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RESUMO

Os fungos compreendem um grupo de microrganismos saprébios, cosmopolitas ou
simbiontes importantes componentes dos ecossistemas, constituindo o maior grupo de
microrganismo responsavel pela producio de enzimas. Considerando a escassez de
trabalhos que tratam da micota filamentosa em ambientes marinhos, este trabalho
teve como objetivos isolar, identificar e caracterizar quanto a fatores de
patogenicidade fungos filamentosos do solo e da agua da praia de Candeias, Jaboatao
dos Guararapes, PE. Foram realizadas quatro coletas de solo e de agua, durante os
periodos chuvosos e de estiagem, em trés pontos aleatérios ao longo da praia, durante
a baixa-mar do dia. De cada amostra de solo foi feita uma suspensao de 50g de solo em
90ml de agua destilada esterilizada. Desta, foi semeado 0,5ml na superficie de Agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol (100mg/L) em placas de Petri. Da agua, 0,5 ml
foi semeado em placas de Petri, nas mesmas condicées das utilizadas para o solo.
Foram isoladas 57 espécies correspondentes a 19 géneros de fungos filamentosos.
Aspergillus e Penicillium foram os mais representativos tanto no solo como na agua.
Foram testadas 54 espécies de fungos quanto aos fatores de patogenicidade:
crescimento a 37°C, atividades proteasica e fosfolipasica, das quais, Aspergillus
carbonarius, A. flavipes, A. niger, A. terreus, Penicillium corylophilum, P.citrinum, P.
purpurogenum, P. solitum, Talaromyces wortmanii, Phoma capitulum apresentaram

positividade para os trés parametros utilizados.



ABSTRACT

The molds include an heterogenous group of heterotrophical saprophyts,
cosmopolitan and symbiosis microorganisms very important component in the
ecossystems, constituting the greatest group of microorganisms responsible for the
enzyme production. There are few works about filamentous fungi in marine
enviroment. This research has main objective to isolate, to identify and characterize
the fungi of soil and water in Candeias Beach, Jaboatao dos Guararapes, PE. Four
collects of soil and water had been done, during the winter and summer, in three
localities in the beach, on the low tide. All samples soil was done with 50g de soil in the
90ml of water. Of sterilized distilled water, and for each one, soil and water, it was
removed 0,5ml to seed, three times, on Petri’s plate with Sabouraud agar and
cloranphenicol . They were identified 57 species classified in 19 genus. Aspergillus and
Penicillium were the most found on the soil and water. They were tested 54 species by
pathogenity factors, like: grown at 37°C, proteolytic and phospholipase activity,
among Aspergillus carbonarius, A. flavipes, A. niger, A. terreus, Penicillium
corylophilum, P.citrinum, P. purpurogenum, P. solitum, Talaromyces wortmanii, Phoma

capitulum have presented all three characteristics of pathogenity.
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1. INTRODUCAO

Os fungos compreendem um grupo heterogéneo de microrganismos heterotroficos,
atuando como saprobios ou parasitas, menos freqlientes como simbiontes, vivendo em
associa¢do com outros organismos (DIX & WEBSTER,1995). Estes microrganismos sao
importantes componentes dos ecossistemas, nutrindo-se de matéria organica em
decomposi¢do, sendo imprescindiveis na reciclagem de minerais ¢ do Ciclo do carbono,
tanto no solo quanto na agua (HOGG; HUDSON, 1966; HARLEY, 1971, TRISKA et
al., 1975; SUBERKROPP; KLUG, 1976; MOORE-LANDECKER, 1996).

Diferentes grupos de fungos sdo encontrados na 4gua, como Zygomycetes,
Ascomycetes, Coelomycetes, Hyphomycetes, raros Basidiomycetes, bem como os
auténticos fungos zoosporicos (HYDE, 1997); entretanto, o conhecimento sobre a micota
filamentosa do solo e da dgua em ambientes marinhos ¢ escasso. Entre os trabalhos
existentes sobre o assunto, destacam-se os de Dabrowa et al. (1964), Kishimoto; Backer
(1969), Bergen; Wagner-Merner (1977); Kirk (1983); Udagawa; Ueda (1985); Tan (1985);
Purchio et al. (1988), Pinto et al. (1992) e Sarquis (1993).

Em comparagdo com as milhares de espécies fungicas conhecidas em ambientes
terrestres,  apenas 500  foram  descritas em = oceanos e  estuarios
(KOHLMEYER;KOHLMEYER, 1979; KOHLMEYER; VOLKMANN-KOHLMEYER,
1991).

Os oceanos sdo conhecidos por conter uma ampla variedade de fungos, inclusive os
fungos patdgenos ao homem.Entretanto, os oceanos como possivel fonte de fungos
patogenos ao homem tem recebido pouca atencdo (DRABOWA et al., 1964).

Infecgdes de etiologia fungica em humanos sdo freqiientemente observadas durante
estacdes do ano em que a temperatura ambiental e a umidade relativa sdo altas, além da
areia de praia representar um importante papel como veiculo na transmissdo de processos
de infeccao (LARRONDO; CALVO, 1989).

Fungos patdgenos existentes em ambientes marinhos sdo dependentes de fatores
ambientais, especialmente pH, temperatura, salinidade da 4gua do mar, antagonismo

microbiano ¢ interagdes entre esses fatores (ANDERSON, 1979b).
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A habilidade de alguns fungos causar doengas em animais, e particularmente em
humanos, parece estar relacionado com alguma caracteristica peculiar de seu metabolismo
ndo compartilhada por espécies taxonomicamente correlatas. Dentre as milhares espécies
de fungos, apenas 100 sdo consideradas patogénicas para humanos. A principal razdo para a
patogenicidade dos fungos pode ser expressa em termos gerais pela tolerancia do fungo a
temperatura de 35 - 37° C, possuir um sistema enzimatico que permita o parasitismo em
tecidos animais e circunstancias que exponham o hospedeiro aos esporos do fungo (SAN-
BLAS, 1982).

Os fungos patdgenos secretam varias enzimas hidroliticas tais como protease e
fosfolipase. Enzimas hidroliticas secretadas extracelularmente podem representar uma parte
na infeccdo causando dano a célula hospedeira (TAKAHASHI et al., 1991). Dentre os
principais fungos responsaveis pela producdo de enzimas, destaca-se os géneros
Aspergillus, Penicillium e Cladosporium (GRAY, 1959; UNDERKOFLER, 1976; LOWE,
1992).

A maior parte dos trabalhos que tratam da micota filamentosa de ambientes
marinhos estd centralizada nos paises da Europa e América do Norte e poucos disponiveis
nos tropicos. Por isso, existe grande interesse de ampliar os conhecimentos sobre a
diversidade de fungos em ambientes marinhos, ressaltando os de patogenicidade das

espécies isoladas, tema pouco explorado no Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Fungos em ambientes marinhos

O estudo de Johnson; Sparrow em 1961 (citado por PURCHIO et al., 1988)
intitulado “Fungos em oceanos” foi considerado como marco inicial da Era da Micologia
Marinha. Estes autores confirmaram que os conhecimentos de fungos marinhos eram tdo
incipientes quando comparado com aqueles do solo, ressaltando que o desconhecimento
destes microrganismos, como parte da comunidade marinha apresenta uma grande
contribuicao.

A distribui¢do geografica dos fungos em ambientes marinhos esta dividida em cinco
zonas litorais: artica, temperada, subtropical, tropical e antartica (HUGHES, 1974).

