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RESUMO

O Brasil possui a maior biodiversidade mundial e é responsavel por cerca de 20% do
numero total de espécies do globo. Dentre os biomas, a Mata Atlantica é a segunda
maior floresta pluvial tropical do continente americano, além de um dos 34 hotspots
mundiais de diversidade. Ainda, possui ecossistemas associados, tais como
manguezais e restingas. Com a perda gradativa desses biomas, surgiram em todo
Brasil centros de recuperagédo de animais silvestres. Assim, no litoral do Parana,
proximo ao Complexo Estuarino de Paranagua, sob as coordenadas 25°16°34"S;
48°17'42"W, esta localizado o Centro de Estudos do Mar e, nele, o Centro de
Reabilitagio Animal PROAMAR. Os fungos desempenham um papel importante na
ciclagem de nutrientes do ambiente como decompositores de matéria organica,
entretanto, podem se tornar agentes patogénicos quando encontram um animal
imunodebilitado. Assim, o objetivo do trabalho foi caracterizar a diversidade e
abundéncia de fungos anemdfilos presentes nos cinco recintos do PROAMAR.
Foram realizadas, em 2011, seis coletas a cada 45 dias em cinco recintos, sendo
dois fechados e trés abertos. No total, foram isolados 1.244 fungos. Destes, os mais
abundantes foram do género Penicillium, com sete morfotipos, Acremonium, com
trés morfotipos e Curvularia, com dois morfotipos. O maior nimero de cepas foi
encontrado em julho e o menor em novembro. Nao houve variabilidade temporal dos
fungos, mas houve diferenga significativa entre os recintos abertos e fechados e
suas respectivas utilizacdes.

Palavras-chave: micro-organismos, aéreos, manguezais, reabilitacdo de animais
silvestres.




ABSTRACT

Brazil ha the highest biodiversity in the world and accounts for about 20% of the total
number of species on the planet. Among the biomes, the Atlantic Forest is the
second largest tropical rainforest in the American continent, besides being one of the
34 world hotspots of biodiversity. Yet, it has associated ecosystems, such as
mangroves and sandbanks. With the gradual loss of those biomes, emerged
thoughout Brazil centers for wild animal rehabilitation. Thus, in the coast of Parana,
near the Paranagua Estuarine Complex, under the 25°16°34"S; 48°17'42"W
coordinates is located the Center for Marine Studies, and within it, the Animal
Rehabilitation Center PROAMAR. The fungi play a very important role on nutrients
cycling in the environment, acting as plant litter and organic material decomposers,
although they may become pathogenic agents when they find an immunodepleted
animal. Therefore, the research’s objective is to characterize the anemophilous fungi
diversity and its abundance inside PROAMAR s five places. In 2011, six samplings,
every 45 days, in 5 places - two enclosed and three opened — were performed.
Overall, 1,244 fungi were isolated. Among them, the most abundant were from the
genera Penicillium, with seven species, Acremonium, with three species and
Curvularia, with two species. The highest number of strains was found in July and the
least one in November. There was no fungi temporal variability, but there were
differences between opened and enclosed rooms, and their respective uses.

Keywords: microorganisms, aerial, mangroves, wild animal rehabilitation.




LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: MAPA COM A LOCALIZACAO DO COMPLEXO ESTUARINO DE
PARANAGUA (A) E DO BALNEARIO DE PONTAL DO SUL (PR) (B). FONTE:
SIQUEIRA, A. 2005. +.....eveeeeeeeeeeeeeeeeesoeeeeeseseeeeeseeseseeeseesee oo eeeeeeeeeee s eeseeerees e eesen, 17
FIGURA 2: FOTO AEREA DA GAMBOA DO PEREQUE COM A LOCALIZACAO DO
PROAMAR (UFPR). FONTE: JOSE CLARO DA FONSECA, 2002

FIGURA 3: FOTOGRAFIA DO AMBULATORIO DESOCUPADO (F1) E DA
COZINHA (F2) DO PROAMAR EM UMA ROTINA DE LIMPEZA EM 16/04/2014.
FONTE: HEDDA ELISABETH KOLM, 2014

FIGURA 4: FOTOGRAFIAS DOS RECINTOS DE AVES (A1), DE PINGUINS (A2),
DE MAMIFEROS AQUATICOS (A3) E VISTA LATERAL DA CASA (B), EM
16/04/2014. FONTE: HEDDA ELISABETH KOLM

FIGURA 5: ESQUEMA DO CENTRO DE REABILITACAO DE ANIMAIS PROAMAR,
COM A LOCALIZAGAO DOS PONTOS DE COLETA (X). wrvreeeeeeeeeeeeee e 23
FIGURA 6: ABUNDANCIA TOTAL DE GENEROS ENCONTRADOS NAS COLETAS
REALIZADAS NO PROAMAR EM 2011......... ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
FIGURA 7: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA
COLETA REALIZADA EM 04/04/20T71. cvocvvooeeoeeeeeeeee oo eeee e eeeee e 32
FIGURA 8 ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA
~ COLETA REALIZADA EM 17/06/2011. ..ocovveeeeeesnaesreeeeeeeeeeeeeessessssssss s sessseen 35
 FIGURA 9: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA
COLETA REALIZADA EM 30/07/20171 . wovovveeeeeeeeeereeee oo eeeee e 39
FIGURA 10: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA
COLETA REALIZADA EM 05/09/2071. wc.ooveoeeeeeeeeeee e eeeeseeee e eeeesee s e 43
FIGURA 11: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA
COLETA REALIZADA EM 16/10/2071 . coverreeeeeereeeeeeeeeeeeseeee e seeee e seee e eeeeee e 46
FIGURA 12: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA
COLETA REALIZADA EM 25/11/2011. oocovveoeeeeeeeee oo eeeee e 50
FIGURA 13: FREQUENCIA DE GENEROS ENCONTRADOS NOS RECINTOS
ABERTOS (A) E FECHADOS (F) NO AMBIENTE PROAMAR NAS COLETAS
REALIZADAS NO ANO DE 2011 ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.




LISTA DE TABELAS

TABELA 1: COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA AGAR SABOURAUD

TABELA 2: COMPOSICAO DO CORANTE LACTOFENOL DE AMANN. ................ 25
TABELA 3: PERCENTUAL DE SIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 04/04/2011. ..t 34
TABELA 4: PERCENTUAL DE SIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 17/06/201 1. ..ottt a e s 38
TABELA 5: PERCENTUAL DE SIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 30/07/2011. ettt 42
TABELA 6: PERCENTUAL DE SIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 05/09/2011. ..ottt ea e 45
TABELA 7: PERCENTUAL DE SIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 16/10/2011. ..ttt n e 49
TABELA 8: PERCENTUAL DE SIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 25/11720171. oottt st e 52

TABELA 9: PERCENTUAL DE DISSIMILARIDADE (SIMPER) ENTRE OS
AMBIENTES ABERTOS (A) E FECHADOS (F)




SUMARIO
1 INTRODUCAO
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CONTEXTUALIZAGAO BIOGEOGRAFICA
2.2 0 PARQUE NATURAL MUNICIPAL DO MANGUEZAL DO RIO PEREQUE
2.3 OS FUNGOS

2.4 A NECESSIDADE DA CRIACAQO DOS CENTROS DE REABILITACAO ANIMAL

2.5 0S CENTROS DE REABILITACAO ANIMAL E OS FUNGOS
3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESE

3.2 OBJETIVO GERAL

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 AREA DE ESTUDO

4.1 LOCALIZACAO GERAL

4.2 DESCRICAO FISICA DO AMBIENTE PROAMAR

4.2.1 AMBIENTES FECHADOS

4.2.2 AMBIENTES ABERTOS

5. MATERIAL E METODOS




5.1 DESENHO AMOSTRAL

5.2 ATIVIDADES DE CAMPO E LABORATORIO

5.3 MEIO DE CULTURA E CORANTE

5.3.1 MEIO AGAR SABOURAUD GLUCOSE OU DEXTROSE
5.3.2 CORANTE

5.4 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

5.4.1 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

5.4.2 METODO DE CULTURA EM LAMINA OU TECNICA DE MICROCULTIVO ... 26
5.5 DESCRICAO DOS RESULTADOS

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

6. RESULTADOS

6.1 ANALISE DESCRITIVA E ESTATISTICA DE GENEROS ENCONTRADOS POR
COLETA EM CADA RECINTO

6.1.1 PRIMEIRA COLETA (04 DE ABRIL DE 2011)
6.1.2 SEGUNDA COLETA (17 DE JUNHO DE 2011)
6.1.3 TERCEIRA COLETA (30 DE JULHO DE 2011)
6.1.4 QUARTA COLETA (5 DE SETEMBRO DE 2011)

6.1.5 QUINTA COLETA (16 DE OUTUBRO DE 2011)

6.1.6 SEXTA COLETA (25 DE NOVEMBRO DE 2011)
xii




6.2 ANALISE DESCRITIVA E ESTATISTICA DOS FUNGOS EM AMBIENTES
ABERTOS E FECHADOS

6.3 ANALISE DESCRITIVA DA DIVERSIDADE FUNGICA DOS RECINTOS

7. DISCUSSAO

7.1 POR COLETA

7.2 POR RECINTO

8. CONCLUSAO

9. REFERENCIAS

ANEXOS




1 INTRODUCAO

O Brasil detém a maior diversidade biolégica do mundo, sendo responsavel
por aproximadamente 20% do numero total de espécies do planeta (BENSUSAN,
2002), muitas delas endémicas. Possui diferentes biomas, distribuidos ao longo dos
seus mais de 8,5 milhdes de quildmetros quadrados (MMA, 2013 A; IBGE 2014),
sendo eles Amazobnia, cerrado, pampa, caatinga, Mata Atlantica e o ambiente
marinho. Este ultimo possui ainda ecossistemas associados, tais como os marismas,
manguezais e restingas. Estes ambientes oferecem condicdes propicias ao
nascimento, alimentacdo e reproducédo de diversas espécies, pois sao locais
relativamente planos, protegidos pela vegetagdo da forca das ondas e marés e
sofrem um constante aporte de matéria organica e agua doce dos rios e gamboas
adjacentes.

Apesar da real e urgente necessidade de preservagao dos manguezais, e
também de outros ecossistemas, os seres humanos vém aumentando a presséo
exercida sobre esses ambientes, tais como a emissdo de gases tOxicos na
atmosfera, contaminagao e empobrecimento do solo e poluigdo extrema dos rios e
oceanos, além do crescente acumulo de residuos pouco degradaveis e exterminio
de milhares de espécies.

Entretanto, atualmente os manguezais sao areas protegidas por legislagao,

gue prevéem a criagdo de Areas de Preservagdo Permanente (APPs) e Unidades de

Conservacdo (UCs), situagéo na qual se encontra o Manguezal do Rio Perequé,
localizado em Pontal do Sul, municipio de Pontal do Parana, litoral do Parana. Esse
manguezal sofre impactos ambientais de origem antrépica desde aproximadamente
1950, quando comecaram as atividades de turismo no local, bem como as obras de
ocupacéo decorrentes, como dragagens, retificacbes de rios e aterros. Sob esse
contexto de degradacao, foi criado o Parque Natural Municipal do Manguezal do Rio
Perequé, em 2001.

O Manguezal do Perequé esta inserido na porcao sul da Baia de Paranagua
(SILVA, 2007) e seus bosques se estendem ao longo do Rio Perequé (o qual possui
2,6 km de extensao), desde Paranagua, até o municipio de Pontal do Parana,
incluindo o Balneario de Pontal de Sul, onde se situa o Centro Estudos do Mar

(CEM), da Universidade Federal do Parana (UFPR). Nesse campus, funciona, desde




2002, o projeto do Centro de Reabilitagdo Animal PROAMAR, coordenado pelo Dr.
Ricardo Krul, que recebe e procura reabilitar animais silvestres aquaticos e ferrestres
da regido, trazidos pela comunidade local, turistas e oérgdos governamentais
responsaveis, como o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) e Instituto
Ambiental do Parana (IAP).

O PROAMAR ¢ um projeto que nao possui fins lucrativos e que depende de
voluntariado para todas as agdes a que se propde, desde a limpeza e manutencéo
constante dos recintos até o cuidado com os animais, incluindo a alimentagcao e
medicacdo dos mesmos. Dessa forma, os recursos financeiros e humanos sao
bastante limitados, o que torna a reabilitagdo dos animais ainda mais complicada.
Apesar das dificuldades encontradas, o projeto pode ser uma ferramenta muito util
na sensibilizacdo e conscientizagio dos impactos negativos causados pelo homem,
além de permitir uma oportunidade de interacédo privilegiada com o ambiente
costeiro e marinho e com os animais deles advindos.

Um dos fatores responsaveis pelo sucesso na reabilitacdo animal € a
limpeza e desinfeccédo periddica dos recintos, uma vez que os agentes patogénicos
sdo geralmente oportunistas e parasitam preferencialmente individuos debilitados e

imunossuprimidos, como é o caso da maioria dos animais encaminhados ao

PROAMAR. Assim, além da manutengdo a limpeza constante dos recintos que o

compbem, sdo necessarios estudos que compreendam a microbiota associada nao
s6 ao ambiente de recuperagdo, mas também ao ecossistema em que esta inserido.

Dessa forma, esse trabalho teve por objetivo realizar uma estimativa quali-
quantitativa da populagédo flingica anemdfila presente no centro de reabilitagéo
PROAMAR, em cada um dos recintos utilizados, durante o periodo de abril a

novembro de 2011.




2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONTEXTUALIZACAO BIOGEOGRAFICA

A biodiversidade compreende a totalidade dos recursos vivos (biota) do
planeta, desde os micro-organismos até os maiores animais encontrados, e é reflexo
das interacBes entre os genes, espécies, ecossistemas e biomas, bem como de
suas inumeras variacoes possiveis (FRANCO, 2013). Bioma pode ser definido como
um conjunto contiguo de ecossistemas, constituido por caracteristicas fisiondmicas
de fauna e flora semelhantes e definidos pelas caracteristicas fisicas desse

ambiente, como aspectos geograficos, climaticos e litolégicos (COUTINHO, 2006). O

Brasil, em seus 8.515.767 km® de extensdo, é altamente heterogéneo, pois

apresenta em seu territério o clima equatorial; que abrange grande parte do territério
brasileiro e engloba principalmente a Floresta Amazdnica, o clima temperado; que
abrange predominantemente o sul do Brasil e o tropical; que atua nas demais
regides (IBGE, 2014).

O Brasil possui seis biomas bem definidos; sete terrestres e um marinho.
Sao eles: Amazdnia, cerrado, pampa, caatinga, Mata Atlantica e ambiente marinho.
Além disso, devido as caracteristicas variadas do territorio brasileiro, apresenta
megadiversidade, com aproximadamente 20% de toda a diversidade biolégica do
planeta, sendo que muitas das espécies sdo endémicas.

Dentre os biomas, a Mata Atflantica € a segunda maior floresta pluvial
tropical do continente americano, abrangendo originalmente uma area de 1.315.460
km? e se estendendo por 17 estados brasileiros, do Ceara ao Rio Grande do Sul, até
a Argentina e o Paraguai. E um dos 34 hotspots mundiais de biodiversidade,
formada por um conjunto de vegetacdes diversas, como florestas ombrofilas densas,
abertas e mistas, florestas estacionais deciduais e semideciduais, além de
ecossistemas associados, como os campos de altitude, marismas, manguezais e
restingas (MMA, 2013 B). No Brasil, a distribuicdo geografica desse bioma se da
principalmente na costa leste, sul e sudeste, incluindo o litoral do Parana.

Os manguezais sao classificados como eco6tones, ou seja, sdo ambientes de

transicdo entre dois biomas, o terrestre (Mata Atlantica no litoral do Parana) e




marinho. Por definicdo, sdo ecossistemas umidos, altamente especializados e estdo
sujeitos ao regime de marés (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995), bem como variacbes
de temperatura, salinidade, aporte de agua doce, nivel de inundacao, condicbes de
substrato e disponibilidade de oxigénio e nutrientes (KATHIRESAN; BINGHAM,
2001; ALONGI, 2007), sendo sua arquitetura o resultado enfre tais variaveis
ambientais e as interacbes bioldgicas que ocorrem neste meio (SESSEGOLO,
1997).

De modo geral, os manguezais, bem como os estuarios, sdo naturalmente
ricos em recursos alimentares e por essa razao sao associados as comunidades
desde a pré-historia. Eles formam uma barreira fisica contra a acdo de ondas e
marés e possuem altos indices de produtividade e exportagdo de matéria organica,
devido ao constante aporie de nutrientes, como folhas e propagulos caidos da
vegetagcéo do mangue, excrementos e restos de animais em decomposicdo e sais
minerais da propria terra, ressuspensos e retrabalhados pelas marés. Dessa forma,
séo utilizados como bercarios e fontes de alimentacdo e protecdo por diversas
espécies aquaticas e terrestres, sendo imprescindivel a sua preservacdo e
manutengédo (LANA, 2003; NANNI; NANNI, 2005).

As areas de manguezais ocorrem em todo o globo, mas se desenvolvem
principalmente em areas tropicais e subtropicais costeiras, nas faixas entre os
tropicos de Céancer e Capricornio (23° e 27° N e 23° e 27° S). Ainda, seu
desenvolvimento estrutural maximo tende a acontecer préximo a linha do Equador
(NANNI; NANNI, 2005). No Brasil, os manguezais distribuem-se desigualmente ao
longo da costa, desde o Cabo Orange, no Amapa, até Laguna, em Santa Catarina.
Possuem formacdes mais extensas e desenvolvidas na regido Norte, principalmente
no litoral do Amapa, Para e Maranhao, devido, entre outros fatores, aos regimes
locais de macro-marés e das elevadas taxas de precipitacdo anual (SCHAEFFER-
NOVELLLI et al., 2000).

No litoral do Parana, a planicie litoranea tem um comprimenio de
aproximadamente 90 km e uma largura maxima em torno de 55 km, na regido de
Paranagua (ANGULO, 1992) e estende-se desde o sopé da Serra do Mar até o

oceano. Ja as planicies de maré se desenvolvem ao longo de costas de baixo

declive, com marcado ciclo de marés, onde ha sedimento disponivel o suficiente e

que sdo abrigadas da acao de fortes ondas. No Parana, essas areas tém extenséo




aproximada de 310 km? e podem abrigar ecossistemas de marismas, manguezais

restingas.

Os manguezais e restingas do Parana estdo distribuidos em dois grandes
sistemas estuarinos, a Baia de Guaratuba e a Baia de Paranagua. Na entrada da
Baia de Paranagua encontra-se o manguezal do Perequé, formado por bosques
continuos ou descontinuos, distribuidos ao longo da gamboa do Perequé, a qual
drena areas de mangue e restinga do entorno (LANA et al., 1989). A vegetacéo na
regido é classificada como Floresta Pluvial Subtropical Atlantica, com formacdoes
vegetais pioneiras de influéncia marinha (restinga) e formacdes vegetais pioneiras
de influéncia flvio-marinha  (manguezal) (CEM, 2002), composta
predominantemente por Laguncularia racemosa (mangue-branco), Rhizophora
mangle (mangue-vermelho) e Avicennia schaueriana (mangue-preto), além de
espécies como Hibiscus pernambucensis na zona de transicéo entre o mangue e a
restinga (SESSEGOLO, 1997; SILVA, 2007).

No litoral do Parana, os manguezais podem ser considerados relativamente
bem preservados, se comparados com manguezais de outras regibes como o
nordeste e o sudeste brasileiros, devido ao historico de ocupacéo da zona costeira
do Brasil (LANA, 1998). Apesar disso, desde aproximadamente 1950 estes
manguezais sofrem diversas intervencdes humanas, como retificagbes e dragagens
para navegacdo, aterramentos para construcdo civil e construgado de tanques de
aquicultura pelo Centro de Biologia Marinha/UFPR, no inicio da década de 80 (CEM,
2002).

