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Resumo
O presente trabalho analisou a qualidade da agua, a abundancia e a diversidade de fungos
filamentosos aquaticos 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 (perfodo 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 analises macro e microscépica dos fungos
aquaticos isolados permitiu a identificacio de 8 géneros (Trichoderma, Penicillium, Cladosporinm,
Fusarium, Aspergillus, Curvnlaria, Alternaria e Aphanomyces) e de caracteristicas de hifas e conidios. A
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partir da identificagdo molecular, foram determinadas as espécies _Aspergillus flavus, Penicillium
expansunt, Penicillinm rolfsii, Cladosporium sp., Fusarium incarnatum e Trichoderma sp. pertencentes ao clado
Harzianum. Sete géneros pertencem ao filo Ascomycota. Também notou-se a presenca de fungos
comuns em solo, como Trichoderma e Fusarium.

Palavras-chave: Ecossistema Aquatico; Identificacao; Molecular.

Abstract

The present work analyzed water quality, abundance and diversity of filamentous fungi in the
Tocantins River, in the urban area of Imperatriz, Maranhio, identified by morphology and
molecular structure. Water collections were carried out at different points on the Tocantins River,
in the months of September to October 2021 (dry period) and in the months of February (rainy
petiod), June (dry period) of 2022 and in the months of January to May 22023 (rainy season), using
sterilized 500 ml glass bottles. Macro and microscopic analysis of isolated aquatic fungi allowed the
identification of 8 genera of fungi (Trichoderma, Penicillinm, Cladosporinm, Fusarinm, Aspergillus,
Curvnlaria, Alternaria and Aphanomyces) and characteristics of hyphae and conidia. From molecular
identification, were determined the species Aspergillus flavus, Penicillinm expansum, Penicillium rolfsit,
Cladosporinm sp., Fusarium incarnatum and Trichoderma sp., all of them belonging to the Harzianum
clade. Seven genera belong to the phylum Ascomycota. The presence of common fungi in soil, such
as Trichoderma and Fusarium, was noticed as well.

Keywords: Aquatic Ecosystem; Identification; Molecular.

Resumen

Las cuencas hidrograficas sufren presiones antrépicas que provocan estrés ambiental, como el El
presente trabajo analiz6 la calidad del agua, abundancia y diversidad de hongos filamentosos
acuaticos en el rfo Tocantins, en el drea urbana de Imperatriz - Maranhio, identificindolos por
morfologia y molecular. Se realizaron recolecciones de agua en diferentes puntos del rio Tocantins,
en los meses de septiembre a octubre de 2021 (perfodo seco) y en los meses de febrero (periodo
lluvioso), junio (periodo seco) de 2022 y en los meses de enero a mayo 2021. 2023 (época de
lluvias), utilizando botellas de vidrio esterilizadas de 500 ml. Los andlisis macro y microscopicos de
hongos acuaticos aislados permitieron la identificacion de 8 géneros de hongos (Trichoderma,
Penicillinm, Cladosporium, Fusarinm, Aspergillus, Curvularia, Alternaria y Aphanomyces) y las caracteristicas
de las hifas y conidios de los hongos. A partir de la identificacién molecular se determinaron las
especies Aspergillus flavus, Penicillinm expansum, Penicillinm rolfsii, Cladosporium sp., Fusarium incarnatum y
Trichoderma sp., pertenecientes al clado Harzianum. Siete géneros pertenecen al phylum _Ascomycota,
se observa la presencia de hongos comunes en el suelo, como Trichodermay Fusarinm.

Palabras clave: Ecosistema Acuatico; Identificacion; Molecular.

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 sao saprobios, mas também existem fungos parasitas (de animais, de plantas
e de outros fungos), simbiontes mutualistas (como liquenes, micortizas e ainda associa¢oes
com insetos ¢ outros animais) e predadores de animais microscopicos (Azevedo, 2018).

Os fungos considerados verdadeiros fungos aquaticos sio os ingoldianos, por sua

dependéncia exclusiva de dgua para reproducio e conidios adaptados para dispersao nos
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ecossistemas aquaticos. Normalmente, sdo encontrados em aguas limpas e claras, porém,
ha casos de fungos encontrados em ambientes lénticos ou eutrofizados (Schoenlein Crusius
et al., 2014).