Hughes (apud BOOTH, 1979) revisou trabalhos feitos desde o aparecimento do
tratado e sugere que areas estdo se dividindo em ambiente e ecologia do substrato, ¢ a
biogeografia do fungo em marés de dguas do hemisfério norte e sul. Jones (apud BOOTH,
1979) amplia estas areas propondo pesquisas com fungos em sedimentos marinhos,
doengas de fungos em peixe, produgdo de proteinas fungica em hidrocarboneto e produtos
residuais, pesquisa para producao de metabolitos secundarios e aspecto para liberacao de
€sporo.

Abdel-Fattah et al. (1977) identificaram 34 géneros e 92 espécies e duas variedades
de Aspergillus nidulans, isolados de 74 amostras de solo coletados de diferentes locais de
pantano salgado no Egito. Aspergillus e Penicillium foram os de maior ocorréncia,
enquanto Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Mucor e Rhyzopus tiveram menor
ocorréncia. Estes autores concluiram que os solos de pantano salgado foram relativamente
pobres em niimero de espécies de fungos, e que depois da observacdo da analise fisico —
quimica, a contagem total de fungos isolados foi afetada pelo teor de sais soltiveis como
sodio e potassio e ndo pelo teor de matéria organica.

Dabrowa et al. (1964) fizeram um levantamento para determinar a presenca de
fungos potencialmente patogénicos ao homem na zona intertidal de praias da Califérnia
(EUA). Dentre os resultados encontrados, das amostras de solo, de algas, de animais

marinhos e de penas de passaro, foram isolados 30 espécies de fungos patdgenos ao
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homem. Os considerados potencialmente patogénicos foram Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, C. krusei, C. parapsilopsis, Hormodendrum compactum, Monosporium
apiospermum, Scopulariopsis brevicaulis e Sporotrichum schenckii. Absidia, Aspergillus,
Cephalosporium, Fusarium, Geotrichum, Mucor, Penicillium, Rhodotorula e Trichosporon
foram consideradas com menor potencial de patogenicidade. Esses autores sugeriram que a
zona intertidal pode constituir um reservatorio adicional de fungos potencialmente
patogénicos e que certas infecgdes fungicas podem ser adquiridas pela exposi¢do de
banhistas nessas areas.

Kishimoto; Baker (1969) isolaram 10 géneros distribuidos em 13 espécies de fungos
patogenos ou potencialmente patdgenos isolados da areia de praia no Havai. Dentre elas
destacaram-se: Candida albicans, Cladosporium werneckii, Epidermophyton floccosum,
Geotrichum candidum, Microsporium canis, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes, T.
rubrum e Trichosporon cutaneum. Foi observado nesse trabalho que a maioria de fungos
patogenos ou potencialmente patdégeno foram isolados de areas onde a havia densidade alta
de banhistas e, inversamente poucos foram isolados onde a densidade de banhistas era
baixa.

Pinto et al. (1992) estudaram a micota do solo e da dgua da praia de Boa Viagem
(PE), onde foram identificadas 65 espécies. Dentre as isoladas do solo, Aspergillus
predominou com 19 espécies, seguido de Penicillium (17), Phoma (5), Trichoderma (4),
Cladosporium e Fusarium (3), Alternaria, Colletotrichum, Dreschslera, Nigrospora,
Paecilomyces, Periconia e Pithomyces (2). Resultados semelhantes foram observados da
micota isolada e identificada da dgua em que Aspergillus e Penicillium predominaram com
20 e 19 espécies, respectivamente.

Hughes (1968) em seu trabalho de fungos lignicolas interdital de Newfoundland
isolou 18 espécies de fungos lignicolas dentre elas 11 foram Ascomycetes: Amylocarpus
encephaloides, Ceriosporopsis cambrensis, Corollospora cristata, C. trifurcata,
Halosphaeria appendiculata, H. tubulifera, Lindra inflata, Lulworthia medusa, Remispora
maritima, R. pilliata e R. stellata; um Basidiomycete: Digitatispora marina; e seis
Deuteromycetes: Arthrobotrys superba, Humicola alopallonella, Monodictys pelagica,

Zalerion maritimum, Z. varium € Phoma sp.
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Trabalhos em micologia marinha foram estimulados pelo artigo em que Barghoorn e
Linder (1944) os quais descreveram 25 espécies de Ascomycotina e Deuteromycotina
marinhos. Entretanto, a maioria dos trabalhos tem sido realizado em paises temperados.
Somente nos recentes anos mais atencdo foi direcionada para investiga¢des nos tropicos.
De acordo com Leong et al. (1988) no Sudeste Asiatico alguns estudos foram feitos por
Vrijmoed et al. (1982, 1986, Hong Kong), Suhirman; Jones (1983, Indonésia), Gacutan;
Uyenco (1983, Filipinas), Kohlmeyer (1984) e Koch (1986, Tailandia). Estes autores
relataram 28 espécies de fungos marinhos lignicolas de dgua costal em Hong Kong, 23
espécies na Indonésia, 21 na Tailandia e 7 espécies nas Filipinas.

Segundo Sundari (1996) fungos em ambientes marinhos tém sido objetivo de
interesse nas duas ultimas décadas. Relatos iniciais de fungos marinhos tropicais foram
feitos no Oceano Atlantico, acompanhado por trabalhos no Oceano Pacifico, enquanto que
recentemente tem sido relatado no Oceano Indico.

Poucos dados existem na distribuicdo geografica da micota marinha no Oceano
Pacifico Central, exceto para colecdes feitas no Arquipélago Havaiano. O estudo de fungos
marinhos neste local pode contribuir para o conhecimento de sua dispersdo e imigracdo
(VOLKMANN-KOHLMEYER; KOHLMEYER, 1993).

Kohlmeyer (1981) em breve visita a Martinique (Antilha Francesa) listou 20
espécies de fungos filamentosos sendo duas novas ocorréncias para a ilha. Dentre as
identificadas  destacaram-se:  Bathyascus tropicalis, Ceriosporopsis capillaceae,
Corollospora maritima, C. trifurcata, Dactylospora haliotrepha, Didymosphaeruia enalia,
Halosphaeria quadricornuta, H. salina, Leptosphaeria australiensis, L. aviceuniae,
Lignicola laevis, Lindra thalassieae, Lulworthia sp, Remispora crispa e Torpedospora
radiata foram os Ascomycetes; Nia vibrissa (Basidiomycete); e, Cytospora rhizophorae,
Periconia prolifica e Varicosporina ramulosa (Deuteromycetes).

Wagner-Merner (1972) relata que a ocorréncia e distribui¢ao de fungos arenicolas
da Costa Sul e Central da Florida foi estudada pela amostragem periddica da espuma do
mar de quatro Praias de Gulf. O autor concluiu que os esporos ocorrem e sua distribuicao e
diversidade pode ser influenciada pela localizagdo da praia ao pantano e dos manguezais

aos estuarios, mas o papel dos fungos na espuma do mar ¢ discutido.
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Segundo Tan; Lim (1983) estudos tém demonstrado que a ocorréncia ¢ a
distribuicao de fungos aquaticos e geofungos em riachos sdao afetadas pela polui¢ao da
agua. Estes pesquisadores isolaram 35 espécies representadas por 20 géneros em aguas
limpidas e poluidas em Singapura.

De acordo com Hyde (1989) estudos ecologicos quantitativos em fungos marinhos
de habitat tropical especificos tém sido estudado por Hyde (1986); Jones; Tan (1987) e
Jones et al. (1988). Hyde (1986) investigou fungos marinhos tropicais de cinco localidades
de Seychelles. Dois locais de manguezal e trés de praia foram estudados, além de
observacdes a respeito da ecologia da micota. Jones; Tan (1987) e Jones et al. (1988)
divulgaram mapas de ocorréncias de fungos em mangues na Malésia e Filipinas.