Outros impactos sofridos por estes manguezais foram registrados por
pesquisadores do Centro de Estudos do Mar, tais como despejo de efluentes e
residuos domésticos (KOLM; ANDRETTA, 2003), derrame de oleo por pequenas
embarcagbes e consirugdes irregulares (CEM, 2002), derramamento de oleo e
produtos quimicos por industrias e empresas estabelecidas no local. Sob esse
contexto, foi criado o Parque Natural Municipal do Manguezal do Rio Perequé, pelo
Decreto Municipal de Pontal do Parana n° 706 de 2001 (CEM, 2002; CEM, 2008).

No Brasil, os principais instrumentos para a prote¢éo dos manguezais sao a
criagdo de Areas de Protecdo Permanetes (APPs), criadas pela Lei Federal n® 4.771
de 1965, do Cdédigo Florestal, que abrangem todos os manguezais brasileiros e as
Unidades de Conservacdo (UCs), as quais fazem parte do Sistema Nacional de
Unidades de Conservacéo (SNUC), criado em 2000 pela Lei Federal n®9.985.




2.2 O PARQUE NATURAL MUNICIPAL DO MANGUEZAL DO RIO PEREQUE

O Parque Natural Municipal do Manguezal do Rio Perequé (PNMMRP),
doravante nesse trabalho denominado Parque do Perequé, estd inserido no
Balneario Pontal do Sul, no municipio de Pontal do Parana e se estende ao longo do
rio de maré do Perequé (SILVA, 2007), classificado por Lana et al., (1989) como
canal de maré ou gamboa e caracterizado por ser um curso d’agua, de tragado
meandrante, caracteristico de planicies litoraneas de grandes complexos estuarinos
da costa sudeste do Brasil, como Santos, Iguape-Cananéia, Paranagua e Sao
Francisco do Sul.

A primeira proposta para a criagdo de uma area de protecdo em torno da
Gamboa do Perequé foi feita em 1986, por uma equipe do Centro de Estudos do
Mar (CEM), entdo denominado Centro de Biologia Marinha, pois ja se registravam
conflitos entre os usos correntes e a preservacéo do local (SILVA, 2007). Em 1999,
foi publicado o decreto municipal 255/99, transformando a area em reserva biolégica
(RB) — categoria de unidade de conservacdo de uso indireto ou protegéo integral.
Houve muitos conflitos fundiarios e politicos, que acarretaram na mudanca da

delimitacdo da area do parque por varias vezes; além disso, a cessdo de uso da

area n&o foi requerida pela prefeitura junto & Unifo, portanto a Geréncia Regional de

Patrimonio da Unido néo reconhece a existéncia do parque até o presente momento.

Atualmente, o Parque do Perequé apresenta area de aproximadamente 33
ha, com vegetagdo -caracteristica de restingas e mangues (CEM, 2008;
RECHETELO, 2009). Nele, os manguezais estdo situados em areas baixas, com
sedimentos mais finos, como as margens do canal e areas internas da bacia, até as
cotas mais altas com sedimentos mais arenosos, fazendo limite com a vegetacéo de
restinga (CEM, 2002).

O clima da regido em que o parque esta inserido é classificado, segundo
Koeppen (1948), como Cfa, ou seja, clima subtropical superimido - mesotérmico,
com verao quente e sem estagdo seca definida. A temperatura média do més mais
guente & superior a 22°C, enquanto o més mais frio apresenta temperatura média
abaixo dos 18°C (ANGULO, 1992; VANHONI; MENDONGCA, 2008).

Nas areas de manguezais e restingas, como a area do Parque do Perequé,

os fungos podem estar presentes em arvores vivas ou na vegetacdo morta, como




saprofitos, parasitas ou simbiontes. As espécies parasitas podem causar doengas
nas arvores ou animais, porém a maioria dos fungos permanece como sapréfitos em
serrapilheiras e madeiras em decomposicédo, agindo como decompositores na teia
alimentar desses ecossistemas. A serrapilheira inclui folhas, galhos, flores, frutos e
outras partes de plantas, bem como restos animais e material fecal
(AMARASINGHE; BALASUBRAMANIAN, 1992), armazenados no sedimento.

Como simbiontes, os fungos desempenham papel mutualistico com a
maioria das plantas, na captura, absor¢éo e armazenamento de nutrientes presentes
no solo, principalmente o fésforo e o nitrogénio, sendo denominados de micorrizas
(TORTORA et al., 2012).

2.3 0S FUNGOS

Fungos s&o organismos pluricelulares (exceto as leveduras), eucarioticos

com paredes celulares constituidas principalmente de glucanas, mananas e quitina

(OLIVEIRA, 1999; PUTZKE; PUTZKE, 2004; TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Diferenciam-se dos vegetais por ndo sintetizarem clorofila ou qualquer pigmento

fotossintético e por ndo armazenarem amido como substancia de reserva (LACAZ et
al., 1984; TRABULSI; ALTERTHUM, 2005), mas sim glicogénio (OLIVEIRA, 1999).
Estima-se que haja aproximadamente 1,5 milhdes de espécies de fungos
(HAWKSWORTH, 2001; KIRK et al., 2001), porém, destas, apenas cerca de 80.000
a 120.000 foram descritas (WEBSTER; WEBER, 2007). Atualmente, Blackwell
(2011) calcula que exista entre 3,5 e 5,1 milhdes de espécies de fungos, salientando
0 estudo dos ambientes pouco ou nunca explorados, bem como 0 uso de técnicas
moleculares pouco consideradas, que sugerem a descoberta de novas espécies. De
acordo com Forzza et al. (2010), no Catalogo de fungos e plantas do Brasil, foram
encontradas 3.608 espécies de fungos, das quais 523 sdo endémicas. Em relagéo
ao dominio fitogeografico (bioma), foram encontrados 1.664 fungos na Mata
Atlantica (dos quais 100 sdo endémicos), 519 na Amazénia (35 endémicos), 291 no
cerrado (7 endémicos), 734 na caatinga (56 endémicos), 1 no pampa e 28 no
Pantanal, sendo que nestes Ultimos ndo foram encontradas espécies end@micas.

Em relacdo ao nimero de fungos por estado, foram identificadas 529 espécies




fingicas somente no Parana. Entretanto, os resultados compilados no catalogo

estdo aquém da diversidade estimada por Blackwell (2011).

Fungos sdo quimiorganotroficos, ou seja, obtém carbono a partir da
degradacdo de residuos organicos, atuando como saprdfitas ou como parasitas,
nutrindo-se de hospedeiros vivos (OLIVEIRA, 1999; PUTZKE; PUTSKE, 2004;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Alguns fungos desenvolveram outras estratégias
para a fixagdo do carbono, desempenhando papéis mutualisticos ao associarem-se
a organismos fotossintetizantes, como cianobactérias ou algas,formando os liquens,
ou ainda em simbiose com raizes de grande parte das plantas, como no caso das
micorrizas. Dessa forma, estdo amplamente presentes no ar, na agua, no solo, e
também em vegetais e animais, inclusive no ser humano, participando ativamente da
ciclagem dos elementos na natureza, como o carbono, nitrogénio e fosforo
(TORTORA et al., 2012). Por isso, sdo chamados de ubiquos.

Em relagdo a sua morfologia, os fungos multicelulares, também chamados
flamentosos (PUTZKE; PUTSKE, 2004, KAVANAGH, 2005; MURRAY et al., 2009),
formam estruturas tubulares denominadas hifas, que séo responsaveis pela fixacéo
no substrato e absorgdo de nuirientes (hifas vegetativas) e também na reprodugéo
(hifas reprodutivas ou aéreas). O conjunto de hifas é denominado micélio. As hifas
podem ser septadas, quando formam unidades celulares uninucleares, ou
cenociticas, quando séo continuas (MURRAY ef al., 2009; Forzza et al., 2010).

No que se refere a condigbes otimas de desenvolvimento, a maioria dos
fungos tem necessidade dos elementos C, O, H, N, P, K, Mg, S, B, Mn, Cu, Mo, F e
Zn. A temperatura ideal para seu crescimento estd entre 0°C e 35°C, mas a faixa
6tima para a maioria fica entre 20°C e 30°C (DIX; WEBSTER, 1995). Da mesma
forma a maioria dos fungos tolera uma ampla faixa de pH, mas o valor 6timo se
mantém entre 5 e 7 (OLIVEIRA, 2012).

Quanto a reprodugdo, os fungos filamentosos podem se reproduzir
assexuadamente por meio da fragmentacéo de suas hifas aéreas. Além disso, tanto
a reproducdio sexuada quanto a assexuada ocorrem pela formacéo de esporos. Os
esporos assexuais sdo formados pelas hifas aéreas, através de mitose e
subsequente divisdo celular, enquanto os esporos sexuais séo formados pela fuséo
de nucleos de duas linhagens opostas de uma mesma espécie de fungo.

Os propagulos fungicos s&o produzidos em abundéncia e possuem

tamanho reduzido, dessa forma, dispersam-se no ambiente de varias maneiras,




como pelos animais (como insetos, aves e o homem), pela agua e mais
frequentemente pelo ar, carregados pelo vento ou associados a particulas, como
poeira e polen. Os fungos dispersos pelo ar sdo denominados anemdfilos e podem
percorrer longas distancias até encontrarem um ambiente propicio ao seu
desenvolvimento (WEBSTER; WEBER, 2007, MURRAY et al., 2009). Devido a sua
facilidade de dispers@o e pequeno tamanho, os esporos podem ser inalados e se
alojar no hospedeiro, caso haja condicbes propicias de desenvolvimento, como
temperatura em torno de 30°C e umidade por volta de 80% (OSORIO et al., 2007),
fatores estes que podem ser encontrados no trato respiratério de diversos animais,
incluindo o ser humano.

Os fungos patogénicos e oportunistas mais importantes estéao distribuidos
nos trés filos do Reino Fungi: Basidiomycota, Zygomycota, Ascomycota, além do
grupo artificial dos Deuteromycetes. Os fungos superiores compreendem os que
possuem hifas septadas, distribuidos nos filos Ascomycota e Basidiomycota. O
primeiro engloba os fungos de hifas septadas e sua principal caracteristica é o asco,
estrutura na qual s&o produzidos e armazenados os esporos. O filo Ascomycota
engloba cerca de 80% das espécies patogénicas (TORTORA et al., 2012).

Ja o filo Basidiomycota, o qual também possui fungos de hifas septadas, tem
como caracteristica principal a formacdo de esporos externos, denominados
basididsporos, que sdo especificos para cada espécie. O filo Zygomycota inclui os
fungos de micélio cenocitico e sua reproducdo pode ser sexuada, com a producgéo
de zigbsporos, ou assexuada, com a formagéo de esporangiésporos.

Todos os fungos que ndo tém conexdo com os filos Ascomycetes ou
Basidiomycetes estdo compreendidos no grupo artificial Deuteromycetes, também
chamados de fungos imperfeitos (Fungi imperfecti). A maioria desses fungos vive no
solo (geofilicos) e sd@o os principais componentes da micobiota atmosférica
(MURRAY et al., 2009; TORTORA et al., 2012). Diversas espécies de fungos
patogénicos e oportunistas das classes Blastomycetes, Coelomycetes e
Hiphomycetes podem ser encontrados no grupo dos Deuteromycetes (TORTORA et
al., 2012).

Alguns fungos, incluindo diversas espécies patogénicas, apresentam

dimorfismo no crescimento, ou seja, podem crescer tanto na forma de fungo
filamentoso quanto na forma de levedura (WEBSTER; WEBER, 2007; TORTORA et
al., 2012). O dimorfismo nos fungos patogénicos depende da temperatura; a 25°C




(temperatura média do ambiente) desenvolvem-se na forma de fungos filamentosos,
ja a 37°C (temperatura do corpo humano), apresentam forma leveduriforme. Além da
temperatura, as condicbes nutricionais e variagdes de CO; e pH do meio também
podem influenciar no dimorfismo (CARLILE et al., 2001; TORTORA et al., 2012).

O filo Ascomycota possui seis espécies de fungos dimoérficos
filogeneticamente relacionados: Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Sporothrix schenkii e
Penicillium marnefiii (SANTOS et al., 2012).

Além de atuarem como parasitas em individuos imunossuprimidos, diversas
especies de fungos produzem substancias toxicas, que podem desencadear
processos  alérgicos, micotoxicoses e doencas infecciosas (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005; TORTORA, et al., 2012). As principais espécies fungicas
produtoras de toxinas pertencem aos géneros. Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Claviceps, Pithomyces, Myrothecium, Stachybolrys, Phoma e Alternaria (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005). Entretanto, estima-se que, das mais de 100.000 espécies de
fungos conhecidas pelo homem, apenas cerca de 200 sdo patogénicas
(BLACKWELL, 2011; TORTORA et al., 2012).

2.4 A NECESSIDADE DA CRIACAO DOS CENTROS DE REABILITACAO ANIMAL

A humanidade tem provocado diversos impactos negativos ao seu meio,
principalmente apdés a intensiva urbanizagdo e industrializagcdo, causando
desequilibrios ecol6gicos de ecossistemas, permitindo, assim, a extingdo ou
prevaléncia de espécies, muitas vezes oportunistas e potencialmente prejudiciais ao
préprio ser humano (CIDIN; SILVA, 2004; PELANDA, 2007).

Sao muitos os impactos antropicos negativos sobre os oceanos e zonas
costeiras, como exploracado de gas e petréleo, sobre-explotacéo pesqueira e pesca
predatéria, despejo de efluentes domésticos e industriais nos rios e oceanos,
excesso de embarcagbes, turismo desordenado, especulagdo imobiliaria,
modificacdo e destruicao de habitats, introducéo, realocacgéo e extingdo de diversas
espécies, despejo de todo tipo de lixo, principalmente plasticos, contaminacéo do ar,
do solo e agua potavel, dentre muitas outras desordens (PELANDA, 2007; SILVA,




2007; VENTURA, 2011). Essa situacdo do ambiente atual é considerada adversa
para a maioria dos organismos.

A poluicao do ar também & um problema global, a qual afeta a satde nao sé
do homem como de outros organismos, animais e plantas, muitas vezes de forma
indireta e € um processo moderno, relacionado ao progresso da civilizacgao,
crescimento e desenvolvimento das cidades e indastrias (ARRUDA, 2009).

Organismos oportunistas, como os fungos, se beneficiam de condigbes
ambientais desfavoraveis ou estressantes para a maioria das espécies, tais como
extremas variagbes térmicas no ambiente (como desertos, fumarolas, glaciares),
limitacdo ou escassez de nutrientes, condigcbes de hipoxia ou hipersalinidade,
grande amplitude de umidade no meio e também da introducdo de substéncias
exégenas (poluigéo), entre outros fatores (WARGO, 1996). Sao, ainda, considerados
potenciais agentes epidemiolégicos, principalmente em ambientes fechados e com
higienizagao inadequada (SOUZA, 2009).

Frente a toda pressao exercida pelo homem sobre o ambiente e a costa
maritima, foram criados alguns centros de reabilitagdo animal, distribuidos ao longo
do litoral do Brasil como, por exemplo, o Instituto de Pesquisa e Reabilitacdo de
Animais Marinhos (IPRAM), no Espirito Santo, o Centro de Reabilitagdo de Animais
Marinhos (CRAM), no Rio Grande do Sul e o Projeto de Reabilitagao de Mamiferos,
Aves e Répteis (PROAMAR), no Parana.

O PROAMAR surgiu como uma resposta a demanda de atendimento aos
animais que sao trazidos ao Centro de Estudos do Mar da Universidade Federal do

Parand, tanto por pessoas ligadas a 6rgaos governamentais (IBAMA e IAP), Policia

Ambiental, Corpo de Bombeiros, quanto por civis, populagado local, pescadores e
turistas (BALLABIO ef al., 2008).

Desde 1993, o Laboratério de Ornitologia do Centro de Estudos do Mar
(CEM), da Universidade Federal do Parana (UFPR) recebe e presta atendimento as
aves que sao encaminhadas a universidade, entretanto, a ocorréncia de diversos
outros animais (como tartarugas, jabutis, lobos marinhos, pequenos mamiferos
terrestres, entre outros) motivou a ampliagdo das atividades do laboratério,
culminando com a criacdo do projeto PROAMAR, em 2002. Todos os seus
integrantes trabalham de forma voluntaria e os recursos financeiros, tanto para a
construcao e reforma dos recintos, quanto para a aquisicdo de medicamentos e

alimentos dos animais, sdo provenientes de doagdes.




A maioria dos animais encaminhados ao PROAMAR apresenta debilidades
relacionadas a causas antropogénicas. No caso dos pinguins, geralmente séo
encontrados muito fracos, desnutridos e desidratados, além de muitas vezes
estarem contaminados por dleo ou emalhados em redes de pesca. Os lobos
marinhos frequentemente tém lesées nos olhos, associados as atividades
pesqueiras, enquanto as tartarugas geralmente apresentam contaminacédo do trato
digestivo por ingestdo de plasticos e lesdes no casco. Muitos animais ainda chegam
ao centro com escoriagdes diversas provocadas por choques com embarcagdes,
carros ou fiagéo elétrica, mutilagbes por redes e anzéis (KRUL; MORAES, 1998:
RUOPPOLO et al., 2004), ataques por cachorros domésticos, ou mesmo agressoes
humanas, como fraturas por tiro ou pauladas (PELANDA, 2007).

Nessas condigbes, os animais imunodebilitados que chegam ao centro
encontram-se mais suscetiveis a diversos patogenos, como fungos e bactérias
oportunistas (RUOPPOLO et al., 2004). Além disso, o proprio estresse do transporte,
cativeiro e manuseio diario (necessario para a limpeza, medicagao, alimentacédo e
hidratagdo dos animais), além do contato com outros animais doentes, contribuem
para o agravamento da imunossupressdo e exposicdo a agentes patogénicos
(XAVIER, 2007).

2.5 08 CENTROS DE REABILITACAO ANIMAL E OS FUNGOS

Os fungos s@o importantes agentes etiolégicos de enfermidades em aves e
outras especies (GARCIA et al., 2007), podendo causar basicamente trés tipos de
infecgBo: micoses, doencas alérgicas e micotoxicoses. As micoses sdo
caracterizadas pela invaséo direta do patégeno nos tecidos do hospedeiro, podendo
ser superficiais, cutdneas e subcutdneas, de acordo com a origem, grau e
profundidade da invasdo, ou sistémicas efou oportunisticas. As micoses sistémicas
sdo caracterizadas pela inalacdo dos propagulos flngicos, causando uma lesdo
primaria pulmonar, com disseminacdo via sangue a outros 6rgéos; enquanto as
micoses oportunisticas séo causadas por fungos termotolerantes, de baixa viruléncia
e que determinam doengas em hospedeiros com graves deficiéncias do sistema
imunodefensivo (OLIVEIRA, 2012). As doencas alérgicas sdo causadas pelo




desenvolvimento de hipersensibilidade do hospedeiro aos antigenos fingicos,

enquanto as micotoxicoses séo a intoxicacéo pelo contato, ingestédo ou inalacdo dos
metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos (OLIVEIRA, 1999).

A maioria dos agentes fungicos pode ser encontrada naturalmente no
ambiente, assim, a resisténcia do hospedeiro é o principal fator determinante da
manifestacdo das doencgas fungicas. Dentre as principais micoses que afetam as
aves silvestres destacam-se a aspergilose e a candidiase (FRIEND, 2006). Nos
mamiferos aquaticos, diversas espécies de fungos ja foram isoladas, como Candida
albicans, Aspergillus fumigatus, Cladophialophora bantiana, Mucor sp., Lacazia loboi
(DIERAUF; GULLAND, 2001; ZAMPIERI et al., 2013), entre outras.

