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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos apresentam grande diversidade de fungos e organismos zoosporicos,
que juntamente as bactérias e aos detritivoros (insetos, protozoarios) sdo responsaveis pela
fragmentacdo e degradacdo de substratos organicos submersos, transformando-os em seus
componentes originais (mineralizagdo), dinamizando a cadeia de detritos e a ciclagem de
nutrientes. O presente trabalho analisou a qualidade da agua, a abundéancia e a diversidade de
fungos filamentosos aquéaticos no Rio Tocantins, na zona urbana de Imperatriz (MA),
identificados por morfologia e estrutura molecular. As coletas da agua foram feitas em
diferentes pontos do Rio Tocantins, entre setembro e outubro de 2021 (periodo de estiagem);
em fevereiro (periodo chuvoso) e junho (periodo de estiagem) de 2022; e entre janeiro e maio
de 2023 (periodo chuvoso), com o uso de frascos de vidro esterilizados de 500 ml. As anélises
macro e microscépica dos fungos aquéticos isolados permitiu a identificacdo de 8 géneros
(Trichoderma, Penicillium, Cladosporium, Fusarium, Aspergillus, Curvularia, Alternaria e
Aphanomyces) e de caracteristicas de hifas e conidios. A partir da identificagdo molecular,
foram determinadas as espécies Aspergillus flavus, Penicillium expansum, Penicillium rolfsii,
Cladosporium sp., Fusarium incarnatum e Trichoderma sp. pertencentes ao clado Harzianum.
Sete géneros pertencem ao filo Ascomycota. Também se nota a presenca de fungos comuns em
solo, como Trichoderma e Fusarium.

Palavras-chave: Ecossistema aquético; Identificacdo; Molecular.
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ABSTRACT

Aquatic ecosystems exhibit a great diversity of fungi and zoosporic organisms, which, along
with bacteria and detritivores (such as insects and protozoa), play a crucial role in the
fragmentation and degradation of submerged organic substrates. This process transforms them
into their original components (mineralization), driving the detritus chain and nutrient cycling.
This study analyzed water quality, abundance, and diversity of aquatic filamentous fungi in the
Tocantins River, within the urban area of Imperatriz (MA), identified through morphology and
molecular structure. Water samples were collected from different points of the Tocantins River
between September and October 2021 (dry season); in February (rainy season) and June (dry
season) of 2022; and between January and May 2023 (rainy season), using sterilized 500 ml
glass flasks. Macro- and microscopic analyses of the isolated aquatic fungi allowed the
identification of eight genera (Trichoderma, Penicillium, Cladosporium, Fusarium,
Aspergillus, Curvularia, Alternaria, and Aphanomyces), as well as the characterization of
hyphae and conidia. Through molecular identification, the following species were determined:
Aspergillus flavus, Penicillium expansum, Penicillium rolfsii, Cladosporium sp., Fusarium
incarnatum, and Trichoderma sp. belonging to the Harzianum clade. Seven of these genera
belong to the phylum Ascomycota. The presence of fungi commonly found in soil, such as
Trichoderma and Fusarium, was also noted.

Keywords: Aquatic ecosystem; Identification; Molecular.
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1 INTRODUCAO

Os fungos ocorrem numa grande diversidade de ambientes: terrestre, marinho,
dulcaquicola e aéreo, com uma distribuicdo global, das regides temperadas as polares.
Apresentam grande diversidade de formas, de ciclos de vida e de modo de vida. Os fungos na
sua maioria sdo saprobios, mas também existem fungos parasitas (de animais, de plantas e de
outros fungos), simbiontes mutualistas (como liquenes, micorrizas e ainda associa¢cdes com
insetos e outros animais) e predadores de animais microscépicos (Azevedo, 2018).

Os fungos considerados verdadeiros fungos aquéaticos sdo os ingoldianos, por sua
dependéncia exclusiva de agua para reproducdo e conidios adaptados para dispersdao nos
ecossistemas aquaticos. Normalmente, sdo encontrados em &guas limpas e claras, porém, ha
casos de fungos encontrados em ambientes Iénticos ou eutrofizados (Schoenlein crusius et. al,
2014).

Outro conjunto de fungos sdo os aquatico-terrestres, também conhecidos como
geofungos. Estes organismos terrestres podem ser introduzidos nos ecossistemas aquéaticos por
meio de ventos, chuvas, escoamento de aguas superficiais e assoreamento causado pelo solo
marginal. Sdo reconhecidos por colonizar substratos submersos e desempenhar um papel ativo
na decomposicao desses materiais (Moreira, 2010).

Atualmente, ja foram descritas 100.000 espécies de fungos, porém, estima-se que haja
mais de cinco milhdes delas (Santos, 2015). A grande maioria dos fungos conhecidos tem
presenca predominante em ambientes terrestres. Contudo, € importante notar a existéncia de
diversos grupos de fungos adaptados a ambientes aquaticos, tanto no meio marinho quanto em
aguas doces e salobras (Dandolini; Royer, 2013). Os fungos aquaticos sdo polifiléticos e
dividem-se em quatro grupos, com base na morfologia e no estilo de vida: aquéticos-

facultativos, aquaticos-terrestres, ingoldianos e aeroaquaticos (Souza, 2016).

Sendo assim, esses organismos sdo indispensaveis ao ecossistema, pois desempenham
com exceléncia a decomposicdo de matéria organica e degradacdo de residuos.
Realizam atividade saprobia nos ambientes aquaticos e sdo fundamentais na ciclagem
de elementos essenciais, mineralizagdo, acumulacdo de materiais toxicos e
desintoxicagdo ambiental. Além disso, sdo excelentes indicadores bioldgicos do
delicado equilibrio aquatico e das intera¢fes com outros organismos (Silveira, 2012).

