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APRESENTACAO

Ha aproximadamente meio século iniciaram-se estuldss efeitos das atividades
antropicas sobre a natureza. Atualmente, relatGmse impacto ambiental analisam o
problema sob diferentes aspectos, tais como osgisldcdo, da seguranca, da arquitetura e
do impacto social, além dos problemas classicoa pasalude humana. Apesar de alguns
esforcos, as tentativas de se estabelecer umavéoiia harmoniosa entre a natureza e o
progresso ainda encontram-se longe da situacad Eetto que as atividades humanas
provocam grandes modificacdes na estrutura do amehiporém estas mudancgas s6 podem
ser evidenciadas e comprovadas mediante a contdeiida investigacdo cientifica, a qual
permite entender o comportamento de um mesmo paaeelongo do tempo.

No final da década passada (1997), um projeto seuisa propds avaliar a qualidade
das 4guas do Rio Atibaia na regido de influénciaudte pélo petroquimico situado em
Paulinia, SP. Desde entdo, dados fisicos, quimiorigpldgicos e microbioldgicos tém sido
periodicamente obtidos e analisados. Justificoa-sscolha do rio pela sua abrangéncia, pois
durante seu percurso atravessa 16 municipios fasulis um mineiro, abastecendo o
fornecimento de agua de uma regido industrial en@o@ca considerada como suporte da
maior parcela do Produto Interno Bruto (PIB) despai

Neste contexto, o presente trabalho contemplapmodsitos de grande relevancia: o
primeiro enfoca analises quantitativas, mediantenvastigacdo da influéncia de alguns
parametros abidticos sobre a contagem das unidadesmdoras de colonias de fungos
transienteem amostras de agua do Rio Atibaia e de regidesmpas, na area de influéncia
do pdlo petroquimico de Paulinia, SP. O segundmagatica qualitativa, preocupou-se com o
levantamento e a catalogacdo da biota fungica eeseestas amostras. Fungos transientes
constituem geofungos, na maioria, que ocorrem dmdotransitéria em um ambiente
aquatico. Apesar de ndo dependerem da agua parpletamo ciclo de vida, podem
desempenhar fun¢des importantes neste ambiente.

Além disso, o isolamento destes fungos fomenta@dlecao de culturas e o banco de
dados de interesse ambiental e industrial do Cealdr&studo de Insetos Sociais (CEIS),
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus ideCiaro, SP. As andlises fisicas e
guimicas servirdo de base para se compreender esta® micro-organismos, conhecidos
degradadores de substancias complexas, comportanediante as condi¢cdes impostas no

periodo estudado. Para tornar a apresentacéo abstakagens mais didatica, cada uma sera
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desenvolvida na forma de capitulos independenteénpsabe-se que ambas complementam-
se, contribuindo assim para uma analise ambierdal abbrangente desta regido.
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OBJETIVOS GERAIS

Com o proposito de entender o impacto do efluemteedinaria petroquimica de
Paulinia sobre as aguas do Rio Atibaia, onde éadesio, 0 trabalho teve os seguintes
objetivos:

2.1. Analisar a influéncia de alguns parametrostaduis sobre o nimero de unidades
formadoras de coldnias de fungos filamentosos edignas transientes, isolados das aguas dos
rios Atibaia e Jaguari, bem como dos efluentesobeutratado da refinaria de petréleo de
Paulinia, SP;

2.2. Fotodocumentar e preservar as espécies f@nginaontradas nas amostras

mencionadas no item anterior.



CAPITULO 1

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

A ocupacéo do solo e a demanda de agua doce tergrsiscente, de maneira que pesquisas
voltadas a avaliacdo da qualidade das aguas ens @&@seatégicas sao consideradas
fundamentais. Neste contexto, a area de estudasséoihida pela disponibilidade de agua,
distribuicdo demografica e pela sua importancia strital. Com o propdésito de melhor
compreender o impacto causado pelo efluente do pélmquimico de Paulinia, SP, na
qualidade das aguas do rio Atibaia, os parametr@npi@al hidrogeniénico (pH), temperatura
da &gua, solidos totais, turbidez, oxigénio disdol{OD), demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), nitrogénio total (NT), ions fésforo (ions, PJuviosidade, estacdes seca e chuvosa,
condutividade elétrica da agua e concentracao aetos foram analisados. Verificou-se,
ainda, a influéncia dos parametros mencionadosesabmicobiota transiente de amostras
coletadas no periodo entre agosto de 2007 a marg60®e O método de plaqueamento para
contagem dos fungos e as andlises fisicas e quinsieguiram Clesceri et al. (1998).
Correlacdo de Pearson, analise de variancia mu#des correlacdo candnica para dados
multivariados e analise dos componentes princifomeam as analises estatisticas realizadas.
Estas revelaram diferentes influéncias dos par@wmatrdependentes sobre as contagens
fungicas. A micobiota transiente detectada no periestudado foi sensivel aos parametros
cloretos, solidos totais, condutividade elétricaddma e OD, pois estes fatores abibticos
influenciaram negativamente nas contagens. Entogtanbimero de colbnias de fungos foi
estimulada positivamente pela pluviosidade (estat@orosa), DBO, turbidez e NT. Das
andlises estatisticas, apenas a correlacdo deoRgaareceu ndo ser eficiente para estudos

ambientais sujeitos a variacdes diversas.
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ABSTRACT

The use of the soil and fresh-water has increagethat investigations on the water quality in
strategic areas are considered of fundamental if@pce. In this context, the study area was
chosen for its water availability, demographic disttion and industrial relevance. With an
eye on the water quality of the influence of anustral effluent discharged in the Atibaia
river, in the surroundings of a petrochemical refin in Paulinia, SP, the following
parameters were analyzed: pH, water temperatuta; dssolved solids; turbidity; dissolved
oxygen (DO); biochemical oxygen demand (BOD), tat#éitogen (TN), phosphorous; rain;
dry and rain seasons; water conductivity and ctisi Also, the influence of these
parameters on transient mycota between August a@@8March 2009 was investigated. The
method for counting the forming colony units of flimas according to Clesceri et al. (1998).
Pearson correlation coefficient, multivariate asayof variance, canonical correlation to
multivariate data and principal component analygese the statistical methods employed.
The results revealed differences in the influentethe independent parameters on the
counting of fungal colony forming units (CFU). THengi present in the samples were
negatively affected by chloride concentration, ltatiasolved solids, water conductivity and
DO. However, the CFU was increased by the rain, B@ibidity and TN. Among the
statistical tests used, only Pearson correlation wed satisfactory for our studies.
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1. INTRODUCAO

Desde os primérdios da civilizagdo, 0 homem pracw@ssegurar sua subsisténcia ao
redor dos recursos de agua doce. Embora o Estad®ddePaulo disponha de razoavel
condicao hidrologica na maior parte de seu teroit@&1,7% da sua populagdo concentra-se na
regido leste (ANGELIS et al., 2009), resultando ama elevada ocupagéo do solo e
preocupante demanda da quantidade e qualidade wa Agpopulacdo da regido esta
estimada em 41.952.860 habitantes para o ano deé @GHADE, 2010), aumentando a
necessidade de agua para abastecimento urbano srielidurrigacdo, geracdo de energia
elétrica, recreacéo, navegacao e recebimento wlengdls urbanos e industriais.

Dentre as pesquisas voltadas ao meio ambientetadd=de S&o Paulo, encontra-se a
avaliacdo da qualidade das aguas em areas esteatélyia regido da cidade de Campinas e
em particular no municipio de Paulinia, por exempglacontram-se importantes industrias
quimicas e de papel, que descartam seus eflueat&onAtibaia, o qual também recebe
residuos clandestinos e outros originados dos @sgabanos nio tratados (PIAO et al.,
2009). O rio Atibaia nasce no municipio de mesmo eyoénformado pelos rios Atibainha e
Cachoeira e percorre 16 municipios até atingiridades de Campinas e Paulinia. Além desta
area concentrar a maior parcela da populacdo, @inda sofre a interferéncia do polo
petroquimico (KORDA et al., 1997). O conjunto deyaes urbanos (tratados ou nao) e
industriais promove interferéncias que afetam taseimente a vida microbiana do Rio
Atibaia, classificado como classe Il (CONAMA, 2005)

A Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo — (&BTE utiliza o denominado
indice de Qualidade da Agua (IQA) para estabeledtérios de aceitabilidade da agua para
consumo. Tais parametros foram indicados por esigas em qualidade de agua, que os
consideraram relevantes para compor um valor neméjue indica a utilizacdo para
abastecimento publico. Os parametros escolhidoa palculo do IQA foram: turbidez,
residuo total, temperatura, potencial hidrogend@pd), oxigénio dissolvido (OD), demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), fosforo total, nitéago total (NT) e coliformes fecais
(Escherichia col (CETESB, 2009b).

Enquanto as atividades antrépicas provocam modd&s estruturais no ambiente e
produzem residuos, alguns muito complexos e xernob§tos micro-organismos possuem
papel importante na degradacéao de tais composteFALet al.,, 1999). De acordo com as

condicbes ambientais as quais estejam submetiddsngss podem adequar suas atividades
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metabdlicas utilizando as substancias dispersammimente para garantir sua sobrevivéncia
(ALEXOPOULOS et al., 1996; VASCONCELOS et al., 2D03

Muitos fungos sao altamente tolerantes a concdigsagxtremas de ions hidrogénio e
podem ser encontrados tanto em ambientes acidagogakalinos (SINGH, 2006). Além
disso, os fungos sdo capazes de excretar variatamas decompositoras de macro-
moléculas para posterior absorcdo do alimento geridio para o interior de suas células
(BENNETT, 1998). Assim, os fungos tornam-se respoeis pela biodegradacdo das mais
diversas substancias, bem como sdo capazes de momdnwossorcdo de metais pesados e
corantes (CONCEICAO et al., 2004). Devido a estasateristicas, muitos estudos tém
buscado espécies fungicas para processos de béalisgéo no intuito de amenizar
problemas de poluicdo ambiental (BALLAMINUT; MATHE) 2007; SINGH, 2006).

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

transientes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia dos fungos para o ecossistema

A maioria dos fungos, bem como outros micro-orgaos € benéfica ao homem e aos
outros seres vivos (Tabela 1). S&o saprobios, de@em residuos complexos de plantas e
animais transformando-os em substancias reaproeatapelas geracdes vegetais
subsequentes. Desse modo, a atividade fungica Emente responsavel pela fertilidade do
solo e a ciclagem de nutrientes (CGEE, 2009; HAWKSWH et al., 1995; MACHADO,
2006; WAINWRIGHT, 1990).

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

Beneficios Prejuizos

Atividade decompositora — ciclagem de | Responsavel por alergias, problemas respiratorios
nutrientes. e micoses em animais (superficiais e profundas).

Fito-associacfes (ex.: micorrizas, liquens).| Fitopatologias — grandes perdas na agricultura,
florestas e reflorestamentos.

Producao de micotoxinas em graos e alimentos

Controle biologico manufaturados.

Producao de metabdlitos para industria | Biodeterioracdo de alimentos, tecidos, madeiras,
farmacéutica (antibidticos, hormonios, &cidos artigos comerciais, revestimentos, pinturas, obras
organicos). de arte e outros.

Producao de biomassa (cogumelos).

Atividade enzimética (enzimas utilizadas na
industria em geral).

Biotransformacdes (fermentacdes, compostagem,
producao de esteroides).

Outras aplica¢cdes biotecnologicas (biopolpacg
biorremediacéo).

o)
o

Em média, 75 a 80% das plantas vasculares posssemgiacdo mutualistica com
fungos endofiticos; muitos deles auxiliam no preoesde fixacdo de nitrogénio
(HAWKSWORTH, 1991). Algumas pesquisas revelaram diwersas substancias bioativas
encontradas nas plantas sédo provavelmente produgelas micro-organismos associados a
elas (PINTO et al., 2002).
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Entretanto, alguns metabdlitos produzidos pelos dsngodem ser téxicos e/ou
carcinogénicos aos mamiferos, como as micotoxMas.regiées tropicais, onde o clima e a
disponibilidade de nutrientes favorecem a prolgémados fungos, a producdo de micotoxinas
ocorre, contaminando alimentos estocados, em edpeereais, desencadeando varios
problemas de saude publica (PINTO et al., 2002).

A producdo de toxinas pelos fungos também permite desempenhem papel
importante no controle biolégico de outros orgamistHAWKSWORTH, 1991). Muitas das
substéancias fungicas sédo consideradas agroquimétasais, como no caso das destruxinas
(inseticidas), estrobilurinas (fungicidas) e fitdateas (herbicidas). Essa aplicacdo atribuida
aos fungos tem aumentado expressivamente e issetaannecessidade de haver mais
incentivo as pesquisas sobre a quimica fungicaTPIkt al., 2002).

Fungos sdo capazes de excretar enzimas hidroliéspsnsaveis pela degradacao das
mais diversas substancias (BENNETT, 1998; CONCEIC&Qal., 2004). Estes micro-
organismos degradam eficientemente celulose enbgmipresentando um papel importante na
decomposicdo de folhas, sendo mais ativos e besdglos do que as bactérias,
principalmente nos estagios iniciais de decompos{B&USHIK; HYNES; TRISKA apud
BARLOCHER; KENDRICK, 1974). Em 1974, Barlocher eriteick demonstraram que a
presenca de micélio de varios fungos isolados dwe$obm um corrego apresentou alto valor
nutricional para o detritivorGammarus pseudolimnae@ousfield, além de influenciar na
palatabilidade das mesmas para os invertebradatkecAmposicéo inicial das folhas pelos
fungos é fundamental para que outros organismosaposligerir e assimilar os nutrientes
nela presentes.

Em virtude destas caracteristicas, alguns estétodbtiscado espécies que possam ser
Gteis em processos de biorremediacdo, no intuitcamenizar problemas de poluicdo
ambiental (BALLAMINUT; MATHEUS, 2007; PRENAFETA-BORU, 2002). Ao estudo de
fungos para aplicacdo nesta area da-se o nome derremediacdo (SINGH, 2006).
Basicamente, a técnica consiste na utilizacao migofufilamentosos e leveduras que possuam
habilidades para modificar ou decompor poluentesyimdiindo suas concentracdes e/ou
toxicidade, ou buscando ainda a mineralizacdo,tqta resultara em gas carbonico ;O
agua e biomassa (KORDA et al., 1997; MACEDO et24(09). Entende-se que um consorcio
de espécies microbianas produz resultados maierdfis, pois cada qual utiliza diferentes
compostos e em diferentes concentracbes (ALEXANDBpud HOPKINS, 1996;
CONCEICAO et al., 2004, KORDA et al., 1997; SINGH06).
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Infelizmente, devido as atividades antrdpicas, asudmbientes se alteram de forma
drastica e muitas espécies podem ser perdidas icoscosmMOos mais sensiveis. As alteracdes
causadas pelo ser humano produzem residuos quen @Eqesentar-se inertes ou ndo. Uma
atividade que induz a modificacbes no ambientei@ia-se com a exploracédo, refino e uso
do petréleo e seus derivados. Como exemplo, podeisacionar a liberacdo dos
hidrocarbonetos alifaticos aromaticos, solventeaustribis (fendis, benzenos, acetonas),
liquidos de baterias, pesticidas e agroquimicasetais (arsénico, cromo, selénio) (KORDA
et al.,, 1997). Micro-organismos, especialmente wwgds, possuem papel fundamental na
eliminacdo desses residuos, pois, caso contrarfocompostos poderiam resistir por longos
periodos no ambiente ou acumular-se em niveis déxis organismos, apos sofrerem
modificacbes estruturais (UETA et al., 1999).

Vérias espécies fungicas podem adequar suas addaetabdlicas para garantir sua
sobrevivéncia (AINSWORTH, 1973; ALEXOPOULOQOS et 41996; DOMSCH et al., 1993;
VASCONCELOS et al., 2003). Existem aquelas tolesra concentragcdes extremas de pH,
que podem ser encontradas tanto em ambientes agidogo alcalinos (SINGH, 2006).
Assim sendo, podem sobreviver em locais consideradispitos para outros seres, onde
exploram novos nichos e aproveitam, inclusive, culs toxicas como fonte de nutrientes
(BOUWER; ZEHNDER apud VASCONCELOS et al. 2003). érsatilidade deste grupo de
micro-organismos destaca sua importancia e a ndadssde constantes estudos.

Sabe-se que alguns basidiomicetos, cdthanerochaete chrysosporium, Psilocybe
castanellae Lentinus crinituspossuem grande habilidade de degradar ligninamassmo
compostos xenobidticos (BALLAMINUT; MATHEUS, 2007Alguns representantes do
géneroPenicillium sdo capazes de crescer em fenol como Unica fontardeno e energia,
seus conidios conseguem germinar em concentragfesiages a 1.500 mg de fenol/L
(HOFRICHTER et al., 1993). A literatura reporta qstirpes viaveis em areas proximas ao
descarte de efluentes geralmente sdo capazes ldarutis poluentes presentes para sua
nutricdo, caracterizando um conjunto potencialmeénitepara despoluicdo (KORDA et al.,
1997; MACEDO et al., 2009).

Em estudos realizados nas aguas do Rio Atibaiaeflnente da refinaria de petrdleo
descartado nesse rio, foram isolados e selecionaohg®s filamentosos degradadores de
compostos fendlicos e com potencial para utilizagio biorremediacdo de locais
contaminados (CONCEICAO et al., 2004). Isto denmangtie o local tem potencial para o

isolamento de espécies adequadas a este propasito.
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De acordo com D’Annibale et al. (2006), o isolanserde fungos de solos
contaminados e sua posterior re-inoculagcdo no antebjgode constituir-se em uma valiosa
estratégia de remediacdo. Porém, a maioria dasiipasgsobre micorremediacao € feita
vitro com a utilizacdo de solos artificialmente contamiasacom poluentes organicos, sob
condicdes estéreis, sendo poucos os dados de estedommpo em areas potencialmente
contaminadas. Acredita-se que a compreensao sohbre os parametros abiéticos afetam a
populacao fungica e como a mesma se comporta gossituir em importante ferramenta

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

2.2. A area estudada

Dentre as pesquisas voltadas ao interesse da péputio Estado de Sao Paulo,
encontra-se a avaliacdo da qualidade das aguasgid rdo Rio Atibaia. Assim, a area de
estudos foi escolhida pela disponibilidade de aglistribuicdo demografica e pela sua
importancia industrial. Com forte interferéncia ddisientes do pdélo petroquimico situado em
Paulinia, SP, este ecossistema tem sido avaliasidedE997 quanto a toxicidade de suas
aguas, mediante analises quimicas, fisicas, madmicas e toxicoldgicas.

O Rio Atibaia e o Rio Jaguari formam o Rio PirabmaFig. 1) reunindo-se no
municipio de Americana, SP (SILVA; JARDIM, 2006).ul@ante seu percurso abastece
NnuUMEerosos municipios com suas aguas, além de reespeto doméstico e industrial dos
mesmos (PIAO et al., 2009).

Figura 1 — Encontro do Rio Jaguari (a esquerda) e Rio #tilia direita), formando o Rio
Piracicaba (abaixo). Fonte: <http://www.fotolog.conamericana_sp/35981414>.

Dentre os efluentes lancados, o da refinaria étitoit® de uma mistura complexa
organica e inorganica, proveniente do processawhgem e refino do petrdleo que, mesmo
apos tratamento fisico, quimico e microbiolégicmdai contém residuos do processo

industrial (KORDA et al., 1997). Embora o efluerda refinaria esteja enquadrado na



21

Resolucdo do Conselho Nacional de Meio Ambiente357 de 2005 (CONAMA n°
357/2005), nos parametros contemplados nas exa@dei legislacdo, sabe-se que qualquer
alteracdo antropogénica advinda de area industdameéstica pode promover alteracdes que
afetam inevitavelmente a micro e a macrobiota seissiocais. Atualmente, os Rios Atibaia
e Jaguari sdo de classe ll; contudo, muitos esfosgo fazem necessarios para que esta
classificacéo seja atendida.

Com o objetivo de estabelecer limites para descatéeresiduos e aceitaveis para
consumo, a CETESB utiliza o indice de Qualidaddgiaa (IQA), que baseia-se em 9 das 35
variaveis de qualidade de agua analisadas em nieseevatérios (CETESB, 2009a). Para a
elaboracdo de tal indice, considera-se o destinotiizacdo das aguas, traduzindo-se suas
caracteristicas em um uUnico niumero, numa escaleinde categorias que representam a
variavel de qualidade de 6tima a péssima (PIAQ. e2@09; SILVA; JARDIM, 2006).

Além dos parametros de IQA da CETESB, outros cooreza total, condutividade
elétrica e quantidade de cloretos demonstraram grarfthéncia sobre os seres vivos do
ecossistema aquatico e também podem ser utiliza@@scomplementar as analises sobre a
influéncia toxica destas variaveis nas comunidadesiticas.

De acordo com essas informagdes, iniciar um estobce as alteracdes sofridas por
esse sistema hidrico se fez necessario, dada aténpiar dessa bacia e também como forma

de monitorar o historico dessas mudancgas.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a influéncia dos parametros pH, tempesadiar agua, solidos totais, turbidez,
OD, DBO, NT, ions P, pluviosidade, estacfes sed@ugosa, condutividade elétrica da agua
e concentracdo de cloretos sobre o numero de widadmadoras de colbnias de fungos
transientes em amostras de agua dos rios Atibadiageari e no efluente da refinaria de

petréleo de Paulinia, SP.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Meios de cultura utilizados para isolamentoas fungos
4.1.1. Agar batata dextrose (BDA) (Acumedia Manufaares®)
Agar batata dextrose 39,09

Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 1218€C15 minutos.

4.1.2. Agar Sabouraud dextrose (Meio L)

Peptona de caseina 50¢g
Peptona de carne 50¢g
Dextrose 40,0 g
Agar 15,0 g
Cloranfenicol 0,05¢
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 1218€C15 minutos.

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

em tubo de cultura

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

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 1218€C15 minutos.