Tubaki et al. (1993) estudaram Hyphomycetes aquaticos em Singapura onde as
espécies foram identificadas com base no detalhe do conidio ou de culturas obtidas. Dentre
os fungos isolados, foram identificadas Angulospora aquatica, Beltrania rhombica,
Campylospora parvula, Condylospora spumigena, Culicidospora sp, Helicosporium sp,
Ingoldiella hamata, Scutisporus brunneus, Scutisporus sp, Tricladium sp, Tripospermum
camelopardus, Triscelophorus acuminatus e Trichocladium singaporense.

Schoenlein-Crusius; Grandi (2003) procederam a um levantamento da diversidade
de Hyphomycetes aquaticos na América do Sul onde cerca de 90 espécies foram

mencionadas para Argentina, Brasil, Chile, Equador, Peru e Venezuela.

2.2 Influéncia da temperatura no crescimento dos fungos

Grande quantidade de espécies fungicas pode crescer a temperaturas que variam
desde um pouco acima de zero grau até 40-50°C. Assim, os fungos se classificam, quanto a
temperatura, em trés grandes grupos: os fungos psicrofilos, que crescem em temperatura 0°
C a 20° C, os mesofilicos, que crescem em temperatura de 5°C a 35°C, com temperatura
otima entre 20 e 25°C, dependendo da espécie, e os termofilos, de 40° a 50°C (SIDRIM;
MOREIRA, 1999; DIX; WEBSTER, 1995). Ha ainda aqueles chamados termofilos
extremo que crescem a uma temperatura de 90° C a 110°C, com temperatura 6tima de

crescimento a 105°C, nao crescendo abaixo de 85°C (ATTLAS; BARTHA, 1992).
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Entre os fungos termofilos isolados de ambiente marinho podem ser citados:
Acremonium rutilu, Aspergillus flavus, A. niger, A. niveus, A. terreus, A. wentii,
Chaetomium globosum, Cunninghamella elegans, Curvularia palescens, Emericella
nidulans, E. nivea, Monolia sitophila, Paecilomyces varioti, Penicillium corylophilum, P.
glabrum, P. herquei, P. janthinellum, P. miczynski, P. minioluteum, P. pinophilum, P.
restrictum, P. varians, P. waksmanni, Stillbella clavispora e Trichoderma pseudokoningi

(GOMES,2002).

2.3 Aspectos Gerais das Enzimas

A maior variedade e mais especializada das proteinas sdo aquelas com atividade
catalitica - as enzimas. Todas as reacdes quimicas de biomoléculas organicas nas células
sdo catalisadas pelas enzimas. Existem diferentes enzimas cada uma capaz de catalisar um
diferente tipo de reagdo quimica (ALBERT et al., 1997; LEHNINGER et al.,1993).

As enzimas sdo proteinas essenciais para o sistema metabdlico de todo organismo
vivo ¢ tém um importante papel na degradacdo da matéria organica, na infec¢do do
hospedeiro, além de atuar no controle de processos biogeoquimicos de células vivas. As
enzimas podem também ser isoladas de animais, plantas e microrganismos. Estes tltimos
sdo considerados boas fontes de enzimas industriais devido a grande diversidade de
enzimas que tem sido encontrado (ALVES et al., 2002).

Enzimas sdo importantes tanto para fungos patdgenos quanto saprobios na
resisténcia do hospedeiro ou na utilizagdo de matéria organica ou inorganica do ambiente
(CHANG et al. 1992). A utilizacdo de meio solido para selecionar amostras de fungos
produtores de enzimas permite um rapido “screening” de fungos produtores ou nao de

enzimas especificas (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

2.3.1 Fosfolipases

Fosfolipidios, comumente encontrados em todos animais, plantas e células

microbianas, sdo mais freqlientes encontrados nas membranas celulares e vesiculas do

limite das membranas, possuindo uma enorme parte na sua estrutura e fungao.
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A fosfolipase, enzima hidrolitica que hidrolisa os fosfolipidios, sdo classificadas em
fosfolipase A, B, C e D dependendo do sitio de agdo da enzima na molécula do substrato.
Outra enzima envolvida na hidrdlise do fosfolipidio ¢ a lisofosfolipase, que hidrolisa os
lisocompostos produzidos depois da atividade fosfolipase A pela remogao do grupo acyl
(PRICE; CAWSON, 1977).

A produgdo de fosfolipase ¢ considerada um fator importante para o processo de
infec¢do, variando conforme o microrganismo. Essa enzima, localizada na superficie das
leveduras e na extremidade do tubo germinativo, atua pela hidrolise dos fosfolipidios,
dando origem aos lisofosfolipidios que causam dano a célula epitelial (OLIVERIA et al,

1998).

2.3.2 Proteases

Em grande parte, as células sdo constituidas de proteinas, as quais integram mais da
metade de seus pesos secos. Proteinas determinam a forma e a estrutura de uma célula, e
também sdo os principais instrumentos de reconhecimento molecular e catalise (ALBERT
etal., 1997; LEHNINGER et al.1993).

Muitas espécies de fungos patdogenos humanos secretam proteases in vitro ou
durante o processo de infeccdo. Elas sdo normalmente detectadas qualitativamente
utilizando-se como substratos meio de cultura contendo hemoglobina, caseina, gelatina,
indicando atividade proteolitica (MONOD et al., 2002; AUNSTRUP, 1974).

As proteases sdo fatores de viruléncia associados a diversas doengas causadas por
microrganismos. Segundo CRUEGER; CRUEGER (1990), dentre as diversas formas de
classificagdo das enzimas proteoliticas, estas sao também classificadas considerando-se o
pH 6timo de atividade em: a) proteases acidas (enzimas que apresentam pH 6timo de 2-4);
b) proteases neutras (possuem uma oscilacdo do pH de atividade bastante estreita e ndo sio
muito estaveis a altas temperaturas), e c¢) proteases alcalinas que apresentam pH 6timo de
atividade entre 8-11, dependendo do microrganismo utilizado para sintetiza-la.

Entre as enzimas proteoliticas produzidas por microrganismos, as proteases
alcalinas e as elastases sdo responsaveis pela deterioracao do tecido devido a degradagdo da

elastina, colageno e proteoglicanas. A identificagdo e caracteriza¢do das proteases sdao pré-
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requisitos tanto para a compreensao do papel delas na patogénese das doengas infecciosas

quanto na aplicagdo em biotecnologia. (VERMELHO et al., 1996).

2.4 Caracteristicas de patogenicidade

O termo patogenicidade diz respeito a caracteristicas de um parasita em invadir a
célula do hospedeiro provocando alteragdes fisiologicas ou anatomicas. Esta capacidade
varia consideravelmente a depender do grau de patogenicidade ou a habilidade de causar
doenca que recebe o nome de viruléncia, a qual ¢ influenciada ndo apenas pelas
propriedades inerentes ao patdgeno, mas pela capacidade do hospedeiro em repelir a
invasao, neutralizando o patégeno e evitando a doenga (PELCZAR, 1981).