A pesquisa taxonémica e ecoldgica dos fungos de dgua doce é atualmente limitada, com
poucos especialistas dedicados a esse campo no Brasil. Dada a relevancia econémica e
ecologica desses fungos, torna-se prioritario conduzir estudos de biodiversidade em niveis
genético e especifico. Esses estudos, associados a investigacdo ecoldgica, sdo essenciais para
uma compreensdo mais profunda e a preservagdo adequada dos fungos de agua doce no pais
(Lewinsohn, 2005).
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A identificacdo e a pesquisa abrangente de espécies micoldgicas tém impulsionado
progressos cientificos significativos. Um exemplo notavel é a identificacdo do fungo
Penicillium chrysogenum, que resultou na criacdo do primeiro antibidtico, a penicilina
(Oliveira, 2013).

Os estudos sobre fungos aquéaticos no Maranhdo existem, mas ainda sdo muito escassos,
principalmente em Imperatriz, tais estudos sdo de suma importancia para se conhecer a
diversidade destes seres e a dinamica de suas comunidades. Os fungos s@o organismos
essenciais para a manutencao e equilibrio dos ecossistemas. E com toda a sua diversidade
ocupam muitos nichos diferentes, dessa forma, compreender o seu papel pode ser determinante
para evitar prejuizos ecoldgicos, de modo que a auséncia ou ocupacao desacerbada de algumas
espécies pode ocasionar desastres ambientais, principalmente em ambientes aquaticos, onde
muitos grupos estdo interligados mais intimamente (Rasvailer, et al., 2020). Portanto, através
desses estudos pode-se observar a qualidade da agua e a interacdo com outras espécies de
acordo com os grupos de fungos encontrados.

E ainda, a identificacdo e o estudo amplo de espécies micoldgicas promovem grandes
avancos cientificos, desde a identificacdo do fungo Penicillium chrysogenumque levou a
criacdo do primeiro antibi6tico, a Penicilina (Oliveira, 2013), podendo se observar o potencial
médico dos fungos. S&o responsaveis por muitos metabdlitos secundarios sendo de imensa
importancia para a industria alimenticia, cosmética e médica. Além disso, alguns grupos podem
causar contaminagdo no rio e ocasionar inimeras patologias decorrentes de desequilibrios no
ambiente, podendo atuar como bioindicadores de corpos aquéticos, levando em consideracdo
as alteracGes sazonais que ocorrem naturalmente com as espécies (Solé et al., 2008, Apud
Rasvailer et al., 2020).

O estudo supracitado é especialmente importante para a Imperatriz, que se beneficia
significativamente do Rio Tocantins, que oferece vantagens financeiras e alimentares a
comunidade local por meio da pesca e do turismo durante a temporada de praias. Além disso,
suas aguas desempenham um papel vital na producao de energia elétrica pela Usina Hidrelétrica
Estreito. Portanto, é imperativo conduzir estudos aprofundados sobre o ecossistema aquatico
local para garantir sua preservacéo e sua sustentabilidade.

A pesquisa aqui desenvolvida foi fundamental para o conhecimento da abundancia e da
diversidade populacional de fungos aquaticos do Rio Tocantins em Imperatriz. Espera-se,
assim, que seus resultados possam subsidiar medidas de manejo e monitoramento para a

conservacao da biodiversidade regional.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fungos Aquaticos: definicéo e aspectos fisioldgicos.

Os fungos sdo microrganismos eucarioticos, nao possuem clorofila e sdo heterotréficos,
obtendo seu alimento por absor¢do. Sua parede celular é composta por quitina e f3-glucano, e
0 material de reserva energética € armazenado como glicogénio ou lipideos. Podem ser
organismos unicelulares ou multicelulares, e podem ser tanto microscopicos gquanto
macroscopicos. A reproducdo pode ser assexuada ou sexuada, levando a formacdo de esporos
(Kirk et al., 2008).

Os fungos aquéaticos formam um grupo taxonomicamente e morfologicamente
diversificado que depende de habitats aquéaticos para todo ou parte de seu ciclo de vida (Grossart
et al., 2019). Os ambientes de dgua doce e marinhos, portanto, representam alvos prioritarios
para a descoberta de linhagens flngicas aquéaticas novas e aparentemente incultivaveis, que
antes haviam escapado a deteccdo (Grossart et al., 2019; Nilsson et al., 2016, 2019; Richards
etal., 2012).

Os ambientes aquéaticos abrigam uma grande e diversa variedade de populacbes
microbianas, que desempenham um papel fundamental na manutengéo de seu funcionamento e
sustentabilidade (Zinger; Gobet; Pommier, 2012). Dentro dessa populac¢do, encontram-se 0s
fungos aquaticos pertencentes aos filos Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Ascomycota e
Basidiomycota.

Esses fungos incluem: os hifomicetos aquaticos (~ 300 espécies, ascomicetos
mitospéricos) (Hawksworth, 2001), os fungos aero-aquaticos (~ 90 espécies, ascomicetos
mitosporicos), 0s ascomicetos de agua doce (~ 600 espécies, ascomicetos sexuais) e 0s fungos
zoosparicos (blastocladiomicetos e quitridiomicetos), que geram zodsporos flagelados como
parte de seu ciclo de vida (Tsui et al., 2016).

Nos ambientes aquaticos, esses fungos desempenham um papel crucial na
decomposicdo de matéria vegetal submersa, e sua biomassa pode servir de alimento para
invertebrados e outros microrganismos (Sri-indrasutdhi et al., 2010; Krauss et al., 2011; Jones
& Pang, 2012). Como organismos decompositores, eles transferem matéria organica
diretamente para os niveis troficos superiores dos ecossistemas aquaticos (Wong et al., 1998;
Hawksworth, 2001; Shearer et al., 2007).

Park (1972) classificou os fungos aquéaticos com base em seu grau de adaptagéo,
distinguindo-os em fungos residentes, que completam todo o seu ciclo de vida na agua, e fungos
transeuntes, que séo transportados para esse ambiente por meio de chuva, vento ou outros meios

de dispersdo. Nesse contexto, Wong et al. (1998) expandiram essa classificacdo, dividindo os
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fungos aquéticos em trés categorias principais: os fungos ingoldianos, que geralmente sdo
encontrados em folhas em decomposicdo; os ascomicetos e hifomicetos aquaticos, que ocorrem
em materiais lenhosos e submersos; e os quitridios e oomicetos (atualmente classificados em
Straminipila), incluindo aqueles responsaveis por doencas.

