Houve crescimento da biomassa

até o oitavo dia, em que atingiu o valor maximo de 1,4858 g, decrescendo a seguir.
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Tabela 2A Tolerancia do Aspergillus terreus a 250 mg/dm % de Pb™

Dia Biomassa Valor médio
0,4423

2° 0,4738
0,5053
0,6445

40 0,7956
0,9468
1,1350

6° 1,0837
1,0325
0,8560

8° 0,8670
0,8780
0,9806

120 1,0403
1,1000
0,9175

16° 0,9308
0,9441
0,8346

20° 0,8162
0,7978

O valor inicial da biomassa no segundo dia foi de 0,4738 gramas; o crescimento da
biomassa no oitavo dia foi de 0,8670 gramas, sendo que o maior valor foi no sexto dia,

diminundo a seguir.



Tabela 3A Tolerancia do Aspergillus terreus a 500 mg/dm * Pb™

Dia Biomassa | Valor médio
20 8:;8;2 0,2873
o
6° 8:2%? 0,6577
8° 8:22?? 0,8428
12° ﬂgg; 1,2376

LA
20° é:gggg 0,9200

Tabela 4A Tolerancia do Aspergillus terreus a 750 mg/dm? Pb™

Dia | Biomassa |Valor médio
2° — —

4° 8:88;11 0,0342
6° giégf 0,1427
g° 8:22;2 0,3704
12° 8:2328 0,4644
16° 8:;223 0,6992
20° 8:3222 0,9036
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Tabela 5A Tolerancia do Aspergillus terreus a 1000 mg/dm ° Pb*™*

Dia | Biomassa |Valor médio
2° — ==

4° : _

6° — —

8° 8:8252 0,0511
12° 8:2223 0,3261
16° g:igﬁ 0,4959
20° 8:;82; 0,7233

Tabela 6A Valores para o calculo da tolerancia entre a biomassa de Aspergillus terreus ,
relativa ao 8° dia de cultivo e diferentes concentragdes de nitrato de chumbo (Método de
Hartley 1997).

[Pb**] mg/dm*® Biomassa (g) Biomassa % % Inibic&o
0 1,4858 100 0
250 0,8670 58,35 41,65
500 0,8428 56,72 43,28
750 0,3704 24,93 75,07
1000 0,0511 3,44 96,56

% inibicdo = 6,337999 + (0,08928* Conc. Pb*")
R=0,9738
% inibigdo 50 (ECso) = 489,05 mg/dm®
% inibigo 100 (EC100) = 1.049,08 mg/dm?®

Com massa zero de chumbo ndo houve inibicdo do crescimento. A medida que a
concentracdo do chumbo aumenta ( de zero a 1.000mg/dm?® ), aumenta a inibicdo ( de
zero a 94,98% ) do crescimento e diminui a produg¢do de biomassa ( de 1,4858 a 0,0511g9).

O calculo feito pela regresséo linear do teste de tolerancia deu os valores de ECsp € EC 190



Tabela 7A Valores da tolerancia do Aspergillus terreus a 1.000 mg/dm?® de zn*™* .

Biomassa r\n/Z:jc:(r)
20 8:8822 0,0986
4° gﬁggg 0,1984
6° 8:2232 0,2012
8° 8:2323 0,3758
12° 8:3225 0,4379
18° 8:2323 0,6127
24° 8:222; 0,5869
30° 06,56300439 0,5676

Tabela 8A Valores da tolerancia do Aspergillus terreus a 2.000 mg/dm3de zn **

Dia Biomassa Valor médio
2 — _
= =T
6 8:18?? 0,1047
8 8:1233 0,1569
12 8:5222 0,2930
18 g:gggi 0,3071
24 8:2;23 0,4526
30 g:ggg? 0,4403
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Tabela 9A Valores da tolerancia do Aspergillus terreus a 3.000 mg/dm?® de zZn**

Biomassa r;/g:joi(r)
20 — _
4° 8:82‘;’2 0,0584
6° 8:2‘2“;5 0,0859
8° 8:1222 0,1215
12° 8:1}122 0,1330
18° 8;;522 0,2495
24° gzgég 0,3882
30° 8:2233 0,3468

Tabela 10A Valores da tolerancia do Aspergillus terreus a 4.000 mg/dm? de zn **.