Os mecanismos de patogenicidade fungica tém sido sujeitos a uma consideravel
investigagdo basica. As principais barreiras fisioldgicas contra o crescimento dos fungos
dentro dos tecidos sdo a temperatura e o potencial de redox. A maioria dos fungos ¢
mesofilico, apresentando limite de crescimento 6timo, menor que a temperatura do corpo
humano. De maneira similar, a maior parte dos fungos sdo saprobios e suas vias
enzimdticas funcionam com maior eficacia num potencial de 6xido-reducdo de substratos
nao vivos do que nos estados relativamente menos elevados do tecido metabdlico vivente
(RIPPON, 1988).

De acordo com Shen et al. (2004) os fatores de patogenidade incluem toxinas,
proteinas e hidrolases agindo nos componentes celulares do hospedeiro. Estas incluem
proteases e provavelmente fosfolipases que possuem capacidade de participar ativamente
da invasao da célula hospedeira. Estudos em microscopia eletronica revelam que estas
enzimas estdo significativamente envolvidas em processos de crescimento, especialmente
na fase micelial e também na penetragdo através da membrana celular hospedeira
(MAYSER et al, 1996).

Kué (1962) observou a producdo de enzimas extracelulares de Cladosporium
curcumerinum em plantulas concluindo que a capacidade da atividade proteolitica para
induzir a separagcdo e desorganizacdo de células no local infectado. O autor sugere a
importancia das proteases na patogenicidade e que os constituintes da parede celular sido

modificados e desse modo mais fontes de carbono sao disponibilizadas para o fungo.
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Ahearn et al. (1968) testaram a atividade proteolitica de 70 espécies de fungos,
incluindo espécies de Aureobasidium, Cephalosporium, Endomycopsis, Kluyveromyces e
numerosos esporobolomycetes. Eles constataram que os organismos com maior atividade
proteolitica foram observados em Candida lipolytica, Aureobasidium pullulans, Candida
punicea ¢ espécies de Cephalosporium. Os autores ainda relatam que a condig¢do 6tima para
expressao enzimatica varia com os diferentes organismos.

Segundo Hube (1998) a atividade proteolitica de Candida albicans tem sido
discutido como fator de viruléncia desde 1965 e que linhagens com alta atividade
proteolitica mostraram ser mais virulenta, ¢ aquelas com deficiéncia de protease foram
menos patogénicas.

Cohen (1981) estudou 25 linhagens representadas por 21 espécies de Aspergillus
quanto a habilidade de produzir protease pelo método do teste em placa. Dessas espécies a
maioria foi capaz de produzir protease, tais como: 4. clavatus, A. flavipes, A. flavus, A.
fumigatus, A. nidulans, A. ochaceus, A. oryzae, A. stramatoides, A. tamarii, A. terreus, A.
ustus e A. versicolor.

Estudos com Rhyzopus oryzae demonstraram que esse fungo secreta proteinases
usadas para produgdo de tempero e, por analogia com outros fungos patdgenos pode
contribuir para a viruléncia do organismo (FARLEY; SULLIVAN, 1998).

Chaves et al. (2003) observaram as caracteristicas de patogenicidade de leveduras
de importancia médica estocada na Coleg¢do de Culturas Micoteca URM e provenientes de
pacientes com AIDS do Hospital das Clinicas de Pernambuco onde concluiram que todas as
amostras cresceram a 37° C e apresentaram atividade quantitativa de protease. Das 15
amostras preservadas em Oleo mineral 13 apresentaram atividade fosfolipase positiva e
duas fosfolipases negativas e das 15 isoladas com pacientes com AIDS, quatro
apresentaram atividade fosfolipase positiva e 11 apresentaram atividade fosfolipase
negativa.

Silva et al. (1999) avaliaram 19 amostras de fungos filamentosos isolados de aveia
processada quanto a fatores de patogenicidade, utilizando como parametros o crescimento a
37°C, atividade fosfolipasica e uredsica. Os autores concluiram que Sporotrix cianescens,

Aspergillus niveus e Oidiodendron gryseum apresentaram caracteristicas de patogenicidade
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nos trés testes realizados, enquanto que, as demais apresentaram um ou dois dos pardmetros
utilizados.

Pitt (1994) cita que a principal caracteristica para espécies de Aspergillus e
Penicillium serem patogénicas para o homem e passaros ¢ a capacidade de crescer a
temperatura corporea.

Abdullah; Al-Bader (1990) estudando a micota de solos do Iraque observaram que
Malbranchea sulphurea, Rhizomucor miehei, Scitalidyum termophilum, Sporotrichum
termophilum, Thermomyces lanuginosus e Trichoderma sp foram considerados fungos
termofilicos, pois cresceram a uma temperatura ou acima de 50°C, enquanto, a maioria das
espécies encontradas foi considerada termotolerantes com temperatura 6tima entre 30 a
40°C.

Anderson (1979a) estudou a sobrevivéncia de quatro fungos patogénicos ao homem:
Trichophytum mentagrophytes, Trichosporon cutaneum, Candida albicans e Microsporum
gypseum a diferentes temperaturas (25-35°C) e salinidade (6-50%0). O autor observou que
todos, exceto 7. cutaneum, cresceram a 35°C em condigdes experimentais por 52 semanas ¢
concluiu mesmo com o nivel de salinidade e temperatura acima do encontrado no habitat
natural, esses fatores indicam que a 4gua do mar pode ser um nicho ambiental para fungos
potencialmente patogénicos.

A atividade fosfolipasica em C. albicans foi primeiro observado em meio de cultura
contendo gema de ovo ou lecitina. A detec¢do quantitativa da atividade fosfolipasica em C.
albicans tem sido descrita por varios pesquisadores e sua atividade pode estd relacionada
com a aderéncia celular (TAKAHASHI, 1991).

Vidotto et al. (1999) estudaram 113 linhagens de Candida albicans isoladas de
pacientes com o virus da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e 25 de individuos HIV-
negativos, como controle. As linhagens de C. albicans foram isoladas de diferentes partes
do corpo e testadas a correlagdo do tubo germinativo, producao de fosfolipase e producao
de sorotipos. Nao houve correlagao entre a atividade fosfolipasica e a distribuicdo de
sorotipo, mas houve correlagdo positiva entre tubo germinativo e atividade fosfolipasica
dos isolados da cavidade oral. Esses autores concluiram que a correlagdo entre a atividade
fosfolipasica e a produgdo de tubo germinativo em linhagens de C. albicans facilita a

penetracao através da mucosa.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de Estudo

3.1.1 Caracteristica da area de estudo

O municipio de Jaboatdo dos Guararapes possui 234km”, representando 10,64% da
area da Regido metropolitana do Recife. Tem por limite ao norte, os municipios de Sao
Lourenco da Mata e Recife; ao sul, o Oceano Atlantico, as cidades do Cabo de Santo
Agostinho e de Moreno. O municipio ¢ drenado pelos Rios Capibaribe, Pirapama e
Jaboatdo, este ultimo destaca-se pelo grau de polui¢do de suas aguas. O Rio Jaboatio
recebe poluicdo organica oriunda das usinas agucareiras que estdo localizadas proximas a
sua bacia, como também os esgotos das cidades, vilas e pdlos industriais (CPRH, 1999;
COELHO-SANTOS, 1993).

A praia de Candeias localiza-se entre os paralelos §°13°29” — 8° 13°29°’ latitude sul
e apresenta cerca de 4,2km de extensdo. Caracteriza-se por ndo apresentar no mediolitoral
formacao de recifes que emergem a baixa-mar, sendo a zona intertidal atingida diretamente
pelo impacto das ondas. No infralitoral hd uma linha de recifes formada por algas calcarias
mortas que emergem em marés extremamente baixas (COELHO-SANTOS, op cite) (Fig.
1).