Cerca de 20 espécies do género Aspergillus sdo patogénicas, com
capacidade de causar doengas respiratérias como a aspergilose que acomete o trato
respiratério de animais debilitados e enfraquecidos, predominantemente mamiferos
(inclusive seres humanos) e aves selvagens e domésticas (BEYNON; COOPER,
1999). As aves sdo mais suscetiveis porque possuem peculiaridades em seus tratos
respiratorios, como a auséncia de diafragma e a presenca de siringe e sacos aéreos;
lugares que, por possuirem aeracio e temperatura 6timas e pouca vascularizacéo,
s@o propicios ao crescimento de coldnias fangicas (TELL, 2005; OSORIO et al.,
2007).

Os Aspergillus podem ficar como sapréfitas no organismo de aves saudaveis
e manifestarem-se apenas sob condi¢cdes propicias, como imunossupresséo,
traumatismos, ingestdo de 6leo ou outros poluentes, ma nutricdo, deficiéncia de
vitaminas e estresse (KHAN et al., 1977; FLACH et al, 1990; REDIG, 1993;
GRACZYK; CRANFIELD, 1995; SANTAMARIA, 2003). Muitos desses fatores podem
ser encontrados ou potencializados em animais que chegam aos centros de
reabilitacao.

A aspergilose é uma das principais causas de mortalidade de pinguins em
cativeiro, uma vez que o diagndstico precoce da doencga é prejudicado devido a
presenca de sintomas multifacetados com sinais inespecificos, além do seu curso
rapido de evolugéo, caracteristicas que diminuem a possibilidade de tratamento, que
é ineficaz em casos avancados (CABANA et al,, 2007; XAVIER ef al., 2007). A
aspergilose é a causa mortis de aproximadamente 30% dos Pinguins de Magalhdes
em cativeiro (SANTAMARIA, 2003; XAVIER et al., 2006, CABANA et al., 2007).

Gaivotas, albatrozes, petreis e pinguins chegam frequentemente a centros de




reabilitacio e sdo expostos & condigbes propicias a evolugdo da doenga, como
espagos com pouca ventilacdo e higiene inadequada, além do estresse do cativeiro
e contato com outros animais doentes (GARCIA et al., 2007; XAVIER, 2007).

Além das enfermidades causadas pelos Aspergillus spp., outros géneros
podem ser responsaveis por doengas em animais silvestres ou em cativeiro,
conforme demonstram estudos de Sarmiento-Ramirez et al., (2014), em que
espécies patogénicas do género Fusarium foram encontradas mundialmente em
ovos de tartarugas ao redor do globo. Nesse aspecto, outros estudos, como os de
Garcia et al., 2007; Silva, 2009; Fraga, et al., 2011; Souza et al., 2012; Zampieri et
al., 2013; Galiza et al., 2014, foram realizados em centros de recuperacdo e
hospitais veterinarios. Da mesma forma, foram realizados, por Cork et al., (1999);
Ceolin et al., (2012); Blaylock, Overstret e Klich, (2001); Tessari et al., (2004);
Mendes et al., (2008) e Marietto-Gongalves et al., (2009), entre outros, amplos
estudos de micoses em geral em aves.

Trabalhos sobre ocorréncia de micoses em delfinideos em cativeiro foram
conduzidos por Martins et al. (2002), enquanto fungos associados a pele de baleias

africanas o foram por Reeb et al., (2010); ja Molina-Lépes et al., (2012) estudaram a

micobiota da pele de porco-espinhos, enquanto Campos et al. (2001) estudaram

lesbes caracteristicas de micoses em diversos animais, com base na profundidade
anatémica da invasdo. Apesar desses (ltimos dois trabalhos ndo pesquisarem
animais marinhos, é relevante menciona-los, uma vez que o PROAMAR também
recebe esporadicamente animais terrestres da regido, como gambas, jabutis, além
de gatos e cachorros abandonados.

Uma vez que fungos, dentre outros organismos oportunistas, séo um fator
limitante na reabilitagdo dos animais encaminhados aos centros de recuperagao,
tornam-se imprescindiveis estudos que estimem, avaliem e monitorem a diversidade

e abundéncia da populagao flingica nesses locais.




3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESE

Se o PROAMAR possui recintos de caracteristicas fisicas heterogéneas e

com fungbes diferentes (especificas), entdo a populagdo de fungos encontrada

também sera diversa.

3.2 OBJETIVO GERAL

Quantificar e identificar e os fungos encontrados nos cinco recintos do
ambiente PROAMAR, em seis coletas, distribuidas a cada 45 dias, ao longo de oito

meses.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Amostrar os fungos nos cinco recintos que compdem o PROAMAR.

- Isolar e quantificar os morfotipos fungicos encontrados.

- ldentificar os morfotipos de fungos, por meio de observacdo microscopica
das caracteristicas estruturais e de reproducéo, até o nivel de género.

- Estimar a possivel relagdo das espécies encontradas com os recintos e

suas funcoes.




4 AREA DE ESTUDO

4.1 LOCALIZAGCAO GERAL

O litoral do Estado do Parana é caracterizado por sua pequena extens&o
linear em relacdo a outros estados e pela presenca de dois estuarios bem
desenvolvidos, de Guaratuba e de Paranagua (LAMOUR et al., 2004; VANHONI;
MENDONCA, 2008). O Complexo Estuarino de Paranagua (CEP) esta localizado no
litoral norte do estado do Parana, sob as coordenadas geograficas 25°16°34”S;
48°17°42"W, abrange uma drea de 601 Km? e estende-se por cerca de 50 Km
continente adentro (LANA ef al., 2001), conforme mostra a FIGURA 1A. O CEP é um
estuario de planicie costeira e possui extensas areas rasas proximas as suas
margens associadas ao desenvolvimento de manguezais (NOERNBERG; LANA,
2002), além de iniUmeros canais naturais, como o Guaraguacl e a gamboa do
Perequé.

A Gamboa do Perequé tem cerca de 2,6 km de extensdo, de tragado

tipicamente meandrante e desembocadura no canal do DNOS, proximo a entrada da
Baia de Paranagua (FIGURA 2) (LANA, 1989). Além disso, a gamboa drena uma

planicie litorAnea quaternaria, ocupada por restingas, marismas e manguezais, 0s

quais ocupam praticamente toda a sua amplitude (SILVA, 2007). Boa parte da sua
extenséo corta o Balneario de Pontal do Sul (KOLM; ANDRETTA, 2003), no
municipio de Pontal do Parana.

O municipio de Pontal do Parana insere-se na planicie costeira de
Paranagua, que é arenosa e de construgcdo marinha, delimitada ao norte pelo
Estuario de Paranagua e ao sul e oeste pela Serra do Mar. Os principais balneérios
do municipio sdo Moncgdes, Praia de Leste, Shangri-la, Ipanema, Atami e Pontal do
Sul (FIGURA 1B) (SIQUEIRA, 2005).

O campus da Universidade Federal do Parana para os cursos de
Oceanografia, Engenharia de Aquicultura, Engenharia Civil, Engenharia Sanitaria e
Ambiental e Ciéncias Exatas, denominado Centro de Estudos do Mar (CEM),
encontra-se situado nos Balnearios de Mirasol e Pontal do Sul. Inserido neste esta o

Laboratério de Ornitologia, chefiado pelo Dr. Ricardo Krul, que é responsavel pela




criacdo do Projeto de Estudos e Recuperagdo de Animais PROAMAR, o qual deu
origem ao Centro de Reabilitagio de mesmo nome. As instalagdes fisicas do

PROAMAR também se encontram inseridas no CEM, bastante préximas & Gamboa
do Perequé e ao manguezal do Parque do Perequé (FIGURA 2).

FIGURA 1: MAPA COM A LOCALIZAGAO DO COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA (A) E DO
BALNEARIO DE PONTAL DO SUL (PR) (B). FONTE: SIQUEIRA, (2005).




FIGURA 2: FOTO AEREA DA GAMBOA DO PEREQUE COM A LOCALIZACAO DO PROAMAR
(UFPR). FONTE: FONSECA, JOSE CLARO DA, (2002).

4.2 DESCRICAO FiSICA DO AMBIENTE PROAMAR

O Centro de Reabilitaggo PROAMAR é composto por um edificio principal,

na porgdo leste do terreno (FIGURA 4B), dividido em dois aposentos, destinados a

ambulatério e cozinha. Ja os alojamentos dos animais em recuperagao localizam-se
na por¢ao sudoeste e séo delimitados por muros de concreto de aproximadamente 1
m de altura e telas de arame. O entorno do PROAMAR é composto por vegetacéo
de mangue e restinga e pela Gamboa do Perequé, que sdo cercadas por palanques
de concreto, sendo que o acesso principal ao centro da estrutura se da por meio de

um portao de aluminio.




4.2.1 Ambientes fechados

O edificio principal é feito de madeira pintada e o piso recoberto de azulejos,
em ambos os aposentos, que sdo divididos por uma parede com duas janelas
vazadas. O aposento destinado ao ambulatério, nesse estudo denominado F1,
possui, ainda, duas janelas com vidros, que ficam parcialmente abertas. Os animais
sdo recebidos, medicados, alimentados e monitorados neste ambiente, e nele

podem-se encontrar caixas de contencgdo, viveiros de aves, além de um balcao de

escritério e uma mesa de procedimentos (FIGURA 3F1).

O aposento destinado a cozinha, nesse estudo denominado F2, possui duas
geladeiras, em que s&o armazenados os alimentos, dois armarios de medicamentos
e outros instrumentos veterinarios, pia com bancada, além de uma balanca (FIGURA
3F2).




bl

FIGURA 3: FOTOGRAFIA DO AMBULATORIO DESOCUPADO (F1) E DA COZINHA (F2) DO
PROAMAR EM UMA ROTINA DE LIMPEZA. FONTE: KOLM, H.E., (2014).

Esse aposento ndo possui janelas, mas sim telas de arame cobertas por
plastico, instaladas na parte superior das paredes, as quais permanecem quase

sempre fechadas.

4.2.2 Ambientes abertos

Os alojamentos dos animais, nesse estudo denominados A1, A2 e A3, sdo
instalagbes destinadas a receber animais em recuperagdo. O alojamento A1 é

destinado as aves, de modo geral, tais como atobas (Sula leucogaster), tesourdes

(Fregata magnificens), gaivotdes (Larus dominicanus), corujas, além de

eventualmente alojar outras espécies, como jabutis (Chelonoidis carbonaria). O

recinto € completamente cercado por telas de arame, além de possuir, do lado




direito, uma estrutura coberta de madeira, que serve de abrigo as aves. Este
ambiente é parcialmente coberto por uma arvore da do género Schinus sp. e possui
vegetacao rasteira nativa. O piso do recinto é composto de solo arenoso e grama
rasteira nativa (FIGURA 4A1).
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FIGURA 4: FOTOGRAFIAS DOS RECINTOS DE AVES (A1), DE PINGUINS (A2), DE MAMIFEROS
AQUATICOS (A3) E VISTA LATERAL DA CASA (B). FONTE: KOLM, HEDDA ELISABETH, (2014).

O recinto A2 é cercado por um muro de concreto de aproximadamente 1 m
de altura, além de tela de arame na parte superior do muro. Possui uma piscina de
ladrilhos para aves aquaticas, geralmente Pinguins de Magalhdes (Spheniscus
magellanicus), e eventualmente outras espécies, como petréis (familia
Procellariidae) e albatrozes (familia Diomedeidae). O recinto é parcialmente coberto
pela mesma arvore que o A1 (FIGURA 4A2). O piso desse ambiente é de cimento,

porém quando ha pinguins instalados neste recinto sdo colocadas folhas de material

e.v.a (etil-vinil-acetato), a fim de evitar pododermatites nas aves, como o bumblefoot

(XAVIER, 2006). Quando ocupado, esse recinto é limpo e desinfectado com




gluconato de clorexidina uma vez ao dia por voluntarios do projeto, munidos de
botas de borracha, macacdes de lona impermeavel e luvas de couro, em acordo
com a rotina estabelecida por Xavier, (2006).

O terceiro recinto, denominado nesse estudo como A3, geralmente fica
reservado a mamiferos aquaticos, tais como lobos marinhos (Arctocephalus australis
e A. lropicalis), porém também pode abrigar aves ou outros animais em
determinadas situacbes, como superpopulagdo dos recintos. Esse ambiente é
cercado por muros, de aproximadamente 1,5 m, além de telas de arame e piso de

cimento. Possui uma piscina de fibra de vidro, além de uma estrutura de concreto

coberta, que serve de abrigo aos animais alojados (FIGURA 4A3). De acordo com a

necessidade, esse recinto também ¢é limpo, conforme o protocolo estabelecido para

o recinto AZ2.




5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO AMOSTRAL

As coletas foram realizadas no Ambiente de Reabilitacdo Animal

PROAMAR, da Universidade Federal do Parana, aproximadamente a cada 45 dias,

nos dias 04 de abril, 17 de junho, 30 de julho, 5 setembro, 16 de outubro e 25 de
novembro de 2011. A FIGURA 5 ilustra simplificadamente a disposicdo dos recintos
do PROAMAR e os locais em que foram abertas as placas de Petri com os meios de
cultura para a coleta de sedimentagdo espontanea das particulas biolégicas do ar
(MENEZES; SILVA-HANDLIN, 1997).
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FIGURA 5. ESQUEMA DO CENTRO DE REABILITACAOC DE ANIMAIS PROAMAR, COM A
LOCALIZACAQO DOS PONTOS DE COLETA (X). FONTE: A AUTORA, 2011.




5.2 ATIVIDADES DE CAMPO E LABORATORIO

Em cada uma das amostragens foram distribuidas, nos cinco recintos
(FIGURA 3), cinco placas de Petri estéreis, com aproximadamente 15 mL de meio
de cultura Agar Sabouraud glucose ou dextrose e deixadas abertas durante quinze
minutos.

Apos as coletas, as amostras foram acondicionadas em uma estufa BOD
(Biochemical Oxygen Demand, ou Demanda Bioquimica de Oxigénio, em inglés) a
28°C, por até sete dias. Diariamente, foi feita a contagem dos fungos crescidos e
que eram semelhantes (com mesma morfologia macroscoépica, isto é, coloracdo das
coldénias no verso e anverso da placa e coloragdo e aspecto do micélio e das
bordas). Cada um deles foi repicado em uma nova placa de Petri contendo Agar
Sabouraud.

Depois de isoladas em placas de Petri, as col6nias foram repicadas em
tubos de ensaio com meio de cultura Sabouraud inclinado e entéo, estocadas na

micoteca do laboratério a aproximadamente 5°C, de modo a reduzir a atividade

biolégica dos micro-organismos. Apés a identificacdo dos fungos, os macrocultivos

foram fotografados, com a finalidade de serem incorporados ao atlas de fungos do
litoral do Parana, ainda em construgéo.

Os fungos isolados foram incubados e examinados macroscopicamente no
Laboratdrio de Microbiologia Ambiental Marinha do Centro de Estudos do Mar
(UFPR) e identificados no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do
Parana, Departamento de Patologia Bésica (LabMicro).

5.3 MEIO DE CULTURA E CORANTE

Os meios de cultura (TABELA 1) e corante (TABELA 2) utilizados nesse

estudo foram preparados da seguinte maneira:




5.3.1 Meio Agar Sabouraud Glucose ou Dextrose

TABELA 1: COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA AGAR SABOURAUD.

Ingredientes Quantidades

Agar 159

Peptona 10 g

Glucose ou dextrose* 40 g
Agua destilada 1000 mi

pHa25°C 56 +/-0,2

* Os meios de cultura foram preparados a partir de um dos monossacarideos, conforme a
disponibitidade no laboratério.

Ajustou-se o pH para 5,6 +/- 0,2 adicionando-se hidroxido de sédio (NaOH)
10% efou acido citrico (CeHsO7) 10%, conforme a necessidade (KOLM, 1983). Os

meios de cultura foram autoclavados a 1 atm por 20 minutos.

5.3.2 Corante

Lactofenol de Amann (PIMENTEL, 2001)

TABELA 2: COMPOSICAO DO CORANTE LACTOFENOL DE AMANN. FONTE: PIMENTEL, (2001).
Ingredientes Quantidades
Acido latico 10,0 g

Acido fénico 10,09
Glicerina 20,0¢g
Agua destilada 10,0 mi




Apos fundir os cristais de fenol em banho-maria, adicionaram-se os demais
compostos, aguardando 24 horas até a filtragem por filiros de papel de uso
doméstico.

54 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

5.4.1 ldentificacéo dos fungos

De todos os fungos isolados foram realizados microcultivos (item 5.4.2) em
lamina. Estes foram fixados com Lactofenol de Amann. As identificagbes
sistematicas foram realizadas por meio de observacées morfolégicas macroscépicas
das coldnias, confirmadas pela analise das caracteristicas microscopicas das
estruturas de reproducdo (sexuada e assexuada), de acordo com literatura
especializada (ARX, 1974; ELLIS, 1976; BARNETT; HUNTER, 1987: KONEMAN:
ROBERTS, 1987; LARONE, 1987; ROSSMAN et al., 1987; SILVEIRA, 1995; KERN:
BLEVINS, 1999; HOOG; GUARRO, 2004). Nesse estudo, os fungos foram
identificados até o nivel de género, diferenciando-os em mortfotipos. Como
consequéncia, os fungos pertencentes ao mesmo género foram nomeados por sp1,
sp2, sp3, e assim sucessivamente. Entretanto, o fungo Aspergiilus niger pbde ser
identificado até o nivel de espécie, pois suas caracteristicas macroscopicas sao

suficientes para tal.

4.2 Método de cultura em Iamina ou técnica de microcultivo

Foram utilizadas placas de Petri contendo em seu interior 1amina e duas

laminulas e um pedaco de algodéo, devidamente esterilizados. Sobre a lamina, no

interior da placa, foram colocados dois cubos de Agar Sabouraud glucose, de 1 cm?®

cada. Em cada um dos lados dos cubos foi inoculado um pedaco do fungo
proveniente do tubo de ensaio estoque. Sobre o meio de cultura semeado foi
colocada uma laminula e o algoddo umedecido com agua destilada esterilizada, com

auxilio de uma pipeta, aproximadamente a cada dois dias.




A primeira laminula foi retirada do cubo inoculado apds sete dias e a
segunda, apos 14 dias de incubacéo a temperatura de 28°C. Estas, acrescidas com
uma gota de Lactofenol de Amann, foram dispostas em lamina limpa, fixadas com
esmalte incolor (lamina permanente) e observadas em microscopio 6ptico com

aumento de 10 e 40 vezes.

5.5 ORGANIZACAO DOS RESULTADOS PARA A ANALISE

Primeiro, os resultados foram agrupados por coleta efetuada, divididos em
analises descritivas e estatisticas e entdo interpretados; em seguida, foram
agregados de acordo com os recintos amostrados e avaliados sob essa 6tica. Para a
analise descritiva e estatistica dos fungos encontrados em ambientes abertos e
fechados, os géneros foram agrupados de acordo com o local em que foram
observados, ou seja: os fungos isolados nos recintos externos foram denominados
‘abertos”, enquanto que os enconfrados nos ambientes internos foram classificados
como “fechados”. Para a confeccéio dos graficos dos ambientes internos e externos
foram somados, em cada data de coleta, o nimero de exemplares de cada género
dos recintos abertos (A1, A2 e A3) e denominados genericamente de ABERTOS. Da
mesma forma, os dos ambientes fechados (F1 e F2) foram somados e denominados
FECHADQOS. Os géneros fingicos foram numerados de 1 a 12, na seguinte ordem:
Penicillium (1), Curvularia (2), Acremonium (3), Drechslera (4), Cladosporium (5),
Fusarium (6), Aspergillus niger (7), Paecilomyces (8), Pestialotia (9),
Cladophialophora (10), Arthrobotrys (11), Trichoderma (12).