4.2. Locais de coletas e caracterizagdo dos pontos

Os locais de coletas encontram-se no municipi®adinia, SP: ao longo do Rio
Atibaia (3 pontos), dentro da area da refinaripdBtos) e um ponto no Rio Jaguari, tomado
como referéncia, ja que néo recebe interferénciafdente (Fig. 2). As coletas ocorreram
entre agosto de 2007 e margo de 2009, totalizaBdml@tas em 7 pontos, num total de 252
amostras. Apos a coleta, as amostras foram tramasiagr protegidas da luminosidade, sob
refrigeracdo e armazenadas a 6 + 2°C até o monuenterem processadas. Na figura 2

encontra-se a localizacédo dos pontos e os dada®sipor GPS nos locais de coleta:
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Rio Atibaia

Refinaria

Rio Jaguari

Ponto| Local Latitude (WO) Longitude (S)
1 Rio Jaguari 22° 42’ 00,0” 47° 08’ 06,6”
> Entrada do efluente na Lagoa de Estabilizagédo| 22° 44’ 26,6” 47° 07" 17,5”

Saida do efluente na Lagoa de Estabilizacdo | 22° 44’ 22,0” 47° 07" 43,0”
4 20_0 m a montante dg de_sca_mrga do efluenteﬂalm, 43,0" 47° 07’ 25,3"

unidade industrial no Rio Atibaia

Jusante da descarga do efluente tratado da un e . " o A »
S industrial — 200 m no Rio Atibaia dféL 44'25.3 47707352
6 Entrada do (_efIL{er)te bruto da refinaria na estac;ﬁ), 44’ 18.8" 47° 07' 19,2

tratamento biologico

Jusante da descarga do efluente tratado a 80 , " o~ "
8 o Rio Atibaia 9044 223 47° 07 40,8

Figura 2. Diagrama dos pontos de coleta e sua localizac&maoltom auxilio do

equipamento GPS — Garmin eTrex Sunfmit

O ponto 1 esté localizado no Rio Jaguari (Fig.N&ste ponto é feita a captacdo de
agua utilizada pela industria, tanto para uso re@s $rocessos, quanto para o consumo
humano dos seus funcionarios. A coleta das amodtiagealizada mergulhando-se
recipientes até completarem seus volumes. Os p@n&o8 corresponderam, nesta ordem, a
entrada na lagoa de estabilizacdo do efluente inalusatado biologicamente (Fig. 4) e a
saida desse efluente estabilizado por aproximadanfedias para o Rio Atibaia (Fig. 5). As
amostras dos pontos internos a industria, ou skja, pontos 2, 3 e 6, foram tomadas

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

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

Os pontos 4, 5 e 8 estéo localizados no Rio Atikatorrespondem, respectivamente,
a 200 m a montante do descarte do efluente tratadbabilizado em lagoa da industria (Fig.
6), a 200 m a jusante do descarte desse eflueigte7{Fe a 800 m a jusante do descarte (Fig.
8). Nesses pontos, as coletas foram efetuadas adisigpmediante amostragem composta de
uma margem a outra, com intervalo aproximado denétos e reunidas nos frascos. O Rio
Atibaia é considerado classe Il pela Resolucdo CRINA57/2005, e embora o Rio Jaguari
esteja na mesma classificacdo, suas aguas parexfesn sienor interferéncia antrépica
(ANGELIS, 2009).
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Figura 6. Ponto 4 — 200 m a montante Figura 7. Ponto 5 — 200 m a jusante do
do descarte do efluente no Rio Atibaia. desadotefluente no Rio Atibaia.

Figura 9. Ponto 6 — entrada do
carte. efluente bruto (industrial e
domeéstico) na estacao de
tratamento bioldgico.

O ponto 6 (Fig. 9) localiza-se no interior da istlia e corresponde a entrada dos
efluentes industrial e doméstico brutos na estagitvatamento biolégico. O efluente bruto
industrial resulta, em grande parte, da lavagemeti@leo, contendo, portanto, residuos desse
composto. O tratamento bioldgico consiste na entdedae efluente em tanques de aeracao
para possibilitar a acdo de micro-organismos aesOlia decomposicdo de parte das
moléculas desse efluente, evitando descartar residivetamente no ambiente. O ponto 7,
hoje ausente das amostragens, foi desativado eemiwe de 2007 e referia-se ao efluente
domeéstico, passando a ser analisado em conjuntmagfinente industrial (ANGELIS et al.,
2008).

Apds a coleta, as amostras foram transportadaggias da luminosidade, sob
refrigeracdo e armazenadas a 6 + 2°C até o momergerdm processadas (Fig. 10).
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Figura 10: Amostras da coleta realizada em 26 de novemb2d8.

4.3. Isolamento de fungos

O método de isolamento utilizado foi o recomendgedo Standard Methods
(CLESCERI et al., 1998), o qual emprega a técnealitlicao seguido de inoculacdo pela
técnica depour plateem meio BDA, destinado ao crescimento de fungasnéntosos, e
meio L (Sabouraud), mais favoravel ao crescimenttededuras. As amostras provenientes
dos pontos 1, 2, 3 e 6 foram inoculadas diretameeta haver diluicdo. J& as amostras dos
pontos 4, 5 e 8, todas pertencentes ao Rio Atibaiam diluidas para a concentracdo de.10
Apb6s 7 dias de incubacdo a 25°C, foram realizadasoatagens dos numeros de unidades
formadoras de colbnias (UFCs). Depois disso, aén@d foram purificadas, mediante
estriamento em placa, no caso das leveduras, elagdo no centro da placa, no caso dos
fungos filamentosos. As culturas puras foram armadas em tubos de cultura contendo MA
2% inclinado e mantidas a 0. Os resultados foram tabelados para posterior analis

estatistica.

4.4. Analises fisicas e quimicas

Os valores de pH foram analisados com potenci@natcondutividade com uso de
condutivimetro; turbidez, cloretos, nitrogénio tota fésforo total por colorimetria;
temperatura da agua com o auxilio de um termoOmietrsity; oxigénio dissolvido (OD),
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e amodnia petr@netria, e soélidos totais por
método gravimétrico (CLESCERI et al., 1998).
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4.5. Andlises estatisticas

Os dados obtidos a partir da contagem de fungesndihtosos e de leveduras,
denominados fatores bidticos, foram analisadosajnahte com os resultados de doze
parametros fisicos e quimicos, ou fatores abigtiessolhidos para este estudo. Destes, oito
sdo recomendados pela CETESB, pois fazem partadiceide Qualidade das Aguas: pH:;
temperatura; solidos totais; turbidez; OD; DBO; HTons P. Outros quatro, considerados
ecologicamente importantes foram: condutividadérie®e da agua; cloretos; estacdo seca e
chuvosa e dados sobre a pluviosidade da regiatlngente cedidos pelo Centro de Analise e
Planejamento Ambiental — CEAPLA, do Instituto deo@éncias e Ciéncias Exatas (IGCE)
da UNESP de Rio Claro, SP. Inicialmente, realizasemrepresentacdes graficas das
tendéncias de cada parametro individualmente,ioglando os dados obtidos com as datas de
cada coleta no periodo compreendido. Posteriormeocéela parametro bidtico foi
correlacionado com os abidticos, mediante correlagéPearson (SOKAL; ROHLF, 1995).
Objetivou-se verificar a existéncia ou ndo de umaetacdo entre o numero das UFCs dos
fungos e esses parametros. Entdo, a partir desteados aplicou-se a analise de variancia
multivariada (MANOVA), para confirmar possiveis eli€éncas significativas entre os pontos
de coleta.

Baseando-se nos resultados de significancia dasardé MANOVA procedeu-se a
correlagdo canonica para dados multivariados patdicacéo da influéncia dos parametros
fisicos e quimicos sobre os fungos (MANLY, 20083. akalises foram realizadas mediante a
aplicacdo dos dados no programa SAS versdo 9.]pBco@-se também a andlise de
componentes principais (PCA) para determinar agmagem de influéncia que cada fator
abiotico estaria exercendo sobre os bioticos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Tendéncias dos parametros

Os dados obtidos com as analises dos parametdbtisoki e abioticos estudados
geraram os gréaficos que revelam suas tendénciasigo do periodo das coletas.

A Figura 11 mostra os periodos de maior intensid#elchuvas e aporte de agua nos
rios Atibaia e Jaguari. O local foi marcado por sleatacdes definidas, seca e chuvosa. As
chuvas ocorreram de outubro de 2007 a maio de @Bjaneiro a marco de 2009, quando
observou-se o0 maior indice pluviométrico. Agossembro de 2007 e junho a dezembro de
2008 foram periodos de seca. As médias de temperda dgua do Atibaia (Fig. 12)
mantiveram-se praticamente constantes. Entretastqgontos 2 e 6 (entrada da lagoa de
estabilizacdo e do efluente bruto na estacdo danmemto biologico, respectivamente)
apresentaram as médias mais altas, enquanto apaneaas foram observadas nos pontos 5 e
8, ambos a jusante do descarte. Assim, notou-seogeuente apresentou uma sensivel
elevacdo de temperatura, provavelmente em funcgoabesso ao qual € submetido dentro
da refinaria. As variacdes dos meses considerad@sfrios ou quentes ndo foram suficientes

para promover uma alteracdo significativa nas nsedéatemperatura das amostras dos rios.
As médias favoreceram a ocorréncia de espécies timsnf

estacao
chuvas:

Pluviosidade (mm)

estacéo

Ago-08
Set-08
Out-08 |
Nov-08
Dez-08
Jan-09
Fev-09 | .
Mar-09

Abr-08 |
Mai-08 |
Jun-08

Jul-08 |

Jan-08 |
Fev-08 -
Mar-08

Ago-07
Set-07
Out-07
Nov-07
Dez-07

Figura 11. Tendéncia das médias de pluviosidade (mm) e repees® grafica dos periodos

de chuva e seca na regido de Paulinia, SP, duam@etas entre agosto de 2007 e marcgo de
20009.
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Figura 12. Tendéncia das médias de temperatura da agua @€andostras do rio Atibaia na

regido de Paulinia, SP, durante as coletas entt@age 2007 e marco de 2009.

Os dados médios das contagens de UFCs de fungasefitosos encontram-se na
Figura 13. Os resultados indicaram maiores flutaagis pontos 5 e 8. O ponto 4 seguiu as
mesmas tendéncias. Verificou-se maiores contagepsnimmdo de novembro de 2008 a marco
de 2009, quando as chuvas foram mais intensas. ASsWle leveduras (Figura 14),
apresentaram maiores oscilacdes nas aguas dagdardgontol), seguidas dos pontos 5 e 8.
Notou-se que os pontos localizados no rio Atibdia5 e 8) responderam rapidamente a
influéncia do periodo de chuvas, como demonstraa® Figuras 13 e 14, ao contrario
daqueles localizados no interior na refinaria (¥ B). Estes resultados demonstram uma
maior influéncia da pluviosidade sobre as amostogsios.
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Fungos filamentosos em BDA (UFC/mL)

Ponto 8
%%%%%%
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20-07
Fev-0
Mar-0!

Mar-0:

Ago
Set-0
Out-0)
Nov-0
Dez-0
Jan-0:
Fev-0

Figura 13. Tendéncia das médias das Unidades Formadoras d@ni&olde fungos

filamentosos em meio BDA por (mL) de amostra, dwad coletas entre agosto de 2007 e
margo de 2009.
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Figura 14. Tendéncia das médias das Unidades Formadoras é@ai&olde leveduras em

meio L (por mL), durante as coletas entre agost20@0& e marco de 2009.

Nesta pesquisa, as amostras mantiveram-se conevaklativamente estaveis de pH
tendendo a alcalinidade (Figura 15), o que naopéeteréncia dos fungos. Sabe-se, porém,
gque estes micro-organismos toleram maiores ampbtdeste parametro, por exemplo de 2 a
9, com valores favoraveis entre 4 e 6. Apesar dersefator seletivo, a maioria dos micro-
organismos é insensivel a variagfes de pH na f#xa a 3 unidades (PERRY; STALEY,
1997), portanto considerou-se que o potencial gehi@nico ndo atuou como um fator critico
para a contagem do numero de UFCs das espéciestio.e

9.5

9

e Ponto 1

w—Ponto 2

Ponto 3

Ponto4

Ponto s

Ponto 6
65 Ponto 8

Nov-07
Dez-07
Fev-08
Ago-08 -
Set-08

Ago-07 |
Set-07
Out-07
Jan-08
Mar-08
Abr-08
Mai-08
Jun-08
Jul-08
Out-08
Nov-08
Dez-08
Jan-09
Fev-09

Mar-09

Figura 15. Tendéncia dos valores gél das amostras, durante as coletas entre agog@Ode
e marco de 2009.

Especialmente os fungos filamentosos séo capazes algregar a substratos sélidos e

ai proliferarem. Os valores dos solidos totais (E&), porém, ndo refletiram no aumento de
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UFCs destes micro-organismos durante o periodasadal Os sélidos dos pontos 2, 3 e 6
ndo foram proporcionais ao aumento do numero dgofntalvez por se tratarem de
substratos ndo metabolizaveis nas condi¢cdes araliepbr estes micro-organismos. O
periodo de novembro de 2008 a marco de 2009 indiotautendéncia de elevacao (Fig. 16),
embora os pontos relativos ao efluente da refitarexam menores valores, uma vez que
estes pontos apresentam maiores quantidades dbssailvidos.
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Figura 16. Tendéncia das médias de quantificacdo dos soOlatasstem g/L das amostras,

durante as coletas entre agosto de 2007 e mar2009e

A turbidez das aguas pode ser atribuida a vatidos organicos e inorganicos
dispersos e a microbiota. As amostras do ponto @ramam-se mais turvas (Figura 17), pois
vém do tratamento bioldgico do efluente bruto. Atipade abril/maio de 2008 houve
tendéncia ao declinio, provavelmente como um ra@daltda melhoria dos controles do
sistema de tratamento do efluente da refinariao Qaguari, no periodo de chuvas (de janeiro
a marco de 2008 e 2009) apresentou elevada turgmsAaguas, podendo ser uma indicacao
da falta de mata ciliar a montante. Além dissarghmento de esgotos e diversos efluentes
industriais provocam elevacgfes na turbidez dassG@BTESB, 2009 a), o que pode explicar
as variacoes deste parametro nos rios com elevacé@poca das chuvas. Comparando-se com
os resultados das UFCs, concluiu-se que estas@its na turbidez do ponto 6 deveu-se ao

aumento de solidos e ndo de micro-organismos,qooi® demonstrado nas Figuras 13 e 14,
as contagens neste ponto e no periodo chuvoso fmawos.
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Figura 17. Tendéncia das médias obtidas das medi¢Bes dedmrtias amostras em unidades

nefelométricas de turbidez (NTU), durante as celetdre agosto de 2007 e marco de 2009.

A quantidade de sais dissolvidos na agua aumenrta & reutilizacdo da mesma.
Como apresentado na Figura 18, embora a refinarRadénia busque diminuir os cloretos
residuais dos pontos 2, 3 e 6, 0s mesmos aindagant acima dos valores encontrados nas
demais amostras. De fato, uma industria pode noadii qualidade da agua doce mediante o
lancamento de seus efluentes; contudo, o pontag8 {B) mostrou que as atividades da
refinaria ndo provocaram alteracdes significatimas valores de cloretos do rio Atibaia, ja
que neste ponto, a mistura do efluente com a aguada ocorreu totalmente e, de acordo
com os dados, as medidas de cloretos mantiveraommasieamente nulos, semelhante aos

dados do ponto 4 (a montante do descarte do efluentio ponto 1 (ponto de captacdo de
agua no rio Jaguari).
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Figura 18. Tendéncia das médias de quantificacdo de cloestosig/L das amostras, durante
as coletas entre agosto de 2007 e marco de 2009.
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A condutividade € uma consequéncia da presensal#ancias ionizadas dissolvidas
na agua. Na Figura 19 pode-se observar que a é¢oidddie das aguas do rio Jaguari sao
menores do que as do Atibaia, portanto com melhalidpde. O aumento de cloretos e da
condutividade elétrica interferem no nivel de piiesesmotica celular (TORTORA et al.,

2007). Os resultados apresentados nas Figurasld3restraram que as contagens de UFCs
das aguas dos rios foram maiores nestas amostras.
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Figura 19. Tendéncia das medidas obtidas de condutividadecal&m puS/cm das amostras,
durante as coletas entre agosto de 2007 e ma2008e

O nitrogénio foi considerado outro parametro dange importancia para este estudo.
Sabe-se que todo micro-organismo necessita desteerto na forma orgéanica; muitos
assimilam N, NO, e NQ@ . A Figura 20 mostra que o ponto 6 tem valoresaalos
demais, juntamente com os pontos 2 e 3, tambémmasela refinaria. Outras andlises (dados
nao apresentados), indicam que o N do efluenteobfjpbnto 6) encontra-se na forma
amoniacal, em sua maior parte. As tendéncias daSsUWos fungos mostrou um menor
namero destes organismos nas amostras onde 0 nivogpresentava-se em maior

concentracao, talvez porque a amonia seja maisa@xde dificil assimilacéo pelos fungos.
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Figura 20. Tendéncia das médias de quantificacdo do nitrogéra em mg de N/L das
amostras, durante as coletas entre agosto de 20@rce de 20009.

O maior aporte de ions P vem do efluente, por@rhoné@ve indicacdo da interferéncia

deste fator nas aguas do rio Atibaia (Fig. 21) podt 5 e 8. Houve oscila¢des, porém sempre
com baixos valores.
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Figura 21. Tendéncia das médias de quantificacdo dos ions Brdastras, durante as coletas
entre agosto de 2007 e margo de 2009.

As Figuras 22 e 23 mostram as tendéncias de padsngtie afetam a atividade
aerébia dos micro-organismos. Na primeira verifiseugue o ponto 6 manteve-se estavel
quanto a presenca de @issolvido, com oscila¢cdes pontuais. Nas dguagideso oxigénio
diminuiu nos periodos chuvosos, provavelmente emaime seu consumo pela microbiota
durante o processo de decomposicao da matériaicagd@iriviada, porém os resultados néao
indicaram interferéncia deste fator no numero d€&JfFiguras 13 e 14).
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amostras, durante as coletas entre agosto de 20@vce de 20009.
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Figura 23. Tendéncia das médias de quantificacdo da DBO dasteam, durante as coletas
entre agosto de 2007 e marco de 2009.

A resolucdo CONAMA 357/2005 preconiza que aguasldsse Il devem conter no
maximo 5 mg @QL, exigéncia esta ndo atendida no efluente daameh (ponto 6 - Figura
23). A DBO constitui-se em analise microbiolégicaportante, pois pode alertar para o
desequilibrio das populac6es microbianas em umentéi A presenca de um alto teor de
matéria organica pode induzir ao completo esgotam@mtoxigénio na agua, provocando o
desaparecimento das formas de vida aquaticas dawigwocesso de eutrofizacdo. Um valor
de DBO igual a 5,20, por exemplo, indica um incretoaa microflora presente, o qual além
de interferir no equilibrio dos organismos, prodabores e odores desagradaveis (CETESB,
2009 a). Felizmente, com excec¢do do ponto 6, osiddimeram valores aceitaveis de DBO.
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5.2. Andlises estatisticas

A andlise estatistica descritiva mediante o emprdgocorrelacdo de Pearson
apresentou valores proximos a zero (dados ndoeapees). Esta analise mede o grau de
correlacdo entre duas variaveis, que pode ser €s@reomo positiva, negativa ou nula
(SOKAL; ROHLF, 1995). Como mencionado anteriormegmteiso de Pearson neste estudo
poderia mostrar a existéncia de uma correlaca@ estrUFCs dos fungos e os parametros
abidticos. Entretanto, todas as correlacdes foraaticamente nulas. Em virtude deste
resultado, decidiu-se empregar a analise de vaaianaltivariada para verificar possiveis
diferencas significativas entre os pontos de co&ta correlacdo candnica para dados
multivariados no sentido de confirmar ou ndo a draorrelacdo encontrada entre 0s
parametros fisicos e quimicos e os fungos (MANLXQS).

Pelo resultado apresentado pelo indiiék’'s Lambda— Pr < 0,0001 da MANOVA,
verificou-se que ha diferencas entre os pontosotkta; embora cada parametro promova o
mesmo efeito independentemente do local. A diferesgcbaseia nas diferentes combinagdes
dos parametros apresentadas por cada ponto, cangrmaracteristicas que apresentam. A
partir de entdo, aplicou-se a analise de correlagadnica para dados multivariados, na qual
os parametros de UFC de fungos corresponderanriaseia dependentes (fatores bidticos) e
os fisicos e quimicos as independentes (fatora#tieds). Para fins interpretativos, foram
considerados significativos valores < -0,5 e > 8,&ceitaveis aqueles-0,45 e> 0,45.

As analises revelaram diferentes influéncias daérpetros independentes sobre as
contagens da micota: alguns foram interpretadogictamente, pois apresentaram relacdes
de dependéncia entre si no ambiente; outros tivgramca ou nenhuma influéncia sobre a
presenca de UFCs nos pontos de coleta. Os dadeos sstacdo e pluviosidade estao
intimamente relacionados e nas analises de cadiela@gnonica apresentaram efeitos
semelhantes. A pluviosidade provoca diluicAo nope@od’agua e, consequentemente,
diminuicdo dos valores dos paréametros quimicos umadss, podendo ainda diminuir a
temperatura. No entanto, as aguas pluviais junto cotros fatores transferem os fungos
presentes no solo e suspensos no ar para o rio.

A regido em questdo ndo apresenta estacOes chlmatiem definidas, mas sim
periodos de seca e de chuvas (Fig. 11). Esses ,dpddamente com as médias de
temperatura (Fig. 12) nao influenciaram na presencauséncia de fungos nos pontos de
coleta.

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

namero de leveduras. Sabe-se que estes micro-engasisao tolerantes a grandes faixas de
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variacdo de pH e sao preferencialmente acidofilb® RTORA et al., 2007), como
mencionado anteriormente. Assim, houve coeréndia @s resultados dos testes estatisticos
e as tendéncias deste parametro (Fig. 15).

Os dados de sélidos totais — organicos e inorgarid¢ésy. 16) perfazem o somatorio
dos valores de sélidos sedimentaveis e dos salididseis em suspensdo, matéria organica
volatil e residuo fixo (a 550°C). Tais solidos padeu néo influenciar na turbidez da agua
(Fig. 17), que corresponde ao grau de diminuicamidmsidade que o feixe de luz sofre ao
atravessa-la. Outros fatores que influenciam naidaeth turbidez sdo os detritos organicos,
presenca de algas, bactérias e cianobactériastqtaem geral, fungos (micélios, esporos,
células leveduriformes), erosdo das margens, desjejefluentes domésticos e industriais
(CETESB, 2009a). Sabe-se que a maior parte dodosolilissolvidos nas aguas do Rio
Atibaia é constituida de sais minerais (ANGELISlet 2008). Os fungos podem ancorar-se
nas particulas dos sélidos em suspensdo metalmbzéslonizando-as, ao mesmo tempo que
promovem a sua degradacao induzindo a clarificdg@dgua.