Dia | Biomassa Va}lo_r.
medio
20 — —
4° 8:8223 0,0187
6° 8:8233 0,0512
8° 8:8232 0,0757
12° 8:3%2‘1‘ 0,0932
18° gﬁgii 0,2005
24° 8%23 0,1959
30° 8:22411; 0,2929
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Tabela 11A Valores para o calculo da tolerancia entre a biomassa de Aspergillus terreus,
relativa ao 8° dia de cultivo e diferentes concentracdes de nitrato de zinco (Método de

Hartley 1997).

[Zn**] mg/dm® | Log [Zn*] Biomassa (g) | Biomassa % % Inibicdo
0 0 1,4858 100 0
1.000 3 0,3758 25,29 74,71
2.000 3,301 0,1569 10,56 89,44
3.000 3,477 0,1215 8,18 91,82
4.000 3,602 0,0757 5,09 94,91

% Inibicdo = - 0,4284201 + ( 26,40405 * Log [ Zn*'])

R=0,9981

% Inibicdo 50 EC 5o = 1,909875— 81,26 mg/dm?®

% Inibic&o 100 EC1q = 3,803524 » 6.360,98 mg/dm?

Com massa zero de zinco ndo houve inibicdo do crescimento. A medida que a
concentracdo do zinco aumenta ( de zero a 4.000mg/dm?®), aumenta a
Inibicdo, ( de zero a 94,91% ) do crescimento e diminui a producdo de biomassa ( de
1,4858g para 0,0757g) O calculo feito pelo teste de tolerancia deu os valores de ECso €
EC 100 (tabela 11A).



Tabela 12A Valores de crescimento do Paecilomyces lilacinus 25°C

Dia

Biomassa

Valor médio

20

0,1228

0,1083

0,1011

0,1107

30

0,3887

0,3070

0,3948

0,3635

4°

0,8091

1,0126

0,7044

0,8420

50

0,9044

1,1914

0,8069

0,9675

60

0,8295

0,9877

1,1521

0,9897

80

0,9857

1,0306

1,0044

1,0069

10°

1,0153

0,9985

1,0219

1,0119

12°

0,9943

0,9870

1,4447

1,1420

16°

0,9274

0,8225

0,6123

0,8795

20°

0,8038

0,8668

0,9076

0,8594

24°

0,5964

0,7443

0,9347

0,7584

28°

0,5161

0,6846

0,7946

0,6651

32°

0,8116

0,6847

0,5881

0,6364
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Tabela 13A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 250 mg/dm * de Pb**

Dia | Biomassa |Valor médio
= =gt
4° 8:‘2283 0,6248
6° 8:3833 0,8524
8° 8:832‘3 0,846
12° 8:3223 0,054
16° g:;g;g 0,7913
20° 8:?2;‘2 0,7140

Tabela 14A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 500 mg/dm ° de Pb*™*

Dia | Biomassa |Valor médio
20 8: égéi 0,0724
3= =
6° 8:232‘11 0,0062
8° i ééi; 1,0869
12° 8:2;28 0,9007
16° 8:2222 0,8595
20° 8:;‘7132 0,7113
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Tabela 15A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 750 mg/dm ° de Pb*™.

Dia | Biomassa |Valor médio
20 8: égzg 0,1141
4° 8:22?; 0,4402
6° 8:%?; 0,5906
8° 8:;321 0,6651
12° 8:;222 0,7540
16° i: éggg 1,0929
20° 1; éggg 1,0668

Tabelal6A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 1000 mg/dm * de Pb**

Dia | Biomassa |Valor médio
20 8:831? 0,0781
3 BN
6° 8:2218 0,4694
8° 8:;38‘61 0,5205
12° 8:2282 0,6429
16° 8:22;; 0,6180
20° | 0,7451 0,7917
0,8384
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Tabela 17 A Valores para o calculo da tolerancia entre a biomassa de Paecilomyces
lilacinus, relativa ao 12° dia de cultivo e diferentes concentracdes de chumbo (Método de

Hartley 1997).