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

A fim de verificar possiveis diferencas no nimero fotal e frequéncia dos
fungos encontrados nos recintos e entre as coletas, foram realizadas anslises de
escalonamento multidimensional (nMDS), a partir de uma matriz de dissimilaridade
de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957), gerada a partir de dados ndo transformados.




Adicionalmente, foi utilizada a rotina SIMPER (percentual de similaridade), com

objetivo de hierarquizar os géneros que mais contribuiram para as similaridades e
dissimilaridades entre os cinco recintos do PROAMAR.

Para tal, os dados foram langados em planilhas eletrdnicas e posteriormente
analisados no software estatistico Primer (Plymouth Routines In Multivariate
Ecological Research), verséo 6.0 para Windows (CLARKE; WARWICK, 2001).

Além disso, para fins de comparagdo entre as populagbes fingicas
presentes nas coletas, foram utilizados dados meteoroldgicos diarios, com até trés
dias de antecedéncia, do ano de 2011, referentes & umidade relativa do ar,
pluviosidade e temperatura média, cedidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), medidos pela estagdo meteoroldgica automatica instalada na llha do Mel
(PR). Ademais, foram consultadas as fichas de identificagdo com informacoes
veterinarias dos animais encaminhados aoc PROAMAR em 2011.

O termo UFC foi utilizado como abreviagdo do termo Unidade Formadora de
Col6nia e corresponde ao numero inicial de células fingicas amostradas, as quais
dédo inicio a uma nova coldnia (LACEY; KAYA, 2000; LACLAIR, 2006; ABELHO,
2007, SUTTON, 2011). Como sindnimos do conceito, foram utilizados os termos
micro-organismos, cepas, numero de fungos, niimero de coldnias e ocorréncias.
Alem disso, foram utilizados conceitos como diversidade e abundancia de espécies,
em que o primeiro termo se refere a variedade de espécies encontradas no meio e o

segundo, a quantidade de cada espécie que foi observada.




6 RESULTADOS

Foram encontrados um total de 1.244 fungos, sendo que 223 deles foram
isolados na primeira coleta, 195 na segunda, 256 na terceira, 210 na quarta, 186 na
quinta e 174 na ultima. Foram identificados 12 géneros, sendo eles Penicillium,
Acremonium,  Curvularia, Drechslera, Cladosporium, Fusarium, Aspergillus,

Paecilomyces, Pestalotia, Cladophialophora, Arthrobotrys e Trichoderma.

TABELA 3: QUANTIDADE DE GENEROS, MORFOTIPOS E CEPAS ENCONTRADAS NAS SEIS
COLETAS REALIZADAS NO PROAMAR EM 2011.

Géneros Morfotipos Abertos Fechados TOTAL

Penicillium 298 115 413
Acremonium 82 29 215
Curvularia 186 29 111
Fusarium 25 8 95
Cladosporium 30 40 70
Drechslera 60 35 33
Aspergillus 44 11 55
Paecilomyces 17 16 33
Pestialotia 23 11 34
Cladophialophora 102 50 152
Arthrobolrys 2 23 25
Trichoderma 5 3 8
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De acordo com os dados da TABELA 3 e plotados na FIGURA 6, em todas
as coletas foram observados mais fungos (70,2%) em ambientes abertos do que em
fechados. O género flngico que ocorreu com maior frequéncia (33,2%) foi o
Penicillium, encontrado em 100% dos recintos, seguido de Acremonium (17,3%),
que ocorreu em 90% destes. O género Curvularia ocorreu em 73,3% dos recintos e
representou 8,9% dos micro-organismos isolados, seguido de Aspergillus (4,4%),
que ocorreu em 70% dos recintos. Os géneros Cladophialophora e Fusarium
ocorreram em 63,3% dos recintos e representaram 12,2% e 7,6% dos fungos
isolados.

Cladosporium ocorreu em 56,6% dos recintos e representou 5,6% dos

fungos isolados; Pestalotia, com 2,7% de representatividade dos fungos isolados

ocorreu em 46,6% dos recintos, seguido de Paecilomyces, que ocorreu em 53,3%

dos recintos e representou 2,6% dos micro-organismos encontrados. Drechslera foi




encontrado em 43,3% dos recintos, com uma representatividade de 2,6% das
espécies fungicas. O género Arthrobotrys ocorreu em 16,6% dos recintos e
representou 2% dos micro-organismos encontrados e o género Trichoderma ocorreu
em 13,3% dos recintos e representou 1% de todos os fungos encontrados.

O grafico abaixo (FIGURA 6) mostra os resultados referentes & abundéncia
total de géneros encontrados nos ambientes abertos e fechados, nas seis coletas
realizadas no Centro de Reabilitacdo Animal PROAMAR. Proporcionalmente, foi
observado que os fungos Penicillium, Acremonium, Cladophialophora e Curvularia

580 responsaveis por mais de 70% da populacdo de fungos, ou 1.156 coldnias.
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FIGURA 6: ABUNDANCIA TOTAL DE GENEROS ENCONTRADOS NOS AMBIENTES ABERTOS E
FECHADOS DO PROAMAR, EM 2011. FONTE: A AUTORA, (2015).




6.1 ANALISE DESCRITIVA E ESTATISTICA DE GENEROS ENCONTRADOS POR
COLETA EM CADA RECINTO

Os dados descritos nos seis graficos a seguir (FIGURAS 7, 8, 9, 10, 11 e 12)
mostram a frequéncia e abundancia com que os géneros foram encontrados em

cada uma das coletas realizadas em 2011 no PROAMAR.

6.1.1 Primeira Coleta (04 de abril de 2011)

De acordo com os dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia

(INMET), dia 02 de abril (dois dias antes da coleta), choveu cerca de 40 mm. A

temperatura média dos trés dias anteriores a coleta tendeu a aumentar a partir dos
23,9°C, sendo que a temperatura média no dia da coleta foi de 24,5°C. Na FIGURA
7 encontram-se representados todos os géneros de fungos encontrados nos cinco
recintos do PROAMAR em 04 de abril de 2011. A seguir, encontra-se uma descricdo

suscinta da ocorréncia destes géneros e de seus morfotipos.
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FIGURA 7: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA COLETA REALIZADA
EM 04/04/2011. FONTE: A AUTORA, (2014).

De acordo com os dados representados na TABELA 4, no recinto A1, o
género mais abundante foi o Acremonium, com trés espécies e 20 coldnias. Do
género mais diverso, Penicilium, foram identificadas quatro morfotipos, porém
contadas apenas a metade do numero de cepas de Acremonium. Além destes, o
género Cladosporium ocorreu nesse recinto na menor quantidade registrada na
coleta e os géneros Drechslera, Fusarium, Aspergillus, Paecilomyces, Pestialotia,
Cladophialophora, Arthrobotrys e Trichoderma ndo ocorreram.

TABELA 4: NUMERO DE GENEROS, MORFOTIPOS (M) E QUANTIDADE DE COLONIAS (UFC)
ENCONTRADOS NOS RECINTOS DO PROAMAR (A1, A2, A3, F1 E F2) EM 04/04/2011.

COLETA 1
A1 A2 A3 F1 F2 TOTAL COLETA

GENEROS M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC
Penicillium 4 1 4 21 1 3 2 5 2 7 5 47
Curvularia 1 4 1 15 2 T 1 3 1 3 2 32
Acremonium 3 20 2 8 2 13 1 2 0 0 3 43
Drechslera 0 0 0 0 2 7 1 3 1 1 2 11
Cladosporium 1 1 1 6 2 5 1 4 2 10 2 26
Fusarium 0 0 0 0 0 1 1 2 7 2 8
Aspergillus niger 0 0 1 5 1 3 0 0 1 1 1 9
Paecilomyces 0 0 1 4 1 2 1 1 1 1 1 8




Pestialotia 0 0
Cladophialophora 0 0
Arthrobotrys 0 0
Trichoderma 0 0

9

TOTAL RECINTO 36

No A2, foram encontradas quatro morfotipos de Penicillium, sendo n&o sé o
género mais abundante no recinto, mas também a maior ocorréncia desse género
durante todo o periodo estudado. Do Curvularia, foi o maior nimero encontrado no
recinto ao longo dos meses estudados (15 coldnias). Ainda, foram encontrados os
maiores valores da coleta nesse recinto para os fungos Aspergillus niger,
Paecilomyces e Pestialotia. Os géneros Drechslera, Cladophialophora, Arthrobotrys
e Trichoderma nao foram observados nesse recinto.

No A3, o fungo encontrado em maior abundancia foi Cladophialophora, com
25 UFC e a segunda maior ocorréncia entre todas as coletas (para
Cladophialophora, a maior ocorréncia & na terceira coleta, no recinto A2, de acordo
com a TABELA 8). Para Drechslera, foi encontrada a maior quantidade de cepas de
fodas as amostragens feitas em A3. Inclusive, nesse recinto, foi observada maior
riqueza e abundéncia do Drechslera do que do Penicillium, género do qual foi
encontrada apenas um morfotipo, além da menor ocorréncia observada nas coletas,
com 3 UFC. Os géneros Fusarium, Pestialotia, Arthrobotrys e Trichoderma néo
ocorreram nesse recinto.

Em relagdo ao nimero de morfotipos encontrados nos demais recintos ao
longo do periodo estudado, o ambiente A3 pode ser considerado rico, uma vez que
nele foi registrado um dos maiores resultados (o valor maximo observado foi de 15
morfotipos, nesse mesmo recinto, na sexta coleta, conforme a TABELA 14). Além
disso, nesse recinto observou-se a maior abundéncia da coleta e o segundo maior
nimero de unidades formadoras de colénia do estudo. O valor maximo obtido foi
aproximadamente 60% maior, no recinto anterior (A2), na terceira coleta, realizada
dia 30 de julho (TABELA 8).

No F1, foram encontrados dois morfotipos de Penicillium, com a maior
riqueza e abundéncia do recinto. Apesar disso, foi a contagem deste género mais
baixa registrada no estudo. Além disso, foi a menor quantidade de fungos

encontrada no estudo, com apenas 21 colénias isoladas (TABELA 4). Nesse recinto,

puderam ser identificados oito géneros, mesmo que em pouca quantidade. Os




géneros Aspergillus, Cladophialophora, Arthrobotrys e Trichoderma ndo ocorreram
nesse recinto.

No F2, Cladosporium foi o mais abundante no recinto e também a maior
ocorréncia do género encontrada no estudo. Do Penicillium, foram registradas frés
vezes menos cepas do que no recinto A2. Neste ambiente, foram isoladas quase o
dobro de unidades formadoras de coldnia do que no recinto anterior (F1), mas ainda
assim foram valores relativamente baixos, quando comparados aos outros recintos
ou as outras coletas. A maioria dos géneros encontrados no recinto anterior também
foram observados nesse, com excecdo de Acremonium e Pestialotia, que nao
ocorreram nesse recinto, mas sim Cladophialophora e Aspergillus.

Em toda a coleta, o género fingico mais abundante foi o Penicillium, seguido
de Acremonium e Cladophialophora. Os fungos Curvularia, Cladosporium,

Drechslera e Paecilomyces tiveram, nesta coleta, o maior ndmero de colénias

registradas. Por outro lado, entre todas as coletas, nesta os géneros Penicillium e

Fusarium foram registrados em menor quantidade e os géneros Arthrobotrys e
Trichoderma néo foram encontrados.

A analise de percentual de similaridade (SIMPER), descrita na TABELA 5,
corroborou os resultados descritos pelos graficos (FIGURAS 6 E 7), uma vez que
demonstrou que os géneros responsaveis pelas similaridadades entre os recintos
foram Penicillium, Curvularia, Cladosporium e Acremonium (TABELA 3). Definiu-se,
por padréo, ressaltar somente os quatro géneros flingicos mais importantes da
analise, uma vez que estes caracterizaram pelo menos 80% da microbiota fungica
observada.

Esses quatro géneros foram responsaveis por 85,39% das similaridades
encontradas, com o Penicillium detendo 30,52% dessa contribuicdo. Os géneros
Cladosporium e Acremonium detiveram praticamente as mesmas taxas de
contribuicéo, com 17,6% e 17,32%, respectivamente. A similaridade média entre os

recintos, para esta coleta, foi de 40,90%.

TABELA 5: PERCENTUAL DE DISSIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS AMOSTRADOS
EM 04/04/2011.

Coleta 1

Similaridade Média: 40,90%
Géneros Abundancia média Contribuicio (%) Cumulada (%)
Penicillium spp 9,40 30,52 30,52
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Curvularia spp 6,40 19,96 50,47
Cladosporium spp 5,20 17,60 68,08

Acremonium spp 8,60 17,32 85,39

6.1.2 Segunda coleta (17 de junho de 2011)

Dia 14 de junho (trés dias antes da coleta) houve duas manifestacées de

chuva fraca, com 0,2 mm cada. A temperatura média dos trés dias anteriores a

coleta tendeu a aumentar a partir dos 16,6°C, sendo que no dia da coleta a

temperatura média foi de 18°C.

Na FIGURA 8 podem ser observados os géneros flngicos encontrados na

coleta realizada dia 17 de junho de 2011. Em seguida, sdo descritos os géneros

fingicos e seus morfotipos observados em cada recinto.
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FIGURA 8: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA COLETA REALIZADA
EM 17/06/2011. FONTE: A AUTORA, (2014)




No recinto A1, de acordo com a TABELA 6, Acremonium foi o mais

abundante do recinto. Este resultado é semelhante com o encontrado na coleta

anterior nesse mesmo recinto e contrario ao resultado no recinto F2 dessa mesma

coleta, em que ele ndo ocorreu. Além disso, foi nesse ambiente em que foi

encontrado o maior numero desse fungo, nesse periodo de amostragem. O género

Penicillium, apesar de contribuir com quatro morfotipos (assim como na coleta

anterior), sendo assim o de maior riqueza do recinto, apresentou menos da metade

dos fungos encontrados do género Acremonium. A maior quantidade de isolados

desse periodo de coleta foram os fungos pertencentes aos géneros Curvularia,

Fusarium e Aspergillus. Os géneros Drechslera, Cladosporium, Arthrobotrys e

Trichoderma néo ocorreram nesse recinto.

TABELA 6: NUMERO DE GENEROS, MORFOTIPOS (M) E QUANTIDADE DE COLONIAS (UFC)
ENCONTRADOS NOS RECINTOS DO PROAMAR (A1, A2, A3, F1 E F2) em 17/06/2011.

COLETA 2
At A2 A3 F1 F2 TOTAL COLETA
GENEROS M. UFC M. UFC M. UFC WM. UFC M. UFC M. UFC
Peniciffium 4 8 5 31 3 13 1 4 3 15 6 71
Curvularia 1 7 2 5 1 3 0 0 1 2 2 17
Acremonium 3 17 0 0 3 14 1 2 1 1 3 34
Drechslera 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cladosporium 0 0 1 6 0 0 1 2 0 0 1 8
Fusarium 1 6 1 2 0 0 2 6 1 1 2 15
Aspergillus niger 1 3 1 2 1 1 1 1 0 0 1 7
Paecilomyces 1 3 0 0 0 0 1 4 1 1 1 8
Pestialotia 1 ! 1 3 0 0 1 4 0 0 1 8
Cladophialophora 1 4 0 0 1 2 1 9 1 1 1 16
Arthrobotrys 0 0 0 0 0 0 1 11 0 0 1 11
Trichoderma 0 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL RECINTO 13 49 11 49 5 33 10 43 8 21 19 195

No A2, Penicillium foi o fungo mais abundante no recinto (assim como nesse

mesmo recinto, na coleta anterior) e em toda a coleta. Inclusive, houve o registro de

um novo morfotipo para o estudo (sp6), além de um acréscimo em aproximadamente

25% do numero de ocorréncias do género em relagéo aos obtidos no recinto anterior

(A1) e um tergo a mais do que o encontrado nesse mesmo recinto, na coleta anterior

(04 de abril). Além disso, Penicillium foi cinco vezes mais frequente do que o

segundo género mais abundante, Cladosporium. Mesmo assim, foram encontradas

as maiores quantidades de fungos da coleta para ambos os géneros, Cladosporium




e Penicillium. Os géneros  Acremonium, Drechslera, Paecilomyces,
Cladophialophora, Arthrobotrys e Trichoderma ndo ocorreram nesse recinto.

De maneira semelhante ao que foi registrado na coleta anterior, no A3,
foram isoladas trés morfotipos de Acremonium, e sendo, portanto, o mais abundante
no recinto. Além disso, também foi encontrado um novo morfotipo no estudo do
recinto (sp3). Apesar de também serem encontrados trés morfotipos do género
Penicillium, foi registrado apenas um tergo do valor de ocorréncia encontrado no
recinto A2, porém, ainda assim, este valor foi quatro vezes maior do que o
observado no mesmo recinto, na coleta anterior. Dessa forma, os géneros
Acremonium e Penicilliurn foram responsaveis por mais de 80% do numero de
fungos encontrados no local. O género Cladophialophora também foi encontrado
nesse ambiente, poréem em abundancia seis vezes menor que a observada na coleta
anterior. Os géneros Drechslera, Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces,
Pestialotia, Arthrobotrys e Trichoderma n&o foram isolados nesse recinto. No total,
foram enconirados 33 micro-organismos distribuidos em 6 géneros, o que foi o
segundo menor nimero registrado no estudo.

O ambiente F1 destaca-se por apresentar o fungo Arthrobotrys como género
mais abundante do recinto - com 11 UFC registradas - uma vez que o género foi
numericamente pouco representativo no restante do estudo. Inclusive, nesse recinto,
esta foi a Gnica ocorréncia do género registrada na coleta. Além disso, géneros que
foram frequéntes em outros recintos, como Penicillium e Acremonium, foram pouco
abundantes neste. Os géneros Paecilomyces e Pestialotia, que tenderam a ocorrer
menos vezes nos ambientes estudados, neste recinto tiveram as maiores
quantidades de cepas encontradas na coleta, bem como os géneros
Cladophialophora e Fusarium. Os géneros Curvularia, Drechslera e Trichoderma no
ocorreram nesse recinto. Além disso, o nimero coldnias encontradas nesse recinto
foi o dobro do registrado no mesmo recinto, na coleta anterior.

Assim como na maioria dos ambientes estudados, no recinto F2, o género
Penicillium foi predominante, representando mais de 70% da quantidade de fungos

encontrados nesse recinto. Alias, esse recinto apresentou nesse periodo de estudo,

a segunda menor abundancia de fungos, assim como no recinto F1, na coleta

anterior, no qual também foram registrados 21 micro-organismos, sendo esse
resultado cinco vezes menor do que a maior ocorréncia obtida, que foram 107 UFC,
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no recinto A2, na terceira coleta. Nesse recinto, os géneros Drechslera,
Cladosporium, Aspergillus, Pestialotia, Arthrobolrys e Trichoderma ndo ocorreram.

Ao final na coleta, o género flngico predominante foi o Penicillium, seguido
de Acremonium e Curvularia. Também foram encontradas, nessa coleta, os maiores
valores de de coldnias do género Arthrobotrys, Paecilomyces e Pestialotia. Além
disso, néo foi observada nenhuma ocorréncia do género Drechslera, que pdde ser
encontrada em todas as outras coletas, nem do género Trichoderma. Também foi
encontrado um morfotipo a menos que na coleta anterior.