A analise multivariada, no entanto, néo revelooflaéncia destes parametros sobre as
populacdes de fungos filamentosos e leveduras ifergmtes pontos de coleta, como poder-
se-ia esperar. A analise realizada privilegia ogampatros mais fortemente influentes,
podendo sobrepor a influéncia de outros. A condigde elétrica da agua refere-se a
concentracdo ibnica nela presente e, sabendo-seagjuéguas doces possuem baixas
concentracdes de sais, em geral admite-se queoretad (Fig. 19) sdo acrescentados com
maior frequéncia as aguas apos 0 uso antropicold@eos sdo 0s sais mais comuns também
no efluente das industrias de petrdleo (CETESB,92D0e a condutividade é uma
consequéncia da quantidade de sais dissolvidogue &®s fungos em geral ndo toleram
niveis elevados de sais e, dessa maneira, o atto de cloretos pode influenciar
negativamente na sua viabilidade. Angelis et &08, em uma pesquisa iniciada em 1997,
mostraram que o Rio Atibaia tem nos seus niveigldeto o parametro que apresentou
maiores alteragdes, interferindo negativamenteesotto na comunidade microbioldgica.

Niveis de condutividade superiores a 1@&Jcm indicam ambientes impactados e 0s
niveis de cloreto ndo devem ultrapassar a con@@atrde 250 mg/L para a agua de rio classe
Il (CONAMA, 2005). Os cloretos deixam a agua constgce quando o sal € de sodio induz
sabor salgado. Alta salinidade pode provocar proageas pessoas hipertensas e com doencgas
renais (ANGELIS et al., 2008; CETESB, 2009a). O Raguari apresentou aumento da

salinizacao por cloretos em 43,13% entre maio d& 208bril de 2006, quando comparado
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com o periodo entre agosto de 2007 e abril de 2008Rio Atibaia 0 aumento foi de 20,1%
no mesmo periodo (ANGELIS et al., 2008).

Conforme a analise de correlacdo candnica, ossnikeecondutividade e dos cloretos
foram inversamente proporcionais as contagens agofu flamentosos e leveduras,
mostrando que de fato influenciaram na presencaedesiicro-organismos. No ponto 1,
referente ao Rio Jaguari, a influéncia da condidide elétrica e dos cloretos foi
aparentemente menor sobre a presenca de fungos.

Quanto ao NT, este compreende 0 somatorio das miwacées de amonia, nitritos e
nitratos nas amostras e foi observado que tal paramsofreu influéncia dos altos niveis de
amonia, encontrados no efluente bruto da refinaosigponto 6 (ANGELIS et al., 2009). A
presenca de NT em altas concentracdes, assim cofasfayo, confirma a existéncia de
lancamentos no rio de esgotos domeésticos e indisstilo efluente domeéstico ha grande
guantidade de nitrogénio na forma reduzida (nitnam&rganico, presentes nas proteinas) e
amonia (devido a hidrélise da uréia), além de fosfeorganicos presentes nos esgotos
urbanos. Esses mesmos compostos podem ocorrerntaerédiversos tipos de efluentes
industriais, inclusive nos de industrias petroquasj como no caso em questdo. As
concentracdes destas formas podem revelar o esdeéadoluicdo em um rio, pois as zonas de
autodepuracgdo natural apresentam predominanciaradgémnio organico préximo a fonte de
degradacédo, forma amoniacal na area de decompadigapnitrito na zona de recuperagéo e
nitrato nas aguas limpas (CETESB, 2009a).

O nitrogénio € um macronutriente essencial aosssen&s, pois faz parte da
constituicdo dos aminoacidos que compdem as pegteinassim como o fésforo, participa do
material genético e energético (CARVALHO; CARVALH®Y74; CETESB, 2009a). Altas
quantidades de nitrogénio lancadas no rio juntaeneam fontes de fosforo e outros
nutrientes provocam o processo de eutrofizacdogda, &levando a quantidade de algas e
outros organismos que aproveitam esses nutriesaegyrometendo a utilizacdo dessas aguas
para abastecimento de consumo humano. Os fungssi@nsa capacidade de utilizar tanto
fontes organicas quanto inorganicas de nitrogérdm Bua nutricdo; no entanto, essa
habilidade pode variar em funcdo do grupo fungicoqrestdo (LILLY; BARNETT apud
CARVALHO; CARVALHO, 1974).

Os nitratos sdo as principais fontes inorganicasméléveis de nitrogénio, porém
existem fungos que assimilam em menor escala aafamoniacal, como exemplo o género
Penicillium sp(CARVALHO; CARVALHO, 1974). A am0nia, em concentiss elevadas, €
tdxica aos organismos e pode inibir o crescimentiigigos, como no caso @olletotrichum
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gossypii South var.cephalosporioide§CARVALHO; CARVALHO, 1974). Atualmente,
considera-se 5 mg/L a concentragdo maxima de anmél@eda por inUmeras espécies de
peixes, portanto, ndo deve ultrapassar essa coac@&atnos corpos d’agua. Além de ser
toxica, consome o OD da agua ao ser oxidada pdrieidgica (CETESB, 2009a).

As analises de correlacdo canbnica para o paramgtogénio total indicaram uma
relacéo inversamente proporcional sobre a pres#mfangos: maior valor de nitrogénio total
implicou em um menor nimero de UFCs. Este resulpadie ser explicado baseando-se na
informacé&o de Angelis et al. (2009) que observapaaiio conteido de amdnia nas amostras,
a qual é geralmente tdxica aos micro-organismos ®Beaior fracdo do nitrogénio total fosse
composta de nitrato, provavelmente a relagéo $@l@ positiva, ja que o mesmo € facilmente
assimilavel pela maioria das espécies fungicas.

Com relacdo ao fésforo, as concentracbes meédiaesgsos sanitarios do Brasil
encontram-se entre 6 e 10 mg P/L. Apesar do potdo #resentado niveis médios de ions P
relativamente mais elevados que nos outros poRigs Z1), ainda encontram-se dentro da
média aceitavel, pois nao ultrapassam o valor dlengy, P/L. Mesmo assim, apés o tratamento
do efluente (pontos 2 e 3), 0s niveis baixaramd@diberadas no rio quantidades menores.
As analises de correlacdo candnica nao apontaramdgrinfluéncia dos ions P sobre a
micota, talvez por ndo ter atingido concentracies de fato, pudessem afeta-la diretamente.

Outro parametro indicado para avaliacdo da qualiddégua é o OD. Sua baixa
concentracdo (Fig. 22) pode indicar que o ambiesta eutrofizado devido a poluicdo por
despejo de nutrientes organicos que, concomitamtemnmduz aumento da microbiota e da
demanda de oxigénio por parte dos seres aerObiapiaitidade de matéria organica que
atinge os rios é medida pela DBO (Fig. 23), poisesponde a quantidade de oxigénio
necessaria para promover a sua oxidacao com adwillnetabolismo dos micro-organismos
aerdbios para uma forma estavel. Altos valores B® [podem diminuir a transformacao da
amonia por micro-organismos, pois a sua oxidacdwadda gasto de oxigénio (CETESB,
2009b).

Nas analises de correlacdo candnica, ndo foi peissfetuar correlacdo entre as
meédias de OD e DBO com os dados sobre os fungogydtal, OD e DBO consistem em
fatores inversamente proporcionais, sendo depessi@mnttre si. Considerando-se tal fato, o
aumento de OD e a consequente diminuigdo de DBéridesstimular o aumento de UFCs de
fungos, uma vez que sdo organismos predominantenaembbios, do mesmo modo que a
situacao inversa deveria provocar a diminuicdoardagem de UFCs. No entanto, a analise

de correlagdo canbnica ndo apresentou relacdo estiados de OD e DBO, além de
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demonstrar que a auséncia dos dois fatores inflera contagem das UFCs. Esses dados
podem sugerir que tais parametros sejam dependeetesutros que nao tenham sido
investigados neste estudo. Considera-se aindasgaecerrelacdo inversamente proporcional
seja apenas coincidéncia, pois os fungos encorstnaa® analises sdo transientes e, de fato,
nado influenciam de forma significativa na preseagaauséncia destas variaveis no referido
ambiente.

As figuras 24 e 25 correspondem, respectivamentenalise dos componentes
principais que podem ter influenciado os fungoaniiéntosos e as leveduras. Observou-se
uma grande similaridade nos resultados obtidos dws grupos de micro-organismos,
permitindo inferir que os parametros bidticos resj@mn de maneira semelhante aos mesmos
estimulos. As analises mostraram que solidos fotaadutividade elétrica da agua e
concentracdo de cloretos foram inversamente pragp@is aos parametros de contagens de
UFCs, concordando com os dados das correlagbesicaadOutra concordancia entre estas
duas analises estatisticas foi encontrada nogadeslda pluviosidade.
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Figura 24. Andlise dos componentes principais  Figura 25. Analise dos componentes principais

dos parametros fisicos, quimicos e contagen dos parametros fisicos, quimicos e contagem
fungos filamentosos dos pontos estudados na das leveduras dos pontos estudados ha regido
regido de Paulinia, SP, Brasil. de Paulinia, SP, Brasil.

Legenda:

FF: Fungos filamentosos PLUV: pluviosidade

LEVED: leveduras OD: oxigénio dissolvido

TURB: turbidez STOT: solidos totais

NT: nitrogénio total COND: condutividade

DBO: demanda bioquimica de oxigénio CLORETOS:atlus
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Tabela 2: Resultados da analise dos componentes principaigadmetros fisicos,

guimicos e contagem de fungos filamentosos geis4&s9.1.3

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

oD -0,68778 -0,69701
DBO 0,868932 0,313553
CLORETOS 0,817983 -0,54051
NT 0,860326 0,39982
FF -0,57061 0,548586
Variabilidade (%) 0,54377 0,296054

LegendaValores sublinhados indicam componentes com sgifiia maior que 0,5, considerados
relevantes para a andlise, do fator de maior viidatle. Legenda: PLUV: pluviosidade, OD:
oxigénio dissolvido, COND: condutividade,DBO: demarbioquimica de oxigénio, STOT: sdlidos
totais, CLORETOS: cloretos, TURB: turbidez, NTrogénio total, FF: fungos filamentosos.

Tabela 3: Resultados da analise dos componentes principaiga@metros fisicos,

quimicos e contagem de leveduras geradas SAS 9.1.3

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

oD -0,68183 | -0,69883

DBO 0,860393 | 0,338081

CLORETOS 0,830364 | -0,53556

NT 0,84848 0,424104
LEVED -0,37951 0,867365

Variabilidade (%) 52,83 33,91

Legenda¥Valores sublinhados indicam componentes com sanifiia maior que 0,5, considerados
relevantes para a andlise, do fator de maior viidatle. Legenda: PLUV: pluviosidade, OD:
oxigénio dissolvido, COND: condutividade,DBO: demarbioquimica de oxigénio, STOT: sélidos
totais, CLORETOS: cloretos, TURB: turbidez, NTrodgénio total, LEVED: leveduras.

Os resultados analisados indicaram que o efluedligstrial da refinaria de Paulinia,
liberado no Rio Atibaia ndo provocou alteracoesifigativas no numero de UFCs de fungos
filamentosos e de leveduras, no periodo estudam@dssivel notar alteracdes significativas
no ponto 6 (efluente bruto), coletado no interiarrefinaria. Entretanto, os pontos a montante
(4) e a jusante (5 e 8) foram semelhantes na maios parametros estudados. Isto indica que
o tratamento realizado pela refinaria tem sidoststirio, como pode ser observado nas
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analises dos pontos 2 e 3, em que a maioria dasng#ios se encontram estabilizados, com
excecéao dos cloretos e condutividade, cuja redaigéla pode ser melhorada.
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6. CONCLUSOES

# As andlises quimicas e fisicas realizadas sagerque o efluente da refinaria de
Paulinia ndo representou um fator impactante natagens de UFCs de fungos transientes

encontrados no rio Atibaia, durante o periodo estag

# No periodo de chuvas houve o aumento das UF(smdms filamentosos e de

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

# Baseando-se nas médias de temperatura das aguasAtibaia, pode-se concluir
gque o mesmo constitui um ambiente apropriado paestado de espécies microbianas

mesofilicas.

# As médias de pH das aguas do rio Atibaia indigas o mesmo constitui um local
favoravel ao isolamento de espécies microbianastuzaliais a um ambiente que tende a

alcalinidade.

# A micobiota transiente detectada no periodo edtudiai sensivel aos parametros
cloreto, sdlidos totais, condutividade, turbidemiteogénio total, pois estes fatores abidticos

influenciaram negativamente na contagem de UFC$uhg®s.

# Os parametros pH, temperatura e ions P foranraseatn relacdo aos parametros

microbiolégicos analisados.

# A analise de correlacao de Pearson pareceu n&figente para estudos ambientais

sujeitos a muitas variagoes.

# Mediante os resultados, é possivel afirmar queaap#s descarte do efluente, os

parametros bidticos analisados do rio Atibaia rdees influéncia significativa.
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RESUMO

Os fungos possuem importancia significativa paracanomia humana gragcas ao papel
fundamental que desempenham na natureza e ao jpbt@@@plicacdo que apresentam. Os
dados de base, tais como diversidade, distribiegdmlogia dos micro-organismos ainda séo
escassos, notadamente de fungos. Assim sendo, tedialno teve como objetivo
fotodocumentar e preservar fungos transientesamistem amostras de agua dos rios Atibaia
e Jaguari, bem como no efluente de uma refinatimgu&imica, na regido de Paulinia, SP, e
deposita-los na colecdo de culturas do Centro ded&s de Insetos Sociais, UNESP, Rio
Claro, SP. Ao todo, foram realizadas 36 coletaardestras entre agosto de 2007 e marco de
2009, sendo 3 pontos no polo petroquimico, 3 pambaRio Atibaia e 1 ponto no Rio Jaguari,
este tomado como referéncia, totalizando 252 aamst® método de isolamento seguiu
Clesceri et al. (1998). Apos a purificacdo, asrgss foram preservadas em tubos com meio
de cultura inclinado a 10°C enitrafreezera -80°C. Para a identificacdo fez-se o exame
direto da placa sob estereomicroscopio, observag@voscopica, microcultivo, provas
bioguimicas e, em alguns casos, utilizou-se o sexg®ento da regido ITS e de D1/D2 do
rDNA. Das 314 estirpes isoladas, 51 ndo sobrevingfi8 se mantiveram estéreis e 33 ainda
se encontram em fase de identificacdo; 167 estirpestre elas fungos filamentosos e
leveduras, distribuiram em 57 taxons, sendo 47cespa@ partir de 38 géneros. Alguns dos
géneros de fungos encontrados for&spergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma,
Cladosporium, Colletotrichum, Microsphaeropsis, Rt@m Candida, Pichia e
SaccharomycedA pesquisa mostrou que importantes projetos pagmfiormulados a partir
dos resultados aqui obtidos. Por exemplo, em \artdd seus fatores de viruléncia, a
ocorréncia da espécigandida parapsilosisencontrada exclusivamente nas amostras de agua
do rio Jaguari, o qual abastece a refinaria, devénsestigada. Pela frequencia de aparicéo e
pela sua associacdo a casos de infeccdo humarmayréneia do fungdicrosphaeropsis
arundinis também deve servir como objeto de nova investmagd potencial para
biorremediacdo das espécies que ocorreram prinogoéé nas amostras do efluente bruto
pode ser explorado. Além dessas contribuicbesha fiatalografica assumiu reformulacéo de

padréo de apresentacao, proposto ao longo do deg@mento da pesquisa.
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ABSTRACT

Fungi are of relevant importance due to their mleature and applicability to human society.
Data about diversity, distribution and ecology atrorganisms are still scarce, mainly in
fungal domain. This work aimed to isolate, chamzéeand photo-document the transient
mycota of water samples collected from the rivetibaia and Jaguari, in the surroundings of
a petrochemical refinery in Paulinia, Sdo Paulo, tindeposite the strains in the culture
collection located in the Center of Studies of 8btisects, UNESP, Rio Claro, SP. Thirty-
six samplings were taken between August 2007 andiM2009 in 3 places of the refinery, 3
in Atibaia river and one in the Jaguari river, whigas considered a reference, with a total of
252 samples. The isolation method was based orcé&lest al. (1998). After purified, the
strains were preseverd in slants at 10°C and bw-triéezing technique, at -80°C. The
identification process followed observation undereo microscope, study of squash mounts,
slide culture, physiological tests and rDNA sequegof the ITS and D1 and D2 regions.
From 314 strains isolated, 51 did not survive, @B bt sporulate and 33 are still to be
identified; 167 strains among filamentous fungi gedsts were distributed in 47 species from
38 genera. Some fungi reported wekepergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma,
Cladosporium, Colletotrichum, Microsphaeropsis, Rt& Candida, Pichia and
Saccharomyced he results showed that this research acted astdhieng point of important
projects. For instance, the exclusive occurrenagppbrtunistic specieSandida parapsilosis

in the Jaguari river samples should be investigateee to its use inside the refinery.
Microsphaeropsis arundinjsalso associated to human infections may be @ttafgstudies.
The bioremediation potential of the isolates olgdirfrom the effluent should be tested.
Finally, this study contributed with a suggestionaottandardized ID form for the culture

collection.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos Unicos que apresentanagoextremamente diversas e
estilos de vida singulares. Sdo geralmente compaidilamentos tubulares, denominados
hifas, que funcionam como unidade bésica de seymgale frutificacdo, os quais podem
constituir estruturas simples ou complexas. Saerbebficos e obtém alimentacao a partir da
matéria organica inanimada ou nutrindo-se como sgasm (TORTORA et al., 2007,
WEBSTER, 1986). Apresentam alta plasticidade, segde a maioria possui células
totipotentes, de modo que uma nova col6nia podgirsarpartir de esporos e conidios e
também de fragmentos de hifas (SINGH, 2006). Algureapécies, particularmente as
patogénicas, apresentam um fenémeno de transi¢é® anfases micelial e leveduriforme,
conhecido como dimorfismo, dependente das variagdgsentais (ALEXOPOULOS et al.,
1996; VASCONCELOS et al., 2003).

Os produtos microbianos representam cerca de B0 &ilhdes de ddélares anuais no
mercado global, considerado pouco diante do pakhwmtecnologico que possuem (CGEE,
2009). Uma parte representativa desse montanteergdea aplicacado dos fungos em diversas
areas como na utilizacdo industrial, em processoséentativos (fabricacdo de etanol e
bebidas como cerveja e vinho), na producgdo deidtitibs, vitaminas e acidos organicos, na
fabricacdo de pées, no amadurecimento de queijoshio@nversdo de produtos, na
degradacéo de cianetos, na producdo de biomassaamibustiveis, na biorremediacdo de
solos, no controle biolégico e como bioindicadoresa producdo de enzimas
lignoceluloliticas, dentre outros. Essa vasta apio biotecnoldgica apenas reflete o papel
fundamental que desempenham na natureza (CABUK; LWJNROLANKAYA, 2006;
HAWKSWORTH et al., 1995; SANCHEZ, 2009; WAINWRIGHT990). O crescimento dos
fungos também pode ser prejudicial, como no casapddrecimento da madeira, dos tecidos,
dos alimentos e de certos artigos comerciais, teagild em efeitos adversos sobre a economia
humana (HAWKSWORTH, 1992).

A literatura menciona que os fungos constituemguisdo maior grupo de organismos
no mundo (HAWKSWORTH, 1991; 2001). Em 1991, Hawkgtvoestimou existir
aproximadamente 1,5 milhdes de espécies de fulgasguais apenas 69.000 haviam sido
descritas. Esse calculo baseou-se na proporcdmged relacionados a plantas vasculares da
Inglaterra, onde se considera que o levantamentoiathversidade fangica € um dos mais

completos do mundo. Apesar de esta estimativatsalngente apontada como conservadora,
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ainda ndo foi possivel o desenvolvimento de estugios esclarecam a questdo mais
concretamente (HAWKSWORTH, 2001).

Os dados de base, tais como diversidade, distdbuie ecologia dos micro-
organismos ainda sao escassas, notadamente da.firagese necessario promover estudos e
formagao de pessoal especializado que objetiverarrdasenvolvimento e conhecimento da
area. Este trabalho retrata um esforco neste sentido
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os primeiros levantamentos sobre fungos no Brasitrecam somente a partir de
1809. Foram realizados por pesquisadores estrasgaionhecidos como “botanicos
viajantes”, os quais trouxeram grande avanco pa@nbecimento da comunidade de fungos
no Brasil. Na época, diversos espécimes macrosz®@diquens foram coletados gracas a
iniciativa dos paises europeus, considerados osipienna area de documentacdo destes
organismos e plantas no mundo. Entretanto, o ete/igrande parte do material aqui coletado
para outros paises, como a Alemanha, resultou etlap@repardveis para as nossas cole¢des
de cultura (FIDALGO, 1968).

Foi no século XVI que a taxonomia tornou-se ciéneia partir de entdo houve rapido
aumento no numero de plantas e animais terrestiepassaram a ser conhecidos (CGEE,
2009). Entretanto, pouco se investiu em sistemétiem ecologia microbiana, o que resultou
em grande lacuna cientifica nesta area. Segundokdwawth (1992), a caréncia de
informacfdes sobre os micro-organismos deve-seredenitros motivos, as dificuldades
encontradas para as suas classificacoes.

A caracterizacdo morfolégica das estruturas repincahi e sua comparagdo com as
descricbes das chaves taxonOmicas constituiu has#garmental para a identificacdo da
maioria das espécies de fungos por décadas. Notenfontos divergentes entre 0s autores
destas obras tornaram a identificacdo classicaonftéigil em diversos grupos. Um dos
problemas tem sido a dificuldade em se empregamoeito de espécie para os fungos, e a
distincdo entre individuo e populacédo fungica (ARXR74; BARNETT; HUNTER, 1972,
GEISER et al., 2007; GUARRO et al., 1999). Alémsdisalguns taxons possuem fases
teleomorfica (sexuada) e anamorfica (assexuadajuais outrora foram classificados como
espécies diferentes, embora apresentem mesmome(OGARLILE; WATKINSON, 1996).

De acordo com o entomdlogo alemao Willi Henning, E950, a classificagdo dos
organismos deveria estar relacionada com a congieedo parentesco genético e a
diversidade seria resultante da ramificacdo dossirais em espécies descendentes, de modo
que as caracteristicas utilizadas para definir g®@es nos sistemas de classificacao
surgiriam no decurso da filogenia. Esta permiteompreensdo da evolucdo de todos os
caracteres, e, dessa maneira, a classificacdaylmaldeveria tomé-la por base (KRIEGER et
al., 2009).

E importante lembrar que os sistemas de classificayxistentes baseiam-se apenas

nos 7% de espécies de fungos descritas atualm&nteaioria delas vem de regides do
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planeta com diversidade menor de espécies, clidmambiente, o que nos demonstra serem
sistemas limitados e com nivel de confianca atenuBdtas expectativas da existéncia de
mais de 90% de espécies ainda ndao conhecidas,neseasario acomodar de algum modo
essas novas espécies em tais descricdes, o quénteexipressa a falta de conhecimento sobre
a ecologia de inumeros fungos tropicais (HAWKSWORZ601).