Observa-se nessa area que durante o periodo de sizigia no periodo chuvoso, grande
quantidade de algas vermelhas e pardas ocupando quase todo mediolitoral, produzindo um
odor caracteristico devido a liberagdo de gases provenientes de sua decomposi¢do, além
dessas algas sdo observados alguns microrganismos aquaticos e alguns representantes da

fauna bentonica (COELHO-SANTOS, op cite).

3.1.2 Coleta do Solo e da Agua

Amostras de solo foram coletadas, em trés pontos aleatérios ao longo da praia, até
20cm de profundidade, durante os periodos estiagem e chuvoso, nos meses de janeiro e
fevereiro e, junho e julho de 2004, respectivamente. As amostras do solo foram coletadas

com auxilio de uma pé de jardinagem e acondicionadas em sacos plasticos.
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As coletas da agua foram realizadas a 1m de profundidade, em trés pontos aleatorios
ao longo da praia, de acordo com a baixa-mar do dia, sendo utilizados tubos de ensaio
devidamente esterilizados e etiquetados. Igualmente amostras do solo, foram coletadas nos
mesmos periodos. Foram medidos o pH, a temperatura e a salinidade da 4gua e do solo. As

amostras do solo e da agua foram levadas ao laboratorio, para o devido processamento.

3.2 Parametros hidrolégicos e dados do solo da praia de Candeias, Jaboatdo dos

Guararapes, PE.

As amostras do solo e 4gua foram coletadas de acordo com a baixa-mar de Sizigia
para o Porto do Recife em 2004. Foram determinados as salinidades da agua e do solo com
o refratometro manual (HANNA), além do potencial hidrogeniénico (pH) utilizando o
potenciometro digital (HANNA) e a temperatura foi registrada com o termometro digital

(HANNA).

3.3 Isolamento e Purificacdo dos fungos

De cada amostra de solo, foi feita uma suspensao aquosa de 50g de solo diluido em
90ml de agua destilada esterilizada (CLARK, 1965 modificado); 0,5ml da suspensdo foi
semeada na superficie de placas de Petri contendo meio agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol (100mg/L ), usando-se pipeta de 1ml, em triplicata De cada amostra de dgua
foi retirado 0,5ml para o semeio, na superficie de placas de Petri,, em triplicata, contendo
Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol.

Todas as placas foram incubadas a 28°C (+ 2°C) e a partir do aparecimento das
primeiras colonias, as mesmas foram repicadas para tubos de ensaio contendo &agar
Sabouraud com cloranfenicol (50mg/L).

Para purificacdo das amostras de fungos, fragmentos das colonias foram
transferidos, separadamente, para placas de Petri, contendo Agar Sabouraud -+
cloranfenicol; apds confirmacdo da pureza, fragmentos foram inoculados em BDA, agar

Malte ou Czapeck contidos em tubos de ensaio.
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3.4 Meios de culturas utilizados

3.4.1 Para Isolamento dos Fungos

= Agar Sabouraud + Cloranfenicol (LACAZ et al., 1991)

GlICOSE...covvieeiee et 40g,
Peptona de carne...........ccceeueennenne 10g,

AQAT oo, 15¢
Agua destilada (q. S. P.)eeveevereeeennne. 1000ml.

3.4.2 Para Identificacao

= Agar Czapeck (LACAZ et al..,1991)

SaCATOSE ..evevvveeeiieeeiieeeiie e 30g
NANOS e 3g
MESO4 i 0,5g
KCl oo 0,5g
FeSO4+ THoO oo, 0,01g
KoHPOy i, g
agua destilada (q. S. P.)eeeerveereieniennne 1000ml.
pH :6,5

= Batata Dextrose Agar (BDA) (LACAZ et al.,1991)

Batata inglesa..........cccoeceeriiiiiienienn. 140¢g
GlICOSE .eeeeiieiieeiieieeeee e 20g
AQAT o, l6g
Agua destilada (. S. P.)eveveeeeeeeeeeeeennn. 1000ml.

= Agar Malte (LACAZ et al. ,1991)
Extrato de malte........c..cccoeeevvennerenenen. 20g

25
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Agua destilada (q.8..)cecvvveveeereeeennn. 1000ml.

3.4.3 Para Fatores de Patogenicidade

= (Caseina do leite (LACAZ et al.,1991)

Meio 1

Leite Desnatado..........cccceeeveeenieeiceniennen. 10g
Agua destilada (q.5.p).voveveeveeeeereeeenn. 100ml
Meio 2

AGAT i 2g
Agua destilada (q.5.p)..ceveveveevrereereennnn. 100ml

Os meios 1 e 2 foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 min. Apos a
esterilizagdo, os mesmos foram esfriados a uma temperatura 45°C, misturados e vertidos
em placas de Petri.

Empregou-se a solugdo acidificada de Cloreto de Mercurio para distinguir a

protedlise verdadeira ( FRAZIER apud LACAZ et al, 1991).

Cloreto METCUTIIO.......eeeevreeeiieeeiieeeieeeevee e 12¢g
Acido cloridrico concentrado..........cccouvveeeeenn... 16ml
Agua destilada..........ccoceerieeiiiiniiiiiiieeee 80ml

= Fosfolipase (PRICE et al., 1977, modificado)

Dextrose (Vetec)....ooovuiiieeeciiieeeeiiee e 40,0g

Peptona de Carne(Oxo0id)........ccceeevverreeeieennenns 10,0g

Gema de ovo (in nAtura)...........ccceeeeveeecrveennnen.. 20,0g (2 gemas)
NACT (VELEC)..eeeuvieiieeiieiieeieeee e 58,5¢

CaCly (VEEC).uuiieiiieeeiieeeeee e 0,38¢g

Agua destilada (q.8.p)..v.vveeveeeeeeeeeeeeeeeerean. 1000 ml

pH:5,7£0,2 121°C; 15 min
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Os ovos foram mergulhados numa solucao de hipoclorito de s6dio (NaOCl) onde
permaneceram submersos por um periodo de 3h. Em seguida utilizou-se um separador de
gema, previamente esterilizado, para separagdo da clara e gema e sua pelicula envoltoria.
As gemas foram incorporadas ao meio de cultura, previamente esterilizado e resfriado a
uma temperatura de 45°C e homogeneizadas ao meio. Apos a, homogeneizagdo o meio foi

vertido em placas de Petri.

3.5 Identificacdo dos Fungos

Para identificacdo, as amostras de fungos purificadas foram transferidas para meios
de cultura especificos (Agar Czapeck, Batata-Dextrose-Agar, Agar Malte), sendo
observadas caracteristicas macroscopicas (coloragdo, diametro das colonias) e
microscopicas (microestruturas) seguindo Ellis (1971, 1976); Rapper & Fennell (1977);
Carmichael et al. (1980); Domsch et al. (1993); Sutton (1980), Pitt (1988), entre outros, e

quando necessario, utilizou-se a técnica de cultura em lamina de Riddell (1950).
3.6 Analise estatistica

A fim de comparar a influéncia da sazonalidade sobre a ocorréncia de fungos
filamentosos isolados do solo e da agua foi utilizando a analise de variancia dois fatores
(ANOVA) utilizando o Software Systat.
3.7 Deteccao de caracteristicas de Patogenicidade

3.7.1 Crescimento a 37°C

Os fungos isolados da agua e da areia da praia foram semeados, em duplicata, em

tubos de ensaio contendo meios especificos. Um tubo foi mantido a temperatura ambiente
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(TA 28°C £ 2°C) como controle e outro foi mantido a uma temperatura de 37°C em estufa,

por um periodo de cinco dias.