[Pb**] mg/dm® Biomassa (g) Biomassa % % Inibicdo
0 1,1420 100 0
250 0,9054 79,28 20,72
500 0,9007 78,87 21,13
750 0,7540 66,02 33,98
1000 0,6429 56,29 43,71

% inibicdo = 3,772002 + (0,040272 * [ Pb™])

R=0,9674

%inibigdo 50  (ECso) = 1.147,89 mg/dm®
%inibicdo 100 (ECigo) = 2.389,45 mg/dm?®

Com massa zero de chumbo ndo houve inibicdo do crescimento. A medida que a

concentracdo do chumbo aumenta ( de zero a 1.000mg/dm?® ), aumenta a inibicdo ( de

zero a 43,71% ) do crescimento e diminui a producdo de biomassa ( de 1,1420g para

0,6429g). O calculo feito pela regresséao linear do teste de tolerancia deu os valores de

ECso € EC 100

Tabela 18A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 1.000 mg/dm * de zZn™*

Dia | Biomassa | Valor médio
20 8:123? 0,1638
4° 8:;2;2 0,7506
6° é:%gg 0,8921
8° i: ;ggi 1,1969
12° i:‘iégg 1,0850
18° 1%?2 1,2887
24° ig;g; 1,2769
30° | 2840 1,2567

1,2294




Tabela 19A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 2.000 mg/dm? de Zn** .

Dia | Biomassa |Valor médio
20 8:33;? 0,1116
4° 8:22?2 0,6897
6° 2:3‘2‘%2 0,8838
8° ﬂ;ég 1,1690
12° 118328 1,0529
18° iéggg 1,2931
30° i:gggi 1,2718

Tabela 20A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 3.000 mg/dm ® de zn**

Dia | Biomassa | Valor médio
20 8:132 0,1069
4° 8:23% 0,5691
6° 8:;‘2;2 0,6035
8° 8:83{‘2‘ 0,9293
12° 8:8822 0,0213
18° iﬁgi; 1,2068
24° i;g;é 1,2068
30° 11%2 1,1652
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Tabela 21A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 4.000 mg/dm® de Zn**

Dia | Biomassa | Valor médio
60 8:;223 0,7931
120 8:3338 0,9210
18° Héég 1,2881
240 i:gg?g 1,1948
300 g:ggg 0,8747

Tabela 22A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 6.000 mg/dm?® de zn**

Dia | Biomassa | Valor médio
6° 8:8%8 0,9415
120 8:8%3 0,0084
18° 8:3323 0,9247
240 i:‘l)ggi 1,0833
300 8:2323 0,8308

Tabela 23A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 8.000 mg/dm? de Zn**

Dia | Biomassa | Valor médio
6° 8:2222 0,4123
120 gzggg 0,6813
18° 8:225132 0,4501
240 g:ggég 0,6224
300 8:‘2222 0,6411
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Tabela 24A Tolerancia do Paecilomyces lilacinus a 10.000 mg/dm?® zn**

Dia | Biomassa | Valor médio
6° 8:22}12 0,2080
120 8:323‘8‘ 0,2821
18° 8: éggg 0,4067
S o
300 8: égﬁ 0,2693

Tabela 25A Valores para o calculo da tolerancia entre a biomassa de Paecilomyces
lilacinus, relativa ao 12° dia de cultivo e diferentes concentracfes de zinco (Método de
Hartley 1997).

n mg/am iIomassa (g Iomassa %o 0 INIDICA0
[ Zn ** ] mg/dm® Bi (9) Bi % % Inibica
0 1,1420 100,00 0

1.000 1,0850 95,00 5,00
2.000 1,0529 92,20 7,80
3.000 0,9213 80,67 19,33
4.000 0,9210 80,64 19,36
6.000 0,9084 79,54 20,46
8.000 0,6813 59.65 40,34
10.000 0,2821 24,70 75,30

% inibicdo = -4,250937 + ( 0,00651757 * Conc. Zn*")
R=0,9353

% inibicdo 50 ECso = 8.323,79 mg/dm?®
% inibicdo 100 ECy00= 15.995,36 mg/dm?®

Com massa zero de zinco ndo houve inibicdo do crescimento. A medida que a
concentracdo do zinco aumenta ( de zero a 10.000mg/dm? ), aumenta a inibicéo ( de zero
a 75,30% ) do crescimento e diminui a producdo de biomassa ( de 1,1420g para 0,2821Q)

. O célculo feito pelo teste de tolerancia deu os valores de ECsp € EC 100
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