Suh e colaboradores (2005) isolaram cerca de 6Elleas do trato digestério de
uma variedade de besouros por um periodo de maigsleanos, do sudeste dos Estados
Unidos e da llha Barro Colorado, no Panama. Ddetesluras, mais de 200 eram espécies
ainda nao descritas, o que correspondia a aproaimaite 30% de todas as espécies de
leveduras descritas até entdo. Evidéncias indicgrara maioria das espécies desconhecidas
deve ser encontrada nas zonas tropicais, princgraérem florestas pluviais como Amazoénia
e Mata Atlantica, uma vez que uma unica arvore @dmliggar centenas de insetos, e cada um
deles, por sua vez, pode abrigar outras centenamiate-organismos (HAWKSWORTH,
1991, 2001; MACHADO, 2006).

Até entdo, aproximadamente 74.000 espécies forawrités, 0 que corresponde a
aproximadamente 7% do total estimado; porém, cdec00 a 1.200 novas espécies sao
descritas anualmente (MACHADO, 2006). Embora o iBssja considerado um dos paises
com maior diversidade biol6gica do mundo, possuitetca de 20% das espécies animais e
vegetais do planeta (KRIEGER et al., 2009), pouwcsabe sobre sua diversidade microbiana.
Essa escassez de dados deve-se a diversos falenét® eles ao fato de haverem micro-
organismos nao cultivaveis nos meios de cultudidi@nais, a dificuldade de identifica-los
apenas morfologicamente, ao conhecimento defasaautaya distribuicdo e dispersdo das
espécies (GOI; SOUZA, 2006), por algumas limitaces proprios pesquisadores e pela
falta de apoio dos 6rgdos governamentais (CGER); ZRI0IGH, 2006).

Outra prioridade para a manutencdo da biodivalsidé a preservacdo dos
organismos. A melhor maneira de preservar as espécisem dulvida, a conservagasitu.
Acredita-se que micro-organismos estdo desaparecamds mesmo de serem descobertos
devido a devastacdo de seus habitats naturaisigaimente os que vivem associados a
inumeras plantas, insetos e outros organismosmsejas endémicos ou ndo. Devido a
perturbacdes ambientais, o fungenicilliopsis clavariaeformislesapareceu juntamente com
a extingdo da espécie arborea do gémeospyrosda Indonésia, na qual vivia (COLWELL,
1997). Aléem desses fatores, a conservacao dosspecgenéticos no seu ambiente natural
requer menos recursos financeiros que uma consereaesity por exemplo, o que ressalta a

vantagem da preservagdo ambiental. Esta alterriadiveficiaria diretamente os paises menos
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desenvolvidos e com menores condi¢des financarate a maior biodiversidade do planeta
se concentra (KRIEGER et al., 2009).

No entanto, apesar de mais dispendiosa, a condereacsitutambém € necessaria.
As colecbes de culturas microbianas constituem plaandesse tipo de conservacgao.
Funcionam como um banco genético onde sdo depasitadturas dos mais variados tipos e
origens, tais como as de interesse industrial, emdli, as patogénicas e as de material-
testemunho utilizadas em pesquisas. Suas criaQfe® festimuladas principalmente a partir
dos anos 1970 pela International Depository Authi@tDA) para que fossem depositados os
micro-organismos envolvidos em patentes. Sao tanbéais de referéncia, pois abrigam
informacdes sobre os micro-organismos preservagos classificacdo, filogenia, ecologia e
possiveis aplicacdes. Estas caracteristicas penméfemar que as colecdes de culturas
microbianas constituem-se, entdo, em registros guegntes da microbiota. Além disso,
podem desempenhar papel fundamental em educacaerabbipor meio de exposicoes
semelhantes a jardins botanicos, por exemplo, prenda a divulgagédo, o conhecimento
desses organismos a todos os cidadaos e mostaaduoortancia (CGEE, 2009; KRIEGER
et al., 2009; MELLO et al., 2003).

No Brasil, a colegdao mais antiga remonta aos ano$8@& a 1828, resultado das
coletas do pesquisador W. J. Burchell. O primeiabdlho continuo e sistematico sobre
nossos fungos foi realizado pelo padre austriadRick, considerado o pai da micologia
brasileira. Como mencionado, estes e todos osutemuscritos e herbarios, frutos destas
pesquisas pioneiras, encontram-se hoje deposiwdosolecdes do exterior, permanecendo
poucos registros no Brasil (CAPELARI; GUGLIOTTA, 98 FIDALGO, 1962, 1968).

Em 1954, o Professor Augusto Chaves Batista inicima série de trabalhos sobre
taxonomia de fungos no Departamento de Micologia Waversidade Federal de
Pernambuco, em Recife, onde organizou uma colecfindes existente até os dias de hoje.
Outra importante colecao de fungos foi desenvolpela Professor Jaime Rocha de Almeida
no antigo Instituto Zimotécnico, atual DepartameagoAgroindustria, Alimentos e Nutricdo
na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queird®’ Universidade de S&o Paulo (ESALQ
— USP). Essa colecdo compreende, principalmentedlgas de interesse industrial. Ha ainda
outras colecdes de fungos pelo Brasil, cada unss dleldicada a um grupo especifico, como
indicado na tabela 1.
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Tabela I Principais colec¢des brasileiras de culturas dgdan

Area de

Nome Sigla Localizacédo ~
concentracao

Fungos isolados de

Universidade de Brasilia UnB Brasilia
plantas do cerrado

Instituto de Pesquisas Fungos de interesse

Tecnologicas do Estado de IPT Séo Paulo industrial
Séo Paulo
Departamento de Genética da ESALQ/USP Piracicaba ggri]r?t% Sreinsdemlgﬁgﬁc%
ESALQ/USP 9
Instituto Agronémico de IAC Campinas Fitopatdgenos
Campinas
Instituto de Botanica de Sao IBT Séo Paulo C‘?"?‘?a‘? de
basidiomicetos
Paulo
Centro Nacional de Pesquisa
de Recursos Genéticos e de Fungos para o
Biotecnologia da Empresa CENARGEN Brasilia | controle bioldgico de
Brasileira de Pesquisa insetos
Agropecuaria de Brasilia
Colecéao Brasileira de Microt
organismos de Ambiente €
Industria do Centro CBMAI — Fungos de interesse

Pluridisciplinar de Pesquisa
Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas da Universidade
Estadual de Campinas

Colecéo de Culturas e Célula% ~
da Universidade Federal de olegdo de Culturas g B_elo
" Células da UFMG Horizonte

Campinas

S CPQBA/UNICAMP ambiental e industrial

Leveduras de
interesse ambiental e

Minas Gerais industrial
Colecao de Culturas Tropical Micro-organismos
da Fundacé&o Tropical de nao patogénicos ao
Pesquisas e Tecnologia André CCT — FTPT Campinas| homem, de interesse
Tosello cientifico, industrial e
ambiental

No entanto, a maioria dessas cole¢fes € destinpegaciuisa e armazenam estirpes
utilizadas somente em estudos cientificos. Umaate#agem das colecdes de pesquisa refere-
se ao fato de que quando o pesquisador resporesssl o trabalho, muitas vezes a colecao

também deixa de ser mantida, causando prejuizosciiras e na preservacdo das espécies
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(CGEE, 2009; KRIEGER et al., 2009). Esta realidadementavel, pois as cole¢des conferem
maior credibilidade e confiabilidade ao trabalhalimdo ja que o depdsito de uma estirpe
requer o cumprimento de exigéncias de padronizagawlial, a fim de garantir o controle da
qualidade da mesma (MELLO et al., 2003; WFCC, 1999)

Em diversos paises, além das cole¢bes de peseiggem as de iniciativas
independentes ou mesmo governamentais, como a @éaneffype Culture Collection
(ATCC) e o United States Department of Agricult@ndture Collections (USDA), ambas nos
Estados Unidos (EUA). Destacam-se ainda o Centreedln voor Schimmelcultures (CBS)
na Holanda (no momento o principal centro europeuestudos de fungos), o German
National Resource Centre for Biological MaterialSfidZ) na Alemanha, a Belgian Co-
ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM) Balgica, o National Collection of
Yeast Cultures (NCYC) e o Commonwealth AgricultuBalreau International (CABI) no
Reino Unido. H4 também a Japan Collection of Miogaaisms (JCM) no Japao (CGEE,
2009; MELLO et al., 2003). No Museu de Historia ifat em Paris, no Biology Center of the
Museum of Upper na Austria e no Smithsonian Institunos EUA, ha colecbes de laminas
de espécies-tipo mantidas em museus e labora{@{®EE, 2009).

Um levantamento realizado pela Embrapa em 2003atons52 cole¢cbes brasileiras
de micro-organismos, sendo que algumas abrigam éambrganismos geneticamente
modificados (MELLO et al., 2003). Cerca de 70 nsipécies estdo depositadas nas cole¢des
de culturas espalhadas pelo mundo (CGEE, 2009kseptando apenas 11.500 das espécies
descritas, ou seja, menos de 1% do total de espesiienado (MACHADO, 2006). Acredita-
se que muitas espécies possam estar representadagms de cinco estirpes nas colecdes,
indicando que ha baixa variabilidade genética iasigecifica preservada. No entanto, ainda
nao ha um parametro que defina quantas estirpesndeer conservadas para representar
apropriadamente a variabilidade de um taxon (HAWKERVH, 2001).

S&o raras as cole¢cdes que possuem suas bases deirdaduatizadas; iniciativas
estdo sendo tomadas para a criagao de redes eatr@bases de dadmsline, de modo a
facilitar o acesso dessas informacfes aos taxotasnisistematas, demais pesquisadores e
também ao cidaddo comum, segundo um consenso rhy @A WELL, 1997). Esta
tendéncia estimula o desenvolvimento e a estridoralep bancos de dados e de imagens
virtuais com acessos gratuitos sobre as mais divediseas. No caso dos fungos, onde a
morfologia ainda é fundamental para identificac@og@neros e espécies, sabe-se o quanto
uma boa imagem pode permitir a identificacdo e racterizacdo dos mesmos. A foto-

documentacdo serve como ferramenta complementargaentificacdo das espéciésn
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1991, Hawksworth j& mencionava a importancia darinatizacdo dos dados descritivos e
comparativos sobre fungos, incluindo suas ilustrs¢de

Nesse sentido, agéncias de fomento tém estimuladforanatizacdo de acervos e a
criacado de redes de dados, como vem sendo feiloRIRIEP — Financiadora de Estudos e
Projetos — do Ministério de Ciéncia e Tecnologi@) soordenacdo da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Este projeto visa o medgimento de uma rede de cole¢des de
micro-organismos com a implantacdo de um sistemafdemacao eletrénico de recursos
genéticos microbianos. Este sistema deve compreémemacdes sobre as caracteristicas
dos micro-organismos e sobre 0s acessos ao gesnwpleicrobiano, de maneira agil e
confiavel, além da elaboracdo de catalogobne e impressos. Com estes recursos, sera
possivel estabelecer um fluxo continuo de informagdenateriais de maneira integrada e
facilitada, além de evitar a desnecessaria e omemalizacdo de trabalhos semelhantes,
otimizando a producéo técnica e académica da EtenL(O et al., 2003).

Outra iniciativa semelhante é o Sistema de InfoBmasmbiental do Biota (Sinbiota)
vinculado ao Programa Biota da Fundacédo de Ampdaresauisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP), cujo objetivo € integrar as informacolesdas pelos pesquisadores do programa
sobre a biodiversidade do estado e relaciona-lasna base cartogréfica digital (CGEE,
2009). Na UNESP de Rio Claro foi desenvolvido site denominado “O mundo das
leveduras”, contendo informagdes gerais sobre esi@®-organismos e uma base de dados,
com informacbes sobre as estirpes preservadas gefsaobjetivando a divulgacdo de
informacdes de modo que estejam ao alcance da cdaalen

Alguns paises tém desenvolvideebsitesque visam catalogar a biodiversidade
microbiana e que permitam o acesso da populacésas enformacdes, como no caso do “All
Species Foundation” nos EUA que pretende catalogkas as espécies vivas do planeta num
prazo de 25 anos (ALL..., 2009), o “Species 200@Hkém dos EUA, que visa organizar uma
base de dados com todas as espécies vivas do neugde dé acesso aos estudos sobre
biodiversidade (SPECIES..., 2009), assim como d&@I®iodiversity Information Facility
(GBIF) (CGEE, 2009) e o Integrated Taxonomic Infatimn System (ITIS, 2009) que integra
informacdes taxonbmicas sobre todos os organismaswhdo (também sendo desenvolvido
nos EUA). Outro projeto, denominado “The InternagioBarcode of Life” tem por objetivo
utilizar sequéncias curtas de regides especificaBNl& para facilitar a identificacdo de
espécies (PHILLIPS, 2009).

Estudos de grande importancia, voltados ao levantore caracterizacao de fungos
de macro e microambientes no Brasil tém sido raddiz (ROCHA; ZOTTARELI, 2002;
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SCHOENLEIN-CRUSIUS et gl 2001; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006;
SCHOENLEIN-CRUSIUS; GRANDI, 2003; SOUZA; AGUIAR, 28; WELLBAUM et al.,
1999). No entanto, muitos ambientes e regifes dmsdgs biomas brasileiros permanecem
inexplorados e constituem uma fonte de recursoétigess imensuravel. Investigagcdes como
a proposta neste trabalho devem ser cada vez stamsiadas.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Fotodocumentar e preservar os diferentes taxagiitados das amostras de agua
dos rios Atibaia e Jaguari, bem como do efluenttustrial da regido petroquimica de
Paulinia, SP, mediante a elaboracdo de fichasogafdicas informativas. Verificar a

predominancia dos taxons e a relacdo com os pdatosleta.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Meios de cultura utilizados para identificacaalos fungos

4.1.1. Agar aveia (OA)

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

A aveia em flocos foi fervida com agua destilada pdora, filtrada em gaze e a
seguir, completou-se o volume para 1000 mL novaeéih seguida, o meio foi esterilizado

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

4.1.2. Agar Czapek extrato de levedura (CYA)
K,HPO, 1,09
Czapek concentrado (vide item 4.3.3) 10 mL

Extrato de levedura 500
Sacarose 30,09
Agar 1509
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 1218€C15 minutos.

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

Agar Extrato de Malte 61,0 g

Agua destilada q.s.p. 1000 mL

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

minutos.

4.1.4. Agar nutriente sintético (SNA)

KH2PO, 109
KNO3 10g
MgSQO,.7 H,O 0,59
KCI 05¢9
Glicose 0,29

Sacarose 0,29
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Agar 20,09

Agua destilada q.s.p. 1000 mL

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

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 1236€15 minutos. Os fragmentos de
papel de filtro foram autoclavados separadamewte s mesmas condi¢des) e um deles foi
colocado sobre o meio de cultura, no centro daaplagnutos antes de inocular o micro-

organismo.

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

4.2.1. Meio basal para assimilacdo de fonte de cano (C)

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

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 1248€ 15 minutos. Este meio foi
utilizado como base para a adicdo de diferentest&utias como fontes de carbono. Cada
substancia foi esterilizada e adicionada conformeinatrucdes técnicas do produto. As
substancias adicionadas foram: glicose, galactoserbose, sacarose, maltose, celobiose,
trealose, lactose, melibiose, rafinose, melezitdsalina, amido soluvel, D-xilose, L-
arabinose, D-ribose, L-rhamnose, D-glicosamina,cétibD-glicosamina, glicerol, eritritol,
ribitol, galactitol, D-manitol, D-glucitolg-metil D-glicosideo, salicina, gluconato, DL-lactat

citrato, inositol, 2-ceto-D-gluconato, D-glucorooaxilitol, L-arabinitol.

4.2.2. Meio basal para assimilacdo de fonte de nigénio (N)

Yeast Carbon Base (YCB) 0,585¢g
Agar 1,00 g
Agua destilada g.s.p. 50 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, C2pdr 15 minutos. Este meio
também foi utilizado como base para a adicdo deratites fontes de nitrogénio. Cada
substancia foi esterilizada conforme as instrucfieficas do produto. As substancias
adicionadas foram: nitrato, nitrito, cadaverinagatinina, L-lisina, D-glicosamina, creatina,

imidazol.
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4.2.3. Meio basal para teste de crescimento na genca de alcoodis

Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,349
Glicose 0,25¢g
Agar 1,00 g
Agua destilada g.s.p. 50 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, €2i8r 15 minutos. Apds inoculacao
das estirpes na placa contendo o meio, foram awidms na tampa da placa
aproximadamente 0,3 mL de metanol, etanol, acel@atetila, propano 1,2 diol e butano 2,3

diol em placas individuais e vedadas para evitaragporacao para o ambiente.

4.2.4. Meio basal para teste de resisténcia a cidleximida

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

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

meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 1216C1j» minutos.

4.2.5. Teste de crescimento em merdamin-free

Meio Vitamin-freeDifco® 0,835¢g
Agar 1,00 g
Agua destilada g.s.p. 50 mL

O meio foi esterilizado conforme as instru¢fesitéxs do produto.

4.3. Reagentes e solucdes

4.3.1. Solucao salina 0,85%

NaCl 859

Agua destilada q.s.p. 1000 mL

A solucéo foi autoclavada por 15 minutos a 121°Gaeri

4.3.2. Solucao de cloranfenicol
Cloranfenicol 109
Alcool 95°GL g.s.p. 10 mL
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A solucao foi esterilizada por ultra-filtragdo enemrbrana com poros de 0,gfh de
diametro e mantida a -20° C.

4.3.3. Czapek concentrado

NaNG; 30,09

KCI 509
MgSQ,. 7 H:,0 509
FeSQ. 7 H,O 01g
ZnSQ, 7 H,0 01g
CusQ .5 HO 0,05 g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Mantém-se por tempo indeterminado, sem esteril@gurecipitado de Fe(Oklpode

ser re-suspendido mediante agitacdo antes deilsaadd.

4.3.4. Solucao de glicerol 15%

Glicerol 150 mL
Agua destilada q.s.p. 850 mL

A solucéo foi autoclavada por 15 minutos a 1219CGaém.

4.3.5. Solucao de lise

Tris 50 mM

Acido etileno diamino tetra-acético (EDTA) 50 mM

NacCl 250 mM

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

Esterilizou-se por filtracao.

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

Tris 108,0 g
Acido borico 55,09
EDTA 8,39
Agua ultra pura, qualidade Milffg 600 mL

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

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

Misturou-se os dois volumes. Nao foi necessarierdigar.

4.3.8. Tampéo Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5x

TBE 10x (solucdo estoque) 50 mL
Agua ultra pura, qualidade Milffg 950 mL
Misturou-se os dois volumes. N&o foi necessarierdigar.

4.3.9. Tris-EDTA (TE) (para 1 L de tampéo)
Tris 1M 10 mL
EDTA 0,5M 2mL

Ajustou-se para pH=8,0 e completou-se o volume gdarh com &agua miliq.

Autoclavou-se durante 20 minutos.

4.3.10. Gel de agarose 1%
Agarose 1049
TBE 1x 100,0 mL

Pesou-se a agarose que foi adicionada a um Erlemmdey250 mL, juntamente com

TBE 1x e a solucédo foi homogeneizada. Em seguidalacédo foi aquecida até tornar-se

completamente limpida. Deixou-se a solucdo esht@ratingir a temperatura aproximada de

4.3.11. Gel de agarose 1,4%
Agarose 149
TBE 0,5x 100,0 mL

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

solucéo foi homogeneizada. Em seguida, a solugdagfeecida até tornar-se completamente

limpida. Deixou-se a solucédo esfriar até atingeraperatura aproximada de 55°C.

4.3.12. Marcador de massa molecular
DNA Ladder 1 kb (Prome§a
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4.3.13.Primers

ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') (WHITE et al., 199

ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE et al., 99)

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

NL4 (5-TAGATACATGGCGCAGTC-3) (VILELA et al., 2005)

Os primersforam diluidos em tampédo TE até a concentra¢dbOgenol, no caso de
ITS1 e ITS4, e a 10 uM no caso de NL1 e NL4 e mdastia -20°C. ITS1 e ITS4 foram

utilizados para fungos filamentosos, enquanto NNL & foram utilizados para leveduras.

4.3.14. Tampao de amostra para corridas em gel dgarose — “Loading Buffer”

Azul de bromofenol 0,025 ¢
Sacarose 409
Agua ultra pura, qualidade Milffg 10 mL

A solugéo foi misturada e armazenada a 4 °C.

4.3.15. Corante lactofenol azul de algodao (COLLINSL969)

Acido fénico fundido-fenol 1% 20 mL
Acido latico 20 mL
Glicerina 40 mL
Azul de algodéao 0,05¢

4.4. Locais de coleta e isolamento de fungos

Os locais de coletas foram: ao longo do Rio Atilfpantos 4, 5 e 8), dentro da area
da refinaria (pontos 2, 3 e 6) e no Rio Jaguarnigdl), no municipio de Paulinia, SP
(conforme Fig. 2 do capitulo 1). As coletas oc@merentre agosto de 2007 e marco de 2009,
totalizando 36 coletas em 7 pontos, num total d& &%kostras. Apos a coleta, as amostras
foram transportadas protegidas da luminosidadetefdbgeracdo e armazenadas a 6 + 2°C até
0 momento de serem processadas. As amostras fétmgoepdas de acordo com o método de
Clesceri et al. (1998).

4.5. ldentificag&o e caracterizagao dos isolados
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4.5.1. Identificacdo por caracterizacdo morfologica

As culturas foram observadas macro e microscopicemenediante o uso de
estereomicroscopio e preparacao de laminas parasoapia Optica, respectivamente, sendo
as ultimas em montagem umida, com lactofenol azalgieddo. Quando necesséario, utilizou-
se 0 método de Riddell (ou técnica de microculiiveh que um pequeno bloco de agar
inoculado foi colocado no centro de uma laminargigt@da, cobrindo-o com uma laminula
estéril. Este conjunto foi mantido no interior deaucamara umida, constituida de uma placa
de Petri com um pedaco de papel de filtro umedemidgua destilada esterilizada, sobre um
tubo de vidro em U, conforme a figura 1 (CROUSIe2809).

Figura 1. Microcultivo em Iamina do fungo do généfachoderma.

A caracterizacao foi realizada baseando-se em shaveanuais de identificacdo, de
acordo com o grupo ao qual pertencesse o isoladoegendo-se medicdo de estruturas,

coloracéo, superficie de colbnia, taxa de cresdmpentemperatura 6tima de crescimento.