Outro conjunto de fungos sio os aquatico-terrestres, também conhecidos como
geofungos. Estes organismos terrestres podem ser introduzidos nos ecossistemas aquaticos
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 decomposi¢ao desses materiais (Crusius; 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 presenga predominante em ambientes terrestres. Contudo, ¢ importante notar a
existéncia de diversos grupos de fungos adaptados a ambientes aquaticos, tanto no meio
marinho quanto em 4guas doces e salobras (Dandolini; Royer, 2013). Os fungos aquaticos
sao polifiléticos e dividem-se em quatro grupos, com base na morfologia e no estilo de
vida: aquaticos-facultativos, aquaticos-terrestres, ingoldianos e acroaquaticos (Souza, 2010).

Sio organismos indispensaveis ao ecossistema, pois realizam atividade saprobia
nos ambientes aquaticos e sdo fundamentais na ciclagem de elementos essenciais,
mineralizacdao, acumulacdo de materiais toxicos e desintoxicacao ambiental. Além disso, sao
excelentes indicadores biolégicos do delicado equilibrio aquatico e das interagdes com
outros organismos (Silveira, 2012).

A pesquisa taxonomica e ecolégica dos fungos de agua doce é atualmente limitada,
com poucos especialistas dedicados a esse campo no Brasil. Dada a relevancia economica e
ecoldgica desses fungos, torna-se prioritario conduzir estudos de biodiversidade em niveis
genético e especifico. Esses estudos, associados a investigacao ecoldgica, sdo essenciais para
uma compreensao mais profunda e a preservacio adequada dos fungos de agua doce no
pais (Lewinsohn, 2005).

A identificagao e a pesquisa abrangente de espécies micoldgicas tém impulsionado
progressos cientificos significativos. Um exemplo notavel é a identificagdo do fungo
Penicillinm chrysogenum, que resultou na criagao do primeiro antibiético, a penicilina (Oliveira,
2013).

O Rio Tocantins tem sua origem na Estacio Ecolégica de Aguas Emendadas, no
Distrito Federal. Ele percorre os estados de Goias, Tocantins, Maranhao e Pard e desagua
no golfo Amazonico, préximo a Belém, onde se encontra a ilha de Maraj6 (Castro, 2017).
Na regiao sudoeste do estado do Maranhao, na sua margem direita, encontra-se o

municipio de Imperatriz, situado a 630 km da capital Sao Luis. A cidade ocupa a posi¢ao de
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segundo maior centro politico, cultural e populacional do estado, além de deter o segundo
maior Produto Interno Bruto (PIB) do estado. No cenario nacional, Imperatriz ocupa a
165" posi¢ao, com um PIB de R$7.126.746,00 milhoes (castro, 2017).

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 produgao de energia elétrica
pela Usina Hidrelétrica de Estreito. Portanto, ¢ imperativo conduzir estudos aprofundados
sobre o ecossistema aquatico local para garantir sua preservagao 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.
Material e métodos

Area de estudo

As coletas foram realizadas em 10 (dez) pontos amostrais do Rio Tocantins, no
perimetro urbano de Imperatriz, nas coordenadas geograficas 5° 317 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 petiodos 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: Google Maps (2023).
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Coleta e armazenamento da agua

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 mlL de 4gua estéril que acompanharam o deslocamento dos recipientes
durante a amostragem para monitorar possiveis contaminac¢des. Apds 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 (20006);
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 afericio ddos
parametros fisico-quimicos como Total de Sélidos Dissolvidos (TDS), Turbidez (NTU),
Salinidade (PPT) e Condutividade (COND) da regido superficial do corpo hidrico. Esses
parametros foram medidos no laboratério em fungao da pequena distancia da coleta ao
laboratério com sonda multiparametros da marca Hidrolab, modelo DS5, calibrada antes

de cada campanha de coleta.

Método de filtragio por membrana filtrante

A filtracao por membrana foi usada em condigbes 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 um (Millipore®).