Os geofungos, também chamados de fungos terrestres, sdo incorporados aos
ecossistemas aquaticos por meio de materiais aloctones, como vento, chuva, escoamento de
aguas superficiais e 0 assoreamento causado pelo solo marginal. Esses fungos sdo conhecidos
por colonizar substratos submersos e atuar ativamente na decomposicdo desses materiais (Park,
1972; Dick, 1976; Dix & Webster, 1995; Schoenlein-Crusius & Milanez, 1998; Moreira, 2002;
2006). Esse grupo produz estaurosporos morfologicamente similares aos conidios produzidos
pelos fungos ingoldianos, mas diferenciam-se principalmente pela auséncia de conidiéforos
macronematicos (Ando, 1992; Goh & Hyde, 1996; Descals & Moralejo, 2001).

2.2 Importancia Ecoldgica dos Fungos Aquaticos.

Os fungos aquaticos desempenham um papel ecoldgico crucial na decomposicdo de
material vegetal submerso, sua biomassa também serve como fonte de alimento para
invertebrados e outros microrganismos (Sri-indrasutdhi et al., 2010; Krauss et al., 2011; Jones
& Pang, 2012). Em ambientes de &gua doce, esses organismos Sdo essenciais para a
decomposicdo de matéria vegetal, pois transferem substancias organicas diretamente para os
niveis troficos superiores nos ecossistemas aquaticos (Wong et al., 1998; Hawksworth, 2001,
Shearer et al., 2007).

Os fungos de &gua doce desempenham um papel fundamental na decomposicdo da
matéria organica, além disso, sdo considerados potenciais bioindicadores da qualidade
ambiental (Bai et al., 2018). Esses organismos também podem ser altamente impactados pelos
efeitos das mudancas climaticas, o que pode resultar em consequéncias significativas para a
ciclagem de nutrientes e energia nos ecossistemas aquaticos (Wurzbacher et al., 2014; Baschien
& Hyde, 2018). Ademais, atividades humanas, como o desmatamento e a construcdo de
represas, afetam de forma consideravel a quantidade de detritos lenhosos nos ambientes
aquaticos, o que pode alterar a diversidade de fungos durante o processo de decomposicdo da
madeira (Hyde et al., 2015).

Junto ao papel dos fungos na decomposicdo da matéria organica aquatica, observa-se
um processo de adaptacdo nesses ambientes. Muitos ascomicetos sexuais de agua doce
apresentam morfologia especializada, que estd intimamente ligada a sua capacidade de
dispersdo e a adesdo dos ascosporos ao substrato. Um exemplo disso sdo 0s ascosporos que

possuem bainhas mucilaginosas, apéndices ou paredes ornamentadas, como observado em
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espécies como Annulatascus velatispora K.D. Hyde, Fluviatispora spp., Caryospora spp.,
Massarina spp., Phaeosphaeria spp., Pleospora scirpicola (DC) P. Karst. e Rebentischia sp.
(Ingold, 1956; Shearer, 1993).

Também foi demonstrado que os fungos aquaticos produzem uma rica variedade de
enzimas capazes de degradar principais polissacarideos foliares (Suberkropp e Krug, 1980).
Essas enzimas sdo capazes de degradar agUcares simples, celulose e outros polimeros vegetais
(Tubaki, 1957; Thornton, 1963,1965; Nilsson, 1964; Singh, 1982).

O principal papel dos ascomicetos, basidiomicetos e fungos mitosporicos em
ecossistemas de dgua doce € a decomposi¢do de material vegetal morto, como folhas e madeira
de plantas como Juncus, que sdo levadas para a agua (Goh & Hyde, 1996). Esses fungos podem
também estar envolvidos na degradacdo de partes de animais, como exoesqueletos de insetos,
escamas de peixes e pelos. Outros grupos ecoldgicos presentes nesse ambiente incluem os
patdgenos vegetais e os fungos enddfitos, que tém a capacidade de colonizar plantas vivas. A
decomposic¢do dos tecidos vegetais mortos ocorre devido a habilidade dos fungos em degradar
celuloses e lignoceluloses (Zare-Maivan & Shearer, 1988a).

Ja os basidiomicetos sdo raros e ausentes principalmente em agua doce como eles nao
séo podres moles, embora possam degradar a celulose. Parece que a capacidade de degradar a
lignocelulose de dentro da segunda camada da parede celular é importante na dgua submersa
de madeira registrada. Vérias espécies ja foram testadas quanto a sua capacidade de causar
decomposicdo por podriddo mole embora tenhamos informacdes apenas para uma pequena

proporcao de espécies conhecidas, é provavelmente representativo (Goh e Hyde, 1996).

2.3 Aplicacbes biotecnolégicas dos fungos aquaticos.

Os fungos séao utilizados na producdo de alimentos como os produtos fermentados e
bebidas alcodlicas, contribuem na industria farmacéutica, estdo presentes no processo de
biodegradacdo e tratamento biologico de efluentes, atuam na atividade enzimatica, ou seja, na
producdo de enzimas de interesse industrial e na biotransformacéo. Eles também séo de grande
importancia agricola e ecoldgica, pois mantém o equilibrio do ambiente, decompondo restos
vegetais, degradando substancias toxicas, auxiliando as plantas a crescerem e se protegerem

contra inimigos, como outros microrganismos patogénicos. (Abreu et al., 2015).

A relacdo da industria de alimentos com os fungos filamentosos & muito antiga e
extensa. Os fungos tém sido utilizados em tecnologias alimentares desde os tempos das
civilizagbes mais antigas. Eles desempenhavam um papel importante na preparacdo de

alimentos tradicionais em diversas culturas, como nos alimentos fermentados do Oriente, nas
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bebidas tipicas de povos indigenas nas Américas e na producao de derivados lacteos na Europa.
Com o avango das pesquisas cientificas, tornou-se possivel compreender como os fungos
interagem com os alimentos, seja alterando suas propriedades por meio da producdo de

micotoxinas ou contaminando alimentos ja processados (Pastore; Macedo, 2004).