4.5.2. Identificagcdo molecular

Em alguns casos, a identificacdo por marcadoregaulalres e sequenciamento do
DNA ribossdmico (rDNA) fez-se necessaria. A exttadé DNA foi adaptada de Sampaio et
al. (2001) e Almeida (2005), por método mecanin,que micro-esferas de vidro (Sigtha
estéreis foram adicionadas a microtubos de 1,5anteado 500 pL de solucao de lise esteéril.
Foram adicionadas aproximadamente duas a trés godgenicélio do fungo filamentoso
com até 7 dias de crescimento, e no caso de leaagdimas a trés algcadas da colénia com no
maximo 5 dias, e agitadas vigorosamente em vorteX po8 minutos, promovendo a quebra
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das células para liberagdo do DNA contido no nuchgmds a agitacdo, os tubos foram
incubados em banho-maria por 1 hora a 65°C. Repetas procedimentos de agitacédo e de
incubacdo no banho por mais 1 hora e, depois disstubos foram postos em centrifuga por
15 minutos a 13.000 rpm. Em seguida, recuperoufagseaaquosa (aproximadamente 400 uL)
em novos tubos estéreis previamente marcados. deenf@rir a qualidade da extragéo,
realizou-se eletroforese em gel de agarose 1% aampédo TBE 1x, no qual 2 pL de cada
amostra obtida do DNA bruto foram misturados coml2de corante (Loading Buffer) e
aplicados individualmente. Depois da corrida, o fpélrevelado em brometo de etidio,
visualizado através do transiluminador EletronidtM@ave™ Transilluminator e fotografado
com auxilio do programa Kodak Digital Scienc€1D

As extracdes bem sucedidas foram diluidas na pgépate 1 uL de amostra para 750
uL de Agua ultrapura estéril, qualidade Mflligntes de cada reacgéo. No caso das leveduras,
foi realizado o procedimento de PCR para microbsa{@®SP-PCR), adaptado de Meyer et
al. (1993), no qual foram comparados padrbes dddsapara realizacdo de agrupamentos
entre as estirpes, bem como para deteccao derdifegées intra-especificas. Os padrdes de
bandas foram comparados com marcador moleculad@radjue possui 1000 pares de bases
com pesos conhecidos (Prom&daorp.), aplicando-sepb nos pogos das extremidades do
gel. Para a amplificacdo por MSP-PCR, foi preparadanix de reagentes contendpramer
(GTG)s, conforme tabela 2.

Tabela 2.Reagentes para o MIX de PCR para microssatélite

Reagentes Quantidade por amostra
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0 uL
Buffer 10x (“tampéo da Taq”) 2,5 uL
MgCl, (50 mM) 1,0 uL
Primer (GTG3j — (10 uM) 2,0 uL
Agua ultrapura, qualidade Millfgestéril 10,3 pL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2 uL

O mix foi agitado vigorosamente em vortex e posto centrifuga por alguns
segundos, distribuido em aliquotas de 20 puL ematuibos de 0,2 mL e por fim, adicionado
5 uL do DNA diluido. Essas misturas de reagentes DOIA foram agitadas brevemente em
vortex e logo em seguida centrifugadas por algagargdos. A partir de entédo, os microtubos
das amostras foram colocados em um termocicladardsa inicio ao programa “MSP-PCR”
(2° ciclo: 95°C/ 3 min, 40 ciclos a 93°C/ 45 s,601 min, 72°/ 1 min e final de 72°C/ 6 min,

10°C «). Ap6s a amplificacdo, as amostras foram aplicaglas gel de agarose (1,4%
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preparado com TBE 0,5x), em tampao TBE 0,5x pardicas a qualidade dos produtos

formados. Depois da corrida, o gel foi reveladoleometo de etidio, visualizado através do
transiluminador Eletronic Multiwav&€ Transilluminator e fotografado com auxilio do

programa Kodak Digital Science {DQuando identificada a semelhanca entre as estirpe
uma foi selecionada para seguir as etapas subgegdersequenciamento.

Apos a extracdo e, no caso das leveduras, apdsidacdo microssatélite, foi feita a
amplificacéo da regido D1/D2 do DNA ribossémico 288 caso de fungos filamentosos, foi
realizada a amplificacdo da regido ITS do DNA r#dosico 26S. Para isso, um mix de
reagentes contendo @simers NL1 e NL4 foi preparado para amplificagdo do DNAs da
leveduras (Tab. 3) e outro para os fungos filansmgacontendo oprimers ITS1 e ITS4
(Tab. 4).

Tabela 3.Reagentes para o MIX de PCR para amplificaca@egi@do D1/D2 do DNA
ribossémico 26S

Reagentes Quantidade por amostra
Agua ultrapura, qualidade Millzl@qestéril 8,3 uL
Primer NL1 (10 pM) 2,0 uL
Primer NL4 (10 pM) 2,0 uL
Buffer 10x (“tampéo da Taqg”) 2,5 uL
MgCl, (50 mM) 1,0 pL
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0 uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2 uL

Tabela 4.Reagentes para o MIX de PCR para amplificacdoedeio ITS do DNA
ribossémico 26S

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

Assim como no microssatélite, o mix foi distribuigim aliquotas de 20 uL em tubos
de 0,2 mL e, em cada tubo, foram adicionados 5 plsuderespectiva amostra de DNA
diluido em &gua ultrapura, qualidade Mifligstéril na proporcéo de 1:750. Os tubos foram
agitados em vortex por 5 segundos, aproximadamsetgiido de breve centrifugacédo para

serem distribuidos no termociclador e iniciar o peoga de amplificagédo (1 ciclo de 96°C/ 3
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min seguido de 35 ciclos a 96°C/ 30 s, 61°C/ 4B28C/ 1 min, 10°Cto, para amplificacao
da regido D1/D2 e 1 ciclo de 94°C/ 3 min seguid@8eiclos a 94°C/ 1 min, 52°C/ 1 min,
72°C/ 2 min, 10°Cko, para amplificacdo da regido ITS). Para verificadads produtos de
amplificacéo, 2 pL das amostras foram misturadas ameante (Loading Buffer) e aplicadas
em gel de agarose 1% para eletroforese, comoadalizara verificacao da extracao.

Depois da verificacdo da qualidad®s produtos formados na amplificacdo, as
amostras foram purificadas, utilizando-se o kiludtra GFX PCR DNA and gel band
purification kit”, da GE Healthcafe Subsequentemente, as amostras foram aplicadgslem
de agarose 1% para eletroforese para nova checagem.

As amostras purificadas seguiram para o0 passoedgdo de sequenciamento,
utilizando-se o kit “DYEnamit" ET Dye Terminator Kit", da GE Healthc&reApenas 1 pL
das amostras foi utilizado para a reacdo de segumeacto. Foi empregado o programa
“DYEnamic” (25 ciclos de 95°C/20 s, 50°C/ 15 s é®060 s). Ap6s a amplificacdo, todas as
amostras seguiram para a purificacado da reacdeqieisciamento, adaptado do manual de
instrucdes do kit “DYEnami&! ET Dye Terminator Kit", GE Healthcdte A seguir, ap6s
secagem, opelletsdas amostras foram re-suspendidos com 3 pL de foigaa(do kit do
DYEnamic®), agitadas em vortex e centrifugadas por algugsrstos, colocadas no gelo e
abrigadas da luz até serem aplicadas no sequenéiBd@77 (Applied Biosystems).

Apds esse procedimento, as sequéncias obtidam feditadas mediante uso do
software BioEdit Sequence Alignment Editor, versdo 7.0.D@pois da edicdo, foram
analisadas no site < http://blast.ncbi.nlm.nih.8tagt.cgi> e comparadas com as depositadas

no banco.

4.6. Preservacéao das culturas

As estirpes isoladas neste estudo foram preseneadaggar malte 2% inclinado em
tubos de cultura e enitrafreezermediante a técnica de criopreservagéo a -80°C (C8®)
com algumas adaptagfes. Nesta, microtubos de gpilipno de 2 mL e pérolas de vidro (3
mm diametro)foram esterilizados em autoclave, a 1 atm, a 12pW€,15 minutos. Em
seguida foram etiquetados em duplicata, sendo whicsotubos para cada estirpe a ser
preservada. Em cada microtubo, foram adicionad®si4@e solucéo estéril de glicerol 15%.
As estirpes a serem estocadas foram cultivadasapnente por 3 a 5 dias, no caso de
leveduras, e 7 dias, no caso de fungos filamentasusagar malte 2%. Apos a adicdo da
solucéo de glicerol, as estirpes foram transferasmssmicrotubos, agitadas vigorosamente em

vortex por 10 segundos, aproximadamente, e, logs, dpéam adicionadas as pérolas de
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vidro até cobrir todo o volume de glicerol. Em sdguos microtubos foram congelados por 2
horas a -20°C antes de serem transferidos pan#rafreezersa -80°C. As duplicatas foram
guardadas em caixasfreezersseparados, para garantir uma cépia de seguramgacada
estirpe (Fig. 2).

Figura 2. Caixa para preservagao de micro-organismos entuios a -80°C.

4.7. Documentacao dos fungos

As espécies de fungos isoladas foram foto-docuadestatravés de um microscopio
éptico com um captador de imagens, L&i@M 1000, e uma camera LeftdDFC 280
acoplada.

As imagens obtidas, juntamente com as suas regpediescricoes e observacoes,
foram reunidas em uma ficha catalografica para t@adan identificado. Na ficha constam as
seguintes informagdes: codigo do isolado, dataddieta; identificagéo, origem, imagem de
macroscopia de coldnia, imagem de microscopia, ¢gdedj informacfes taxondmicas,
descricdes macro e microscoépicas, informacdes sestigpes de mesma espécie quando
ocorrerem, observacdes relevantes, sequencia de QjNAndo obtida) e referéncias
bibliogréficas utilizadas para identificagdo modigica mediante uso de chaves.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 314 culturas de fungos, das quargidélsobreviveram sob condicdes
laboratoriais, 63 mantiveram-se estéreis (fungos efporulantes - FNE) e 33 ainda
encontram-se em fase de identificacdo. Os 16@dsslviaveis identificados distribuiram-se
em 57 taxons dos quais 47 espécies foram registeagartir de 38 géneros. Os resultados até
o momento obtidos foram fotodocumentados nas fichteograficas de modelo padréo para
a colecao de culturas do Laboratorio de Microbi@latp CEIS. Na figura 3 encontra-se um
modelo da ficha e em sequéncia a fotodocumentagsig@&heros encontrados, representados
por uma das espécies identificadas. O critériopdesantacdo das fichas seguiu a sugestao de
Crous et al. (2009) e por ordem alfabética. A disgasseguiu 0 mesmo critério. O codigo de
identificacdo das culturadSC significa Aline da Silva Cruz, e 0 numero expressa

sequéncia do isolamento.

T 3§
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Microbiologia FICHA CATALOGRAFICA
1) Codigo: 2) Data de coleta:
3) Identificacio:
4) Origem:
5) Macroscopia da coldnia: 6) Microscopia:

7) Medicdes:

8) Observacdes:

9) Referéncias bibliogrificas:

Figura 3: Modelo proposto de ficha catalografica.
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Microbiologia FICHA CATALOGRAFICA
1) Cddigo: ASC449 2) Data de coleta:10/03/2009
3) Identificacao: Mucor sp. Mich. ex St.-Am.

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

Em MA 2%: colénia de 30 dias de o . .
incubacao a 25°C. Esporangio contendo esporangiésporos enmseior.

7) Medicgoes:
Esporangios: 1-gm x 4-7um
Esporangioporos: 23-3dn de diametro

8) Observagdes:
Em fase de identificacdo especifica.

9) Referéncia bibliografica:

BONONI, V.L.R. (org.)Zigomicetos, basidiomicetos e deuteromicetoro¢des basicas de
taxonomia e aplicacdes biotecnoldgicas. Sdo Pidotuto de Botanica, Secretaria de
Estado do Meio Ambiente, 1998. 184p.

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

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

4) Origem: Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 086" (S)

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

o
/O | D O
(@)
(@)
o

: ) . Células com 7 dias de incubagéo a 25°C.
Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubacao

a 25¢C.

7) Medicbes:

Células: 2,0-3,5 x 3,0-446m

8) Observacoes:

R — regido D1/D2:
AGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACTTTAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATC
TTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGEFAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCAGACCT
ATGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGG
CGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTG
TTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTCTGGGGGTGGCCTCTACAGTTTACCGGGCCAGC
ATCAGTTTGAGCGGTAGGATAAGTGCAAAGAAATGTGGCACTGATTCGGTATGTGTTATAGTCTTTGTCGATACTCCCAGCTT
AGACTGAGAgGCGCTTCG

Testes de assimilacéo:

Positivo: glicose, galactose, L-sorbose, sacarose, matresdose, melezitose, D-xilose, N-acetil D-
glicosamina, etanol, gliceroal, ribitol, D-manit®@;glucitol, a-Metil D-glicosideo, gluconato, imidazole,
cadaverina, L-lisinayitamin-free D-glucono-lactona.

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

Cdédigo | Data de coletal Local de isolamento

ASC187| 17/02/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 4200(WO) 47° 08’ 06,6” (S)
ASC188| 28/04/2008 | Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 08,6” (S)
ASC200| 28/04/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 4200(WO) 47° 08’ 06,6” (S)
ASC242| 28/04/2008 | Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 08,6” (S)
ASC317| 28/10/2008 Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 4200(WO) 47° 08’ 06,6” (S)
ASC318| 28/10/2008 | Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 08.6” (S)

9) Referéncia bibliogréfica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, DYeasts: characteristics and identification.3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 2000, 1139p.
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Microbiologia FICHA CATALOGRAFICA
1) Codigo: ASC387 2) Data de coleta:15/12/2008

3) Identificacdo: Coniochaeta pulveraceg&hrh.) Munk
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§®&0) 47° 07’ 19,2" (S)

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

Conidios e micélio verdadeiro.

Em MA2%: cultura de 7 dias de incubacédo
a 25°C.

7) Medicdes:
Conidios: 3.0-3.5 x 1.5-2.5 um.

8) Observacdes:

Consenso — regido D1/D2
CGAGTGAAGCGGCCACAGCTCATATTTGAAATCTGGCCTCGGCCCGAGTTIAATTTGCAGAGGAT
GCTTTTGGGTGCGGTGCCTTCTGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCGGAGTEGTGAGAGCCCCGTA
CAGTTGGACACCAAGCCCTTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTACTTTGGAATGCTGCTCTAA
ATGGGAGGTATATCTCTTCTAAAGCTAAATATAGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGA
TCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAACAGTACGTGAAATTG TTGAAAGGGAACGG
CTTGCGACCAGACTTGCGCCGGGACGATCATCCGCGGTTCTCCGCGGTGCRCGCCCCGGCGCAG
GCCAGCGTCGGTTCTAGCGGGGGGACAAAAGCTTGGGGAACGTGGCTCCTGGGAGTGTTATAG
CCCCTCGCCGAATGCCCCCGCCGGACGAGTCTGCGCTCCGGCAAGGACGEICGTAATGGTCGCC
AGCCACCCGTCTTGAA

9) Referéncia bibliogréfica:

MUNK, A. Coniochaeta pulverace®an. bot. Arkiv. Kobenhavn, v.12, n. 11, p. 9, 1948.
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Microbiologia FICHA CATALOGRAFICA

1) Cddigo: ASC360 2) Data de coleta27/11/2008
3) Identificacdo: Galactomyces reesqiVan der Walt) Redhead & Malloch
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§WO0) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

"‘. : f: - ’ ; ":b % \'.; ; | = figum
Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubagdo Artrosporos e hifa (fase assexuada).
a 25°C.
7) Medicdes:

Artrosporos:6-7 X 5-6 pm

8) Observacgoes:

Consenso - regido D1/D2
TCGAGTTGTAATTTGTAGATTGTATCTTGAGAGCGGACTAAAGTCTGTTGRATACAGCCCCTTAG
AGGGTGACAGCCCCGTAAAGTTTATTCTCATTGTAAGATGCTTTCGAAGAG CGAGTTGTTTGGGA
ATGCAGCTCTAAGTGGGAGGTAAATTCCTTCTAAAGCTAAATATTGACGAGAGACCGATAGCGAAC
AAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGT ACGTGAAATTGTTA
AAAGGGAAGGGTATTGAATCAGACATGGTGTCTGTTGTTCAGCTTTGCTTGGCATGGTGTATTCA
ACAGCACTGGGCCAAGGTGGGGTGATTGGGAGTGAAAAAGGAATAGGAATGGGCTCTTCGGAGT
GTGATAACCTGTTTTCATAACTCCTCAGTCGCCTCAGGACTGCGCTTCGGAGGACTTTGGC

9) Referéncia bibliogréfica:

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

1) Codigo: ASC224 2) Data de coleta:16/07/2008

3) Identificacao: Geotrichum klebahni{Stautz) Morenz

4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§&O0) 47° 07’ 19,2" (S)
5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

()
&\

3

>
/

J < -
-
Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubacdo a  Artrosporos.
25°C
7) Medicdes:

Artrosporos: 5-15 x 2-8m

8) Observacdes:

Consenso — regido D1/D2
ATGCTTACTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAGCTCAAATTTGAAATCGGCCTCAGGTCGAGTTGTAA
TTTGTAGATTGTATTTTTGATTTGGTTAAAGTCTGTTGGAACACAGCGCCTTAGAGGGTGAGAGCCC
CGTAAAACCTATTCAATTGTAAAATACTTTCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGT
GGGAGGTAAATTCCTTCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTT AAAAGGGAAGGGT
ACTAAATCAGACGTGGGTGTTGTGTTCAACTTTGTTTTGGCAAAGTGTACTGCAACATCTAGGCCA
AGGTGGGATAGTTGGGCAGGAAAAAGCTTGAGGAAAGTGGCTCTTCGGAGETCGACTGTCTCAG
GACTGCGCATTTTGCTAGGATCTTGGCGTAATGATTTTGTACCGCCCGTAIGAACCGGGACCAA

Testes de assimilacao:

Positivo: maltose, nitrato.

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

Negativo: glicose, celobiose, trealose, lactose, inulinadarsolavel, D-xilose, D-arabinose,
D-ribose, N-acetil D-glicosamina, etanol, gliceretjtritol, ribitol, D-glucitol, a-metil D-
glicosideo, gluconato, inositol, imidazole, 2-c&ayluconato, D-glucoronato, L-arabinitol,
propano 1,2 diol, nitrito, L-lisina, ciclo-heximidd,01%, ciclo-heximida 0,1%, acetato de
etila, D-glucono-lactona.

9) Referéncia bibliografica:

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

1) Codigo: ASC205 2) Data de coleta:13/08/2008
3) Identificacdo: Hyphopichia burtoniBoidin et al.

4) Origem: Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 20022° 44’ 25,3” (WO)
47° 07’ 35,2 (S)

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

Células e fragmentos de pseudo-hifas.

7) Medicgoes:
Células: 2-3 x 1,542&n

8) Observacdes:

Consenso — regido D1/D2
TTCATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTCAGTAACGGCGASTGAAGCGGCAAAA
GCTCATATTTGGAATCTCAGTCTTTCAGGCTGCGAGTTGTAATTTGAAGAGTATTTTGAAGTAAGC
ACATGTCGAAGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGGATGTGTTCACTGC
TTCATGTAAAATGCAGTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTC
CATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAG
AACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGC TTGAGATCAGACTC
GGGCAACCGGGCCAGCATGGGGTGGGGGAGTAGGATAACCCTGCCAGGAMN GGCTTCGCTTCG
GTGGAGTGTTATAGCCTGTAGCTATACTGCTACCCTCGCCCGAGGACTGUEAAACAAGGATGCTG
GCATAATGATCTTAAGCCGCCCGTCTTGAAC

9) Referéncias bibliograficas:

ARX, J.A.; VAN DER WALT, J. P. The ascigerous stafeCandida chodatiiAntonie van
Leeuwenhoek, Amsterdam, 1976, n. 42, v. 3, p. 309-314.

BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, DYeasts: characteristics and identification.3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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1) Codigo: ASC220 2) Data de coleta:16/07/2008
3) Identificacao: Kazachstania exigugReess ex Hansen)
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§\®&0) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

20,0 pm

Em MA 2%: cultura de 7 dias de Células de 7 dias de incubacao a 25°C.
incubacédo a 25°C.

7) Medicoes:
Células4,6 - 6,9 x 3,4 —5,dm

8) Observacdes:

Consenso — regido D1/D2
AGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTASGTGCCCGAGTTGTA
ATTTGTAGAGGGCGACTTTGGGGCGGCTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAAGRGACGTCATAGAGGG
TGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCCGTGTAAAGCGCTCTCGAMBGTCGAGTTGTTTGG
GAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG
AACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAA AGTACGTGAAATT
GTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCCTCGCTCTTGTGGGTGGGGGA
ATCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGTCGGATAAAACCAGGGAACGTAGCTTGC
TTCGGGAAGTATTATAGCCTCTGGGAATACGGCCAGCCGGGACTGAGGAAGCGATTCGTCAAGG
ATGCTGGCATAATGGTTATAT

9) Referéncia bibliografica:

LIU et al. New records oKazachstania gecies in TaiwanTaiwania, Taipei, n. 53, v. 3, p.
293-300, 2008.
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1) Codigo: ASC223 2) Data de coleta:16/07/2008

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

4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§\W®0) 47° 07’ 19,2” (S)
5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:
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Em MA 2%: cultura de 7 dias de Células e brotamento. Pseudomicélio.

incubacédo a 25°C.

7) Medicgoes:
Em andamento.

8) Observacdes:

Consenso — regido D1/D2
CTCAAATTTGAAATCTGAGGCTCTCCAGCCCCCGAGTTGTAATTTGAAGATGGTGTTCTGGTGCCGG
CGCCCTGTCTACGTTCCTTGGAACAGGACATCGCAGAGGGTGAGAATCCCIGETGGCGGGGCGGCC
TGGCTCCGTGTAGAGCGCCATCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCITAAGTGGGTGGTAA
ATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGA
AAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA GGGTATTGGATCAG
ACTTGGTGCTGTGCGAATAGCGGCTCTTCCTGGGCCGCCCCACTCGCACTACCGGGCCAGCATC
GGTTTGGGCGGCAAGACAATGGCGGGGGAACGTGGCACTGCTCTCGGGCAGTGTTTATAGCCCT
CGCTGATGTTGCCTGCCTAGACCGAGGACTGCGGCTTCTGCCTAGGATGCT

Testes de assimilacao

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

Fraco: galactose, N-acetil D-glicosamina, gluconato, Bttato, imidazole, xilitol, L-lisina
Negativo: L-sorbose, inulina, amido sollvel, D-arabinose,ilidse, D-glicosamina, eritritol,
ribitol, galactitol, D-manitol, D-glucitolg-metil D-glicosideo, inositol, 2-ceto-D-gluconato,
D-glucoronato, L-arabinitol, propano 1,2 diol, ocidieximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%,
acetato de etila.

9) Referéncia bibliogréfica:

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

1) Codigo: ASC193 2) Data de coleta29/05/2008

3) Identificacdo: Saccharomyces cerevisibteyen ex E.C. Hansen

4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicateer22° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’ 17,5” (S)
5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:
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5?55@ 2%: cultura de 7 dias de incubagao Células com 7 dias de incubacéo a 25°C.