A rotina SIMPER (TABELA 7) indicou que os principais géneros
responsaveis pelas semelhangas entre os recintos foram Penicillium, Acremonium,
Curvularia e Fusarium, que juntos contribuiram com 82,90% da similaridade de Bray-
Curtis. O género Penicillium, assim como na analise anterior, foi o fungo que teve a
maior dominancia entre os recintos, com 52,65%. Esse resultado mostra que esse
género contribuiu com mais da metade da populagio fingica. Em seguida, o género
mais significativo foi Acremonium, com 12,69% de contribuicdo. Entretanto, na
analise anterior esse género foi apenas o quarto mais importante, mas contribuiu
com 17,32% (TABELA 3). Essa diferenca mostra que nessa coleta houve a
predominancia de apenas um género, quando comparada com a coleta anterior; ou
seja, a populagdo amostrada nessa coleta foi mais homogénea.

O género Curvularia contribuiu com 10,37%. Este resultado foi menor que
os 19,96% registrados na coleta anterior, assim como seu grau de importéncia. O
fungo Fusarium, que nessa coleta foi o quarto género mais importante, contribuiu
com apenas 7,19%, ao contrario da coleta anterior, em que nao foi classificado. A
similaridade média entre os recintos foi um pouco mais alta do gue na coleta

anterior, com 42,13%.

TABELA 7: PERCENTUAL DE DISSIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS AMOSTRADOS
EM 17/06/2011.

Coleta 2
Similaridade média: 42,13%
Géneros Abundancia média Contribuicéo (%) Cumulada (%)
Penicillium spp 14,20 52,65 52,65
Acremonium spp 6,80 12,69 65,34
Curvularia sp 3,40 10,37 75,70

Fusarium spp 3,00 7,19 82,90
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6.1.3 Terceira coleta (30 de julho de 201 1)

No dia 30 de julho, data da coleta, choveu cerca de 6 mm no periodo da
manhé, sendo que a coleta foi realizada no periodo da tarde. A temperatura média
dos trés dias anteriores a coleta teve uma queda brusca no dia 29, chegando a
17,5°C, porém voltou a subir no dia da coleta. Assim, a temperatura média do dia foi
de 18,5°C.

Na FIGURA 9 podem ser observados todos os géneros de fungos que foram
isolados na coleta realizada em 30 de julho de 2011. Em seguida, sdo descritos os

fungos identificados em cada recinto.
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FIGURA 9: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA COLETA REALIZADA
EM 30/07/2011. FONTE: A AUTORA, (2014).

Como pode ser observado na TABELA 8, a maior riqueza de morfotipos e
abundancia foi representada no recinto A1 pelo género Penicillium, em que todas as
espécies isoladas nesse trabalho foram identificadas nas amostras, contribuindo
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assim com aproximadamente 35% do nimero total de coldnias. O género
Acremonium foi o segundo mais numeroso do recinto e contribuiu com 23% da
abundancia. Apesar disso, foram observados valores mais baixos desse fungo
quando comparados aos da primeira coleta, nesse mesmo recinto. Os géneros
Drechslera, Paecilomyces, Arthrobotrys e Trichoderma nao ocorreram nesse recinto.

No recinto A2, a abundancia de Cladophialophora foi a maior encontrada no
estudo. Este resultado contrasta com os obtidos neste recinto nas demais coletas,
em que o género nao foi encontrado. Entretanto, na primeira coleta, no recinto A3,
que fica ao lado, também foi registrado elevado nimero de fungos desse género (25
UFC). A maior riqueza de morfotipos do recinto neste periodo foi do género
Penicillium. Assim, essa foi a maior quantidade desse fungo registrada na coleta.
Alem disso, foram encontradas nessa coleta os trés morfotipos de Acremonium,
além da maior abundéancia encontrada para esse género nesse recinto, ao longo de
todo o periodo de estudo. E importante ressaltar que esse foi o maior nimero de
unidades formadoras de col6nias e de morfotipos fingicas observados em todo o
trabalho. N&o ocorreram no recinto Drechslera, Pestialotia, Arthrobotrys e

Trichoderma.

TABELA 8: NUMERO DE GENEROS, MORFOTIPOS (M) E QUANTIDADE DE COLONIAS (UFC)
ENCONTRADOS NOS RECINTOS DO PROAMAR (A1, A2, A3, F1 E F2) EM 30/07/2011.

COLETA 3
A1 A2 A3 F1 F2 TOTAL COLETA
GENEROS M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC
Penicillium 6 18 5 32 3 5 3 8 4 13 7 76
Curvularia 1 8 1 3 1 2 0 0 0 0 2 11
Acremonium 2 12 3 25 3 4 1 6 1 1 3 48
Drechslera 0 0 0 ] 2 3 0 0 0 0 2 3
Cladosporium 1 3 2 2 0 0 0 0 2 3 3 8
Fusarium 1 5 1 7 1 3 0 0 0 0 1 15
Aspergilius niger 1 3 1 3 1 4 1 3 0 0 1 13
Paecilomyces 0 0 1 2 0 0 1 3 1 1 1 6
Pestialotia 1 1 0 0 1 3 0 0 1 1 1 5
Cladophialophora 1 4 1 33 0] 0 1 10 1 18 1 62
Arthroboltrys 0 0 0 0 1 2 1 4 0 0 1 6
Trichoderma 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 3
TOTALRECINTO 14 52 15 107 13 26 8 34 11 37 24 256

No A3, a maior riqgueza e maior abundancia foi do género Penicillium. Na

coleta anterior, em 17 de junho (TABELA 6), Penicillium e Acremonium também




foram os mais abundantes, porém nela foram encontrados valores quase trés vezes
maiores. Apesar do elevado numero de espécies isoladas, em comparagdo com o
total de espécies observadas no estudo, que foram 15, o valor de unidades
formadoras de colbnia encontrado foi baixo. Cladosporium, Paecilomyces,
Cladophialophora e Trichoderma nao ocorreram nesse recinto.

No F1, a maior riqueza do recinto foi do género Penicillium; porém, foi
menos abundante do que Cladophialophora, do qual sé foi isolado um morfotipo. O
género Arthrobolrys, que de modo geral foi pouco representativo nos recintos
estudados, nesse recinto ocorreu com valores equivalentes & metade do niimero de
fungos do género Penicillium, além disso, foi a maior quantidade de fungos do
género encontrada na coleta. Nao foram observados nesse recinto Curvularia,
Drechslera, Cladosporium, Fusarium, Pestialotia e Trichoderma.

Assim como nos recintos A2 e F1, no ambiente F2 destaca-se novamente o
género Cladophialophora como 0 mais abundante e sendo numericamente mais

representativo que o Penicillium, do qual, apesar da contribuicdo de quatro

morfotipos, s6 foram isoladas 13 UFC. E importante ressaltar ainda gue nessa

coleta, esse foi o Unico registro de Trichoderma. Nesse recinto, ndo foram
observados os géneros Curvularia, Drechslera, Fusarium, Aspergillus e Trichoderma.

O género fingico mais abundante em toda a coleta foi o Penicillium, seguido
de Cladophialophora e Acremonium. Nessa coleta, foi observado que dos géneros
Cladophialophora e Acremonium foram isolados os maiores niimeros de colonias do
estudo. Em relacao as coletas, dos géneros Aspergillus e Trichoderma, assim como
na coleta descrita a seguir (05 de setembro), foram isoladas as maiores quantidades
de colonias. Foi observada a menor abundancia do género Curvularia de todo o
estudo, bem como a ocorréncia de todos os morfotipos observados na pesquisa, ou
seja, a maior rigueza.

A analise dos percentuais de similaridade (TABELA 9) indicou que os
géneros responsaveis pelas similaridades entre os recintos foram os fungos
Penicillium, Cladophialophora, Acremonium e Aspergillus niger. Novamente,
Penicillium foi o que mais contribuiu para a formacgdo do grupo, com 39,84%. Essa
porcentagem foi maior que a da primeira coleta, porém menor que a da segunda. O
segundo fungo mais significativo foi Cladophialophora, com 19,66% de contribuigo.
Esse género ndo havia sido classificado nas analises anteriores, porém juntamente

com o Penicillium, esses dois fungos acumularam quase 60% das UFC encontradas.
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Da mesma forma que nas analises anteriores, o género Acremonium esteve
entre os quatro fungos mais frequentes, com uma taxa de contribui¢do de 17,46%,
resultado que foi semelhante ao encontrado na primeira coleta, com 17,32%. O
fungo Aspergillus niger, que também nado havia sido relatado como um dos micro-
organismos dominantes foi significativo, com 8,46% de contribuicdo. A similaridade
media entre os recintos foi de 43,99%, que foi mais alta do que a das duas analises
anteriores.

TABELA 9: PERCENTUAL DE DISSIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS AMOSTRADOS
EM 30/07/2011.

Coleta 3
Similaridade média: 43,99%
Géneros Abundéncia média Contribuigéo (%) Cumulada (%)
Penicilfium spp 15,20 39,84 38,84
Cladophialophora sp 12,40 19,66 59,51
Acremonium spp 9,60 17,46 76,96
Aspergillus niger 2,60 8,46 8542

6.1.4 Quarta coleta (5 de setembro de 2011)

Dia 04 de setembro (um dia antes da coleta) choveu 0,4 mm e no dia da
coleta choveu mais 0,2 mm. A temperatura média dos trés dias anteriores a coleta
tendeu ao aumento, partindo dos 15,5°C, sendo que a temperatura média no dia da
coleta foi de 17,6 °C. Na FIGURA 10 podem ser observados todos os fungos
isolados na coleta realizada em 05 de setembro de 2011. Em seguida, os resultados
s&o descritos de acordo com cada recinto.
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FIGURA 10: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA COLETA REALIZADA
EM 05/09/2011. FONTE: A AUTORA, (2014).

TABELA 10: NUMERO DE GENEROS, MORFOTIPOS (M) E QUANTIDADE DE COLONIAS (UFC)
ENCONTRADOS NOS RECINTOS DO PROAMAR (A1, A2, A3, F1 E F2).

COLETA 4
A1 A2 A3 F1 F2 TOTAL COLETA
GENEROS M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC
Penicillium 5 12 5 36 2 13 2 6 4 16 7 83
Curvularia 1 8 2 8 1 1 0 0 0 0 2 17
Acremonium 2 4 2 6 1 11 3 7 0 0 3 28
Drechslera 1 4 1 2 2 3 1 1 1 1 2 1
Cladosporium 0 0 1 3 0 0 1 8 1 3 1 14
Fusarium 2 10 1 6 1 6 0 0 1 1 2 23
Aspergillus niger 1 3 1 1 1 5 1 4 0 0 1 13
Paecilomyces 1 1 0 0 0 0 1 3 0 0 1 4
Pestialotia 0 0 1 2 1 2 0 0 0 0 1 4
Cladophialophora 0 0 0 0 1 7 0 0 1 1 1 8
Arthrobotrys 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 1 2
Trichoderma 1 1 0 0 1 2 0 0 0 0 1 3
TOTALRECINTO 14 43 14 64 11 50 10 31 8 22 23 210

De acordo com a TABELA 10, no recinto A1 o Penicillium foi o género com
maior riqueza e abundancia, porém os valores encontrados foram pouco maiores
que os encontrados para Fusarium. Esta foi a maior quantidade de fungos do género
Fusarium encontrada na coleta. Assim como na coleta anterior (30 de julho) o maior

nimero de morfotipos foi registrado nesse recinto. A mesma riqueza de morfotipos




também foi encontrada no ambiente A2, na ultima coleta (25 novembro). Em relagdo
aos géneros, nesse recinto, Cladosporium, Pestialotia, Cladophialophora e
Arthrobotrys nao foram isolados.

No A2, do género Penicillium, foram isolados 4,5 vezes mais fungos que do

segundo género mais abundante no recinto, Curvularia. Inclusive, nessa ocasido, foi

registrada a maior ocorréncia de Penicillium dentre todas as coletas. Nesse recinto,

foi encontrado o terceiro maior niimero de fungos de todo o estudo, 64 coldnias. No

segundo recinto com maior abundancia (ambiente A3, na primeira coleta, em 04 de

abril) foi encontrada apenas uma ocorréncia a mais do que neste, enquanto que a

maior abundancia encontrada no estudo foi quase 60% maior, nesse mesmo recinto,
na terceira coleta (30 julho), em que foram observadas 107 UFC. Além disso, esse
recinto também apresentou um nimero de morfotipos elevado (14 de 24). Nesse

reicnto, ndo foram observados Paecilomyces, Cladophialophora, Arthrobotrys e
Trichoderma.

No A3, a riqueza e abundancia do género Penicillium foram relativamente

baixas (mesmo sendo numericamente maior do que os outros géneros), com dois

morfotipos e um total de 13 cepas. Destaca-se também a abundanca relativamente

semelhante ao Acremonium, com apenas um morfotipo, mas 11 UFC, que foi a

maior quantidade desse fungo observada nessa coleta. Em A3, Cladosporium,

Paecilomyces e Arthrobotrys n&o foram isolados.

No recinto F1, o Penicillium nao foi o género mais abundante, mas sim o

Cladosporium. Apesar disso, os valores encontrados foram préximos dos obtidos

para os outros géneros, como o préprio Penicillium e também o Acremonium, que se

destacou pela maior riqgueza de morfotipos do recinto, uma vez que foram

observadas as trés morfotipos encontrados no estudo. Neste recinto, foram

observadas as maiores ocorréncias desta coleta dos géneros Paecilomyces e

Arthrobotrys. O nimero de unidades formadoras de colénias foi relativamente baixo,

quando comparado ao numero de morfotipos. Os géneros Curvularia, Fusarium,

Pestialotia, Cladophialophora e Trichoderma nao foram observados nesse recinto.

No F2, o género Penicillium foi o mais rico do recintomas sua abundancia foi

baixa. Apesar disso, esse valor expressa mais da metade dos fungos observados

nesse recinto. Dessa forma, foi observado, nesse recinto, uma das menores

abundéancias encontradas no estudo e a menor registrada da coleta. Além disso, dos




géneros observados no estudo, Curvularia, Acremonium, Aspergillus, Paecilomyces,
Pestialotia, Arthrobotrys e Trichoderma n&o ocorreram.

Ao final da coleta, o género mais abundante encontrado foi o Penicillium,
seguido de Acremonium, e Fusarium. Nessa coleta, foi encontrado o maior nGimero
de UFC de Penicillium do estudo, bem como o de Fusarium. Assim como na coleta
anterior (30 de julho), foram obtidos os maiores resultados para os géneros
Aspergillus e Trichoderma. Da mesma forma que na primeira coleta (04 de abril),
Drechslera apresentou os maiores valores de UFC. Os valores dos géneros
Cladophialophora e Pestialotia encontrados nesta coleta foram os menores de todo
o periodo estudado. Assim como na coleta anterior, todos os géneros fungicos
observados no estudo foram identificados neste periodo.

A analise dos percentuais de similaridade (SIMPER) entre os recintos,
descrita na TABELA 11, demonstrou que os géneros mais dominantes nessa coleta
foram Penicillium, Acremonium, Fusarium e Drechslera. Os trés primeiros ja foram
descritos anteriormante, e o Ultimo, destacado nesta analise, contribuiu com 6,93%
do total. A contribuigdo do género Penicillium foi de 52,07%, valor semelhante ao da
segunda coleta (TABELA 4), em que contribuiu com 52,65%.

O género Acremonium contribuiu com 14,16%, e foi o segundo género mais
frequente nessa analise. Junto com Penicillium, foram responsaveis por 66,24% da
populacédo fangica. Estes resultados também s3o semelhantes semelhante aos da

segunda coleta, em que elesforam responsaveis por 65,34%.

O género Fusarium, apesar de ser destacado como um dos fungos mais
frequentes da coleta, contribuiu com 9,01%, com um valor semelhante ac do
segundo periodo estudado, em que a contribuicdo foi de 7,19%. A similaridade
media entre os recintos foi de 47,55%, que foi um resultado maior do que o

encontrado nas analises anteriores.

TABELA 11: PERCENTUAL DE DISSIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 05/09/2011.

Coleta 4
Similaridade média: 47,55%
Géneros Abundancia média Contribuicéo (%) Cumulada (%)
Penicillium spp 16,60 52,07 52,07
Acremonium spp 5,60 14,16 66,24
Fusarium spp 4,60 9,01 75,24

Drechslera spp 2,20 6,93 82,17
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6.1.5 Quinta coleta (16 de outubro de 2011)

No dia 13 de outubro (trés dias antes da coleta) choveu cerca de 24,2 mm. No
dia 14, choveu mais 0,4 mm e dia 16, data em que ocorreu a coleta, choveu
aproximadamente 150 mm, o que caracteriza uma chuva muito intensa. A
temperatura média dos trés dias anteriores a coleta oscilou e tendeu a diminuir a
partir dos 19,9°C, sendo que a média de temperatura no dia da coleta foi de 18,5 °C.

Na FIGURA 11 podem ser observados todos os géneros fungicos que foram
isolados na coleta realizada em 16 de outubro de 2011. A seguir, sdo descritos os

fungos e seus morfotipos, em relagdo ao recinto amostrado.

40 -
® Penicillium
* ] Curvularia
30 - m Acremonium
55 m Drechslera
m Cladosporium
® Fusarium

m Aspergillus niger

Abundancia (UFC)
G 8

m Paecilomyces
v Pestialotia
o ‘ : Cladophialophora
u Arthrobotrys
i 5A1 5A2 5A3 5F1 5F2 Trichoderma
Recintos

FIGURA 11: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA COLETA REALIZADA
EM 16/10/2011. FONTE: A AUTORA, (2014).
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TABELA 12: NUMERO DE GENEROS, MORFOTIPOS (M) E QUANTIDADE DE COLONIAS (UFC)
ENCONTRADOS NOS RECINTOS DO PROAMAR (A1, A2, A3, F1 E F2).

COLETA S
Al A2 A3 F1 F2 TOTAL COLETA
GENEROS M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFc
Penicillium 4 14 6 22 4 15 2 8 2 a 7 67
Curvularia 1 6 2 3 0 0 1 5 0 0 2 14
Acremonium 3 24 2 3 2 6 1 3 1 2 2 38
Drechslera 0 0 0 0 1 3 1 2 0 0 1 5
Cladosporium 1 3 1 1 0 0 0 0 0 0 1 4
Fusarium 0 0 2 6 0 0 2 10 2 5 2 21
Aspergillus niger 1 4 0 0 1 1 0 0 0 0 1 5
Paecilomyces 1 2 0 0 1 2 0 0 1 2 1 6
Pestialotia 1 1 0 0 0 0 0 o 1 4 1 5
Cladophialophora 1 7 0 0 1 6 1 2 0 0 1 15
Arthrobotrys 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6 1 6
Trichoderma 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL RECINTO 13 61 13 35 10 33 8 30 8 27 20 186

No recinto A1, de acordo com a TABELA 12, destacam-se o Acremonium, por
ter sido o género mais abundante (além de terem sido registrados os trés morfotipos
do género que foram encontradas ao longo de todo o periodo estudado) e o
Penicillium, com maior riqueza. Juntos, Acremonium e Penicillium representaram
cerca de 63% do nimero de fungos encontrados no recinto. Os géneros Drechslera,
Fusarium, Arthrobolrys e Trichoderma nao foram observados no recinto.

No A2, foram encontradas seis das sete morfotipos do género Penicillium
isoladas no estudo, sendo deste fungo a maior riqueza e abundancia do recinto, com
22 UFC, contribuindo entdo com mais da metade dos fungos. Além disso, foi
encontrada nesse recinto, a maior quantidade de fungos desse género na coleta.
Tambem foi observado um elevado ntmero de morfotipos isolados. Essa
contribuigéo proveio néao sé dos géneros Penicillium e Acremonium, como observado
no recinto anterior (A1), mas também de outros géneros com dois morfotipos, como
Fusarium, Curvularia e Acremonium. Os géneros Drechslera, Aspergillus,
Paecilomyces, Pestialotia, Cladophialophora, Arthrobotrys e Trichoderma nao
ocorreram.