Ap6s a filtracdo, as membranas foram transferidas para o meio de cultura BDA
(agar, batata, dextrose) suplementado com cloranfenicol, na concentragio de 30 mg/100
ml, e as placas incubadas de forma nao invertida para favorecer o crescimento de fungos
em estufa de crescimento (B.O.D) a 25 +1 °C, para avaliacio da diversidade fungica e do
isolamento das culturas. As placas foram examinadas a partir do terceiro dia, e o nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) por 100 ml de amostra foram avaliadas até o
décimo dia, periodo no qual procedeu-se o registro diario do crescimento de colonias nas
placas. Apds o crescimento, as placas foram conservadas a uma temperatura inferior a 10
°C. As placas que apresentaram crescimento foram submetidas a contagem de colonias

com base em seu aspecto morfologico.

Rev. InterEspaco Grajau/MA v.12,n. 01 p-01-21 2026




| Fungos aquaticos do Rio Tocantins (Imperatriz-MA): abundancia e diversidade |

| Ivaneide de Oliveira Nascimento | Samara Reis Goveia | Gabriel Guzzard Santos da Cruz |
| Leonardo de Jesus Machado Gois de Oliveira | Marcelo Francisco Silva |

Identificagdo classica

As colonias morfologicamente semelhantes foram isoladas por repicagens
sucessivas e separadas em meio BDA (4gar, batata, dextrose) suplementadas com
cloranfenicol. Apés 5 e 7 dias de crescimento, foi feito um registro fotogrifico das
caracteristicas macroscopicas observadas. Caracteristicas como rebordo, zonagio ou
rugosidade foram classificadas a partir da presenca ou da auséncia no fungo filamentoso
em estudo.

Para identificagdao ao nivel de género das colonias de fungos filamentosos isolados,
foi feita a observagao macroscopica das colonias (cor, textura, bordos) e microscopica dos
esporos (arranjo, forma, tamanho, septos, pigmentacao) e os tipos de hifas dos fungos. Os
dados obtidos foram comparados com a descri¢ao das espécies em bibliografias especificas.

As preparagdes microscopicas para visualizagdo ao microscopio consistiram em
retirar do rebordo da colonia uma amostra e coloca-la numa gota de azul de algodao
(1g/L em acido lactico 88%), entre a lamina e a laminula. Para visualizagao dos fungos
filamentosos, cujas colonias nao eram muito pulverulentas, usou-se fita-adesiva, colocada
sobre a colonia e transportada para a lamina com uma gota de azul de algodao. Por fim,

para a dispersao dos esporos, foi usada uma gota de alcool 98% na lamina.
Identificagdo genética

Apbs o isolamento e a obtengdao de culturas puras, foi feita a extragdo de DNA
com o kit Dneasy Plant Mini Kit (Pr6-Analise), de acordo com as recomendagoes do
fabricante. Posteriormente, fez-se a amplificacio pela técnica de reagdo em cadeia da
Polimerase (PCR), da regido correspondente ao espagador interno transcrito (ITS) ITS1
— 5,85 — ITS2. Para a amplificacio da regido ITS, foi usado 30 mg de DNA total, e
adicionou-se 5 pl. de tampio 5X; 0,3 uL de GoTaq DNA Polimerase (5U/uL)
(Promega); 0,5 uL. de ANTP (10 mM); 0,5 puL. de cada primer (10 pM) e d4gua milli-Q para
completar o volume de reacao (25 pl). Em seguida, essa mistura foi submetida a
amplificagdo com o seguinte ciclo: etapa de desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos;
35 ciclos com desnaturacao a 94 °C por 30 segundos; anelamento a 60 °C por 1 minuto;
e extensio a 72 °C por 10 minutos. Foram usados os primers ITS1 (5’
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3), ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’), 5F2
(5 ’CGGTCTGAACSTATACSTGYT 3%, Cal 235f (5’ TYTTCTGGTGGCATTCG 3,
BT2A (5> CAGTTGGCACGGACTGACC 3) e EF1 (5 CCCGACGCTGCCGTC 3)
728f (5> GCCACAACAACGGACTATC 3°) segundo White ¢z a/. (1990).