Os fungos filamentosos destacam-se por sua facilidade de cultivo e pela capacidade de
secretar enzimas diretamente no meio de producéo, eliminando a necessidade de ruptura celular
para sua extracao. Além disso, possuem altos niveis de producdo enzimatica, 0 que 0s torna
altamente promissores para diversas aplicacdes industriais (Nascimento et al., 2014). O
metabolismo dos fungos pode ser classificado em metabdlitos primarios, que consistem em
pequenas moléculas geradas durante o crescimento vegetativo e amplamente utilizadas nas
industrias de alimentos e racdo, e metabdlitos secundarios, que sdo produzidos na fase
estacionaria do crescimento microbiano. Esses metabdlitos secundarios, geralmente de baixa
massa molecular, possuem frequentemente propriedades bioativas (Abreu; Rodovida;
Phamphile, 2015).

Entre as principais enzimas de origem fungica, destacam-se as amiloglicosidases,
produzidas por espécies de Aspergillus e Rhizopus; as amilases, responsaveis por converter
amido em dextrinas e oligossacarideos, frequentemente isoladas de linhagens de A. niger por
fermentacdo; as reninas; e as lipases, que catalisam de forma reversivel a hidrélise de
triacilglicerdis em condicfes naturais, além de possibilitar a transesterificacdo e a sintese
estereoespecifica de ésteres em diversos substratos (Pastore; Macedo, 2004).

Além de seu potencial industrial, os fungos desempenham um papel crucial na
recuperacdo ambiental, atuando na reciclagem de residuos agricolas e agroindustriais. Eles
também sdo fundamentais na biodegradacdo de materiais lignocelulésicos, compostos por
celulose, hemicelulose e lignina, com destaque para a decomposicdo de madeira. O
Trichoderma e Metharhizium sdo usados como controladores bioldgicos, em aplicacdes
industriais, os fungos tém uma importante funcdo na recuperagdo ambiental, contribuindo para
a reciclagem de residuos agricolas e agroindustriais. Eles também desempenham papel
relevante na biodegradacdo de materiais lignoceluldsicos, compostos por celulose,
hemicelulose e lignina, com especial destaque para a decomposi¢cdo da madeira (Ferraz, 2004).

Os fungos tém sido descritos como organismos capazes de produzir quantidades
significativas de biopigmentos. Esses biopigmentos possuem diversas propriedades vantajosas,
como a nao toxicidade, estabilidade quimica, uma ampla gama de cores, diversidade de perfis

guimicos, biodegradabilidade, possibilidade de serem produzidos a partir de matérias-primas
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de baixo custo e a capacidade de serem gerados em grandes quantidades com facilidade (Da
Costa et al., 2016)

Conforme mencionado por Kantifedaki (2018), ao utilizar residuos de casca de laranja
para a producao de pigmentos por cepas de Monascus purpureus e Penicillium purpurogenum,
foi relatada a atividade antioxidante dos extratos testados. O estudo de Jin et al. (2018) com
cepas de P. purpurogenum também evidenciou atividade antioxidante nos extratos

pigmentados.

3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

e Realizar o estudo e a caracterizacdo da diversidade de espécies fungos aquaticos no Rio

Tocantins no municipio de Imperatriz-MA.

3.2 Objetivos Especificos

= Realizar coletas, identificacdo e caracterizacdo de espécies de fungicas aquéticos
presentes na area do rio Tocantins;

= Verificar quais as variaveis ambientais que interferem na ocorréncia de fungos
aquaticos.

= Observar e realizar levantamento da diversidade flngica;

= Analisar e identificar as espécies de fungos filamentosos a nivel de género;

= Explorar a riqueza, diversidade, abundancia e similaridade das comunidades de fungos
aquaticos no rio estudado;

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo

As coletas foram realizadas em 10 (dez) pontos amostrais do Rio Tocantins, no
perimetro urbano de Imperatriz, nas coordenadas geograficas 5° 31° 32' latitude Sul; 47° 26' 35'
longitude a Oeste, com altitude média de 92 m acima do nivel do mar (PREFEITURA DE
IMPERATRIZ, 2021) nos periodos de estiagem e chuvoso. Os pontos de coleta ao longo do rio
foram em -5,83176° latitude Sul; - 47,07010° longitude a oeste. (Figura 1).

Figura 1 - Pontos de coleta no Rio Tocantins em Imperatriz (MA).
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Fonte: Gogle Maps (2023).
4.2 Coleta e armazenamento da 4gua

A coleta da agua foi feita utilizando frascos de vidro esterilizados de 500 mL. Em
todos os procedimentos de coleta, foram incluidos controles de viagem por meio de frascos
com 500 mL de agua estéril que acompanharam o deslocamento dos recipientes durante a
amostragem para monitorar possiveis contaminacfes. Ap6s a coleta, os frascos foram
transportados em uma caixa de isopor com gelo até o local destinado as analises. Antes de
serem analisadas, as amostras foram mantidas refrigeradas, com temperatura inferior a 10 °C
por um periodo maximo de 24 horas. Cada amostra foi analisada em triplicata, de acordo com
as metodologias descritas por Filizola, Gomes e Souza (2006); Faia (2011); e Ottoni e
Yamaguchi (2014).

As coletas foram realizadas no periodo da manha entre as 08h00 as 10h00 em barco
num percurso entre a praia do Cacau até a praia do Meio, distanciadas por 4,5 km uma da
outra, numa profundidade de mais ou menos 30 cm, em dez pontos diferentes, nos periodos
de estiagem e chuvoso. De cada ponto amostral realizou-se afericdo ddos parametros fisico-
qguimicos como Total de Sdélidos Dissolvidos (TDS), Turbidez (NTU), Salinidade (PPT) e
Condutividade (COND) da regido superficial do corpo hidrico. Esses parametros, foram
medidos no laboratério em funcdo da pequena distancia da coleta ao laboratério com sonda
multiparametros da marca Hidrolab, modelo DS5, calibrada antes de cada campanha de

coleta.
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4.3 Método de filtracdo por membrana filtrante

A filtracdo por membrana foi usada em condicdes estéreis para detectar a presenga de
fungos filamentosos e leveduras em diversas amostras de agua. Para cada amostra, 100 mL
de agua foram filtrados em triplicata, com membranas estéreis de didmetro de poro de 0,45

pum (Millipore®).