3.7.2Atividade fosfolipasica

Um inodculo de cultura jovem foi retirado e transferido para o centro da placa de
Petri contendo meio para atividade fosfolipase. As culturas foram incubadas a T.A. (28° C
+ 2°C), sendo acompanhado até 15° dia de desenvolvimento. O didmetro da colonia e o halo
translicido ao redor da colonia (caso ocorresse) foram medidos com uma régua
milimetrada.

A atividade fosfolipasica foi medida em termos de diametro total da colonia mais a
zona de precipitagdo. Quando a zona de atividade (PZ) foi igual a 1, as amostras testadas
eram fosfolipase-negativa, quando PZ foi menor que um demonstraram atividade positiva,
utilizando a seguinte formula: PZ= @ didmetro da colonia /@ diametro da colonia + zona
de precipitagdo, onde PZ= atividade ; PZ=1 atividade negativa; PZ< atividade positiva e O=

diametro da colonia; Zona de precipitacdo = halo formado.

3.7.3 Atividade proteasica

Inoculo de cultura jovem foi transferido para o centro de Placa de Petri contendo
meio caseina, incubada a temperatura ambiente (28° C + 2°C), sendo acompanhada até o 8°
dia. Quando evidenciado a formacdo de um halo hialino ao redor da colonia, foi
considerado positivo para atividade protedsica, caso contrario, indicou auséncia de
atividade protedsica. Para se distinguir a hidrélise de caseina e producdo de metabolitos
acidos e alcalinos contidos no leite, utilizou-se uma solucdo acidificada de cloreto de
mercurio na placa durante 10 minutos e apds a retirada da solugcdo, observou-se que caso
diminuissse a area de clareamento, indicava que a caseina nao foi digerida ou se visualizada

a intensificacdo do halo transparente, significava que ocorreu protedlise verdadeira.
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Figura 1: Vista parcial da praia de Candeias, Jaboatdo dos Guararapes, PE.

29
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4. RESUTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fungos isolados de ambiente marinhos

Das quatro coletas de solo e de 4dgua realizadas na Praia de Candeias durante os
periodos de estiagem e chuvoso foram identificadas 57 espécies de fungos filamentosos. A
maioria (91,2%) das espécies pertence a Subdivisdo Deuteromycotina com 52 espécies,
seguido de Ascomycotina, Zygomycotina, com 3 (5,3%) e 2 (3,5%) espécies,
respectivamente (Tab. 1). Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de fungos em
ambientes marinhos feitos na Califérnia, Havai, Florida, Boa Viagem (PE) (DRABOWA et
al., 1954; KISHIMOTO; BAKER, 1969; BERGEN; WAGNER-WENER, 1977; PINTO et
al., 1992).

Entre os géneros isolados do solo distinguiram-se: Penicillium (10 espécies),
Aspergillus (8), Trichoderma (3), Microsphaeropsis e Phoma (2), Cladosporium,
Fusarium, Malbranchea, Varicosporium e Thielavia com uma espécie. Os fungos isolados
da agua apresentaram resultados semelhantes onde Penicillium apresentou-se com 13
espécies, Aspergillus (6), Cladosporium, Trichoderma e Phoma (2), Curvularia e
Phomopsis com uma espécie (Fig. 2 e 3).

Um total de 204 unidades formadoras de colonias foram obtidas representadas
principalmente por Penicillium commune (71), Aspergillus niger (18), A. janus (11), A.
sydowii (8), Trichoderma virens (6) e A. flavus (5).

Quanto a andlise estatistica ndo foi observada diferencas significativas dos fungos
isolados do solo em relagdo aos fungos isolados da 4dgua (gl.=8; p=0.1703), assim como nao
houve diferengas significativas dos fungos isolados da 4gua e do solo em relagdo a
sazonalidade (periodo chuvoso e estiagem) (gl.= 8; p=0,5943).

Das 57 espécies isoladas e identificadas, 30 foram mencionadas por Pinto et al.
(1992) na praia de Boa Viagem, Recife (PE): Acremonium bacillosporium, Aspergillus
carbonarius, A. flavipes, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. sydowii, A. terreus,
Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum, C. tenuissimum, Fusarium solani,
Malbranchea gypsea, Microsphaeropsis olivaceae, Myrothecium roridum, Penicillium
brevicompactum, P. commune, P. corylophilum, P. glabrum, P. implicatum, P. islandicum,

P. lividum, P.restrictum, P. waksmanii, Pestalotipsis guepini, Phoma capitulum, Phoma
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tropica, Syncephlastrum racemosumm, Trichoderma harzianum e Trichoderma
pseudokoningii.

Dentre as espécies identificadas, destacam-se Varicosporium elodeae e Penicillium
diversum como primeira ocorréncia para o Brasil e América do Sul, respectivamente, como
isolados de ambiente marinho. V. elodeae foi citada como isolada de folhas decaidas de Oje
no rio Moranti, no Peru (SHOENLEIN-CRUSIUS; GRANDI, 2003). Enquanto P. diversum
foi isolado primeiramente em objetos de couro na Europa (RAPER & FENELL, 1977).

Na 4gua foi isolada uma amostra de Micelia sterilia. Estudos realizados por Purchio
et al. (1988) referiram M. sterilia como indicadores de polui¢gdo microbiana em agua do

mar e do rio.

4.2 Parametros hidroldogicos e dados do solo da praia de Candeias, Jaboatio dos
Guararapes, PE.

Durante as coletas, no periodo de estiagem e chuvoso, o pH da agua variou de 7,20
a 7,5 e do solo 7,05 a 7,75. A temperatura oscilou de 23,7°C a 30,2°C na agua e 25,7 °C a
28,6 °C, no solo. A salinidade mostrou uma variagdo de 4%o a 33%o0 na agua e 7%o a 27%o
no solo. A altura da maré foi de 0,2 na estiagem e 0,5 no periodo chuvoso. A pluviosidade
no periodo chuvoso variou de 327,7 a 359,8mm e, 226,0 a 249,9mm no periodo de
estiagem (Tab. 2).

A germinacdo dos fungos ¢ marcadamente influenciada pelas condi¢des salinas,
especialmente aquelas da agua do mar (BORUT; JOHNSON, 1962). Segundo Bergen;
Wagner-Merner (1977) espécies de Aspergillus, Fusarium e Penicillium suportaram bem a
variacdo de salinidade no solo da Praia de Tampa (Florida) onde a salinidade variou de
23%o0 a 39 %o.

Trabalho semelhante foi feito por Ristanovi¢; Miller (1969) onde observaram que os
fungos isolados de dgua do mar suportam a altas concentragdes de cloreto de sodio (NaCl)
com variacdo de 0 a 5% do sal, informando os autores que entre as espécies que toleram a
uma ampla amplitude de sal destacam-se Aspergillus niger e P. frequentas com
crescimento 6timo no meio contendo 5% de NaCl.

Anderson (1979a) afirmou no seu trabalho com fungos patdégenos ao homem, que

niveis de salinidade de 6%o a 50%0 ndo teve efeito na sobrevivéncia dos fungos. Niveis de
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temperatura acima de 37°C podem ser considerados condi¢des estressantes para a
sobrevivéncia do fungo. Mas a combinacao da temperatura e salinidade produz efeitos
variados. Alta temperatura e alta salinidade combinadas ddo um efeito inibitério na
sobrevivéncia de Candida albicans in vitro.