As amostras amplificadas foram submetidas ao sequenciamento, e 0s
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eletroferogramas foram usados para a construgao de contigs no programa DNAdragon e a

montagem final de cada sequéncia com auxilio do programa MegaX (Kumar et al., 2018).

Anilise 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*ln (pi), em que pi é o nimero de
fungos de cada espécie em 100ml de dgua/ nimero total de fungos de todas as espécies.

A frequéncia de ocorréncia (FO) das espécies foi calculada pela equacio: Fi = Ji/k,
onde Fi = frequéncia decorréncia da espécie i; Ji = nimero 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): espécie dominante
(FO>0,50); espécie mais comum (0,50 >FO<0,31); espécie comum (0,30>FO<0,10); e
espécies raras (FO<0,10).

Resultados

De acordo com os resultados, as quantidades de sais dissolvidos nos diferentes
pontos de coletas nos periodos seco e chuvoso sao semelhantes e o teor de sélidos totais
(TDS) nos pontos 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 excegao
do ponto 2. Quanto a condutividade, nos pontos 1, 2, 5, 6 ¢ 9, os valores foram maiores no
periodo chuvoso, e para os pontos 3,4,7,8 e 10, os valores foram maiores no periodo de

estiagem (Tabela 1).

Tabela 1. Parimetros de qualidade das amostras de dgua coletadas no Rio Tocantins.

Periodo estiagem Periodo chuvoso

TDS Turbidez SAL COND T]I)E Turbidez SAL COND

(gL (NTU) (PPT) | (us/cm) ©L) (NTU) (PPT) (us/cm)
ponto 1 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 34,8 0,02 46,8
ponto 3 0,01 36,3 0,01 51,3 0,032 38 0,02 41,4
ponto 4 0,031 32,2 0,02 50 0,031 38,1 0,01 46,6
ponto 5 0,03 25,7 0,01 43 0,133 32,1 0,01 46,7
ponto 6 0,031 27,2 0,01 47 0,067 31,4 0,01 59,1
ponto 7 0,031 23,7 0,01 49 0,029 41,6 0,03 443
ponto 8 0,034 22,4 0,01 54,1 0,033 35 0,03 38,3
ponto 9 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 52,3

Legenda: TDS=Total de Sélidos Dissolvidos; NTU=Turbidez; PPT=S8alinidade; COND.=Condutividade.

Organizacio: Autores (2023).
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As quantidades de colonias de fungos aquaticos encontradas nas amostras de agua

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 sélidos totais e menor

turbidez e maior condutividade nos pontos 3, 4, 7, 8 e 10 (Tabela 1 e Figura 2).

Figura 2 - Indice de diversidade de Shannon (H’) de fungos aquaticos do Rio Tocantins, nos periodos de
estiagem e chuvoso, Imperatriz-MA, 2022 a 2023.
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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. Caracterizagio e imagens macro e microscopicas dos fungos nas amostras do Rio Tocantins de
acordo com os géneros identificados.

Género Fusarium sp.

Fusarium sp. apresenta
colénia em forma de bolor
na cor branca (A); esporos,
apenas um tipo de conidio e
hifas hialinas septadas (B).

Fusarinm sp. apresenta
coloracio branca em forma
de bolor e com crescimento

igual na placa (C); hialinas
septadas, esporos e um tipo
de conidio (D).

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

crescimento espiral (B).

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

®).

Trichoderma sp. apresenta
colonia de micélio verde
musgo (G); hifas septadas e
conidios ativos e inativos
H).

Aspergillus niger apresenta
colonia de micélio marrom
escuro (A); vesicula globosa,
com conidios simples e
ramificados, ativos e inativos

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

ramificados (D).

Aspergillus niger apresenta
coloracio da colonia de
micélio marrom escuro (E);
conidios simples e
ramificados, com vesicula
globosa (F).

Aspergillus flavus apresenta
colonia de micélio na textura
esverdeada (A); hifas ndo
septadas, com conidios
ativos e inativos ramificados

e vesicula globosa (B).