Ap0s a filtragcdo, as membranas foram transferidas para o meio de cultura BDA (&gar,
batata, dextrose) suplementado com cloranfenicol, na concentracdo de 30 mg/100 mL, e as
placas incubadas de forma ndo invertida para favorecer o crescimento de fungos em estufa
de crescimento (B.0.D) a 25 £1 °C, para avaliacdo da diversidade fingica e do isolamento
das culturas. As placas foram examinadas a partir do terceiro dia, e 0 nimero de unidades
formadoras de col6nias (UFC) por 100 ml de amostra foram avaliadas até o décimo dia,
periodo no qual procedeu-se o registro diario do crescimento de coldnias nas placas. Apos o
crescimento, as placas foram conservadas a uma temperatura inferior a 10 °C. As placas que
apresentaram crescimento foram submetidas a contagem de colénias com base em seu

aspecto morfologico.

4.4 ldentificacdo classica

As colonias morfologicamente semelhantes foram isoladas por repicagens sucessivas
e separadas em meio BDA (&gar, batata, dextrose) suplementadas com cloranfenicol. Ap6s 5
e 7 dias de crescimento, foi feito um registro fotografico das caracteristicas macroscépicas
observadas. Caracteristicas como rebordo, zonacgéo ou rugosidade foram classificadas a partir

da presenca ou da auséncia no fungo filamentoso em estudo.

Para identificacdo ao nivel de género das colbnias de fungos filamentosos isolados, foi
feita a observacdo macroscopica das colénias (cor, textura, bordos) e microscdpica dos esporos
(arranjo, forma, tamanho, septos, pigmentacao) e os tipos de hifas dos fungos. Os dados obtidos

foram comparados com a descri¢do das espécies em bibliografias especificas.

As preparacdes microscopicas para visualizagdo ao microscépio consistiram em
retirar do rebordo da colénia uma amostra e coloca-la numa gota de azul de algodédo (1g/L
em &cido lactico 88%), entre a lamina e a laminula. Para visualizacdo dos fungos
filamentosos, cujas coldnias ndo eram muito pulverulentas, usou-se fita-adesiva, colocada
sobre a colonia e transportada para a lamina com uma gota de azul de algodéo. Por fim, para

a disperséo dos esporos, foi usada uma gota de alcool 98% na lamina.
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4.5 Identificacdo genética

Ap0s o isolamento e a obtengdo de culturas puras, foi feita a extracdo de DNA com o
kit Dneasy Plant Mini Kit (Pré-Andlise), de acordo com as recomendac6es do fabricante.
Posteriormente, fez-se a amplificacdo pela técnica de reacdo em cadeia da Polimerase (PCR),
da regido correspondente ao espacador interno transcrito (ITS) ITS1 — 5,85 — ITS2. Para a
amplificagéo da regido ITS, foi usado 30 mg de DNA total, e adicionou-se 5 pL de tampé&o
5X; 0,3 uL de GoTaq DNA Polimerase (5U/uL) (Promega); 0,5 UL de dNTP (10 mM); 0,5
pL de cada primer (10 uM) e agua milli-Q para completar o volume de reacédo (25 pL). Em
seguida, essa mistura foi submetida a amplificagdo com o seguinte ciclo: etapa de
desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 30
segundos; anelamento a 60 °C por 1 minuto; e extensdo a 72 °C por 10 minutos. Foram usados
os primers ITSI (5% TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3, ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°), 5F2 (5 "CGGTCTGAACSTATACSTGYT 3’), Cal
235f (S’TYTTCTGGTGGCATTCG 3°), BT2A (5 CAGTTGGCACGGACTGACC 3’) e
EF1 (5> CCCGACGCTGCCGTC 37) 728f (5 GCCACAACAACGGACTATC 3”) segundo
White et al. (1990).

As amostras amplificadas foram submetidas ao sequenciamento, e os eletroferogramas
foram usados para a construgdo de contigs no programa DNAdragon e a montagem final de
cada sequéncia com auxilio do programa MegaX (KUMAR et al., 2018).

4.6 Andlise de dados
Para avaliar a diversidade dos fungos, foi usado o indice de diversidade de Shannon
(H”), calculado de acordo com a equagao: H’ = -> pi*In (pi), em que pi € o nimero de fungos

de cada espécie em 100ml de agua/ nimero total de fungos de todas as espécies.

A frequéncia de ocorréncia (FO) das espécies foi calculada pela equacéo: Fi = Ji/k, onde
Fi = frequéncia decorréncia da espécie i; Ji = numero de amostras onde a espécie i ocorreu; e
k= numero total de amostras. As espécies foram ordenadas em quatro categorias baseadas em
sua frequéncia de ocorréncia (FO), segundo Zhang (2004): especie dominante (FO>0,50);
espécie mais comum (0,50 >F0<0,31); espécie comum (0,30>F0<0,10); e espécies raras
(FO<0,10).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com os resultados, a quantidade de sais dissolvidos nos diferentes pontos de

coleta nos periodos seco e chuvoso sdo semelhantes e o teor de sélidos totais (TDS) nos pontos
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de coleta 1, 2, 3, 5, 6, 9 e 10 foram maiores no periodo chuvoso. Os valores de turbidez foram

maiores no periodo chuvoso em todos os pontos, com exce¢do do ponto 2. Quanto a

condutividade, nos pontos 1, 2, 5, 6 e 9, os valores foram maiores no periodo chuvoso, e para

0s pontos 3,4,7,8 e 10, os valores foram maiores no periodo de estiagem (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros de qualidade das amostras de agua coletadas no Rio Tocantins.