Segundo Jaitly (1987) a concentragdo de ions de hidrogénio ¢ um dos fatores
abioticos que regulam a atividade de crescimento e a composicao dos organismos, sendo
que muitas espécies de fungos podem desenvolver sob uma ampla faixa de pH de extrema
acidez (2 a 3) até extrema alcalinidade (pH 9). O estudo desse autor com fungos isolados do
solo de mangue da India, variou no pH com crescimento 6timo de pH variando de 4 a 10.
Aspergillus carneus, A. fumigatus, A. niger, A. niveus, Emericella nidulans var lata e
Thermomyces langinosus cresceram bem a pH 6. Nesta pesquisa o pH registrado foi
alcalino tanto no solo como na 4gua, estando de acordo com Pinto et al. (1992) em
ambiente marinho, em solos de deserto da Arabia Saudita por Abdel-Hafez (1982) e em

estuario de Neusenewport (EUA) por Borut; Johnson (1962).



OLIVEIRA, L.G. Caracterizacio Quanto a Fatores de... 33

Tabela 1: Unidades formadoras de colonia (UFC) de fungos isolados da 4dgua e do solo na
praia de Candeias, Jaboatdo dos Guararapes, PE, durante os periodos chuvosos e de
estiagem.

GENERO/ ESPECIES AGUA SOLO TOTAL
DE UFC
I II III I 11 111
CECECEUCE C E CE
ASCOMYCOTINA
Chaetomium dolichotrichum - - - 1 - - - - - - - - 1
Ames
Talaromyces wortmanii - - - - - - 1 - - - - - 1
(Klocker) C. R. Benjamim
Thielavia minor (Rayss & - - - - - - - - | - - - 1
Borrut) Malloch & Cain
DEUTEROMYCOTINA
(FUNGOS
ANAMORFOS)
Acremonium bacillisporium 2 - - - - - - - - - - - 2
( Onions & Barron) W.Gams
Aspergillus carbonarius - - - - - - - 2 - - - - 2
(Bainer) Thom
A. flavipes(Bain. & Sart.) Thom - - - - - - 1 - - - - - 1
& Church
A. flavus Link - 4 - 1 - - - - - - - - 5
A. fumigatus Fresenius - - - - - - 1 - - - - 1
A. janus Raper & Thom -1 - - - - 4 - 1 - 5 11
A. niger Van Tieghem -2 - 3 - 3 1 1 - 5 - 3 18
A. parasiticus Speare -1 - - - - - - - - - - 1
A. sulphureus (Fres.) Thom - - - - - - - - - - 1 1
&Church
A. sydowii (Bainer & B - - 6 - 1 8
Sartory)Thom & Church
A. terreus Thom - - - 1 - 1 - - 1 - - -
Cladosporium cladosporioides 1 - - - - - - - - - - - 1
(Fresenius) de Vries
C. sphaerospermum Penzig - - - e e e - - - - 2 - 2
C. tenuissimum Cooke - - - - 1 - - - - - - - 1
Curvularia eragrostidis (P. - - - 1 - - - - - - - - 1
Henn.) J. A. Meyer
Fusarium nivale (Fr.) Ces. - - -1 - - - - - - - - 1
F. solani (Mart.) App. & Wr. - - - - - e 1 - - - - 1
Malbranchea gypsea Singler & - - 1 - - - 1 - - - - -
Carmichael
Microsphaeropsis arundinis e | - - - 1 - 2
(Ahmad.) Sutton
M. olivaceae (Bonord.) Héhn - - - - - -1 - - - - - 1
Mpyrothecium roridum Todeex. - - 1 - 1 - - - - - - - 2
Fr.
Penicillim brevicompactum T - 1 - 1 - 2
Dierckx
P. canescens Sopp - - - - - -1 - - - - - 1
P. corylophilum Dierckx - - 1 - - 1 - 3 - - - 2 7

I; II; III= pontos de coletas; C= periodo chuvoso; E= periodo de estiagem.
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Continuagao tabela
GENERO/ ESPECIES AGUA SOLO TOTAL DE
UFC
I II 111 I II III
C EC EC E CE C E CE
P. citrinum Thom - - - - - - -3 - - - - 3
P. commune Thom - -1 -1 - 2 - 1 - 66 - 71
P. crustosumThom - - - 1 - 1 - - - - _ - )
P. diversum Raper e Fenell - - - 1 - - - - - - - - 1
P. fellutanum Biourge - - - - - 1 - - - - - - 1
P. funiculosum Thom - - - 1 - 1 - - - 1 - 1 4
P. glabrum (Wehmer) - - -1 - - - - - - - - 1
Westling
P. griseofulvum Thom - - - - - 1 - - - - - - 1
P. herquei Bainier & Sartory - - - - - 1 - - - - - - 1
P. implicatum Biourge - - - - - 2 -1 - - - - 3
P. islandicum Sopp - - - - - 1 - - - - - - 1
P. lividum Westling - - - - - - - - - - -1 1
P. purpurogenum Stoll - - - - - - - - - - - 1 1
P.simplicissimum ~ (Oudem.) - - - - 1 - - - - - - - 1
Thom
P. solitum Westling - - - - - - - - - - -2 2
P. waksmanii Zaleski - -1 - - - - - - - - - 1
Pestalotiopsis guepini - - - - - - - - - | 1
(Desm.)Stey.
Phoma capitulum Pawar, - - - - - - -2 - - -2 4
Mathur & Thirum
P. leveillei Boerema & Bollew - - - - - - - - 1 - - - 1
P. lingam (Tode ex Schw.) - - - -1 - - - - - - - 1
Desm.
P. sorghina (Sacc.) Boerema, - - - - - - - - - - - 1 1
Dorenbosch & van Kestern
P. tropica Schneider & 1 - 1 - 1 - -1 - - - - 4
Boerema
Phomopsis archeri Sutton - - - -1 - - - - - - - 1
Trichoderma harzianum Rifai - - - - - - 1 - 1 - - - 2
T. koningii Rifai - - - - - - - - 1 - - - 1
T. pseudokoningii Rifai - - 1 - - - - - - - - - 1
T. virens (Miller, Gidden & - - - - - 2 - - 2 - 1 1 6
Foster) von Arx
ZYGOMYCOTINA
Absidia corymbifera (Cohn) S - - - - 1 - - 1
Sacc. & Trotter
Syncephalstrum racemosum - - - - - 2 - - - 1 - - 3
Cohn ex Schrot
FUNGOS NAO
ESPORULADOS
Micelia sterilia -2 - - - - - - - - - - 2
TOTAL DE UFC 204

I; II; III= pontos de coletas; C= periodo chuvoso; E= periodo de estiagem.
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Figura 2: Porcentagem de fungos isolados da agua da praia de Candeias, Jaboatdo dos

Guararapes, PE.
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Figura 3: Porcentagem de fungos isolados da solo da praia de Candeias, Jaboatdo dos

Guararapes, PE.
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Tabela 2: Parametros hidrologicos e do solo da praia de Candeias, Jaboatdo dos

Guararapes, PE.

PARAMETROS / PERIODO CHUVOSO PERIODO DE ESTIAGEM
SAZONALIDADE
pH Agua 7,20- 7,49 7,33-7,5

Solo 7,4-7,75 7,05-7,3
Salinidade Agua 4%o - 17%o 25%0-33%o

Solo 7%0-27%o0 16%0-23%o
Temperatura Agua 24,1°C-25°C 23,7°C- 30,2°C

Solo 25,7°C-27°C 27,6°C 28,6°
Altura da maré 0,5 0,2
Pluviosidade 327, 7mm-359,8mm 226,0mm-249,9mm

4.3 Caracterizaciao quanto a fatores de patogenicidade de fungos isolados do solo e da

agua da praia de Candeias, Jaboatio dos Guararapes, PE.