Aspergillus flavus apresenta
col6nia de micélio na textutra
esverdeada (C); hifas nio
septadas, com conidios
ativos e inativos ramificados

e vesicula globosa (D).

Penicillium sp. apresenta
coloragio amarelo (A); hifas
septadas, conidios inativos e

ativos (B). Durante o

crescimento fungico, ocorreu
alteracao na cor do meio BDA,
que se tornou amarelada.
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Penicillium sp., colonia de textura
amarela; ocorreu alteracio na
cor do meio durante o
crescimento (C); hifas septadas
e conidios ativos (D).

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

Geénero Aphanomyces

Aphanomyces sp. apresenta
blonia de micélio em forma de
bolot, com colora¢io branca
A). Tem hifas cenociticas (B).

Fonte: Autor (2023).

A partir da identificagao molecular, foram determinadas as espécies Aspergillus flavus,
Penicillinm expansum, Penicillinm 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 postetior (neighbour joining/bayesiana). A espécie isolada do
presente estudo esta representada por “UEMASUL” (Arvore filogenética Figuras 3, 4, 5, 0,
7 e 8).
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Figura 3 - Arvore filogenética de espécies do género Aspergillus sp. baseada em inferéncia bayesiana e

enraizada com A. niger (CBS31038).

A niger NRRL 348

2 UEMASUL

100% Aspergillus niger M4-5

A niger NRRL 326

A welwitschiae EGE KL 1351
awamori WW20 10

A tubingensis NRRL 4875
00%A tubingensis NRRL 365

A brasiliensis NRRL 26650
100%- A brasiliensis NRRL 26651
A ibericus NRRL 35645
A carbonarius NRRL 369
100% A carbonarius NRRL 346

A heteromorphus NRRL 4747
100% To*’/j:/\ ellipticus NRRL 5120

100%

100%

100%

A aculeatus NRRL 359
100% JA japonicus NRRL 360
10cdgaponicus NRRL 1782
A robustus NRRL 6362
T flavus CBS 310 38
—
0.10

Fonte: Autor (2023).

Figura 4 - Arvore filogenética de espécies do género Penicillinm sp. baseada em inferéncia bayesiana e

enraizada com Penicillium expansum.

P expansum(2)
1% UEMASUL

P paneum

P viridicatum
100% P chrysogenum
P aethiopicum
100%
P imegulare
100%4
P ausonanum FMR 16948T
100% P sanguifiuum
P heteromorphum
L— P guarroi FMR 17747
T flavus CBS 310 38

0.10
Fonte: Autor (2023).
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Figura 5 - Arvore filogenética de espécies do género Penicillium sp. baseada em inferéncia bayesiana e
enraizada com P. roffsii (CBS36848).

100% P rolfsii CBS 368 48
{ 4 uemasul

|P oxalicum CBS 219 30

100°%4

100%4 190% p oxalicum MSS1015
P paxilli NRRL 2008
100% P herquei CBS:336 48
100% ——P apimei 1 RB 2017
0% P gracilentum CBS 599 73
P griseofulvum CBS 185 27
100% T flavus CBS 310 38
—
0.050

Fonte: Autor (2023).

Figura 6 - Arvore filogenética de espécies do género Trichoderma sp pertencente ao clado Harzianum baseada
em inferéncia Bayesiana e enraizada com T. capillare (CJS993).

100 T afroharzianum CEN1414

Tnchoderma afroharzianum

T harzianum

T azevedoi CEN1403

T pseudopyramidale COAD 2420
il ) T pseudopyramidale COAD 2419
8 UEMASLUL

T atrobrunneum HF3525

ul T atrobrunneum HF3532

T lentiforme CEN1412

100 T lentiforme CEN1415

T peberdyi CEN1391

9 T peberdyi CEN1392

Teapillare GIS 993  Outgroup

WINUBIZIEH OPE|S

Fonte: Autor (2023).
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Figura 7 - Arvore filogenética de espécies do género Cladosporinm sp. baseada em inferéncia bayesiana e
enraizada com H. xiangnn (KUNHKAS68013).