Periodo de estiagem Periodo chuvoso
Turbide [ SAL | COND Turbidez | SAL | COND |
TDS (gL |z (NTU) | (PPT) | (usicm) | TDS [ (NTU) | (PPT) | (us/cm)
QL™
| pontol |0,038 27,5 0,02 47 0,311 30,1 0,01 53,2
ponto 2 | 0,036 40 0,01 46 0,051 3438 0,02 46,8
ponto3 |0,01 36,3 0,01 51,3 0,032 38 0,02 414
ponto4 |0,031 32,2 0,02 50 0,031 38,1 0,01 46,6
ponto5 | 0,03 25,7 0,01 43 0,133 321 0,01 46,7
ponto 6 | 0,031 27,2 0,01 47 0,067 314 0,01 591
ponto 7 | 0,031 23,7 0,01 49 0,029 416 0,03 443
ponto 8 | 0,034 22,4 0,01 54,1 0,033 35 0,03 383
ponto9 |0,035 21,4 0,02 42,1 0,177 29 0,01 454
ponto 10 0,022 26 0,01 60,2 0,035 28 0,01 523

Legenda: TDS=Total de Sélidos Dissolvidos; NTU=Turbidez; PPT=Salinidade;COND.= Condutividade.

Fonte: Autor (2023).

As quantidades de coldnias de fungos aquaticos encontradas nas amostras de dgua do

Rio Tocantins foram maiores no periodo de estiagem, de acordo com o indice de diversidade

de Shannon (H”), no qual se quantificou menor teor de solidos totais e menor turbidez e maior

condutividade nos pontos 3, 4, 7, 8 e 10 (Tabela 1 e Grafico 1).

Grafico 1. indice de diversidade de Shannon (H”) dos periodos. Onde mostra que as amostras de agua do Rio
Tocantins foram maiores no periodo seco e quente, tendo uma maior diversidade de espécies.
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Fonte: Autor (2023).

De acordo com os dados morfoldgicos, foram identificados 13 isolados de fungos,
distribuidos em 8 géneros: Fusarium sp., Trichoderma sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,

Curvularia sp., Alternaria sp. e Aphanomyces sp. (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizagdo e imagens macro e microscépicas dos fungos nas amostras do Rio Tocantins de

acordo com os géneros identificados.

Género Fusarium sp.

Fusarium sp. apresenta
coldnia em forma de
bolor na cor branca
(A); esporos, apenas
um tipo de conidio e

hifas hialinas septadas

(B).

Fusarium sp. apresenta
coloragéo branca em
forma de bolor e com
crescimento igual na
placa (C); hialinas

septadas, esporos e um
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tipo de conidio (D).

Género Trichoderma sp.

Trichoderma sp.
apresenta colonia de
miceélio na textura verde
escuro (A); hifas septadas
e conidios ativos e

inativos e crescimento

espiral (B).

#

= %é-g ‘ Trichoderma sp.

apresenta colonia
verde musgo (C); hifas
septadas com conidios

ativos e inativos (D).

Trichoderma sp.
apresenta colonia de
micélio na cor
amarelada (E); hifas
ndo septadas e conidios

ativos (F).

Trichoderma sp.

apresenta col6nia de
micélio verde musgo
(G); hifas septadas e

conidios ativos e

inativos (H).

Género Aspergillus niger
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Aspergillus niger
apresenta coldnia de
micelio marrom escuro
(A); vesicula globosa,
com conidios simples e
ramificados, ativos e

inativos (B).

Aspergillus niger
apresenta coloracao da
colonia de micélio
marrom escuro (C);
vesicula globosa, com
conidios simples e

ramificados (D).

Aspergillus niger
apresenta coloragdo da
colénia de micélio
marrom escuro (E);

conidios simples e

ramificados, com

vesicula globosa (F).

Género Aspergillus

flavus

Aspergillus flavus
apresenta col6nia de
micelio na textura
esverdeada (A); hifas
néo septadas, com

conidios ativos e
inativos ramificados e

vesicula globosa (B).
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Aspergillus flavus
apresenta coldnia de
micelio na textura
esverdeada (C); hifas

néo septadas, com

conidios ativos e
inativos ramificados e

vesicula globosa (D).

Género Penicillium sp.

Penicillium sp. apresenta
coloracdo amarelo (A);
hifas septadas, conidios
inativos e ativos (B).
Durante o crescimento
fangico, ocorreu
alteracéo na cor do meio
BDA, que se tornou
amarelada.

Penicillium sp., coldnia
de textura amarela;
ocorreu alteragdo na cor
do meio durante o
crescimento (C); hifas
septadas e conidios ativos

(D).

Género Alternaria

Alternaria sp. apresenta
colénia de micélio em
formato de bolor, com
coloragdo marrom (A);
conidios em forma de
clava ou pera invertida

(B).

Género Aphanomyces
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Aphanomyces sp.
apresenta colonia de
micelio em forma de
bolor, com coloragdo
branca (A). Tem hifas
cenociticas (B).

Fonte: Autor (2023).

A partir da identificacdo molecular, foram determinadas as espécies Aspergillus flavus,

Penicillium expansum, Penicillium rolfsii, Cladosporium sp., Fusarium incarnatum e

Trichoderma sp. pertencente ao clado Harzianum. Os valores acima dos ramos indicam o

suporte com base em bootstrap/probabilidade posterior (neighbour joining/bayesiana). A

espécie isolada do presente estudo esta representada por “UEMASUL” (Figura 2, 3,4,5,6 ¢

7).

Figura 2. Arvore filogenética de espécies do género Aspergillus sp. baseada em inferéncia bayesiana e enraizada

com A. niger (CBS31038).

100%

A niger NRRL 348

2 UEMASUL

100°4 Aspergillus niger M4-5

A niger NRRL 326

% |, A welwitschiae EGE KL 1351
wamori WW20 10

A tubingensis NRRL 4875
00%A tubingensis NRRL 365

A brasiliensis NRRL 26650

100%

100%

100%4

100%- A brasiliensis NRRL 26651

A ibericus NRRL 35645
m!:j A carbonarius NRRL 369
100% A carbonarius NRRL 346

A heteromorphus NRRL 4747
A ellipticus NRRL 5120
A aculeatus NRRL 359

1007 A Japonicus NRRL 360
100&4aponicus NRRL 1782

A robustus NRRL 6362
T flavus CBS 310 38

010

Fonte: Autor (2023).