Foram analisadas 54 espécies de fungos filamentosos isolados do solo e da 4gua da
praia de Candeias quanto a fatores de patogenicidade: crescimento a 37°C, atividade
proteolitica e fosfolipasica.

Das 54 espécies analisadas 30 expressaram crescimento a 37°C. Quanto a atividade
enzimdtica, 21 espécies apresentaram atividade proteolitica e 26 atividade fosfolipasica
(Tab. 3).

Observou que Aspergillus carbonarius, A. flavipes, A. niger, A. terreus, Penicillium
canescens, P. corylophilum, P. citrinum, P. purpurogenum, P. simplicissimum, P. solitum,
Talaromyces wortmanii, Phoma capitulum apresentaram positividade para os trés
pardmetros. As figuras 4 e 5 mostram a atividade proteolitica e fosfolipdsica de
Cladosporium sphaerospermum e Myrothecium roridum, respectivamente.

Em termos de representatividade, espécies de Penicillium expressaram melhor as

caracteristicas de patogenicidade com 11 espécies capazes de crescer a 37°C, 12
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apresentaram atividade fosfolipasica e nove protedsica, seguido de Aspergillus com sete
espécies com crescimento a 37°C, atividade proteolitica e fosfolipasica.

Algumas espécies de Aspergillus e Penicillium consideradas patdgenas aos animais,
inclusive ao homem sdo capazes de crescer a 37°C, como: A. flavipes, A. terreus, A.
fumigatus, A. niger, A.carbonarius, A. flavus, A. parasiticus, P. funiculosum ¢ P.
purpurogenum (PITT, 1994). P. purpurogenum ¢ considerado como oportunista raro
causando micoses sistémicas (HOOG; GUARRO, 1995). Estas espécies também foram
isoladas no solo e na dgua da praia de Candeias, e cresceram a 37°C.

Estudos realizados por Silva et al. (1999) quanto a fatores de patogenicidade de
fungos isolados em aveia processada, com as espécies Aspergiluus janus, A. sydowii, A.
terreus, Cladosporium sphaerospermum e Syncephalastrum racemosum expressaram
atividade fosfolipasica. Esses resultados corroboram os achados no presente trabalho,
exceto Syncephalastrum racemosum que nao apresentou atividade positiva para fosfolipase.

De acordo com estudos de Drumond et al. (2001) para determinar as potencialidades
de linhagens endofiticas de Trichoderma, 100% delas foram positivas na atividade
proteolitica. O mesmo ndo aconteceu nesta pesquisa onde as espécies de Trichoderma
apresentaram atividade proteasica negativa.

A maioria dos fungos patdogenos ao homem e aos animais encontra-s€ nos
Deuteromycotina (Fungos Imperfeitos). Esses fungos além de serem saprdbios,
ocasionalmente sdo patogénicos e podem ser isolados da dgua, solos, dos animais e do
proprio homem, podendo servir como fontes de infeccdes para micoses superficiais e
profundas (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Drabowa et al. (1964) relatam que Aspergillus produz uma série de infecgdes
cutaneas, subcutineas e sistémicas. Espécies de Absidia (Mucoraceae) sdo agentes
etiologicos de pacientes com doengas debilitantes e que, Penicillium e Fusarium tém sido

observados em pacientes com queratomicose.
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Tabela 3: Fatores de patogenicidade de fungos filamentos isolados da praia de Candeias,

Jaboatdo dos Guararapes, PE.

ESPECIES PROTEASE FOSFOLIPASE 37°C
Absidia corymbifera (Cohn) - - +
Sacc. & Trotter
Acremonium bacillisporium + - -
(Onions & Barron)W.Gams
Aspergillus carbonarius + + +
(Bainer) Thom
A. flavipes (Bain.er & Sartory)
Thom & Church
A. flavus Link
A. fumigatus Fresenius
A. janus Raper & Thom
A. niger Van Tieghem
A. parasiticus Speare
A. sulphureus (Fres.) Thom &
Church
A. sydowii (Bainer & Sartory) - + -
Thom & Church
A. terreus Thom + + +
Cladosporium sphaerospermum + + -
Penzigo
C. tenuissimum Cooke - - -
Chaetomium dolichotrichum - + +
Ames
Curvularia eragrostidis - - +
(P.Henn.) J. A. Meyer
Fusarium nivale (Fr.) Ces. + - +
F. solani (Mart.) App. & Wr.x - - -
Malbranchea gypsea Singler & - - -
Carmichael
Microsphaeropsis arundinis - - -
(Ahmad.) Sutton
M. olivaceae (Bonord.) Héhn - - -
Myrothecium roridum Tode ex. - + +
Fr.
Penicillium brevicompactum +
Dierckx
. canescens Sopp
. citrinum Thom
. commune Thom
. corylophilum Dierckx
. crustosum Thom -
P. diversum Raper e Fenell -
P. fellutanum Biourge -
P. funiculosum Thom -
P. glabrum (Wehmer) Westling -
P. griseofulvum Thom -
P. implicatum Biourge +
P. purpurogenum Stoll +
P.simplicissimum (Oudem.) +
Thom

G+
' +
o+ + o+

+
|

v vvivlo

+ o+ 4+
e e ot N T S O R S
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+ +
+ +
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Cont. tabela 3

ESPECIES

FOSFOLIPASE

PROTEASE

37°C

39

P. solitum Westling

P. waksmanii Zaleski
Pestalotiopsis guepini
(Desm.)Stey.

Phoma capitulum Pawar, Mathur
& Thirum

P. sorghina (Sacc.) Boerema,
Dorenbosch & van Kestern

P. tropica Schneider & Boerema
Phomopsis archeri Sutton

Syncephalastrum racemosum
(Cohn.) Scrot.

Talaromyces wortmanii
Trichoderma harzianum Rifai
T. koningii Rifai

T. pseudokoningii Rifai

T. virens (Miller, Gidden &
Foster) von Arx

Thielavia minor (Rayss & Borrut)
Malloch & Cain

Varicosporium elodeae Kegel

(-): negativo; (+): positivo
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Figura 4: Atividade proteolitica de Cladosporium sphaerospermum em 8 dias de
crescimento em agar caseina do leite.

Figura 5: Atividade fosfolipasica de Myrothecium roridum em 15 dias de crescimento em
agar Sabouraud + gema de ovo.
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5.CONCLUSOES

Através de observacdes da diversidade de fungos filamentos e fungos patégenos na

praia de Candeias, pode-se concluir:

¢ No solo e na 4agua da Praia de Candeias, Jaboatdo dos Guararapes-PE, fungos

anamorfos sdo dominantes;

¢ Espécies de Aspergillus e Penicillium sdo mais representativas;

¢ Varicosporium elodeae e Penicillium diversum constituem novas ocorréncias para o

Brasil e América do Sul, respectivamente, como isolados de ambiente marinho;

¢ As caracteristicas de patogenicidade avaliadas demonstraram que Aspergillus
carbonarius, A. flavipes, A. niger, A. terreus, Penicillium canescens, P.
corylophilum, P.citrinum, P. purpurogenum, P. simplicissimum, P. solitum,

Talaromyces wortmanii, Phoma capitulum podem ser consideradas patogenas;

¢ Considerando o niimero de espécies, Penicillium apresentou melhor expressividade

quanto a fatores de patogenicidade.
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