97 A pannarioides DIC064
69 A galapagoensis MDF058
A pannarioides MDF352
A campestris DIC595b
1 UEMASUL
Cladosporium chalastosporoides CPC 13864.
100 C cladosporioides AFTOL ID 1289
05 Hygrophorus sp KUN HKAS 112567
H pudorinus AFTOL ID 1723
H aurantiosquamosus KUN HKAS 82501
99 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

92

91

97

il

77

T

Fonte: Autor (2023).

Figura 8 - Arvore filogenética de espécies do género Fusarium sp. A espécie isolada de Fusarinm incarnatum do
presente estudo esta representada por “UEMASUL”.

F caminascens CPC 25795
F cugenangense CBS 131393
F carminascens CPC 25800
iprcalisiephi CBS 187 53
F callistephi CBS 115423
F contaminatum CBS 117461
ol # contaminabum CBS 114899
F cugenangense CBS 130304
lamini CBS 672 94
F dlamimni CBES 431 94
100% F ananatum CBS 118516
F annulatum PUF 023
F brevicatenulatum NREL 25446
1 dentculatum NRRL 25302

IFusarium ncamatum
100°d § UEMASLL
M phlogioides CBS 125486

0.0s0
Fonte: Autor (2023).

A Figura 9 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 sio consideradas espécies raras, e nao ha espécie dominante para o

estudo conduzido no Rio Tocantins. Os fungos do género Trichoderma e Penicillinm sao
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espécies comuns em todos os pontos de coleta, as espécies Cladosporium, Fusarinm,

Aspergillus e Curvnlaria sao classificados como mais comuns.

Figura 9. Frequéncia de ocorréncia dos fungos identificados no Rio Tocantins. O grafico apresenta a
frequéncia de ocorreu de espécies, onde ndo ha uma espécie dominante, géneros como Trichoderma e
Penicillinm sio mais comuns.

Frequéncia

Espécies Fangicas

Fonte: Autor (2023).

Discussao

No Rio Tocantins, o teor de solidos totais (TDS) esta nos padrdes adequados:
variaram de 0,1 a 41,4 mg.L’l, visto que a Portaria do Ministério da Sadde n.° 2914/2011
estima que o padrio para consumo humano aceitavel da presenga dessas substancias na
dgua ¢é de até 1000 mg/L. Ji a Resolucio n.° 357, de 2005, do Ministério do Meio
Ambiente, determina que o padriao indicado para consumo humano deve ser menor que
500 mg/L.

Os valores de turbidez para as amostras de agua do Rio Tocantins variaram de 21,1
a 43,0 UNT (esse ultimo observado somente em um unico ponto na coleta 1), dentro dos
padroes adequados, uma vez que, de acordo com a Resolu¢ao Conama n.° 357/2005, os
valores de turbidez para rios de classe I nao devem ultrapassar 40 NTU.

Os parametros ambientais do Rio Tocantins influenciaram o nimero de colonias
fungicas: observou-se uma maior quantidade de colonias de fungos aquaticos no periodo
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 ¢ 10 (Tabela 1 e Figura 2).
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O indice de diversidade de fungos aquaticos foi mais elevado durante o periodo
seco. Os fungos do género Trichoderma e Penicillinm sio espécies comuns em todos os
pontos de coleta; as espécies Cladosporium, Fusarium, Aspergillus e Curvularia sao classificadas
como mais comuns, enquanto as espécies Alternaria e Aphanomyces sao tidas como raras
(Figura 9).

O Trichoderma sp. se destaca pela maior diversidade. F 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 graos e causar problemas
de saude e intoxicacdes em seres humanos e animais (Braz ez a/, 2017).

Com excecao do genero Aphanomyces, os demais pertencem ao filo Ascomycota. A
classe Dothideomycetes foi a mais comum entre os géneros identificados. Os géneros
Curvnlaria e Alternaria se diferenciam apenas ao nivel de género, ou seja, as demais
classificagées (filo a familia) sdo as mesmas. As analises macro e microscopica dos fungos
aquaticos isolados (Figura 9) permitiu a identificagdo de 8 géneros de fungos (I7ichoderma,
Penicillinm, ~Cladosporium, Fusarium, Aspergillus, Curvularia, Alternaria e Aphanomyces) e
caracteristicas de hifas e conidios, importantes para identificacio de espécies.