No A3, as maiores riqueza e abundancia foram do género Penicillium. Esse
valor representou quase metade do nUmero total de fungos no recinto (33). Dos
géneros Acremonium e Cladophialophora, foram isolados cerca de 18% do numero

de colbnias do recinto. O maior nimero de fungos dos géneros Drechslera e

Paecilomyces, nessa coleta, também foram encontrados nesse recinto. Ja os




géneros Curvularia, Cladosporium, Fusarium, Pestialotia, Arthrobotrys e Trichoderma

nao foram observados.

No F1, o género Penicillium nao foi o mais abundante ou de maior riqueza

de morfotipos, mas sim Fusarium que, apesar de ser encontrado em quase 65% dos

recintos, de modo geral nédo foi muito numeroso. Entretanto, assim como o ambiente

A1, na quarta coleta, a maior quantidade desse fungo de todo o estudo foi

encontrada nesse recinto. Do Penicillium, apesar de ter sido o segundo mais

abundante, foram encontradas apenas dois morfotipos. Os fungos Cladosporium,

Aspergillus, Paecilomyces, Pestialotia, Arthrobotrys e Trichoderma nao foram

identificados.

No F2, o género Penicillium, apesar de maior riqueza de morfotipos e de ser

0 mais abundante do recinto, ndo apresentou valores muito diferentes gquando

comparados aos resultados obtidos nas outras coletas. Além do baixo numero de

ocorréncias, o ambiente destaca-se por nele terem sido encontrados

concomitantemente os géneros Pestialotia, Paecilomyces e Arthrobotrys, os quais

foram pouco frequentes ao longo do estudo. Ainda, do Arthrobotrys foi registrado o

segundo maior nimero de unidades formadoras de coldnia do estudo (a maior

ocorréncia se deu no recinto F1, na segunda coleta, com 11 coldnias). Curvularia,

Drechslera, Cladosporium, Aspergillus, Cladophialophora e Trichoderma n3o

ocorreram no recinto. O género predominante observado nessa coleta foi o

Penicillium, seguido de Acremonium, Cladophialophora e Curvularia. Nessa coleta,

n&o foram encontrados maximos de nenhum género. Inclusive, foram observados as

menores ocorréncias do género Cladosporium e Aspergillus de todo o estudo. Além

disso, o género Trichoderma nao foi observado.

A andlise dos percentuais de similaridade (SIMPER), apresentada na
TABELA 13, corroborou os dados descritos pelo gréfico (FIGURA 11), em que os

géneros mais similares entre os recintos foram Penicillium, Acremonium, Fusarium e

Curvularia. Assim como em todas as analises, o Penicillium foi o que ocorreu em

maior quantidade, com 56,40% de contribuigdo. Em relagdo as analises anteriores,

esse foi o maior valor encontrado.

O segundo género dominante foi o fungo Acremonium, que contribuiu com

16,30%. Esse valor foi intermediario, em relacdo as outras coletas. Juntos,

Penicillium e Acremonium foram responsaveis por 72,70% da populagdo fungica, de
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forma semelhante com o observado nas andlises das coletas 2 (65,34%) e 4
(66,24%).

O género Fusarium teve uma taxa de 10,91% de contribuicdo e foi
classificado como um dos fungos responsaveis pela similaridade entre a populacgéo
dos recintos. Estes resultados sdo semelhantes ao das coletas anteriores, com
excecao da primeira (em que ele ndo ocorreu). Curvularia também foi destacada,

porem contribuiu com apenas 5,54%.

TABELA 13: PERCENTUAL DE DISSIMILARIDADE (SIMPER) PARA 0OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 16/10/2011.

Coleta 5
Similaridade média: 47,77%
Géneros Abundancia média Contribuicéo (%) Cumulada (%)
Penicillium spp 13,40 56,40 56,40
Acremonium spp 7,60 16,30 72,70
Fusarium spp 4,20 10,91 83,61
Curvularia spp 2,80 5,54 89,15

6.1.6 Sexta coleta (25 de novembro de 2011)

No dia 22 de novembro (trés dias antes da coleta), choveu bastante, cerca
de 84 mm, enquanto que dia 23 choveu 1,6 mm. A temperatura média dos trés dias
anteriores a coleta tendeu a diminuir, a partir dos 22,6°C, porém no dia da coleta
voltou a aumentar, sendo que a temperatura média nesse dia foi de 22,9 °C.

Na FIGURA 12 est&o plotados a abundancia e frequéncia dos géneros de
fungos encontrados na coleta realizada em 25 de novembro de 2011. Em seguida,
os fungos e seus morfotipos sdo descritos de acordo com o recinto observado.
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FIGURA 2: ABUNDANCIA E FREQUENCIA DOS FUNGOS ISOLADOS NA COLETA REALIZADA
EM 25/11/2011. FONTE: A AUTORA, (2014)

Em relagcdo ao dados da TABELA 14, a maior riqueza do recinto A1 foi do
Penicillium, 2,5 vezes maior do que a abundancia encontrada para Acremonium, que
foi o segundo mais numeroso do recinto. Juntos, Penicillium e Acremonium
contribuiram com mais da metade do nimero de fungos encontrados no ambiente.
Além disso, o Fusarium teve cerca de 12% do total de fungos isolados. Os géneros
Drechslera, Cladosporium, Aspergillus, Paecilomyces, Arthrobotrys e Trichoderma
n&o foram isolados no recinto.

TABELA 14: NUMERO DE GENEROS, MORFOTIPOS (M) E QUANTIDADE DE COLONIAS (UFC)
ENCONTRADOS NOS RECINTOS DO PROAMAR (A1, A2, A3, F1 E F2).

COLETA 6
A1 A2 A3 F1 F2 TOTAL COLETA

GENEROS M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC M. UFC
Penicillium 5 25 3 9 3 10 4 14 3 1 7 69
Curvularia 2 3 1 1 0 0 1 9 1 7 2 20
Acremonium 2 10 2 8 1 1 1 4 1 1 2 24
Drechslera 0 0 1 1 1 2 0 0 0 0 2 3
Cladosporium 0 0 0 0 0 0 2 7 1 3 2 10
Fusarium 2 6 2 3 0 0 0 0 1 4 2 13
Aspergillus niger 0 0 1 3 1 3 1 1 1 1 1 8




Paecilomyces

0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1

Pestialotia 1 2 1 4 0 0 0 0 0 0 1 6
Cladophialophora 1 3 1 8 1 3 0 0 1 4 1 18

Arthroboirys 0 0 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0

Trichoderma 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 1 2
TOTALRECINTO 13 49 14 40 7 19 9 35 9 31 22 174

No A2, o género Penicillium, apesar de apresentar a maior riqueza e

abundéncia do recinto, foi relativamente pouco numeroso e, portanto, contribuindo
com pouco mais de 22% do total de fungos. Entretanto, o nimero de colénias do
Acremonium foi semelhante. Dos géneros Aspergillus, Cladophialophora,
Trichoderma e Pestialotia foram, nesse local, isoladas as maiores quantidades de
fungos dessa coleta. Destacaram-se no ambiente o numero elevado de morfotipos,
que foram 14, além do maior nimero de géneros encontrados em um recinto no
estudo (10 géneros), apesar do baixo nimero de unidades formadoras de colénias
encontrado (40 micro-organismos). Apenas Cladosporium e Arthrobotrys n&o
ocorreram; dessa forma, essa foi a amostragem mais heterogénea do estudo.

No A3, o género que apresentou maior riqueza foi o Penicillium, assim como
na maioria dos recintos, e sendo, portanto, 0 mais abundante do recinto. Entretanto,
os valores encontrados ndo chegaram a um terco dos maiores resultados obtidos,
que foram 36 UFC, no ambiente A2, na coleta realizada em 05 de setembro. Ja em
relagéo a esse recinto, nessa coleta, o valor do Penicillium foi metade do total de
fungos do local. O ambiente destaca-se por apresentar a menor quantidade de
fungos encontrada em todas as coletas. Além disso, as maiores ocorréncias da
coleta dos géneros Drechslera e Aspergillus foram nesse recinto, mas Curvularia,
Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces, Pestialotia, Arthrobotrys e Trichoderma néo
foram observados.

No F1, a maior riqueza do ambiente, com quatro morfotipos, foi do género
Penicillium, além de ser o mais abundante do recinto, confribuindo assim com 40%
do numero de fungos. Apesar disso, seus valores foram pouco mais abundantes do
que os de Curvularia, que contribuiu com outros 25% do ndmero de fungos

registrados do recinto. Inclusive, foi nesse recinto em que foi encontrada a maior

quantidade da coleta de Curvularia e Cladosporium. Porém, Drechslera, Fusarium,

Paecilomyces, Pestialotia, Cladophialophora, Arthrobotrys e Trichoderma n3o
ocorreram.




No F2, o Penicillium foi novamente o género que apresentou a maior riqueza
e abundancia, o que contribuiu com cerca de 35% do numero de fungos. Apesar
disso, os valores nao foram muito maiores que os de Curvularia e do Acremonium.

Neste periodo de estudo, o género mais abundante encontrado foi o
Penicillium, seguido de Acremonium (o morfotipo sp3 ndo foi observado nessa
coleta) e Curvularia. Nao foi observado nenhum valor maximo de ocorréncia,
entretanto, foram encontradas as menores abundancias de Acremonium e
Paecilomyces, bem como a auséncia dos géneros Drechslera, Paecilomyces,
Pestialotia, Arthrobotrys e Trichoderma.

A analise dos percentuais de similaridade, descritas na TABELA 15,
demonstram que os géneros mais importantes na configuracdo da populagdo dos
recintos foram Penicillium, Acremonium, Cladophialophora e Curvularia. O
Penicillium foi novamente o fungo mais frequente, com 56,75% de contribuicdo.
Esse valor, assim como a similaridade média, que foi de 52,99% foram os maiores
encontrados para o género. De acordo com as andlises realizadas, esse valor
aumentou ao longo das coletas efetuadas, o que quer dizer que a homogeneidade
das amostras aumentou, ou seja, o nimero de géneros responsaveis pela
caracterizacao ou ainda, sua diversidade, diminuiu.

O Acremonium foi o segundo género mais frequente entre os recintos, sendo
responsavel por 11,43% da contribuigdo. Cladophialophora contribuiu com 10,66%,

que € um valor mais alto do que o observado na segunda coleta (TABELA 4), com

6,77% mas mais baixo do que o encontrado na terceira coleta (TABELA 5), em que

teve 19,66% de contribuicdo.
A contribuicdo do género Curvularia foi de 8,23%, que é um valor
semelhante ao encontrado na segunda analise (10,37%), porém menor do que o da

primeira coleta (TABELA 3), em que sua contribuicdo foi de 19,96%.

TABELA 15: PERCENTUAL DE DISSIMILARIDADE (SIMPER) PARA OS RECINTOS
AMOSTRADOS EM 25/11/2011.

Coleta 6

Similaridade média: 52,99%
Géneros Abundancia média Contribuigdo (%) Cumulada (%)
Penicillium spp 13,80 56,75 56,75
Acremonium spp 4.80 11,43 68,17
Cladophialophora sp 3,60 10,66 78,84
Curvularia spp 4,00 8,23 87,06




6.2 ANALISE DESCRITIVA E ESTATISTICA DOS FUNGOS EM AMBIENTES
ABERTOS E FECHADOS

Os resultados descritos na FIGURA 1 3, corroborado pela analise dos
percentuais de dissimilaridade descrita na TABELA 9, mostram a abundancia com
que os géneros foram encontrados nos ambientes abertos e fechados do
PROAMAR em cada uma das seis coletas. Apesar de ter sido convencionado nas
analises anteriores o destaque de apenas quatro géneros flingicos para a
caracterizagcdo da micobiota, foi necessario nesta SIMPER a incorporacéo de mais
trés micro-organismos, a fim de alcangar a quota da populagdo que foi representada
por estes géneros. Nesse caso, a “nota de corte” da analise foi de 80%. Uma vez
que foram necessarios mais géneros para diferenciar a configuragdo da microbiota
fangica, pode-se dizer que houve pouca diferencga entre as populacées encontradas
nos ambientes abertos e fechados.

Os principais géneros responsaveis pelas discrepancias entre os ambientes

abertos e fechados foram Penicillium, Acremonium, Cladophialophora, Curvularia,
Fusarium e Cladosporium.
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FIGURA 13: ABUNDANCIA DE GENEROS ENCONTRADOS NOS AMBIENTES ABERTOS (A) E
FECHADOS (F) NAS SEIS COLETAS REALIZADAS NO PROAMAR (1, II, Iil, IV, V, Vi), SENDO QUE
PENICILLIUM (1), CURVULARIA (2), ACREMONIUM (3), DRECHSLERA (4), CLADOSPORIUM (5),
FUSARIUM (6), ASPERGILLUS NIGER (7), PAECILOMYCES (8), PESTIALOTIA (9).
CLADOPHIALOPHORA (10), ARTHROBOTRYS (11), TRICHODERMA (12).

TABELA 16: PERCENTUAL DE DISSIMILARIDADE (SIMPER) ENTRE OS AMBIENTES ABERTOS
(A) E FECHADOS.

Ambientes aef
Dissimilaridade média: 54,66%

Géneros Abundéncia média Cont?;: )u 1630 cumulada {%)
abertos fechados

Penicilliurm spp 16,56 9,58 20,48 20,48
Acremonium spp 10,33 242 19,10 39,58
Cladophialophora sp 5,67 4,17 13,89 53,47
Curvularia spp 4,56 2,42 9,13 62,60
Fusarium spp 3,33 2,92 8.47 71,07
Cladosporium spp 1,67 3,33 7,66 78,73

Aspergillus niger 2,44 0,92 5,00 83,73




Ao longo de todo o periodo estudado foram encontrados mais col6nias de
Penicillium (1) nos ambientes abertos do que nos fechados (FIGURA 13). A maior

contribuicdo desse fungo foi de 20,48% dos fungos isolados e sua abundancia
média foi de 16,56% para os ambientes abertos e 9,58% nos fechados (TABELA
16). O maior nimero de micro-organismos desse género foi observado na quarta
coleta (FIGURA 13-1V), contribuindo com 61 unidades formadoras de colénias (29%
do total de micro-organismos encontrados na coleta), nos ambientes abertos. Em
seguida, a maior abundéncia desse género foi na segunda coleta (FIGURA 13-lil),
entre os ambientes abertos, com 52 cepas (26,6%). Na quinta coleta (FIGURA 13-
V), entre os ambientes abertos, foram encontradas 51 colénias (27,4%). Em média,
foram isoladas 69 UFC/coleta do género Penicillium. O menor nimero de fungos do
género foram 12 UFC, entre os ambientes fechados, na primeira coleta, realizada
dia 04 de abril (5%).

Curvularia (2), com abundancia média de 4,56% nos ambientes abertos e
2,42% nos ambientes fechados contribuiu com 9,13% da micobiota isolada na
pesquisa. Nos ambientes abertos, foi observado o maior nimero de fungos desse
género na primeira coleta (FIGURA 13-}, com 26 UFC (11,6% dos fungos
encontrados na coleta), seguido pela quarta coleta, com 17 UFC (8,1%). Entre os
ambientes fechados, na sexta coleta (FIGURA 13-VI), foram isolados 16 UFC do
género (9,2%). Em média, foram encontradas 18,5 UFC/coleta do género Curvularia.
O fungo né&o ocorreu nos recintos fechados, nas coletas realizadas em 30 de julho e
05 de setembro.

O género Acremonium (3) contribuiu com 19,1% da formag&o da micobiota
em todo o estudo, o que foi um valor préximo ao do Penicillium, sendo que a
abundancia média entre os ambientes abertos foi de 10,33% e nos ambientes
fechados apenas de 2,42%, ou seja, a maior diferenca registrada. Foram
observados o0s maiores nimeros de isolados do Acremonium na primeira e terceira
coletas, nos ambientes abertos, com 41 ocorréncias cada, representando
respectivamente 18,3% e 16% dos fungos isolados na coleta. A seguir, na quinta
coleta, nos ambientes abertos foram observadas 33 UFC do género (17,7%). Em

média, foram encontradas 36 UFC/coleta do género Acremonium. A menor

ocorréncia do género foi 2 UFC, nos ambientes fechados, na coleta realizada em 04
de abril (0,9%).
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Os maiores nimeros de fungos do género Drechslera (4) foram nos
ambientes abertos, 9 UFC (4,3% do total de fungos na coleta) na quarta coleta e 7
na primeira, além de 4 UFC em ambientes fechados, também na primeira coleta
(3,1% e 1,8%, respectivamente). Em média, foram encontradas 5,5 UFC/coleta do
género Drechslera. O género ndo ocorreu em nenhum dos ambientes na coleta
realizada em 17 de junho e tampouco nos recintos fechados, na ultima coleta,
realizada dia 25 de novembro.

Cladosporium (5) contribuiu com 7,66% da populacgdo de fungos em todo o
estudo, sendo que a abundancia média entre os ambientes abertos foi de 1,67% e
nos ambientes fechados de 3,33%. Esse resultado foi inverso ao encontrado para 0s
outros géneros, que ocorreram em maior proporgdo nos ambientes abertos do que
nos fechados. Seu maior nimero de colbnias (14 UFC) foi encontrado na primeira
coleta (6,3% do total de micro-organismos da coleta), seguido de perto dos da
quarta coleta (11 UFC) e representatividade de 5,2%. Em média, foram encontradas
11,6 UFC/coleta do género. Esse fungo ndo ocorreu nos recintos fechados, em 16
de outubro, nem nos recintos abertos, em 25 de novembro.

Fusarium (6) contribuiu com 8,47% da populacio fungica ao longo do
estudo, com abundéncia média de 3,33% nos ambientes abertos e 2,92% nos
ambientes fechados, que nao foi uma diferenca muito grande. Na quarta coleta, foi
observado o maior ndmero de micro-organismos desse género, nos ambientes
abertos, com 22 UFC (10,4% dos micro-organismos na coleta), seguido da terceira
coleta, também em ambientes abertos e na quinta, nos ambientes fechados, com 15
UFC cada (5,8% e 8%, respectivamente). Em média, foram encontradas 15,8
UFC/coleta do género. O fungo somente ndo ocorreu nos ambientes abertos, na
primeira coleta.

O género Aspergillus (7) contribuiu com 5% da micobiota, sendo que a
abundéncia média encontrada para os ambientes abertos foi de 2,44% e para os
fechados de 0,92%. Esse resultado foi semelhante ao observado para os outros
fungos, com excegéo de Cladosporium. Na terceira coleta, com 10 UFC, foi isolado o
maior numero de unidades formadoras de coldnia desse género, nos ambientes

abertos (3,9% dos fungos encontrados na coleta), seguido pelos isolados na quarta

coleta, nos mesmos ambientes, com 9 UFC (4,3%). Na primeira coleta, nos

ambientes abertos, foram encontradas 8 UFC (3,6%). Em média, foram encontradas
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9,2 UFC/coleta do Aspergillus niger. O género somente ndo ocorreu nos ambientes
fechados, na coleta realizada dia 16 de outubro.

A maior quantidade de cepas (6 UFC) do género Paecilomyces (8) foi
observada na primeira coleta, nos ambientes abertos, o que correspondeu a 2,3%
do total dos micro-organismos na coleta, seguido pela segunda coleta (FIGURA 13-
I), nos ambientes fechados, com 5 UFC (2,6%). Foram encontrados 4 UFC na
terceira (0,8%) e quarta coletas (0,5%), nos ambientes abertos e na quinta (1,1%),
nos ambientes fechados. Em média, foram encontradas 5,5 UFClcoleta do género
Paecilomyces. O género ndo ocorreu somente entre os ambientes fechados, na
coleta realizada dia 25 de novembro.