7) Medicbes:
Células: 3,0-10,0 x 4,5-21;0n
8) Observacgdes:

Consenso — regido D1/D2:
GCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCG CTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGT
TGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACA
GTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA ATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA
CATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATTRCTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAA
ATCCATAGGAATGTAGCTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATAd GCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGTAAG
TCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATG

Foram encontrados outros representantes desse taxon

Cddigo | Data de coleta Local de isolamento
ASC174| 02/04/2008 Ponto 4 — 200 m a montante no Rio Aiba2° 44’ 43,0” (WO) 47° 07’
25,3"(S)— 200 m
ASC405| 14/01/2009 Ponto 2 — efluente industrial tratadidgjicamente 22° 44’ 26,6” (WO)
47° 07’ 17,5" (S)

Testes de assimilacédo

Positivo: glicose, galactose, sacarose, etanol, rihitohetil D-glicosideo, imidazolejitamin-free
Fraco: maltose, rafinose, gluconato, creatinina, D-glicaisa (fonte N), acetato de etila.

Negativo: celobiose, trealose, lactose, melibiose, melezjtasulina, amido soluvel, D-xilose, L-
arabinose, D-arabinose, D-ribose, L-rhamnose, Begimina, N-acetil D-glicosamina, metanol,
glicerol, eritritol, galactitol, D-manitol, D-glutdl, salicina, DL-lactato, citrato, inositol, 2-oceb-
gluconato, D-glucoronato, xilitol, L-arabinitol, gwano 1,2 diol, butano 2,3 diol, nitrato, nitrito,
cadaverina, L-lisina, ciclo-heximida 0,01%, cicleximida 0,1%, D-glucono-lactona.

9) Referéncia bibliogréfica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, DYeasts: characteristics and identification.3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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1) Codigo: ASC215 2) Data de coleta:16/07/2008

3) Identificacao: Williopsissp. Zender

4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§W®0) 47° 07’ 19,2” (S)
5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

(\
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~
.

Em MA 2%: cultura de 7 dias de incubacao ~ Cé€lulas com 7 dias de incubacéo a 25°C.
a 25°C.

7) Medicgdes:

Células: 3-8 x 3-6,4m

8) Observacdes:

Consenso — regido D1/D2:
TTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTTGETGCCCGAGTTGTAATTTG
AAGATAGTTTTCTGGTGCTGGCCCCCGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCACABSGGTGAGAATCCCGTCT
GGCGGGGTGGTCCAGTGCTTTGTAGATTTCTATCGACGAGTCGAGTTGTTTGERATGCAGCTCTAAGTGGGTG
GTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAA
GAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGT ATTAGATCAGACTTGGTGTTT
TGTGATTATCTTCCCTTCTTGGGTTGTGCACTCGCATTTCACTGGGCCAGCAT@I TTGGGTGGCAAGATAATG
GCTTGGGGAACGTGGCACTGTCTTCGGGCAGTGTGTTTATAGCCCCTGCTGATEGCCTGCCTAGACCGAGGA
CTGCGGCTTCTGCCTAGGATGCTGGCGTAATGATCTAACA

Testes de assimilacao:

Positivo: maltose, celobiose, trealose, glicerakmetil D-glicosideo, gluconato, nitrato,
nitrito.

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

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

9) Referéncia bibliogréfica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, DYeasts: characteristics and identification.3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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1) Cddigo: ASC278 2) Data de coleta22/09/2008
3) Identificacdo: Eutypella sp. (Nitschke) Sacc.

4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lag23 44’ 22,0” (WO)
47° 07’ 43,0” (S)
5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

Colbnia estéril.

Em MA2%: colbnia de 15 dias de
incubacédo a 25°C.

7) Medicoes:
Aguardando esporulacao.

8) Observagdes:

Consenso - regido ITS
CCTAGTTGCCTCGGCGGATTGCCCTGGGACGACCTACCCTGCAGIGAGTTRECTGTAACGAGTTGC
CCTGTAGAGACCTGCCCTGTAGCCTGCCCGCCGGCGGCCAACCTAAACTGTTTTATTGTGGCACT
TCTGAGGATTATTCTAAATGAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTRACCATCAAGCCCTAT
TTGCTTGGCGTTGGGAGACTTGTAGGCCCGGCCTGCAAGCTCCTGAAATAI CGGCGGAGTCGTG
GCGACCCTCAGCGTAGTAATTCTTCTCGCTTTAGGTGTCGGCGCTGGCGTAGCCGTTAAACCCCC
TATTTTTTTAGTCTTGACCTCGGGATCAGGtAGGAATACCCGCTGAACTTAGC

9) Referéncia bibliografica:

SACCARDO, P.AAtti Soc. Veneto-Trent. Sci. Nat Padovay. 4, n. 80, 1875.
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1) Codigo: ASC210 2) Data de coleta:16/07/2008

3) Identificacdo: Exophiala dermatitidigkano) de Hoog
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§\®&0) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

= ©
O O
< O oo |
Em PDA: cultura de 15 dias de incubacéo a o
25°C. Conidios.

7) Medicgdes:
Células: 2,0-4,0 x 2,5-6m

8) Observagdes:

Consenso — regido ITS:
ATCATTAACGAGTTAGGGTCTTCTCAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTTTACCCGACCCATIGGCTTCGGCG
GGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCCGGAGGACCGCCTATTCAGGTCCTCTGGCCCGCGCCCGC@ECAATTC
TACCAAACTCTTGAATCAAATCGTGTCCAATGTCTGAGTATATTACAAAATAAA AGCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCCAGTG
AGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTIE CGAGCGTCATTATCA
CCCCTCAAGCCCCCCGGCTTGGTGTTGGACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCCCTCCCAABBATGA
CGGCGGCCTGGTTGGACCCCCGGTACACGGAGCTTCTTCACTGAGCACGTATCGGTIAAGGTGTCCCCGGGA
CCCGGTCGACCTCTCTTGCTCCCCTGCGGGAGTGGGAGAGAACCCCCCTTTTTATCAAGGTTGACC

9) Referéncia bibliogréfica:

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

UIJTHOF, J.M.JTaxonomy and phyologeny of the human pathogenic btk yeast genus
Exophiala Carmichael. Academic Proefschrift. Wageningen: Ponsen & Lanife996. 120p.
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1) Codigo: ASC372 2) Data de coleta:15/12/2008
3) Identificacdo: Acremonium brev€Sukapure & Thirum.) W. Gams

4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicareer22° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’ 17,5” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:
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Em MA 2%: cultura de 7 dias de C 0 L

Micélio. Conidios.

incubacédo a 25°C.

7) Medicdes:
Em andamento.

8) Observagdes:

Consenso — regido D1/D2
TTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTTCGGGTCCGAGTTGTAATTT
GCAGAGGATGCTTTTGACGAGGTGCCGACCGAGTGCCCCTGGAACGGGCCGCCGTAGAGTGAGAGCCCCGT
ATGGTCGCACTGCCGAGTCTCTGTAAAGCTCCTTCAACGAGTCGAGTAGTTTGGGW GCTGCTCTAAATGGGA
GGTGTATGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGTGACCGATAGCGCACAAGTABGGTGATCGAAAGGTGAAAA
GAACTTTGAAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTCAAAAGGGAAGCATT TATGACCAGACTTGGGCGTG
GTTGATCATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCCGCCTAGGCCAGCATCAGTTOGICGGGGGATAAAGG
TTTCGGGAATGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCCG

Foram encontrados outros representantes desse taxon

Cdédigo | Data de coleta Local de isolamento

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

ASC349| 27/11/2008 Ponto 2 — efluente industrial tratadidgjicamente 22° 44’ 26,6” (WO)
47° 07 17,5” (S)

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

9) Referéncia bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.HCompendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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1) Codigo: ASC343 2) Data de coleta:12/11/2008

3) Identificacao: Aspergillus fumigatugres.

4) Origem: Ponto 4 — 200 m a montante no Rio Atibaia - 22°4840” (WO) 47° 07’ 25,3" (S)
5) Macroscopia da coldnia: 6) Microscopia:

Em CYA: coldnia de 7 dias de incubacgédo

2 25°C Conidi6foros. Objetiva: ~ Conidios. Objetiva:100x.

100x.

7) Medic0es:
- didmetro de colbnia: 5,8 — 6,6 cm
- conidios: 2,82 — 3,39 um de diametro

8) Observacoes:

Em CYA:

» Micélio branco;

» Conidios verde-azulados;

» Exsudatos transparentes;

* Superficie ndo-sulcada;

» Reverso branco, centro bege.

Foram encontrados outros representantes desse tdxon

Cédigo Data de coleta Local de isolamento
ASC402a| 14/01/2009 Ponto 2 — efluente industrial tratadidgjicamente 22° 44’ 26,6”
(WO) 47° 07’ 17,5” (S)
ASC456 | 10/03/2009 Ponto 6 — efluente industriatd@a2° 44’ 18,8” (WO) 47° 07’ 19,2”
S)

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

KLICH, M.A.; PITT, J.I. A laboratory guide to commd@spergillusspecies and their teleomorphs.
North Ryde: Commonwealth Scientific and IndustRalsearch Organization. 1988. 116p.
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1) Cddigo: ASC431 2) Data de coleta:15/08/2007
3) Identificacdo: Cladosporium cladosporioidg&resenius) de Vries
4) Origem: Ponto 4 — 200 m a montante no Rio Atibaia - 22°48,0” (WQO) 47° 07’ 25,3” (S)

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Em MA2%: colbnia de 45 dias de ' o o
incubag&o a 25°C. Ramoconidios. Objetiva: 40x.

7) Medicgoes:
Conidios: 2-5 x 2-um
Conidi6foros: 118-180 x 2-bm

8) Observagoes:
Sequenciamento em andamento.

9) Referéncia bibliografica:
CROUS, P.W. et al. The genGsadosporiumand similar dematiaceous hyphomyceg&sid.
Mycol.. Utrecht, v. 58, 2007, 253p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.HCompendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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1) Cbdigo: ASC260 2) Data de coleta:10/09/2008

3) Identificacdo: Epicoccum nigrunkink

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

i

o8 ‘..

¢
Em OA: colbnia de 7 dias de incubacao a Conidios. Detalhe do conidio.
25°C.
7) Medicdes:

Conidios: 15-25um de diametro

8) Observacgdes:

Consenso — regido ITS:
GAACCTGCGGAAGGATCATTACCTAGAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTBCCATGTCTTTTGAGTAC
CTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAAACCCTTTGCAGETAATCAGCGTCTGAA
AAAACATAATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAT
GGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTTTTGTCTCGCCTCTGCGT
GTAGACTCGCCTTAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTARTCTCGCGCTTTGCACTCA
TAACGGCGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGATACCCGCTGAACTTAAGC
ATATCAAT

Foram encontrados outros representantes desse taxon

Caodigo Data de Local de isolamento
coleta
ASC257| 10/09/2008 Ponto 3 — efluente tratado ebiig@do em lagoa 22° 44’ 22,0" (WOQO) 47° 07’
43,0 (S)
ASC433| 01/08/2007 Ponto 2 — efluente industrialatia biologicamente 22° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’
17,5" (S)

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

GRAVESEN, S.; FRISVAD, J.C.; SAMSON, R.AMicrofungi. 1 ed. Special-Trykkeriet Viborg, Denmark,
1994. 168p.
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1) Cddigo:ASC341 2) Data de coleta:12/11/2008

3) Identificagdo: Fusariumcf. oxysporum

4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicareer22° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’ 17,5” (S)
5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

Em MA 2%: coldnia de 30 dias de
incubacéo a 25°C.

Micro e mesoconidios.

7) Medicgoes:
Macroconidios: 23-54 x 3-4,5 um
Microconidios: 5-12 x 2.3 - 36m

8) Observacdes:
Aguardando resultado do sequenciamento.

9) Referéncia bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.HCompendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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1) Codigo: ASC163 2) Data de coleta:26/09/2008
3) Identificacao: Graphiumsp.Corda
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ 18(®/0) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em CYA: coldnia de 7 dias de incubacéo a Conidioéforo Conidios
25°C. ' '

7) Medicgdes:
Em andamento.

8) Observacgoes:
Aguardando resultado do sequenciamento.

9) Referéncia bibliogréfica:
WINGFIELD, M.J.; KENDRICK, W.B.; VAN WYK, P.S. Analsis of conidium ontogeny in

anamorphs oDphiostoma: PesoturndPhialographiumare synonyms dgraphium
Mycological ResearchCambridge, n.95, p. 1328-1333, 1991.
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1) Cddigo: ASC392 2) Data de coleta:15/12/2008

3) ldentificac@o: Mariannaea camptospor&amson

4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia —®0022° 44’ 22,3” (WO)
47° 07’ 40,8" (S).

5) Macroscopia da coldnia: 6) Microscopia:

50,0 pm

Em PDA: col6nia de 7 dias de incubagéo a oo o
25°C. Micelio e conidios.

7) Medicdes:
Em andamento.

8) Observacoes:

Consenso —regido ITS
AACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAABTACCTGTTTTGTTGC
TTCGGCGGTGCCCTCGCTCTCGTGGCGAGGCCCGCCAGAGGACCCAAACABTCTTTGATTTTGA
TCTAGGATTTTACTTCTGAGTGATATACAAAATAAATCAAAACTTTCAACA ACGGATCTCTTGGTTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTECGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCTCCGGCTTGGTGTTGGGGATCGGCAGCCCGGCTTCGCGCABECCGTCCCCCAAA
TGCAGTGGCGGTCACGCTGTAGCTTCCTATGCGTAGTAGCACACCTCGCAGGAGAGCAGCGCGG
CCACGCCGT

9) Referéncia bibliogréfica:

SAMSON, R.A. Paecilomycesind some allied Hyphomycet&tud. Mycol. Baarn, n.6, p.
1-119, 1974.



LabwmEd it

Microbiologia

1) Cbdigo: ASC418
3) Identificacdo: Microsphaeropsis arundinié€S. Ahmad) B. Sutton

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

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

Colbnia estéril.

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

7) Medicdes:
Aguardando esporulacgéo.
8) Observacoes:

93

Consenso — regido ITS:
TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCAATTCAACGGTGTGGTCGCGGCBCCGGGGGCTCCCCCCGGGCGGTAGAGGTAA
CACTCTTACGCGCCACATGTCTGAATCCTTTTTTTACGAGCACCTTTCGTCTCCTTCGGTGGGGCAACCTGCCGTTGGAACTT
ATCAAAACCTTTTTTTGCATCTAGCATTACCTGTTCAGATACAAACAATCGTTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGCTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGCGTCTGTCCC
GCCTCTGCGCGTGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCTTTGCCTTCCTCGCGCAGCACATTGCGCTTCAGAGGGGTG

TGGGCCGCGTCCACGAAGCAACATTATCGTCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG
CGGGAGGA

Foram encontrados outros representantes desse taxon

Cadigo Data de coleta Local de isolamento
ASC172 02/04/2008 Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em |12@6a14’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,0” (S)
ASC179  17/02/2008 Ponto 5 — jusante do efluente ndARbaia — 200 m 22° 44’ 25,3" (WO) 47° 07’ 35,)
ASC240 28/08/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 80022° 44’ 22,3” (WO) 47° 07’ 40,8” (S)
ASC275  22/09/2008 Ponto 2 — efluente industriahttatbiologicamente 22° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’ 17(S)
ASC295 22/09/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 80022° 44’ 22,3” (WO) 47° 07’ 40,8” (S).
ASC334  28/10/2008 Ponto 8 — jusante do efluente ndARbaia — 800 m - 22° 44’ 22,3" (WO) 47° 07’ 40,8&)
ASC373 15/12/2008 Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em |12@6a14’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,0” (S)
ASC390 15/12/2008 Ponto 8 — jusante do efluente ndARbaia — 800 m - 22° 44’ 22,3" (WO) 47° 07’ 40,8)
ASC393 15/12/2008 Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 80022° 44’ 22,3” (WO) 47° 07’ 40,8” (S)
ASC430 01/08/2007 Ponto 3 — efluente tratado e #igwdn em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,@8)(
ASC453 10/03/2009 Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 202244’ 25,3" (WO) 47° 07’ 35,2" (S)
ASC459  10/03/2009 Ponto 8 — jusante do efluente ndARbaia — 800 m - 22° 44’ 22,3" (WQ) 47° 07’ 40(8)

9) Referéncia bibliografica:

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

120p. 1993.

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi

Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.

imperfecti hwippycnidia acervuli and Stromata. Survey:
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1) Cddigo: ASC280 2) Data de coleta22/09/2008

3) ldentificagé@o: Paecilomycesp.

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

5) Macroscopia da coldnia: 6) Microscopia:

Em MA2%: colbnia de 15 dias de
incubacgédo a 25°C.

Micélio e conidios. Conidios em detalhe

7) Medicdes:
Em andamento.

8) Observacoes:
Aguardando resultado do sequenciamento.

9) Referéncia bibliogréfica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.HCompendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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1) Codigo: ASC409 2) Data de coleta:14/01/2009

3) Identificagao: Penicillium janthinellunBiourge
4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em 12@6a4’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,0” (S)
5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MEA: colbnia de 7 dias de e - _

incubacéo a 25°C. Conidioforos. Conidios. Objetiva:
Objetiva: 100x. 100x.

7) Medicdes:

- didmetro de colbnia: 6,1 — 6,2 cm

- conidios: 4 — 5 pum de didmetro

- fialides: 11 — 13 pm de comprimento

- métulas: 8 — 14 um

- conidioforos: ndo foi possivel medi-los

8) Observacgdes:

N&o cresce em CYA a 25°C.

Em MEA - subgénerBurcatum

* Micélio branco e esverdeado;

« Conidios verde-claro a acizentados, globosos, ddosamente rugosos;

« Fialides ampuliformes, do tigong-neck;

« Conidioforos de paredes lisas, penicilios irregukamte bi e monoverticilados
* Sem exsudatos;

« Superficie da cultura flocosa, acinzentada;

* Reverso branco.

9) Referéncia bibliografica:
PITT, J.I. The genus Penicillium and its teleomorph statesEupenicillium and Talaromyces. London:
Academic Press Inc. 1979. 633p.

SAMSON, R.A. FRISVAD, J.CPenicillium subgenudenicillium new taxonomic schemes, mycotoxins and
extrolites.Stud. Mycol.. Utrecht, v. 49, 2004. 260p.
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1) Codigo: ASC265 2) Data de coleta:10/09/2008
3) Identificacao: Phialophorasp.
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§\80) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microsopia:

K. Nishimura

Em PDA: coldnia de 14 dias de incubacdo o

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

siae_colony PDA.htm>.

7) Medicoes:
Em andamento.

8) Observacdes:
Aguardando resultado do sequenciamento.
9) Referéncia bibliogréfica:

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

ELLIS, M.B. More dematiaceous hyphomycetesAberystwyth: Cambrian Printer LTD.
1989. 507p.
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1) Cddigo: ASC340 2) Data de coleta:12/11/2008

3) Identificacdo: Scedosporium apiospermum
4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicaree2®° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’ 17,5” (S)
5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

oy g »
2 @’a\-.-- AN

Em MA2%: colbnia de 15 dias de
incubacédo a 25°C.

Picnidio e conidios.

7) Medicgoes:

Em andamento.

8) Observacdes:

F —regiao ITS:

TTGAATTTTACAGCGGATTACAGTTCTGATTTGAAAAGAAAAAACAAGTTA AAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAA GTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGTAATCTGCGGGCATGCCTGTCC
GAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCTCCGTTTCCTCAGGGAAGCTCAGGGTEGKGTTGGGGCGCTA
CGGCGAGTCTTCGCGACCCTCCGTAGGCCCTGAAATACAGKGGCGGTCCCGGCGGTTGCCTTCT
GCGTAGTAAGTCTCTTTTGCAAGCTCGCATTGGGTCCCGGCGGAGGCCTGGTCAAACCACCTAT
AACTCCAGATGGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAGCATATCAATAAGCG
GAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGG

9) Referéncia bibliografica:

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

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.HCompendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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1) Codigo: ASC332 2) Data de coleta:28/10/2008
3) Identificacdo: Pseudallescheria boydjShear) McGinnis et al.
4) Origem: Ponto 6 — efluente industrial bruto - 22° 44’ T§\®&O0) 47° 07’ 19,2” (S)

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

=

Em MA2%: colénia de 10 dias de o '
incubag&o a 25°C. Conidios (fase assexuada).

7) Medigoes:
Em andamento.

8) Observacdes:

Consenso — regido ITS
TCATTACAGAGTTACTACTCCAAACCCATTGTGAACCTTACCTATGTTCTGTTGCCTGGCGGCGTGGTCAGCG
CCCCCTCTGAAAAGAGGACGATGCCCTCCCGCCGGCAGCACCAAACTCTTTGAATTTTACAGEGATTACAGTT
CTGATTTGAAAACAAAAAACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC TGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT CTTTGAACGCACATTGCGCCCG
GCAGTAATCTGCCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCTCCGTTTCCAGGGAAGCTCAG
GGTCGGTGTTGGGGCGCTACGGCGAGTCTTCGCGACCCTCCGTAGGCCCTGAAATACKGGCGGTCCCGLCCG
CGGTTGCCTTCTGCGTAGTAAGTCTCTTTTGCAAGCTCGCATTGGGTCCCGGCBGGCCTGCCGTCAAACCAC
CTATAACTCCAGATGGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAAGATATC

Foi encontrado outro representante desse taxon:

Cdédigo | Data de coletal Local de isolamento

ASC285| 22/09/2008 Ponto 6 — efluente industriatdr22° 44’ 18,8” (WO) 47° 07° 19,2 (S

9) Referéncia bibliografica:

de HOOG, G.S. et alAtlas of Clinical Fungi. 2nd. ed. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Universitat Rovira i Virgili, ¢icht/Reus. 720p.
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1) Codigo: ASC345 2) Data de coleta:12/11/2008
3) Identificacdo: Scopulariopsissp.
4) Origem: Ponto 5 — jusante do efluente no Rio Atibaia — 200 22° 44’ 25,3" (WO)

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

Em MA2%: colbnia de 15 dias de
incubacédo a 25°C.

Conidios.
7) Medicdes:

Em andamento.

8) Observacdes:

Foi encontrado outro representante desse taxon:

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

Aguardando resultado do sequenciamento.

9) Referéncia bibliografica:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.HCompendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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1) Codigo: ASC448 2) Data de coleta:17/02/2009

3) Identificacao: Trichoderma harzianurRifai

4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em lag24 44’ 22,0” (WO)
47° 07 43,0" (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Em OA: col6nia de 30 dias de incubagdo a  Conidigforos. 40x Conidios. Objetit&0x.
25°C.