As espécies do género Aspergillus sp. sao geralmente inofensivas para os seres
humanos. Algumas variedades, no entanto, podem induzir doengas devido a produgio e
acao de micotoxinas. As espécies 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 economica, pois sio fitopatbgenos de ampla
distribuicao mundial que causam devastadoras perdas na agricultura, como a podridao em

vegetais (Zacaroni, 2009).
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O género Aphanomyces sp. sio responsaveis por uma variedade de doengas de
plantas, inclusive Aphanonyces euteiches, que causa podridao da raiz de ervilhas-inglesas, e 4.
cochlioda, agente causador da podridao radicular em beterraba-sacarina (Islam; Tahara, 2001).

Quanto a identificagio molecular dos fungos isolados do Rio Tocantins, foram
identificadas as espécies Aspergillus flavus, Penicillinm expansum, Penicillinm rolfsii, Trichoderma sp.
pertencentes ao clado Harzianum; Cladosporium sp. e Fusarinm  incarnatum. (Arvore
filogenética 3, 4, 5, 6,7 e 8).

O Penicillium expansum é 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 4guas do Parque Municipal
do Ibirapuera, em Sao Paulo — SP.

A espécie Penicillinm rolfsii é uma espécie sem ocorréncia nessa regiao de aguas
doces, seus unicos estudos sao em ambientes terrestres, uma vez que é considerada um
patégeno de plantas. No entanto, seu género também ja foi descrito no trabalho de
Takahashi (2009).

O Fusarium incarnatum nao apresenta ocorréncia em trabalhos na regiao de estudo,
seu genero ja foi identificado em outras bacias, como em aguas de rios doces, no trabalho
deFlorindo (2019), onde cinco isolados foram identificados como Fusarium sp. Nesse
género, ha muitas espécies que produzem diferentes metabdlitos secundarios

biologicamente ativos (Moretti, 2009).

Conclusao

As analises fisico-quimicas dos parametros de qualidade da agua do Rio Tocantins
constataram que a agua pertence a Classe I, a qual é destinada ao abastecimento doméstico
apos tratamento simplificado; a protecao das comunidades aquadticas; a recreacdo de
contato primario (natagdo, esqui aquatico e mergulho); a irrigacio de hortalicas que sio
consumidas cruas, e de frutas que se desenvolvem rente ao solo e sao ingeridas cruas sem
remocio de pelicula; a criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies destinadas a
alimentacdo humana, dentro dos limites determinados nas Resolucbes do CONAMA
(2011) e do recomendado pelo Ministério da Sadde. Contudo, faz-se necessiria a
continuidade da pesquisa com abrangéncia de pontos e coletas que promovam maior

seguranga.
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Os parametros ambientais do Rio Tocantins influenciaram o nimero de colonias
fungicas: observou-se maior diversidade de espécies no periodo seco, perfodo de baixa
precipitagao, quente, no qual se quantificou menor teor de sélidos totais e menor turbidez.

Na agua do Rio Tocantins, no perimetro urbano de Imperatriz (MA), foram
identificados fungos pertencentes aos géneros Trichoderma, Penicillium, —Cladosporium,
Fusarinm, Aspergillus, Curvularia, Alternaria e Aphanomyces, e 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 as enxurradas, cujo conteudo é
carregado rio adentro.

A partir da identificagao molecular, foram determinadas as espécies Aspergillus flavus,
Penicillium expansum, Penicillium rolfsii, Cladosporium sp., Fusarium incarnatum e Trichoderma sp.
pertencentes ao clado Harzianum. Muitos desses nao apresentam ocorréncia de trabalhos
na regiao de estudo, como ¢ o caso do Fusarium incarnatum.

Os géneros Alternaria e Aphanomyces sio consideradas espécies raras e niao ha

espécie dominante para o estudo conduzido no Rio Tocantins.
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