Figura 3. Arvore filogenética de espécies do género Penicillium sp. baseada em inferéncia bayesiana e enraizada

com Penicillium expansum
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P expansum(2)
% UEMASUL

1do¢E expansum
P paneum
P viridicatum

1004 P chrysogenum

P aethiopicum
100%4

P iregulare

100%

P ausonanum FMR 16948T
100% L— P sanguifluum
P heteromorphum

\— P guarroi FMR 17747

T flavus CBS 310 38

0.10

Fonte: Autor (2023).

Figura 4. Arvore filogenética de espécies do género Penicillium sp. baseada em inferéncia bayesiana e enraizada
com P. rolfsii (CBS36848)

100% P rolfsii CBS 368 48
L uemasul

I P oxalicum CBS 219 30

100%

100% 100% b o xalioum MSS1015

P paxilli NRRL 2008

P herquei CBS:336 48
mov{ P apimei 1 RB 2017
100% P gracilentum CBS 599 73

P griseofulvum CBS 185 27

100%

mﬂ] T flavus CBS 310 38

| |
0.050

Fonte: Autor (2023).

Figura 5. Arvore filogenética de espécies do género Trichoderma sp pertencente ao clado Harzianum baseada

em inferéncia Bayesiana e enraizada com T. capillare (CJS993)
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W T afroharzianum CEN1414
Trichoderma afroharzianum

T harzianum

T azevedoi CEN1403 0

—:T pseudopyramidale COAD 2420 a
L 97 T pseudopyramidale COAD 2419 ;
§ UEMASUL 3

T atrobrunneum HF3525 g

c

3

494‘—T atrobrunneum HF3S32
T lentiforme CEN1412
—100:7 lentiforme CEN1415
———— T peberdyi CEN1391

g9l Tpeberdyi CEN1392
Tecapillare GJS 993 Outgroup

Fonte: Autor (2023).

Figura 6 - Arvore filogenética de espécies do género Cladosporium sp. baseada em inferéncia bayesiana e
enraizada com H. xiangun (KUNHKAS68013)

97 A pannaricides DIC064

A galapagoensis MDF058

A par ioides MDF352

99 L——— A campestris DIC595b

1T UEMASUL

Cladosporium chalastosporoides CPC 13864.
00 C cladosporioides AFTOL ID 1289

95 Hygrophorus sp KUN HKAS 112567

H pudorinus AFTOL ID 1723

H aurantiosquamosus KUN HKAS 82501

o
=]
@
@

1

:

97

77

m

9 H aurantiosquamosus KUN HKAS 112569

—— Hygrophorus sp KUN HKAS 112566
86 L— H hypothejus KUN HKAS 56550

H xiangjun KUN HKAS 55043

H xiangjun KUN HKAS 68013

Fonte: Autor (2023).

Figura 7. Arvore filogenética de espécies do género Fusarium sp. A espécie isolada de Fusarium incarnatum

do presente estudo esta representada por “UEMASUL”.
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F carminascens CPC 25795
F cugenangense CBS 131393
F carminascens CPC 25800
1§fezallistephi CBS 187 53
F callistephi CBS 115423

F contaminatum CBS 117461

1009 iﬁcontammatum CBS 114899

100°%4

F cugenangense CBS 130304
1qd=dlaminii CBS 672 94

F dlaminii CBS 481 94

F ananatum CBS 118516

F annulatum PUF 023

F brevicatenulatum NRRL 25446
1083 denticulatum NRRL 25302

| Fusarium incarnatum

100% 6 UEMASUL
M phlogioides CBS 125496

Fonte: Autor (2023).

e |
0.050

O Gréfico 2 apresenta os géneros de fungos e suas respectivas frequéncias de ocorréncia

em todos os pontos de coleta no Rio Tocantins. Observa-se que o género Alternaria e

Aphanomyces sdo consideradas espécies raras, e ndo ha espécie dominante para o estudo

conduzido no Rio Tocantins. Os fungos do género Trichoderma e Penicillium sdo espécies

comuns em todos os pontos de coleta, as espécies Cladosporium, Fusarium, Aspergillus e

Curvularia sdo classificados como mais comuns.

Gréfico 2. Frequéncia de ocorréncia dos fungos identificados no Rio Tocantins. O gréafico apresenta a

frequéncia de ocorreu de espécies, onde ndo ha uma espécie dominante, géneros como Trichoderma e

Penicillium sdo mais comuns.

Fraquéncia

Fonte: Autor (2023).

Espécies Fangicas
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No Rio Tocantins, o teor de sdlidos totais (TDS) esta nos padrdes adequados: variaram
de 0,1 a 41,4 mg.L?, visto que a Portaria do Ministério da Satide n.° 2914/2011 estima que 0
padrdo para consumo humano aceitavel da presenca dessas substancias na agua é de até 1000
mg/L. J& a Resolucdo n.° 357, de 2005, do Ministério do Meio Ambiente, determina que o

padrdo indicado para consumo humano deve ser menor que 500 mg/L.

Os valores de turbidez para as amostras de 4gua do Rio Tocantins variaram de 21,1 a
43,0 UNT (esse ultimo observado somente em um unico ponto na coleta 1), dentro dos padrdes
adequados, uma vez que, de acordo com a Resolu¢do Conama n.° 357/2005, os valores de

turbidez para rios de classe | ndo devem ultrapassar 40 NTU.

Os pardmetros ambientais do Rio Tocantins influenciaram o nimero de colbnias
fangicas: observou-se uma maior quantidade de coldnias de fungos aquéaticos no periodo de
estiagem (seco e quente), no qual se quantificou um menor teor de sélidos totais e menor
turbidez, bem como maior condutividade nos pontos de coletas 3,4,7,8 e 10 (Tabela 1 e Grafico
1).

O indice de diversidade de fungos aquaticos foi mais elevado durante o periodo de
estiagem (seco e quente). Os fungos do género Trichoderma e Penicillium sdo espécies comuns
em todos os pontos de coleta; as espécies Cladosporium, Fusarium, Aspergillus e Curvularia
sdo classificadas como mais comuns, enquanto as espécies Alternaria e Aphanomyces sdo tidas
como raras (Gréfico 2).