O género Pestialotia (9), com 6 UFC, foi observado em maior abundéancia na
sexta coleta, nos ambientes abertos, (3,4% dos micro-organismos na coleta). A
seguir, o maior nimero desse fungo foi 4 UFC, na primeira coleta, nos ambientes
abertos (1,8%), na segunda, nos abertos e fechados (2%), na terceira coleta, nos
abertos (1,6%), na quarta, nos abertos (1,9% ) e na quinta coleta, nos fechados
(2,1%). Em média, foram encontradas 5,6 UFC/coleta do género Pestalotia. O
género néo foi registrado nos ambientes fechados nos dias 05 de setembro e 25 de
novembro.

O género Cladophialophora (10) foi responsavel por contribuir com 13,89%
da populagdo flngica, sendo que a abundancia média encontrada para os
ambientes abertos foi de 5,67% e para os ambientes fechados, 4,17%. Essa
diferenca entre as abundancias dos locais ndo foi muito grande quando comparada
com os resultados dos géneros Penicillium e Acremonium, que diferiram em maior
proporgao. Entre os ambientes abertos, o maior nimero de micro-organismos desse
género foram isolados na terceira coleta, com 37 UFC (14,4% da coleta). Na
primeira coleta, em ambientes abertos e na terceira em ambientes fechados, foram
observados 25 UFC desse fungo (11,.2% e 9,7%, respectivamente). Em média,
foram encontradas 25 UFC/coleta do género Cladophialophora. A menor ocorréncia
do género foi 1 UFC, nos ambientes fechados, na coleta realizada dia 05 de
setembro.

Nos ambientes fechados, o maior nimero de fungos do género Arthrobotrys
(11), com 11 UFC, foi observado na segunda coleta, (5,6% dos micro-organismos na
coleta), seguido por 6 UFC (3,2%). Nesses ambientes, ainda foram registrados 4




UFC (1,5%) na terceira coleta. Em média, foram encontradas 9,1 UFClcoleta do
género Arthrobotrys.

Do género Trichoderma (12), foram isoladas 3 UFC na terceira coleta nos
ambientes fechados e na quarta nos abertos. Estes valores representaram,
respectivamente, apenas 1,2% e 1,4% do total de fungos isolados nesses periodos.
A seguir, o maior nimero de fungos foi na sexta coleta, nos ambientes abertos, com

2 UFC e 1,1% de representatividade. Em média, foram encontradas 1,3 UFC/coleta

do género Trichoderma, sendo este o menor valor entre todos os fungos isolados no
estudo.

6.3 ANALISE DESCRITIVA DA DIVERSIDADE FUNGICA DOS RECINTOS

Em relagdo ao recinto A1, em todas as coletas, a maior diversidade de

morfotipos foi do género Penicillium. O género Acremonium foi mais abundante em
1A1, 2A1 e 5A1, enquanto que Penicillium foi mais abundante em 3A1, 4A1 e 6AT1.
Para esse recinto, foi encontrada uma média de 48 UFC, de 12 morfotipos,
pertencentes a 7 géneros. Nesse recinto, 0 menor nGimero de cepas, morfolipos e
géneros foram encontrados na primeira coleta. Apesar disso, os trés morfotipos de
Acremonium identificados no estudo puderam ser observados nessa ocasido (assim
como na coleta posterior, no mesmo recinto). Além disso, na quinta coleta houve o
maior nimero de coldnias de Acremonium.

No recinto A2, o maior nimero de morfotipos e a maior abundancia foram
novamente do género Penicillium. Excecéo foi 3A2, em que Cladophialophora foi o
mais numeroso. Neste recinto, foi encontrada uma média de 60 UFC, 12 morfotipos,
pertencentes a 7 géneros .De modo geral, Penicillium e Acremonium foram bastante
expressivos numericamente, conforme observado em grande parte dos recintos.
Alem disso, ao longo do estudo nesse ambiente foram isoladas uma das maiores
quantidades de cepas (107 UFC), bem como o maior nimero de morfotipos dentre
todos os recintos estudados (15 morfotipos). Entretanto, diferente do recinto A1, o

segundo fungo mais abundante variou entre as coletas, sendo o Acremonium

responsavel em apenas duas coletas, Curvularia em outras duas, Cladosporium em
outra e Penicillium, na terceira coleta.
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No recinto A3, mais uma vez o género Penicillium foi o de maior diversidade
de morfotipos em todas as coletas, com excecdo de 1A3, em que Acremonium foi
mais diverso e em 2A3, em que os numeros de morfotipos de Acremonium e
Penicillium foram iguais. A maior abundéncia encontrada foi do género Penicillium,
com excecdo de 1A3, que foi de Cladophialophora e em 2A3, em que Acremonium
fol mais abundante por uma cepa de diferenca. Neste recinto, foi encontrada uma
media de 38 UFC, de 10 morfotipos, pertencentes a 7 géneros. Nesse recinto, o
género Penicillium foi o mais abundante 4 coletas, sendo o Acremonium mais
abundante em 2A3. Nas demais coletas, o Penicillium foi o segundo mais
abundante. Na primeira coleta, o género Cladophialophora foi o mais abundante;
além disso, nela foi observada a menor quantidade de cepas do género Penicillium.

No recinto F1, o género Penicillium foi o de maior nimero de morfotipos em
todas as coletas, com excegéo de 2F1, em que Fusarium foi mais diverso e 4F1, em
que Acremonium predominou. O género Penicillium foi mais abundante em 1F1 e
6F1, Arthrobotrys em 2F1, Cladophialophora em 3F1, Cladosporium em 4F1,
Fusarium em 5F1. Nesse recinto, foi encontrada uma média de 32 UFC (a menor
entre os recintos), de 9 morfotipos, de 7 géneros. Em relacdo & abundéancia por
recinto, este ambiente foi o mais heterogéneo. Nesse local, os géneros que
predominaram foram Penicillium e Acremonium, tanto na diversidade quanto na
abundancia. Entretanto, na quarta coleta, apesar de Peniciilium também ser o mais
abundante, Acremonium nao ocorreu; além disso, o género Fusarium foi o segundo
mais abundante, com apesar 2 UFC de diferenca entre ele e Penicillium.

No recinto F2, mais uma vez o género Penicillium foi o mais diverso em
morfotipos na maioria das coletas, com excegéo de 1F2, em que houve igual nimero
de morfotipos de Fusarium e Penicillium, e também 5F2, em que Fusarium foi o mais
diverso. A maior abundancia foi do género Penicillium, na maioria das coletas, com
excecao de 1F2, em que o género mais abundante foi o Cladospdrium e 3F2, em
que foi Cladophialophora. Foi encontrada uma média de 29 UFC, de 9 morfotipos,
de 6 géneros. A media total de fungos encontrados foi 41 UFC, de 10 morfotipos,

pertencentes a 7 géneros fungicos.
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7 DISCUSSAO

7.1 POR COLETA

No inverno (julho) foi identificado o maior nimero de fungos (UFC), a maior
ocorréncia dos géneros Cladophialophora e Acremonium e a presenca de todos os
géneros observados no estudo. De maneira oposta, no verdo (novembro), foram
encontrados os menores numeros de cepas, 0s menores valores de Acremonium e
Paecilomyces, bem como auséncia do Arthrobotrys. Apesar da temperatura mais
elevada no vero, este também é o periodo de maior pluviosidade. No inverno, nos
trés dias anteriores ao da coleta choveu somente 6 mm mas, no verdo, a
pluviosidade dos trés dias anteriores ao da coleta foi de 85,6 mm. Chuvas intensas
podem carrear os esporos dos fungos de um lado para outro e ainda retirar, por
acéo mecanica da agua, esporos que estejam no ar. Isto pode levar a uma reducéo
de fungos no verao, como observado na presente pesquisa.

Estes resultados coincidem com os observados por Silva et al. (2009), que
avaliaram a sucesséo temporal de fungos aneméfilos na cidade de Tangara da Serra
(MT), ao longo de seis meses, em que observaram que o nUmero total de UFC
encontradas foi menor no més de maior pluviosidade. Entretanto, os géneros mais
frequentes observados pelos autores ndo foram o Penicillium e Acremonium, mas
sim o Fusarium e Curvularia. J4 Menezes et al., (2004) realizaram um estudo de
caracterizacdo dos fungos anemdfilos presentes na cidade de Fortaleza (CE), em
que isolaram 44 géneros flngicos, sendo que Aspergillus, Penicillium e Curvularia
foram os mais frequentes. Entretanto, no estudo deles, nao foi observada
sazonalidade na ocorréncia e frequéncia dos fungos isolados, com excecdo de
Absidia, género que nao foi obsevado no presente estudo.

Em todas as coletas, foi observada a predominancia do Penicillium, tanto em
diversidade quanto em abundancia. De acordo com o Catalogo de plantas e fungos
do Brasil (FORZZA et al., 2007), foram encontrados 37 morfotipos desse género no
Brasil, estando o Penicillium entre os 20 fungos mais frequentes. Este fungo é
classificado como anamorfo, ou seja, ndo possui a fase de reproducdo sexuada

(TORTORA et al.,, 2012) e estd amplamente distribuido em todo o mundo, sendo
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relevante na inddstria alimenticia, tanto como contaminante alimentar quanto na
producéo de alimentos, como queijos (OLIVEIRA, 1999; CARLILE et al., 2001); na
indUstria farmacéutica, tanto na produgéo de micotoxinas (ABARCA et al., 2000;
ABBOTT, 2002; BURTON, 2012) como de antibidticos (MURRAY ef al., 2009;
TORTORA et al., 2012; BURTON, 2012), além de desempenhar um papel
importante na decomposicio de matéria organica (BORGES et al., 2011), estando
presente no solo, na agua e no ar. Esse género também esta relacionado como
patogénico oportunista de plantas, além de infecgbes em humanos (OLIVEIRA,
1999; ABARCA et al., 2000; MURRAY ef al., 2009) e diversos animais (DE HOOG et
al., 2000; ABBOTT, 2002; BURTON, 2012).

A dominancia do Penicillium no ambiente pode ser corroborada por trabalhos
de diversos autores, como Gomes ef al. (2008), que isolaram e identificaram os
fungos filamentosos presentes na areia e agua das praias de Bairro Novo e Casa
Caiada (PE), em épocas de chuva e de estiagem. No estudo, foram encontradas 57
morfotipos fungicas, sendo que os géneros Penicillium e Aspergillus dominaram
tanto no solo quanto na agua, com um total de 19 e 11 morfotipos, respectivamente.

Nesse sentido, outros trabalhos foram realizados, como Fang et al. (2005),
que analisaram amostras de ar em ambientes abertos ao longo de um ano, em
Pequim, na China. Os autores descrevem que a maior diversidade encontrada foi a
de Penicillium com mais de 50% dos morfotipos isolados, enquanto que a maior
abundéancia foi do fungo Cladosporium, com mais de um terco da concentracédo
flngica. Além disso, de modo geral, as maiores concentractes de fungos foram
encontradas nos meses correspondentes a verdo e outono, ao passo que, no
presente estudo, os maiores valores de UFC foram encontrados em julho (inverno) e
0s menores, em novembro (verdo).

Ja Basilico et al. (2007), pesquisaram a influéncia dos fatores abibticos na
concentracéo de fungos anemdfilos em diversas casas na cidade de Santa Fé,
Argentina. Como resultado, encontraram trinta géneros flngicos, dos quais o
Cladosporium foi responsavel por 58% da concentracdo de UFC/m®. Os autores
identificaram as maiores abundancias no verao para os géneros Fusarium,
Curvularia e Acremonium, enquanto que no inverno, os maiores valores foram dados
por Penicillium e leveduras, sendo que estas ultimas ndo foram isoladas nesse

estudo.




Tais resultados estdo parcialmente de acordo com o obtido nesse estudo,
uma vez que as maiores concentragbes de Penicillium foram encontradas nas
coletas realizadas em julho e setembro, meses de menor temperatura. Entretanto, o
Acremonium foi isolado um maior nimero de vezes também em julho, assim como o
Fusarium foi o de maior conceniracdo em setembro, ainda nos meses mais frios,
diferente do resultado obtido por Basilico et al. (2007), em que estes foram isolados
nos meses mais quentes.

O género Acremonium foi o segundo fungo mais abundante no estudo,
estando presente na maioria dos recintos, em todas as coletas. De acordo com o
dicionario de fungos de Ainsworth (2008), esse fungo esta amplamente distribuido
no globo, podendo ser encontrado no solo, em serrapilheiras (BORGES et al., 2006),
ou como endofitico de gramas (SURYANARAYANAN; KUMARESAN, 2000), porém
também esta relacionado com micoses, como a tinea (OLIVEIRA, 1 999) e outras
doengas oportunistas (MURRAY et al., 2009).

Outro fungo que se destacou em relagdo as coletas foi o do género
Cladophialophora, que ocorreu com maior abundancia em julho, mas também foi
bastante abundante em abril. Este género também é definido como anamorfo, sendo
denominado por fungo dematiaceo (ou fungo negro) devido ao fato de conter um
pigmento escuro (melanina) em suas paredes celulares e estruturas vegetativas e
reprodutivas, assim como, em pelo menos em alguma parte de sua vida, poder
produzir células leveduriformes melanizadas (DE HOOG et al., 2000).

O género Cladophialophora, cosmopolita, com nitida predominéncia em
ambientes tropicais e subtropicais (OLIVEIRA, 1999), tem sido isolado de matéria
organica em decomposigdo, como serrapilheiras (BADALI ef al., 2008). Além disso,
esta associado a diversas doencas, inclusive humanas (VICENTE et al., 2008), tais
como a feohifomicose, micetomas e cromoblastomicose (FERREIRO et al., 2007:
NASCIMENTO, 2013). Desta ultima doenca, o Brasil detém cerca de 1/3 dos 500
casos registrados no mundo (OLIVEIRA, 1999).

Domiciano et al., (2011) descreveram a ocorréncia de feohifomicose em
uma tartaruga-cabecguda (Caretla caretta), resgatada em um monitoramento de praia
no Rio Grande do Sul. O animal, que veio a ébito menos de 24 apos o resgate, foi

submetido & necropsia e, ap6s o exame clinico, constatou-se a presenca de infeccao

fungica no rim, na pele e subcuténea, provocadas por Cladophialophora sp.




Quanto a sua distribuigdo no ambiente, um estudo de monitoramento de
fungos anemdfilos e leveduras foi realizado por Martins-Diniz et al. (2005), em uma
unidade hospitalar de Araraquara (SP), sendo isolados e identificados 32 géneros
flngicos, dentre os quais os mais abundantes foram Cladophialophora, Fusarium e
Penicillium. Neste trabalho, as concentragdes de Cladophialophora mantiveram-se
estaveis de outubro a fevereiro, aumentaram a partir de abril e atingiram o apice em
julho, de modo semelhante ao resultado obtido no presente estudo.

O género Curvularia também foi um dos fungos mais abundantes,
principalmente na coleta realizada em abril. Esse género também é denominado
dematiaceo e tem sido associado com diversas doencas, alérgicas e micéticas,
como a feohifomicose (OLIVEIRA, 1999). Entretanto, seu isolamento do ambiente &
bastante comum, como nos trabalhos realizados por Shams-Ghahfarokhi et al.
(2014); Bernardi; Nascimento (2005); Basilico et al. (2007); Bezerra et al. (2014);
Silva et al. (2009), entre outros. Ainsworth, (2008) cita Cladosporium, Curvularia e
Drechslera como os fungos com maior nimero de esporos produzidos, os dois
ultimos sendo mais relacionados a climas umidos. Corroborando essa premissa,
nessa mesma coleta também foram encontrados os valores de UFC maximos para
Cladosporium, Drechslera e Paecilomyces.

Dessa forma, ao analisar os morfotipos fingicas que compuseram cada
coleta, nao foi possivel observar uma sucess&o sazonal de fungos, ou mesmo uma
discrepancia muito grande em relacdo as amostragens, uma vez que a maioria dos
fungos foram encontrados em diversos recintos e em varias coletas. Os géneros
como Arthrobotrys, Paecilomyces, Pestalotia e Trichoderma, que nao ocorreram

continuamente ndo seguiram um padréo de periodos ou de recintos.

E possivel inferir que os fungos citados na frase anterior sejam ocasionais

nesse ambiente de reabilitacdo ou de manguezal, ou que as caracteristicas do meio
ndo sejam propicias para seu desenvolvimento. Ou ainda, que as condicbes
ambientais (como disponibilidade de nutrientes, pH, salinidade, umidade) sejam
muito mais favoraveis para os outros fungos, que tiveram maior abundancia, como
Penicillium, Acremonium, Cladophialophora e Curvularia.

O método que foi utilizado nesse estudo é denominado medicdo de
particulas viaveis, que envolve a utilizagdo de meios de cultura para a contagem e
identificagdo dos géneros componentes dos bioaerossois, entretanto existem

algumas limitagées do método. De acordo com White (1983), citado por Coelho
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(2009), apenas 0,1% dos micro-organismos presentes no ar sio detectaveis em
cultura. Apesar da relativa resisténcia dos fungos ao estresse, a culturabilidade
depende das condi¢cdes de incubacdo, meio de cultura utilizado e densidade das
colonias nas placas. Além disso, a cultura de fungos nio detecta esporos ndo
cultivaveis ou danificados, bem como fragmentos de hifa, as quais s&o consideradas

as fontes primarias de alérgenos (COELHO, 2009).

7.2 POR RECINTO

Em relagdo aos recintos amostrados, no A1 os géneros Penicillium e
Acremonium alternaram a dominancia ao longo do periodo estudado. Além disso, a
diversidade de outros géneros nesse recinto foi muito menor. Pode-se sugerir que
esse resultado seja devido ao fato de que ndo ha piso artificial, sendo o chéo
coberto por gramineas nativas e facilmente lavado pela agua da chuva. Dessa
forma, ndo ha armadilhas que possam aprisionar os esporos flingicos, tornando o
ambiente menos diverso.

Outro fator poderia ser a delimitacdo do recinto ser apenas de grades,
diferente dos outros recintos, compostos por muros ou paredes. Dessa forma, os
esporos seriam “varridos” mais facilmente do local. Apesar da baixa diversidade
fingica nesse recinto, de acordo com as fichas de reabilitagéo, diversas aves foram
la instaladas ao longo do estudo, tais como Larus dominicanus (Gaivotéo), muitos
Sula leucogaster (Atoba), Trigrisoma lineatum (Socé-boi), Larus maculipennis
(Gaivota maria-velha), Fregata magnificens (Fregata), Athene cunicularia (Coruja
buraqueira), Chelonoidis carbonaria (Jabuti-piranga) e Galinulla chloropus (Frango
d’agua).

Na segunda coleta, havia a presenca de um S. leucogaster no recinto no
momento da amostragem, o que pode ter interferido no resultado obtido. Observou-
se, na ocasido, uma quantidade de fungos muito acima da média para os outros
recintos, incluindo diversas leveduras, provavelmente devido ao comportamento

agitado da ave no cativeiro, que poderia ter ressuspendido com suas asas esporos

sedimentados ou mesmo fungos que estavam presos em seu corpo.
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Em relagéo ao recinto A2, novamente o género Penicillium foi o mais
abundante, em todas as coletas com excegdo de julho, dominado por
Cladophialophora. Nesse periodo do ano, o PROAMAR recebe muitos animais,
principaimente Pinguins de Magalhaes (Spheniscus magellanicus), que s&o alojados
nesse recinto. De acordo com as fichas de registro dos animais resgatados, desde
junho de 2011 foram encaminhados ao PROAMAR seis pinguins, sendo que todos
vieram a obito. Kalisiiska et al. (2008) relataram um caso de micose causado por
Cladophialophora em um Falcao Peregrino (Falco peregrinus); entretanto, a maioria
dos relatos de micoses em S. magellanicus se refere a aspergilose.