7) Medic0es:

- conidios: 2,03 - 2,82 x 3,16 — 3,61um

- fidlides: 6,78 — 11,3 um de comprimento

- clamidosporos: 2,26 — 2,37 x 3,16 — 3,5 um

8) Observacoes:
- conidios pequenos, subglobosos, muito semelhanteslamidosporos, paredes lisas;
- fidlides com base constricta, “pescoc¢o” relatieate longo (1 a 1,5 um de comprimento), algumas
lagenifiormes, aparecem em grupos ou isoladasy siietamente do ramo principal;
- hifas grossas e auséncia de hifas alongadasgisstér

9) Referéncia bibliogréfica:

BISSET, J. A revision of the gentisichoderma lll SectionPachybasiumCan. J. Bot. Ottawa, v.69,
p. 2373-2417, 1991.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.HCompendium of soil fungi. London: Academic
Press. v. 1. 120p. 1993.
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1) Cddigo: ASC367 2) Data de coleta:15/12/2008

3) Identificacdo: Chaetomellasp. Fuckel
4) Origem: Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WQO) 47° 086" (S)

5) Macroscopia da colénia: 6) Microscopia:

AT, ¥
% E X S A0 S
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Em PDA: coldnia de 15 dias de incubacédo Picnidio e conidios.
a 25°C.

7) Medicdes:
Em andamento.

8) Observacoes:

—regido ITS:
TTTCTTGATGTATGACCGGTTGCCTTGCCTTCGGGCAGCATTATTCTGATACTAGIGTCTGAGTATACTTTAAT
AAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACCCAGCGAAATGCGATACGTAAT
GTGAATTGCAGACACCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGBATTCCGAAGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTACACCTTCTACAAAGGTTTTGGGGATGGCACAGCCGCCCAAAAAGCTTGGTGGTAAC
TGGAACCCACGCACAGTAATCTCTGCGAAGGCGACCAGGTAAACACCGAAAACTCTCTGTTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAG
TAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAACCTGCCAACCGGCCGGATGTAATTTGCAGAGGATG
CTTT

9) Referéncia bibliografica:

ROSSMAN, A.Y. et al. The coelomycetous genéraetomellandPilidium represent a
newly discovered lineage of inoperculate disconggdtlycological Progress Tubingen, 2004, n. 3,
v. 4, p. 275-290.

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

1: Fonte: < http://www.botany.hawaii.edu/facultyfgdBot201/Deuteromycota/Deuteromycota.htm>
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1) Cddigo:ASC424 2) Data de coleta01/08/2007

3) Identificacao: Colletotrichumcomplexogloeosporioides
4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicaree2®° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’
17,5" (S)

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em MA2%: col6nia de 45 dias de o .
incubagéo a 25°C. Picnidio e conidios.

7) Medigdes:

Em andamento.

8) Observacdes:

Foram encontrados outros representantes desse taxon

Cadigo Data de coleta Local de isolamento
ASC177 02/04/2008 Poyr,1t0 8 — jusante do efluentRindAtibaia — 800 m - 22° 44’ 22,3" (WQO) 47° 07’
ASC237 28/08/2008 40P’?>n§c? )3 — efluente tratado étigiado em lagoa 22° 44’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,0”
ASC306 15/10/2008 (Sllonto 4 — 200 m a montante nARbaia - 22° 44’ 43,0" (WO) 47° 07’ 25,3" (S)
ASC342 12/11/2008 B §§§t?4 — 200 m a montante ncARbaia - 22° 44’ 43,0” (WO) 47° 07’ 25,3" (S)
- m

9) Referéncia bibliografica:

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

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia aervuli and Stromata. Survey:
Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.
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1) Codigo: ASC457a 2) Data de coleta:10/03/2009
3) Identificacao: Cytospora variostromatica
4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia —80022° 44’ 22,3" (WO) 47° 07’ 40,8(S).

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

Em MA2%: colbnia de 25 dias de

incubagéo a 25°C. Picnidio.

7) Medicdes:
Em andamento.

8) Observacdes:

Consenso - regido ITS
TAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTGCTGGAAGCGCCGCAAGGTGCACCARAACCCTTTGTGA
ACTTATACCATATCGTTGCCTCGGCGCTGGCTGCCCTTCCCTCCTGTGGAMEGGCCCCCTCCCGGT
CGTAAAAACCCAGGAGAGGACAGCAGGCCCGCCGGTGGCCTTCTAAACTCIGTTTTTACCGAGTA
AATTCTGAGTAAGCTTCTAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT GGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT CATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCAACCCTCAAGCC
TAGCTTGGTGTTGGGGCACTACCCGACCTCACGGTACGGTAGGCCCTGAAACAGTGGCGAGCTC
GCCAGGACTCCGAGCGCAGTAGTGTAAACCTCGCTTTGGATAGTACTGGABEGCCTAGCCGTTAA
ACCCCCAACTTCTGAAAATTTGACCTCGGATCA

9) Referéncia bibliografica:

ADAMS, G.C. et al. Phylogenetic relationships anorphology ofCytosporaspecies an
related teleomorph®écomycota, Diaporthales, Valsacg&®m EucalyptusStud. Mycol..
Utrecht, v.52, p. 1-144, 2005.

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia aervuli and
Stromata. Survey: Commonwealth Agricultural Bureaux. 198866.
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1) Cddigo: ASC363 2) Data de coleta27/11/2008

3) Identificacdo: Stagonosporopsis cucurbitacearum
4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia —@0022° 44’ 22,3” (WO) 47° 07’ 40,8” (S)

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

Em MA2%: coldnia de 15 dias de o
incubagéo a 25°C. Picnidio.

7) Medicgdes:
Em andamento.
8) Observacdes:

Consenso —regiao ITS:

TGCCATCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTACGTTTCCTCGGCGGGTIGCCCGCCGGTTGGAC
AACACTTAAACCCTTTGTAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACTTAATAGT TACAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGAGTGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCBTGGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCT@ETCTGCGCGCAGACT
CGCCTCAAAACGATTGGCAGCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATIICGCGCTTTGCACTC
ACCACGACGACGTCCAAAAAGTACATTTTTTACACTCTTGACCTCGGATCASGTAGGGATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAG
TGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTCGGCGTCCGAGTGTAATTTGCAGA

9) Referéncia bibliografica:

AVESKAMP, M. Highlights of the Didymelaceae: a pphasic approach to characterise
Phomaand related pleosporalean gen&tad. Mycol.. Utrecht, v.65, 2007, 68p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.HCompendium of soil fungi.London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993
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1) Codigo: ASC234 2) Data de coleta:30/07/2008 (62 coleta)

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

5) Macroscopia da colonia: 6) Microscopia:

Em OA: colbnia de 15 dias de incubacéo a Objetiva: 100x
25°C.

7) Medicdes:
- Conidios: 19 — 25 pm de comprimento.

8) Observacgdes:

Em OA:

Presenca de esporoddquios negros imersos em micéhioo esparso e baixo.

Conidios fusiformes, retos, com 5 células, 3 diel@snas e pigmentadas. Trés septos, bi-setuladpg@dices
apicais) e 1 apéndice basal.

Foi encontrado outro representante desse taxon:

Cdédigo | Data de coletal Local de isolamento |

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

9) Referéncia bibliografica:

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

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia aervuli and Stromata. Survey:
Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.
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1) Codigo: ASC394 2) Data de coleta:15/12/2008

3) Identificagdo: Phoma herbarunwestend

4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia —80022° 44’ 22,3” (WO)
47° 07’ 40,8” (S)
5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

!

Em MA 2%: colbnia de 30 dias de .. A .. '
incubacéo a 25°C. Picnidio. Objetiva: 20x

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

8) Observacdes:

Superficie aveludada, marrom escura, margens haixas

Clamidosporos observados simples e multi-septados;

Sem reagao do meio a NaOH,;

Picnidios sem setas, parede fina, célula conidiogéificil de ser observada.

9) Referéncia bibliogréfica:

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

SUTTON, B.C. The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia aervuli and
Stromata. Survey: Commonwealth Agricultural Bureaux. 198866.
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1) Codigo: ASC447 2) Data de coleta:10/03/2009

3) Identificacdo: Phomopsisp.
4) Origem: Ponto 2 — efluente industrial tratado biologicaree2®° 44’ 26,6” (WO) 47° 07’ 17,5” (S)
5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

Colbnia estéril.

P

Em MA 2%: colbnia de 30 dias de
incubacédo a 25°C.

7) Medicgoes:
Aguardando esporulacao.

8) Observacdes:

Consenso —regiao ITS
ATCATTGCTGGAACGCGCCCCTGGCGCACCCAGAAACCCTTTGTGAACTTATACCTTATGTTGCCTCGGCGCA
GGCCGTCCCCCTGGGGACCCTCTGGAGACAGAGGAGCAGCCGGCCGGCGGCCAAGTTARIGTTTTTAAAC
TGAAACTCTGAGTACAAACATAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTC TTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCEBETTGGTGTTGGGGCA
CTGCCTGTAAAAGGGCAGGCCCTGAAATATAGTGGCGAGCTCGCCAGGACTCCGAGOBGTAGTTAAACCCT
CGCTTTGGAAGGCCTGGCGGTGCCCTGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAAAATTTGACCT@GATCAGGTAGGA
ATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Superficie aveludada, marrom escura, margens haixas
Sem reacdo do meio a NaOH.

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

SUTTON, B.C.The Coelomycetes: fungi imperfecti with pycnidia aervuli and Stromata. Survey:
Commonwealth Agricultural Bureaux. 1980. 696p.
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1) Cddigo: ASC375 2) Data de coleta:15/12/2008

3) Identificacao: Coprinellus radians
4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em |2g8a4’ 22,0” (WO)
47° 07" 43,0" (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

200 ym

R 7
Em MA2%: colbnia de 40 dias de
incubacédo a 25°C.

Picnidios.

7) Medicdes:
Em andamento.
8) Observagdes:

Consenso —regiao ITS:
TGGCTCCTCGGAGCAATGTGCACGCCCGCCATTTTTATCTTTCCACCTGTRACCGACTGTAGGTCT
GGATACCTCTCGCCTCCGGGCGGATGCYJAGGGTTGCTCGAAAGGGCTTCTUGAACTTCCAGGCTC
TACGTCTTTTTACACACCCCAATAGTATGATGCAGAATGTAGTCAATGGGAO TCTCAGCCTATAAAA
CACTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGALGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA
TTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTCACCAGTTTCTGAACTGACTGA
GGCTTGGATGTGGGGGTTTGTGCAGGCTGCCTCACGGCGGTCTGCTCCARNAATGCATTAGCGA
GGTTCATGCTGGACCTCCGTCTATTGGTGTGATAAT

9) Referéncia bibliografica:

ARANDA, E.; KINNE M.; KLUGE M.; ULLRICH, R.; HOFRIGHTER, M. Conversion of
dibenzothiophene by the mushroomgrocybe aegeritaand Coprinellus radiansand their
extracellular peroxygenasespplied Microbiology and Biotechnology.v. 82, n. 6, p1057-
1066,2009
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1) Codigo: ASC243 2) Data de coleta28/08/2008
3) Identificacao: Cryptococcus diffluen§&Zach) Lodder & Kreger-van Rij
4) Origem: Ponto 1 — Rio Jaguari - 22° 42’ 00,0” (WO) 47° 08,6” (S)

5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

-

Em SAB: cultura de 7 dias de incubacéo a Células.

25°C.

7) Medicdes:

Em andamento.

8) Observacdes:

Consenso — regido D1/D2:
AGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGGAAAGCTCAAATTTGAAA
TCTAGTAGCCTTCGGCTGCTCGAGTTGTAATCTAGAGAAGTGTTTTCCGTGCCRBCATGTACAAGTCCCTTG
GAACCAGGGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCCTTGACATGGACCCCCGGTGCTCTGATACACTTTCAA
CGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAGCTAAATATTGGCGAGAGA
CCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAAT
TGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCAGTCATGCTCTTTGGTATTTATATCATTGAGTGGGGTCAACATCAGTTT
TGAGCGATGGATAAAGGCACTAGGAAGGTAGCACTCTCGGGTGAACTTATAGCTAGCGTCATATACATTGTT
TGGGACTGAGGAACGCAGCATGCCTTGATGGCCGGATTGGTCCACGTACATGCTIRGATGTTGACATAATGG
CTTTAAACGACCCGTCTTGAA

Testes de assimilacéo

Positivo: glicose, L-sorbose, sacarose, celobiose, melezitBsxilose, L-rhamnose, D-glucitol,
salicina, DL-lactato, imidazole, 2-ceto-D-gluconai®-glucoronato, nitrato, nitrito, cadaverina, L-
lisina, D-glicosamina (fonte Nyjtamin-free

Fraco: galactose, maltose, D-arabinose, etanol, glicgalgctiol, D-manitola-metil D-glicosideo,
citrato, inositol.

Negativo: trealose, lactose, melibiose, rafinose, inulimajda soltvel, L-arabinose, D-ribose, D-
glicosamina, N-acetil D-glicosamina, metanol, éotr ribitol, gluconato, creatina, xilitol, L-
arabinitol, propano 1,2 diol, butano 2,3 diol, ti@aa, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1%,
acetato de etila, D-glucono-lactona.

9) Referéncia bibliografica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, DYeasts: characteristics and identification.3 ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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1) Cddigo: ASC239 2) Data de coleta28/08/2008

3) Identificacdo: Rhodotorula mucilaginos@lorgensen) F.C. Harrison
4) Origem: Ponto 8 — jusante do efluente no Rio Atibaia —®0022° 44’ 22,3” (WO) 47° 07’ 40,8” (S)
5) Macroscopia da colbnia: 6) Microscopia:

20,0 um

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

7) Medicgoes:

Células: 2,5-6,5 x 6,5-14,0m.

8) Observagdes:

Consenso - regido D1/D2
TACAACAGGGATCCCCTAGTAGCGGCGAGCGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTARATCTGGCACCTTCGGTGT
CCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGTTTTCCGCGTTGGACCGCACACAAGTCTGTTGBATACAGCGGCATAGTGG
TGAGACCCCCGTATATGGTGCGGACGCCCAGCGCTTTGTGATACATTTTCGAAGAGTGAGTTGTTTGGGAATG
CAGCTCAAATTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTG
AGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTGAAATTG TTGGAAGGGAAACGCTTGAAG
TCAGACTTGCTTGCCGAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATBATAATGGTAGAGAGAAG
GTAGCAGTTTCGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTGGGGGAM@AGGAACGCAGTGTGCCTTTGG
CGGGGGTTTCGACCTCTTCACACTTAGGATGCTGGTGGAATGGCTTTAAACGACCCETG

Foi encontrado outro representante desse taxon:

Caodigo Data de coleta Local de isolamento

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

Testes de assimilacéo:

Positivo: glicose, galactose, L-sorbose, sacarose, treatafi@gse, melezitose, D-xilose, D-arabinose, sy
etanol, glicerol, ribitol, D-manitol, D-glucitol,aficina, imidazole, xilitol, cadaverina, L-lisin&-glicosamina
(fonte N),vitamin-free D-glucono-lactona.

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

Negativo: lactose, melibiose, inulina, amido solivel, L-analse, L-rhamnose, D-glicosamina, N-acetil D-
glicosamina, metanol, ertritol, galactito-metil D-glicosideo, DL-lactato, citrato, inositokreatina, D-
glucoronato, propano 1,2 diol, butano 2,3 diolatiréna, ciclo-heximida 0,01%, ciclo-heximida 0,1&cetato
de etila.

9) Referéncia bibliografica:
BARNETT, J.A.; PAYNE, R.W.; YARROW, DYeasts: characteristics and identification.3 ed. Cambridge:
Cambridge University Press, 1139p. 2000.
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Microbiologia FICHA CATALOGRAFICA
1) Codigo: ASC320b 2) Data de coleta:28/10/2008

3) Identificagao: Trametes versicoloBamson
4) Origem: Ponto 3 — efluente tratado e estabilizado em 12g8a#4’ 22,0” (WO) 47° 07’ 43,0” (S)

5) Macroscopia da col6nia: 6) Microscopia:

Colbnia estéril.

Em OA: colbnia de 7 dias de incubacéo a
25°C.

7) Medicgoes:
Aguardando esporulacao.

8) Observacdes:

Consenso — regido ITS
TGCGGAAGGATCATTAACGAGTTTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGABGCATGTGCACGCCC
TGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTGGCGTGGGTTTEGCCTCCGGGTCAGAA
GCATTCTGCCGACCTATGTACACTACAAACTCTTAAAGTATCAGAATGTAAACGCGTCTAACGCAT
CTTAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAALGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA
TTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCCATAAATCTTGTGATCTATGGGC
TTGGATTTGGAGGCTTGCTGGCCGTAACGGTCGGCTCCTCTTGAATGCABGCTTGATTCCGTGCG
GATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTTGCGAGCTTCTAACCGT
CCATTAGGACAATTTTATAACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCCECTGAACTTAAGCATA
TCAA

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

PHILLIPS, R. Mushrooms and other fungi of Greatt@n and Europe. London: Macmillan
Reference, 1994. 288p.
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Os téxons apresentados nas fichas catalograficasteam-se listados na tabela 5,

correlacionando os pontos onde ocorreram.

Tabela 5 Distribuicdo dos taxons isolados das amostraagie, dos pontos estudados na

regido de Paulinia, no periodo entre agosto de 200a&rco de 2009.

Téxon Pontos de coleta
1 2 3 4 5 6 8

Acremonium breve X

Aspergillus flavus X
Aspergillus fumigatus X X X
Aspergillus niger X
Aspergillus parasiticus X
Aspergillussp. X
Aspergillus versicolor X

Candida glabrata X
Candida parapsilosis X

Candida pseudointermedia

Candida pseudolambica

Candidasp.

Candida tropicalis

Celomicetos a identificar XX X X
Chaetomellasp. X
Cladosporium cladosporioides X X
Cladosporiunsp.

Colletotrichum gloeosporioides X
Coniochaeta pulveraceae
Coprinellus radians X

Cryptococcus diffluens X

Cytospora variostromatica X
Epicocum nigrum X X
Eutypellasp. X
Exophiala dermatitidis

FNE X X X X X
Fusarium oxysporum X

Fusarium solanii

Fusariumsp. X X X X
Galactomyces ressii

Geotrichum klebahnii

Geotrichumsp.

Graphiumsp.

Hyphopichia burtonii X
Kazachstania exigua

Leveduras a identificar X X
Mariannea camptospora X
Microsphaeropsis arundinis X X X X X

X X X
X X X X ¢ X X

X X

><><><><><><

X X
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Tabela 5 Continuagéo.

Téxon Pontos de coleta
1 2 3 4 5 6 8

Mucor sp. X X X X
Paecilomycesp. X X X
Penicillium brevicompactum X
Penicillium implicatum X
Penicillium janthinellum X
Penicillium rugulosum X
Penicilliumsp. X X X X
Pestalotiasp.

Phialophorasp. X
Phoma herbarum

Phoma macrostoma

Phomasp. X X X
Phomopsisp. X

Pichia jadinii

Pichia kudriavzevii

Pseudollescheria boydii

Rhodotorula mucilaginosa X
Saccharomyces cerevisiae X X
Saccharomyces exiguus

Scedosporium apiospermum X
Scopulariopsisp. X X
Stagonosporopsis cucurbitacearum X
Trametes versicolor X

Trichoderma anamorfico HypocreaX X X X
Trichoderma aureoviridae X

Trichoderma harzianum X X
Trichoderma longibrachiatum X X
Trichoderma pseudokoningii X

Trichodermasp. X X X X X X X
Williopsis sp. X
Total de tAxons por ponto 15 22 19 13 16 32 16

X %

X X % X X

Durante o desenvolvimento deste trabalho verifiseualteracdes morfolégicas de
véarias culturas ap0s repiques sucessivos, difitddtad processo de identificacdo. Isso pode
acontecer em funcédo da disponibilidade de nutrsegiee 0 micro-organismo encontra no
meio de cultura, diferente de seu ambiente, inflisdo diretamente sua morfologia
(TORTORA et al., 2007). Muitos fungos apresentassmao esporulantes. Como a forma
micelial constitui uma maneira rapida de garanfir@diferacdo dos mesmos com menor gasto
de energia, acredita-se que a ndo esporulacéoefavar sobrevivéncia de espécies que se

encontrem sob estresse ambiental constante.
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A condicao impactada do local de estudos, com pgasde compostos complexos,
levou inicialmente a hipotese de que uma baixarsidade de espécies seria encontrada. No
entanto, os resultados apresentados mostraransidiade relativamente abundante de fungos
transientes, na maioria terrestres (geofungos), dpiealguma maneira podem atingir o
substrato aquéatico pelo vento, pela chuva e ligddado solo, ou ainda, transportados por
outros seres vivos (TAKAHASHI, 2009).

Apesar das alteracdes conhecidas, 0 ambiente appesespécies aléctones que
podem contribuir para a decomposicdo e reciclagenmdgeria organica. Mesmo em
ambiente aquatico, geofungos sdo capazes de sermadneis e se fixar em substratos
organicos submersos, além de atuarem na sua dedg&gosiesmo que lentamente. A
literatura menciona, porém, que essa atividadendpositora em tais ambientes necessita
maior elucidacao, pois ainda trata-se de um procgssaco compreendido (SCHOENLEIN-
CRUSIUS et al., 2004).

Enquanto a maioria das amostras foi diretamenteulada nos meios de cultura, as
dos pontos coletados no Rio Atibaia necessitarducdo. Isto demonstrou maior numero de
unidades formadoras de colbnias nestas amostras,cbeno de diversidade de espécies,
principalmente de fungos filamentosos, exceto mig6.

Esta pesquisa registrou uma larga amplitude dentaxbabela 5; foi notéria tanto a
presenca de géneros reconhecidamente cosmopolitabuedantes, comdspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Penicillium Trichoderma,como de representantes caracteristicos
de ambientes preservados (&homg e fungos considerados menos comugsophiala
dermatitidis e Saccharomyces cerevis)a®s grupos predominantes apresentaram diversas
espécies. Fungos nao esporulantes (FNE) ocorraratad®s 0s pontos.

Resultados semelhantes foram obtidos no Cérregdapateiro do Parque Municipal
do Ibirapuera, Sao Paulo, SP, onde se investigmoaéncia de micobiota terrestre em suas
aguas (TAKAHASHI, 2009), e no Acude do Prata e mude do Meio, em Recife, PE
(CAVALCANTI, 2001). Apesar da coincidéncia de taspresses estudos apresentaram
diversidade relativamente baixa de espécies em gédaro, se comparado ao presente
trabalho.