O Trichoderma sp. se destaca pela maior diversidade. E considerado um biofungicida
natural que reduz em até 100% as chances de qualquer outro fungo atingir a cultura (Menezes
et al., 2010). Ja o género Penicillium sp. é o segundo com maior diversidade. Esses fungos
podem sobreviver no solo ou no interior das sementes e grdos e causar problemas de salde e

intoxicacOes em seres humanos e animais (Braz et al., 2017).

Com excecdo do género Aphanomyces, os demais pertencem ao filo Ascomycota. A
classe Dothideomycetes foi a mais comum entre os géneros identificados. Os géneros
Curvularia e Alternaria se diferenciam apenas ao nivel de género, ou seja, as demais
classificacOes (filo a familia) sdo as mesmas. As analises macro e microscopica dos fungos
aquaticos isolados (Figura 9) permitiu a identificacdo de 8 géneros de fungos (Trichoderma,
Penicillium, Cladosporium, Fusarium, Aspergillus, Curvularia, Alternaria e Aphanomyces) e

caracteristicas de hifas e conidios, importantes para identificagdo de espécies.
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As espécies do género Aspergillus sp. sdo geralmente inofensivas para os seres
humanos. Algumas variedades, no entanto, podem induzir doengas devido a producéo e agdo
de micotoxinas. As especies mais prevalentes incluem A. fumigatus, A. flavus e A. niger (Costa
et al., 2020).

O género Penicillium sp., amplamente identificado, é extensivamente empregado na
indUstria farmacéutica devido a sua capacidade de produzir micotoxinas com propriedades
bactericidas. Uma das descobertas genéticas mais significativas relacionadas a esse fungo foi
sua habilidade de sintetizar a penicilina, identificada por Alexander Fleming em 1928 (Braz et
al., 2017).

Os fungos pertencentes ao género Alternaria sp. identificados tém a capacidade de
persistir entre diferentes cultivos em residuos de cultura infectados, bem como em hospedeiros
intermediarios. Sua sobrevivéncia estende-se a equipamentos agricolas, estacas e caixas
utilizadas, e até mesmo sementes (Silva; Melo, 1999). Por sua vez, o género Fusarium apresenta
grande importancia econdmica, pois sdo fitopatogenos de ampla distribuicdo mundial que

causam devastadoras perdas na agricultura, como a podriddo em vegetais (Zacacoroni, 2009).

O género Aphanomyces sp. sdo responsaveis por uma variedade de doencas de plantas,
inclusive Aphanomyces euteiches, que causa podriddo da raiz de ervilhas-inglesas, e A.
cochlioda, agente causador da podridéo radicular em beterraba-sacarina ( Islam; Tahara, 2001).

Quanto a identificacdo molecular dos fungos isolados do Rio Tocantins, foram
identificadas as espécies Aspergillus flavus, Penicillium expansum, Penicillium rolfsii,
Trichoderma sp. pertencentes ao clado Harzianum; Cladosporium sp. e Fusarium incarnatum.
(Figuras 1, 2, 3,4,5¢€6).

O Penicillium expansum € uma espécie sem estudos certos em bacias proximas ao Rio
Tocantins e, como mostra a arvore, apresentou ocorréncia. No entanto, seu género foi
identificado por Takahashi (2009) em um estudo de fungos em &guas do Parque Municipal do

Ibirapuera, em Séo Paulo — SP.

A espécie Penicillium rolfsii € uma espécie sem ocorréncia nessa regido de aguas doces,
seus Unicos estudos sdo em ambientes terrestres, uma vez que é considerada um patogeno de

plantas. No entanto, seu género também ja foi descrito no trabalho de Takahashi (2009).

O Fusarium incarnatum néo apresenta ocorréncia em trabalhos na regiao de estudo, seu

género j& foi identificado em outras bacias, como em aguas de rios doces, no trabalho
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deFlorindo (2019), onde cinco isolados foram identificados como Fusarium sp. Nesse género,
h& muitas espécies que produzem diferentes metabdlitos secundarios biologicamente ativos
(Morretti, 2009).

6 CONCLUSAO

As anélises fisico-quimicas dos pardmetros de qualidade da agua do Rio Tocantins
constataram que a agua pertence a Classe |, a qual é destinada ao abastecimento doméstico apos
tratamento simplificado; a protecdo das comunidades aquaticas; a recreacao de contato primario
(natacdo, esqui aquatico e mergulho); a irrigacédo de hortalicas que sdo consumidas cruas, e de
frutas que se desenvolvem rente ao solo e sdo ingeridas cruas sem remogdo de pelicula; a criacdo
natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies destinadas a alimentacdo humana, dentro dos
limites determinados nas Resolu¢fes do CONAMA (2011) e do recomendado pelo Ministério
da Saude. Contudo, faz-se necessaria a continuidade da pesquisa com abrangéncia de pontos e

coletas que promovam maior seguranca.

Os pardmetros ambientais do Rio Tocantins influenciaram o nimero de col6nias
fangicas: observou-se maior diversidade de espécies no periodo seco, periodo de baixa

precipitacdo, quente, no qual se quantificou menor teor de sélidos totais e menor turbidez.

Em &gua do Rio Tocantins, no perimetro urbano de Imperatriz (MA), foram
identificados fungos pertencentes aos géneros Trichoderma, Penicillium, Cladosporium,
Fusarium, Aspergillus, Curvularia, Alternaria e Aphanomyces, sete pertencem ao filo
Ascomycota. Notou-se a presenca de fungos comuns em solo, como Trichoderma e Fusarium,
que, inferiu-se, ocorrer devido ao desmatamento das margens e a enxurradas, cujo contetdo €

carregado rio adentro.

A partir da identificacdo molecular, foram determinadas as espécies Aspergillus flavus,
Penicillium expansum, Penicillium rolfsii, Cladosporium sp., Fusarium incarnatum e
Trichoderma sp. pertencentes ao clado Harzianum. Muitos desses ndo apresentam ocorréncia

de trabalhos na regido de estudo, como € o caso do Fusarium incarnatum.

Os géneros Alternaria e Aphanomyces sao consideradas espécies raras, e ndo ha espécie

dominante para o estudo conduzido no Rio Tocantins.
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