Janovsky et al. (2006) relataram um caso de feohifomicose por
Cladophialophora em um Leopardo das Neves (Uncia uncia), enquanto que Guerra,
(2010) associou o fungo Cladophialophora com a doenga do caranguejo letargico.
Nesse sentido, & importante salientar que o recinto A2 enconira-se muito préximo de
um tanque para tartarugas marinhas; além disso, ha o registro de uma tartaruga
verde (Chelonia mydas) encaminhada ao PROAMAR em maio de 2011, tendo sido
solta poucos dias depois.

Assim, como nao foi realizada uma necropsia para descobrir a causa da
morte dos pinguins, pode-se sugerir que eles tenham sido contaminados pelo
Cladophialophora, ou mesmo pelo Penicillium, uma vez que também ha relatos de
doencas micoticas causadas por ambos os géneros. Entretanto, também podem ter
morrido por diversos outros motivos, incluindo doengas néo fungicas.

Ambos os recintos, A1 e A2, ficam bastante préximos a uma area alagadica
de manguezal, porém, ndo ha como inferir se houve correlacédo entre o ecétone e o
Penicillium, uma vez que ndo houve destaque para o mesmo no ambiente A1.
Entretanto, o piso deste recinto é de concreto, ha diversas rochas e uma piscina;
entao esses materiais poderiam reter mais fungos, por um periodo maior de tempo.
Ainda, o Cladophialophora pode ter se proliferado pelo acimulo de matéria organica,
composta por guano dos pinguins alojados, restos da alimentagdo, penas, folhas,
efc.

Tal hipotese pode ser corroborada por Novakova, (2009), que isolou o fungo
Cladophialophora de cavernas de morcegos, principalmente de areas com actumulo
de fezes dos animais. Por esse motivo, quando existem animais instalados no

recinto, ha uma rotina de manutengdo e limpeza, uma ou duas vezes ao dia,

conforme a necessidade, utilizando-se agentes quimicos desinfetantes, tais como
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hipoclorito de sdédio e glutamato de clorexidina. A piscina é limpa e tem sua agua
renovada também uma vez ao dia.

Em relagdo ao recinto A3, novamente foi observada a predominancia do
Penicillium e Acremonium. Além disso, a presenca de Cladophialophora foi
significativa em abril. Esse recinto ndo é muito utilizado, uma vez gue é destinado a
mamiferos aquaticos e estes sdo ocasionais no PROAMAR. Apesar de haver uma
piscina, ela permanece seca. Além disso, o local é protegido por muros de quase 1
m de altura, servindo de barreira para muitos esporos provenientes do manguezal
préximo.

Ademais, quase ndo ha cobertura, sendo o sol muito incidente durante o dia
todo. Dessa forma, as condigdes de umidade e temperatura ndo sao propicias a
proliferagéo de fungos, uma vez que os raios ultravioletas s3o fungicidas (TORTORA
et al., 2012). Entretanto, sabe-se que alguns morfotipos, como Cladophialophora,
podem crescer em temperaturas em torno de 40°C (BADALI et al., 2008). Outra
razao pode ter sido a contaminagdo pelo fungo de outros recintos, uma vez que o
género apareceu, em algum momento, em todos os ambientes amostrados.

Em relag&o ao recinto F1, o género Penicillium dominou apenas na primeira
e ultima coletas, enquanto as intermediarias foram dominadas respectivamente por
Arthrobotrys, Cladophialophora, Cladosporium e Fusarium. Esse recinto é destinado
a ambulatério; logo, recebe frequentemente animais debilitados e doentes. Além
disso, ha muitos materiais acumulados na sala, como armario de remédios, mesas
de escritério, armadilhas de animais, redes de pesca, tornando precaria a
higienizacdo adequada do espaco. Esse espago recebe ainda pouca luz e
ventilacdo, o que poderia favorecer a proliferagdo de determinados organismos e o
aparecimento de novas doengas oportunistas, como a Sindrome da Construcéo
Doente (Sick Building Syndrome) (KAVANAGH, 2005).

Alias, uma das janelas do recinto F1 estava quebrada, facilitando a entrada
de diversos micro-organismos, insetos e roedores, que sdo vetores de doencas.
Todos esses motivos poderiam explicar a diversidade de organismos encontrados
no recinto, bem como a dominancia de diferentes géneros ao longo do ano.

Em relagdo aos géneros mais frequentes, o Arthrobotrys é um fungo
nematofago (assim como Paecilomyces), ou seja, se alimenta de nematodides, que
podem ser de vida livre ou parasitas de outros animais, incluindo o homem. Essa

caracteristica predatdria poderia explicar a abundéncia desse género no recinto
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destinado a abrigar os animais em quarentena. Entretanto, ndo ha registro de que
nematoides tenham sido encontrados nos animais quarentemados durante o periodo
da presente pesquisa..

Ja o género Cladosporium é um fungo negro, saprofitico, mas também esta
associado com diversas doencas, como alergias e micoses, principalmente em
ambientes fechados (CAMPOS et al., 2001; SHELTON et al., 2002) e também com
contaminagdes de alimentos e decomposicdo de madeira e couro (TASIC;
MILADINOVIC-TASIC, 2007; PITT; HOCKING, 2009). Dessa forma, a presenca do
Cladosporium no ambiente pode ser explicada tanto pelos animais doentes como
pela manipulacéo de alimentos contaminados no aposento adjacente.

O género Fusarium, que também é um fungo dematiaceo, é associado a
contaminacdes em alimentos, principalmente cereais (OLIVEIRA, 1999), alergias e
micoses (FRIEND, 2006). Nesse sentido, Reeb ef al., (2010) identificaram lesbes em
uma Baleia Franca Austral (Eubalaena australis) causadas pelos fungos Fusarium,
Chaetomium e Penicillium, enquanto que Sarmiento-Ramirez et al., (2014) isolaram
dois morfotipos de Fusarium em tartarugas marinhas.

Em relacdo ao recinto F2, além do género Penicillium, que predominou em
todos os recintos, também foram muito abundantes os fungos Fusarium,
Cladophialophora e Cladosporium. Esses fungos foram encontrados em grandes
quantidades no ambulatdrio (F1), que faz divisa com a cozinha (F2) por meio de uma
parede semi-aberta. Dessa forma, ambos os espacgos séo interligados, podendo
haver contaminac&o de uma area para outra.

De modo geral, pdde-se observar certa correlagéo entre os fungos isolados
e a utilizacdo dos recintos, principalmente nos ambientes fechados, que teve uma
composigdo mais heterogénea. Diversos trabalhos, como o de lbrahim, Mohamed e
Ali (2014), se propbem a caracterizar a micobiota indoor e exterior. Os autores
isolaram e identificaram fungos anemdfilos em ambientes internos e externos da
Libia, encontrando, respectivamente, 14 e 15 géneros fungicos, os principais sendo
Alternaria, Aspergillus, Cheatomium e Cladosporium. Yassin e Almougatea, (2009)
realizaram um trabalho semelhante, no Kuwait, e isolaram sete géneros flingicos, a

maioria Aspergillus sp. Nesse sentido de comparar ambientes abertos e fechados,

ainda outros trabalhos de monitoramento da qualidade do ar foram publicados por
Medrela-Kuder, (2003); Shelton et al., (2002); Pantoja, Couto e Paixao, (2007).
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De acordo com Lacaz et al. (2002), a micobiota anemdfila é composta
predominantemente pelos géneros Alfernaria, Cladosporium, Fusarium, Ustilago,
Paecilomyces, Scopulariopsis, Gliocladium, Verticillium, Trichoderma, Diplosporium,
Trichothecium,  Graphium, Streptomyces, Rhizopus, Acremonium, Mucor,
Helminthosporium,  Pullularia, Hemispora, Pleospora, Pestalotia, Monilia,
Chaetomium, Teichospora, Aspergillus, Penicillium e Rhodotorula. Dos 27 géneros
descritos pelo autor, oito foram isolados nesse estudo.

Ja segundo Chalfoun ef al. (2005), a micobiota do solo & constituida
principalmente por Zygorhynchs, Mucor, Rhizopus, Penicillium, Trichoderma,
Aspergillus, Fusarium e Cladosporium. Destes oito, cinco foram identificados nesse
estudo. Para Moreira e Siqueira, (2002) a caracterizagio micolégica do ambiente é
dada pelos géneros Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
Fusarium, Pythium, Verticillium e Alternaria. Dos nove géneros descritos pelos
autores, quatro puderam ser observados nessa pesquisa.

O género Aspergillus, que é comumente citado como um dos principais
componentes tanto da micobiota anémofila (ALGHAMDI et al., 2014) quanto do solo
(KLICH, 2002) foi pouco representativo em quantidade nesse estudo, porém foi
frequente nos recintos. Alias, o género s6 foi representado por um morfotipo, A.
niger. E sabido que esse género é um potencial patogénico, sendo responsavel por
alergias e outras doencas, como a aspergilose. Atualmente, como descrito por
Xavier, (2007); Boff, (2011) e o Manual de Microbiologia Clinica para o controle de
infeccao relacionada a assisténcia a satde (ANVISA, 2013), além do Manual de
Monitorizagdo Microbiolégica Ambiental (ABELHO, 2012), existem protocolos de
monitoramento da qualidade do ar interno de hospitais e centros de reabilitacéo,
com enfoque no controle do Aspergillus spp. QOutras publicacdes dedicadas a
reabilitagdo de Pinguins de Magalhdes, como o Projeto Nacional de Monitoramento
de Pinguins de Magalhdes (ICMBIO, 2011), Reabilitacdo de Pinguins afetados por
6leo (RUOPPOLO et al., 2004) e Minimum Standards for Wildlife Rehabilitation
(MILLER, 2012), ndo incluem o monitoramento da qualidade do ar nos
procedimentos de controle e prevencao da aspergilose.

A fim de aprimorar o conhecimento da diversidade dos bioaerossois

presentes no PROAMAR, os quais podem vir a se tornar agentes patogénicos,

prejudicando a efetividade do tratamento, sugere-se que os animais em reabilitagdo
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sejam incluidos no programa de monitoramento da qualidade do ar, assim como foi
realizado no trabalho de Xavier (2007).

No estudo, foram colhidas amostras das instalagdes internas do Centro de
Recuperagéo de Animais Marinhos (CRAM), da Fundacdo Universidade Federal de
Rio Grande (FURG), a cada 10 dias, por meio da técnica de sedimentacdo
espontanea das particulas do ar. Entretanto, o foco deste trabalho foi o diagnéstico e
prevencéo da aspergilose, uma vez que esta é a doenca mais frequente nos centros
de reabilitagdo. Dessa forma, somente os fungos do género Aspergillus foram
identificados, conforme o protocolo de prevengéo a aspergilose (XAVIER, 2007).
Alem disso, os pinguins em cativeiro tiveram amostras de lavado traqueal retiradas e
analisadas mensalmente, por um periodo aproximado de dois anos, com o intuito de
verificar se havia ou ndo contaminagéo dos mesmos pelo fungo. Ao final do estudo,
a autora concluiu que houve uma redugdo de mais de 80% na incidéncia de casos
de aspergilose nos animais em cativeiro por meio da desinfeccdo dos recintos com

Clorexidina-Cetrimida®. Porém, os fatores climaticos e populacionais néo

influenciaram significativamente no isolamento do Aspergillus nas dependéncias do
CRAM.
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8. CONCLUSAO

Nao se pode inferir uma sucessao sazonal de fungos, uma vez que a maioria
dos morfotipos foi encontrada em todas as coletas. Além disso, o periodo de estudo
néo foi suficiente para estabelecer comparacgées entre estagdes, ou mesmo entre as
condigbes climaticas. Entretanto, € sabido que a diversidade de fungos indoor é
altamente influenciada pela diversidade exterior. Dessa forma, é natural que se
encontre basicamente os mesmos géneros em ambos 0s ambientes.

A maioria dos fungos isolados pode ser encontrada no ambiente, porém, sob
certas circunstancias, podem se tornar patégenos oportunistas. Dessa forma, o que
ira definir o deseenvolvimento da doenca sera a resisténcia do hospedeiro. Animais
muito debilitados e enfraquecidos por alguma injuria primaria sdo muito mais
sucetiveis do que animais saudaveis. Assim, & necessario, além de uma limpeza
efetiva e frequente em todos os ambientes, que os animais permanecam o menor
tempo possivel nas instalagées do PROAMAR, a fim de que se reduzam as
oportunidades de colonizagdo por fungos, ou qualquer outro micro-organismo
patogénico.

Ha indicios de que o manguezal em que o PROAMAR esta inserido poderia
contribuir para a contaminacéo do local. A producgdo de serrapilheira pelas arvores
do mangue propiciam o desenvolvimento e a proliferagdo de fungos, inclusive
oportunistas, uma vez que as caracteristicas de salinidade, pH e oxigenacdo sédo
consideradas inapropriadas por muitos morfotipos. Além disso, ha a produgéo
constante e acumulo de material organico, como fezes, penas e restos de alimentos,
provenientes dos animais em reabilitagcdo. Por essa razéo, é impreterivel a assepsia
rigorosa e constante dos recintos.

Outros aspectos do ambiente, como altos indices de umidade e salinidade,
condi¢cbes anodxicas ou de hipoxia, diversos gases presentes (como o metano), pH
acido do meio (devido a decomposicéo de matéria orgénica), grande disponibilidade
de celulose e matéria organica podem criar um meio desfavoravel para muitos
morfotipos, mas podem influenciar no sucesso de colonizagdo pelos fungos

oportunistas no ambiente, devido as suas caracteristicas adaptativas, como espessa

parede celular.
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Por fim, sugere-se o uso de suportes elevados para as placas de Petri, de
modo que apenas o material transportado e depositado por via eélica da atmosfera
caia sobre as placas, evitando assim que particulas ja sedimentadas no solo sejam
ressuspensas pelo vento e igualmente coletadas.

Sugere-se ainda a identificacdo dos morfotipos fungicas encontradas, bem
como o calculo de indices ecoldgicos de diversidade para esta populagédo, que
poderiam complementar e aprofundar a analise, além de mensurar a influéncia de
cada morfotipo para a reabilitagdo animal.

Outro aspecto a ser considerado foi a escolha de cultura e identificagao
apenas dos fungos filamentosos. Apesar de terem sido observadas colénias
leveduriformes em diversas placas de Petri utilizadas no estudo, optou-se por exclui-
las da andlise. Entretanto, muitos patégenos apresentam-se na forma de levedura,
devido as suas caracteristicas dimérficas. Nesse caso, seria interessante um estudo

mais amplo, que englobasse tanto os fungos filamentosos quanto as leveduras.
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ANEXOS

MORFOTIPOS FUNGICOS ISOLADOS DO PROAMAR EM 2011,

Penicillium sp1 anverso

Penicillium sp2 verso Penicillium sp2 anverso

Penicillium sp4 verso
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Penicillium sp6 verso

Acremonium sp1 anverso

Acremonium sp2 verso

Acremonium sp2 anverso
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Acremonium sp3 anverso

Curvularia sp1 verso

Curvularia sp1 microcultivo

Curvularia sp1 microcultivo
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Curvularia sp2 verso

Curvularia sp2 anverso

e 3

Cladosporium sp2 verso

Cladosporium sp2 anverso
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Arthrobotrys sp microcultivo

Arthrobotrys sp microcultivo
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Paecilomyces sp2 anverso

Aspergillus niger verso

Aspergillus niger anverso

FONTE: A AUTORA (2013/2014).




ABUNDANCIA E FREQUENCIA DE FUNGOS ANEMOFILOS ISOLADOS NO PROAMAR, EM 2011.

Penicillium sp1
Penicillium sp2
Penicillium sp3
Penicillium sp4
Penicillium sp5
Penicillium spb
Penicillium sp7
Curvularia sp1
Curvularia sp2
Acremonium sp1
Acremonium sp2
Acremonium sp3
Drechslera sp1
Drechslera sp2
Cladospotium sp1
Cladosporium sp2
Fusarium sp1
Fusarium sp2
Aspergillus niger
Paecilfomyces sp
Pestalotia sp
Cladophialophora sp
Arthrobotrys sp

Trichoderma sp

TOTAL
ORGANISMOS
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1

A2 A3 F1
0 0 2
9 0 3
2 3 0
8 0 0
2 0 0
0 0 0

0 0
15 4 3
0 3 0
7 3 2
1 10 0
0 0 0
0 3 3
0 4 0
6 4 4
0 1 0
0 0 1
0 0 0
5 3 0
4 2 1
4 0 2
0 25 0
0 0 0
0 0 0

&
(2]
(=24
(4]
3%
s

-1
B

QO O = = NGO 000 WO 0O 0000 LU

L4
o0

2
A1 A2 A3
2 0 10
2 3 0
1 19 2
0 1 0
3 4 0
0 4 1
0 0 0
7 3 0
0 2 3
7 0 10
3 0 2
7 0 2
0 0 0
0 0 0
0 6 0
0 0 0
6 0 0
0 2 0
3 2 1
3 0 0
1 3 0
4 0 2
0 0 0
0 0 0
49 49 33
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2
...continuacgdo.
4 5 6
A1 A2 A3 F1 F2 Al A2 A3 F1 F2 A A2 A3 F1 F2 somas

Penicillium sp1 3 10 0 2 3 1 5 5 4 4 4 4 4 4 9 112
Penicillium sp2 1 0 4 0 2 0 3 1 0 0 6 3 0 2 0 55
Penicillium sp3 3 8 0 0 6 3 0 2 4 4 4 0 3 0 1 81
Penicillium sp4 0 3 0 0 0 0 3 0 0 0 g 0 0 0 0 34
Penicillium sp5 1 6 0 0 0 5 6 0 0 0 0 2 0 4 1 42
Penicillium spb 0 9 9 4 5 5 2 7 0 0 0 0 3 0 0 74
Peniciflium sp7 4 0 0 0 0 0 3 0 0 0 2 0 0 4 0 15
Curvularia sp1 8 1 0 0 0 6 2 0 5 0 2 1 0 9 0 80
Curvularia sp2 0 7 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 7 31
Acremonium sp1 1 2 0 3 0 16 1 3 0 0 7 3 1 0 0 95
Acremonium sp2 3 4 11 3 0 7 2 3 0 2 3 5 0 4 1 102
Acremonium sp3 0 0 0 1 0 1 0 0 3 0 0 0 0 0 0 18
Drechslera sp1 4 0 2 1 0 0 0 3 2 0 0 0 2 0 0 22
Drechslera sp2 0 2 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 11
Cladosporium sp1 0 3 0 8 3 3 1 0 0 0 0 0 0 6 3 59
Cladosporium sp2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 11
Fusarium sp1 6 0 6 0 0 0 2 0 3 4 3 1 0 0 0 55
Fusarium sp2 4 6 0 0 1 0 4 0 7 1 3 2 0 0 4 40
Aspergillus niger 3 1 5 4 0 4 0 1 0 0 0 3 3 1 1 55
Paecilomyces sp 1 0 0 3 0 2 0 2 0 2 0 1 0 0 0 33
Pestalotia sp 0 2 2 0 0 1 0 0 0 4 2 4 0 0 0 34
Cladophialophora sp 0 0 7 0 1 7 0 6 2 0 3 8 3 0 4 152
Arthrobotrys sp 0 0 0 2 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 25
Trichoderma sp 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 8

ORQOTAL o 43 64 50 31 2 6 35 33 30 27 49 40 19 3 3 1244