Alguns pontos de coleta apresentaram caractedspiagticulares quanto as estirpes
ocorrentes. No Rio Jaguari (ponto 1), registroa-seorréncia exclusiva da leved@andida
parapsilosis, de importancia médica, geralmente encontrada fadmahiofiimes em
equipamento protético (de HOOG et al., 2000). Comencionado, o ponto 1 foi incluido no

estudo como uma referéncia por apresentar, teceiti@naguas menos alteradas. A presenca
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de C. parapsilosissomente nestas amostras foi considerada preoeudanponto de vista
sanitario, ja que o rio Jaguari € a fonte de abmsémto de agua ndo s6 dos processos
industriais da refinaria, como também de consum@a & funcionarios. Deste resultado,
concluiu-se que uma nova pesquisa deve ser inipa@ao esclarecimento desta questao.

A maioria das leveduras, entretanto, foi encontr@olenas nas amostras do efluente
industrial bruto (ponto 6): Candida pseudointermedi&. pseudolambica; C. tropicalis;
Exophiala dermatitidis Galactomyces ressii; Geotrichukiebahnii; Kazachstania exigua
Pichia jadinii; P. kudriavzevij Saccharomyces exiguwsWilliopsis sp. Analises fisicas e
guimicas mostraram que o efluente bruto apresemtarnguantidade de hidrocarbonetos
complexos derivados do processo de refino do geti@NGELIS et al., 2008), o que sugere
que as estirpes nele encontradas sejam resistentestas condicOes e podem ser
recomendadas para estudos futuros de biorremediacéo.

Destacou-se a ocorréncia déicrosphaeropsis arundinipela sua frequéncia. O
isolamento deste fungo foi observado no interiorefmaria (pontos 2 e 3) e no rio Atibaia,
somente a jusante (pontos 5 e 8). Supfe-se quesstaie de celomiceto tenha se adaptado
as condicOes da refinaria, sendo posteriormenteadws para o rio pelo efluente. A variacao
nas caracteristicas macroscopicas dos isoladds. @eundinisobservada neste estudo pode
indicar que, apesar de viavel, o fungo mostrouesesigel as perturbagbes existentes nas
amostras coletadas. Na natureza, o fungo pareae asgociado a plantas, porém recentes
investigacdes tém relatado casos de infecgbes erarfas®ENDLE et al., 2004).

A presenca de uma estirpe @&xedosporium apiospermum seu teleomoérfico
Pseudallescheria boydidestacou-se por ndo haver relatos anteriores wWlésslamento em
ambiente aquatico. Trata-se de uma espécie conhemide oportunista e por causar
problemas respiratorios. A ocorréncia desse furigambiente estudado foi visto com grande
interesse por pesquisadores da area meédica, pEpéxie apresenta inUmeros registros de
casos clinicos tendo sido registrado em ambientétiaqupela primeira vez (de HOOG,
comunicacao pessoal). As estirpes isoladas serdadasvpara uma colecdo de culturas
internacional e faréo parte de uma amostragem fata@aologia desse fungo

A ocorréncia frequente de celomicetos do gémdromadestacou-se pelo fato de ser
um grupo que apresenta espécies tipicamente émamopatdégenas (DOMSCH et al., 1993).

Acremonium breved comumente isolado de tecidos vegetais morto® esaibo,
apresenta enorme faixa de distribuicdo mundial amplamente utilizado no controle
biologico de fungos causadores de podriddo em sfr@aoutras plantas cultivadas na

agricultura, gracas a sua intensa acdo antagbmintracBotrytis cinereae Penicillium
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expansunfJANISIEWICZ, 1988; SAMSON et al., 2004). Sua oéncia limitou-se ao ponto
2 (entrada da lagoa de estabilizagcdo), no entanto foé detectado nenhum fator
preponderante que pudesse explicar este resultado.

O fungoAspergillus flavus comumente encontrado viavel em ambientes agsatic
embora o género constitui um grupo terrestre (SAM&®Dal., 2004). No entanto, é capaz de
degradar substratos celuloliticos nos dois amlserentribuindo para a decomposi¢cao de
matéria organica nesse sistema (PARK, 1972). Aepigs desta estirpe no efluente bruto,
ponto 6 (Tabela 5), concorda com a literatura glega sua alta tolerancia pmialcanos e a
utilizacédo de hidrocarbonetos provenientes de déovae petroleo (DOMSCH et al., 1993).

Termotolerante e cosmopolita, a espésspergillus fumigatu® mencionada como
um potente contaminante. Foi encontrado em amostilatadas dentro e fora da refinaria.
Trata-se de um fungo altamente capaz de degradamchrbonetos complexos e produz
importantes metabdlitos de agdo antibidtica commidacina, gliotoxina, e ferricrocina.
Contudo, devido aos fatores de viruléncia que ppssa aplicacdo biotecnolégica € pouco
explorada, uma vez que sua manipulacdo precisaasgelosa (DOMSCH et al., 1993; de
HOOG et al., 2000).

O acompanhamento das condi¢des dos locais de wel@sendo desenvolvido desde
1997, como dito anteriormente; no entanto, est® foiimeiro estudo sobre a ocorréncia das
espécies fungicas transientes. Pesquisas anteapesms revelaram o nimero de UFCs ao
longo do tempo (assunto abordado no capitulo 2gcdedo com as medidas adotadas para
controle e diminui¢cdo dos impactos provocados nbiame estudado.

Como uma contribuicdo deste trabalho para a utdiaalas estirpes obtidas, na Tabela
6 encontra-se a importancia e algumas aplicacdesgjtéxons isolados apresentam. Espera-

se que novos projetos possam ser formulados & gesties resultados.

Tabela 6.Importancia econémica e aplicacdes dos tdxonsdssla

Taxon Importancia e Aplicacéo Referéncia

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

Aspergillus flavus Biorremediacdo, producdo de enzim&3omes et al., 2007.
termoestaveis.

Aspergillus fumigatus | Pesquisas soroldgicas. Ferreira, 2008.

Aspergillus niger Producdo de enzimas de interesB®msch etal., 1993.
industrial e farmacéutico. Ruegger;Tauk-Tornisiello,

2004.
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Taxon

Importancia e Aplicacéo

Referéncia

Aspergillus parasiticus
Aspergillus versicolor

Candida glabrata
Candida parapsilosis

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

Exophiala dermatitidis
Fusarium oxysporum

Fusarium solanii
Galactomyces ressii
Geotrichum klebahnii

Graphium sp.
Hyphopichia burtonii

Kazachstania exigua
Mariannea camptosporal
Microsphaeropsis
arundinis

Mucor sp.

Paecilomyces sp
Penicillium

brevicompactum
Penicillium implicatum

Penicillium janthinellum

Producéo de enzimas para fermentag
Producdo de enzimas de intere
industrial e farmacéutico.

Producéo de biossurfactantes.
Producdo de proteinases; pesquisa
micologia médica.

Fermentacao de café.

Producédo de micocinas.

Degradacao de fenol.

Interesse meédico.

Utilizacdo em testes de resisténcia
materiais téxteis e tintas.

Producédo de enzimas pectinoliticas.

Estudos taxondmicos e ecolbgicos
Converséao de dibenzotiofeno
Interesse médico.

Fitopatégeno.

Producédo de antibioticos.

Estudos taxondmicos e ecoldgicos.
Interesse medico.

Fitopatogeno; de interesse industrial.

Fitopatogeno; de interesse industrial.

Producdo de biomassa para nutri
animal.

Producdo de enzimas de intere
industrial.

Interesse médico.

Biodeteriogénico em induUstria

alimentos.

Biorremediacao de esgotos.

Estudos taxondmicos e ecoldgicos.
Controle  biolégico de Venturia
inaequalis.

Interesse médico; biodeteriogénico.

Interesse médico; biodeteriogénico.
Producgédo de acidos orgéanicos.

Fitopatégeno.

Shivam et al., 2009.
sB®mmsch et al., 1993.
Ruegger;Tauk-Tornisiello,
2004.

Luna et al., 2009.
&raga et al., 1998.

Masoud et al., 2004.

Vital et al., 2002.
Ding et al., 2010.

Vera, 1975.
Onions et al., 1981.

Domsch et 293.

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

Gravesen et al., 1994.
Nao encontrada
de Hoog et al., 2000.
Domsch.ef1883.
Gravesen et al., 1994
Domsch et al., 1993.
Gravesen et al., 1994.
c&dkyiama et al., 2001.

Rojas et al., 2008.

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

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

de Hoog et al., 2000.
Samson et al., 2004.
de Hoog e2@lg.
Samson et al., 2004.
Domsch et al., 1993.

Labuda et al., 2004.

Producéo de xilanases.

Rodrigues et al., 2004.
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Tabela 6.Continuagéo.

Taxon Importancia e Aplicacéo Referéncia

Penicillium rugulosum | Biodeteriogénico em industria dé&amson et al., 2004.
alimentos.

Pestalotiopsis sp. Fitopatogeno; producéo de celulase | Crous et al., 2009.

Phialophora sp. Interesse meédico. de Hoog et al., 2000.

Phoma herbarum Biodeteriogénico. Onions et al., 1981.

Phoma macrostoma Fitopatogeno. Crous et al., 2009.

Phomopsis sp. Fitopatégeno. Crous et al., 20009.

Pichia jadinii Biomassa para nutricdo animal. Deak, 2009.

Pichia kudriavzevii Fermentagéo de cacau. Daniel et al., 2009.

Pseudollescheria boydii | Interesse médico. de Hoog et al., 2000.

Rhodotorula Interesse médico. de Simone, 2009.

mucilaginosa

Saccharomyces Interesse  médico; larga aplicagade Llanos et al., 2006;

cerevisiae industrial. Onions et al., 1981.

Saccharomyces exiguus Estudos taxondmicos e ecoldgicos N&o encontrada

Scedosporium Interesse meédico. de Hoog et al., 2000.

apiospermum

Scopulariopsis sp. Biodeteriogénico; interesse médico. | Domsch et al., 1993.

Stagonosporopsis Fitopatogeno. Fiori et al., 2000.

cucurbitacearum

Trametes versicolor Biodegradacdao; interesse farmacéutic| Singh, 2006.

Trichoderma Producédo de enzimas; biodegradacéo. Zaldivar e0dl],.

aureoviridae

Trichoderma harzianum | Biodegradacao de herbicidg Domsch et al., 1993.
biocontrole deCandida albicans.

Trichoderma Produgéo de xilanases. Royer & Nakas, 1989

longibrachiatum

Trichoderma Biodegradacao; biodeteriora¢g Gupta et al., 2009

pseudokoningii producdo de enzimas.

Trichoderma anamorfico Biodegradacao; biodeterioragdd)omsch et al., 1993.

Hypocrea producdo de enzimas

Williopsis sp Atividade antifungica; producdo ¢ Hodgson et al., 1995
toxinas

A partir dos resultados e conclusdes obtidos nieatalho, algumas consideracdes
puderam ser levantadas. O impacto provocado péilzania esta sendo contornado pelo
tratamento que realiza sobre seu efluente, indwamee os principais impactos no Rio
Atibaia ndo podem ser atribuidos unicamente a ela.

Podemos ainda destacar como pontos relevantes g@esiguisa as seguintes
consideragodes:

# Os micro-organismos aqui isolados permitirdooatinuidade de avaliagbes de
potenciais para outras aplicacfes biotecnologicas vez que Sao provenientes de areas

impactadas.
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# A fotodocumentacdo e a preservacao das espédoesbranas representam um

acervo cultural, técnico, cientifico e de acesswvarnal.

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

constante atualizacdo da literatura pertinente.

# Esta pesquisa contribuiu para o enriquecimentaaiwvo da colecdo de culturas
fungicas do CEIS, assim como para sua organizagibamte o aprimoramento das fichas

catalogréficas, que serao futuramente disponiliéiganline
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6. CONCLUSOES

# A pesquisa mostrou que mesmo impactada, a regi@seou uma consideravel

diversidade de fungos durante o periodo estudadoortrario das expectativas iniciais.

# Diante desta diversidade pode-se inferir quetasuespécies de fungos transientes

permanecem presentes mesmo sob condi¢cdes adversas.

# A ocorréncia das espécieGandida parapsilosise Cryptococcus difluens
encontradas exclusivamente nas amostras de agu@ daguari, devem ser investigadas

quanto a distribuicdo dentro da refinaria.

# As espécies que ocorreram principalmente nasteasodo efluente bruto podem
apresentar potencial para aplicacdo em biorrem&@aliagnbora haja a necessidade de estudos

sobre possivel potencial oportunista e patogérasoedtirpes.

# Pela ocorréncia com que foi encontrado na angela sua associacado a casos de
infeccdo humana, o funddicrosphaeropsis arundinideve ser melhor investigado.

# Scedosporium apiospermum Pseudallescheria boydiconstituem estirpes de

interesse para estudos da area médica.
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APENDICE

Resultados do teste MANOVA realizado neoftware SAS 9.1.3

Teste Valor Valor F| Num DF| Den DF| Pr> F

Wilks’ Lambda 0,00370985 | 12,62 | 102 770,9@
Pillai's Trace 2,57608109 | 6,15 102 834 | <.0001
Hotelling-Lawley Trace | 20,27978702 26,34 102 553,56| < .0001
Roy’s Greatest Root 11,78925311 96,39 17 139 <.0001

Andlises de correlacdes canbnicas geradas no SAS.3.

Os valores em destaque correspondem aqueles qum famsiderados para interpretagédo da
analise estatistica. A analise simulou quatro siea em cada ponto, de modo que as relacbes
ocorreram entre as variaveis abidticas com aschstisendo sempre V1xW1 (amarelo), V2xW2
(azul), V3xW3 (verde) e V4xW4 (rosa).

PONTO 1
Ponto 1 — Ponto 1 —
fatores Vi1 V2 V3 V4 fatores W1 W2 W3 W4
abioticos bi6ticos

Pluv 0,2042 | -0,2398 0,0859 -0,117p

Est 0,2579 | -0,0147| -0,3557  0,2728 Fungos | 0,5637 | 0,0021| [0,5696 | Di5o8e |

pH 0,0312 | -0,0521 0,0183 -0,1044 Leveduras| -0,1931 | 0,4266 | :0,7591

Cond 0,0355 | -0,0197 0,0879 -0,205p6

Temp 0,5393 0,0222 -0,1135 -0,053

3
SolT 0,6408 0,2004 0,0325 -0,066b
Turb 0,3401 0,1176 -0,0418 -0,258P

Oxig 0,0251 0,2625| 00,4490 -0,3397

DBO | 0,3102| 0,0825| 0,0269 PI68ED

Cloretos | -0,1887| -0,2970 -0,1048 -0,175

NitrT -0,6204 | -0,0491| -0,0523 -0,350

WO

lonP 0,2185| -0,1085 0,0299 -0,309

Legenda: Est: Estacdo (seca ou chuvos®luv: Pluviosidade;pH: Potencial hidrogeniénicoCond:
Condutividade elétricalemp: Temperatura da agudplT: Sdlidos totaisTurb: Turbidez;Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigéniBjoretos: Cloretos;NitrT: Nitrogénio total;lonP:
fons P (fésforo)Fungos: UFC de Fungos filamentosdseveduras: UFC de Leveduras.
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PONTO 2
Ponto 2 — Ponto 2 —
fatores V1 V2 V3 V4 fatores W1 W2 W3 w4
abidticos biéticos
Est 0,4940 | 0,0183| -0,0997 BJB4@% | Fungos | 0,5675 | 0,5504 | 0,7312 | DI5S96 |
Pluv | 0,5223 | 0,0631] -0,1488 0,303b
pH -0,0281| -0,2056] -0,0365 0,330 Leveduras| 0,4983 | -0,4718] -0,444% DIGES8 |
Cond | -0,4306| -0,1066 -0,2697 [OISHEs
Temp | 0,1324| 0,2616] -0,2708 0,1045
SolT [ -0,6220| 0,0215| 0,1439 -0,2211
Turb | 0,3471| -0,2194 10,3671 0,206P
Oxig | -0,3483| -0,3337] 0,086 -0,0833
DBO | -0,4394| 0,0528| -0,2197 -0,3859
Cloretos | -0,3924 | -0,1282] -0,2017 [OM481
Nit'T | -0,4023| 0,2852| 0,0757 -0,4312
lonP | -0,3135| -0,1189 -0,0078 0,1228

Legenda: Est: Estacdo (seca ou chuvos®luv: Pluviosidade;pH: Potencial hidrogeniénicoCond:
Condutividade elétricalemp: Temperatura da 4gudplT: Solidos totaisTurb: Turbidez;Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigéniBjoretos: Cloretos;NitrT: Nitrogénio total;lonP:
fons P (fosforo)Fungos: UFC de Fungos filamentosdseveduras: UFC de Leveduras.

PONTO 3
Ponto 3 - Ponto 3 —

fatores V1 V2 V3 V4 fatores w1l W2 W3 w4
abidticos bidticos

Est 0,4407 | -0,1210 0,1650 | 0,1919| Fungos | 0,9207 | 0,0187| [0,6995 | DIo44s |
Pluv | 0,3525| 0,0333 0,1490 0,407p

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

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

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

Turb | 0,6038 | 0,3989 -0,442% 0,0778

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

DBO | -0,2084| 0,4053 0,0481 [0}5E20
Cloretos | -0,5209| -0,1303 -0,1011| -0,3549

NitT | -0,6973| 0,0883 0,1065 -0,2745

lonP | -0,1847 | :0,6902| 10,5884 | -0,2640

Legenda: Est: Estacdo (seca ou chuvos®luv: Pluviosidade;pH: Potencial hidrogeniénicoCond:
Condutividade elétricalemp: Temperatura da agudplT: Sdlidos totaisTurb: Turbidez;Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigéniGjoretos: Cloretos;NitrT: Nitrogénio total;lonP:
fons P (fésforo)Fungos: UFC de Fungos filamentosdseveduras: UFC de Leveduras.
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PONTO 4
Ponto 4 — Ponto 4 —

fatores Vi V2 V3 V4 fatores W1 W2 W3 W4
abioticos bibdticos

Est 0,3763 | 0,0799 0,0925 DM6AD | Fungos | 0,9423 | -0,2734] 0,6850 | -0,1914
Pluv | 0,5183 | 0,0711] 0,1849 0,227p

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

Temp | -0,1238| 0,3314 0,3994 0,004p

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

Turb | 0,9713| 0,1295 0,171 0,026f

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

DBO | -0,1975| 0,0577 [0)5800 | -0,2241
Cloretos | -0,3122| 0,0867] -0,2522 -0,2340

NitT | -0,5977| 0,1980, -0,395] OISR

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

Legenda: Est: Estacdo (seca

ou chuvos®luv: Pluviosidade;pH: Potencial hidrogenidénicoCond:
Condutividade elétricalemp: Temperatura da aguaplT: Sdlidos totaisTurb: Turbidez;Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigéniGjoretos: Cloretos;NitrT: Nitrogénio total;lonP:
fons P (fésforo)Fungos: UFC de Fungos filamentosdseveduras: UFC de Leveduras.

PONTO 5
Ponto 5 — Ponto 5 —
fatores V1 V2 V3 V4 fatores W1 W2 W3 w4
abidticos biéticos
Est 0,6210 | -0,0049 0,2469 0,0523 Fungos 0,8876 0,3421 -0,2022 -0,233
Pluv 0,5892 | 0,1253 0,3503 -0,3023
pH -0,1344| 0,1081] 10,2024 -0,1079Leveduras| 0,5722 | -0,5411 | 0,5275 | -0,3187
Cond -0,7353| -0,0373 0,0530 0,1083
Temp 0,2215 | 0,2139] 0,3666 -0,0229
SolT 0,2761 | -0,3724 -0,3552 0,1314
Turb 0,9088 | 0,1890 0,2255 0,1400
Oxig 0,2697 | 0,4919 | -0,6335 | -0,4241
DBO 0,0864 | 0,1368 -0,5720 0,0063
Cloretos | -0,6386| -0,0003 -0,0442 | 0,3950
NitrT -0,8551| -0,1134 0,0466 0,2743
lonP -0,6901| 0,2480, 0,1098 0,2929

Legenda: Est: Estacdo (seca

ou chuvos®luv: Pluviosidade;pH: Potencial hidrogenidénicoCond:
Condutividade elétricalemp: Temperatura da 4gudplT: Solidos totaisTurb: Turbidez;Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigéniGjoretos: Cloretos;NitrT: Nitrogénio total;lonP:
fons P (fésforo)Fungos: UFC de Fungos filamentosdseveduras: UFC de Leveduras.
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PONTO 6
Ponto 6 — Ponto 6 —

fatores V1 V2 V3 V4 fatores w1 w2 W3 w4
abidticos bidticos

Est 0,5537 | 0,2976] 05917 | 0,0458] Fungos | 0,8421 | 0,6161 | 0,4926 | DIS6D |
Pluv 0,6702 | 0,1117| 0,4502 0,2225

pH 0,0076 | 0,0311] -0,1547 0,1860 Leveduras| -0,5248 | 0,6431 | 0,634 | [DI6S66 |
Cond -0,6063| -0,0276 -0,2432 | -0,1835 LevL

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

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

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

Oxig 0,0969 | -0,045Q 0,2258 | -0,0898

DBO -0,5970| -0,4433 -0,1884 | -0,0216
Cloretos | -0,6356| -0,0738 -0,1990| -0,1108

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

lonP | -0,2814| 0,2439 -0,1664 [0}576R

Legenda: Est: Estacdo (seca ou chuvos®luv: Pluviosidade;pH: Potencial hidrogeniénicoCond:
Condutividade elétricalemp: Temperatura da aguaplT: Sdlidos totaisTurb: Turbidez;Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigéniGjoretos: Cloretos;NitrT: Nitrogénio total;lonP:

fons P (fosforo)Fungos: UFC de Fungos filamentosdseveduras: UFC de Leveduras.

PONTO 8
Ponto 8 — Ponto 8 —

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

Est 0,3190 | 0,3095 0,1683 0,224p Fungos | -0,5678 | 0,7699 | 0,0580| [DI6Y6S |
Pluv | 0,0034 | 0,4678| 0,2684] 0,1269

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

Temp | -0,0748| 0,4072 0,3270 [0)6450

SolT | 0,1890 | 0,3854 -0,2054 0,12683

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

Oxig | -0,5718| -0,0729 0,4619 | -0,0309

DBO | -0,0690| 0,0550 -0,3888 [D)SAML
Cloretos | 0,0001 | 50,5282| -0,1839| -0,2807

Nit'T | 0,4108 | -0,7160| -0,1191| -0,2929

lonP | 0,2716 | -0,282Q 0,1757 | 0,2117

Legenda: Est: Estacdo (seca ou chuvos®luv: Pluviosidade;pH: Potencial hidrogeniénicoCond:
Condutividade elétricalemp: Temperatura da aguaplT: Sdlidos totaisTurb: Turbidez;Oxig: Oxigénio
dissolvido; DBO: Demanda bioquimica de oxigéniBjoretos: Cloretos;NitrT: Nitrogénio total;lonP:

fons P (fosforo)Fungos: UFC de Fungos filamentosdseveduras: UFC de Leveduras.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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