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RESUMO

Nas duas ultimas décadas o numero de doencas infecciosas aumentou e isso pode
estar relacionado com agentes patogénicos, transmitidos por diferentes hospedeiros.
Dentre estes hospedeiros, 0s morcegos, por utilizarem como abrigo locais favoraveis
a propagacao de fungos, apresentam interagdo com potenciais agentes patogénicos.
Pouco se conhece sobre a microbiota associada a estes animais e para o Brasil,
apenas um unico trabalho foi desenvolvido até o momento. Diante do exposto o
objetivo do presente estudo foi analisar a composicdo de fungos filamentosos da
regido rostral de Molossus molossus, em ambiente de Mata Atlantica no Sul do
Brasil. O estudo foi realizado no municipio de Treviso, regido Sul de Santa Catarina,
em um abrigo antrépico de Molossus molossus. Para a captura dos morcegos foram
realizadas duas saidas de campo, nas quais os morcegos foram capturados com
redes-de-neblina, instaladas na saida do abrigo. Apds capturados, de cada individuo
foi obtida uma amostra da regido rostral, sendo utilizado para isso swab umedecidos
em solucdo salina. As amostras foram encaminhadas para laboratério onde ocorreu
o isolamento, e classificacdo macromorfolégica dos fungos. Posteriormente, foram
utilizados meios de cultura seletivos e observadas micromorfologicamente pela
técnica de microcultivo. Foram capturados 15 individuos de Molossus molossus, nos
quais foram identificados 19 morfoespécies de fungos, abrangendo cinco géneros
fungicos. Dentre os taxa registrados foram classificados como pouco constante
Aspergillioides sp.2, (47%), Penicillium sp.1 (33%), Chrysonilia sp. (33%),
Cladosporium sp. (27%). E em termos de abundéncia, Penicillium sp.1 (34% da
amostra), Aspergillioides sp.2 (21%) e Aspergillus sp.2 (11%) foram os mais
abundantes nas amostras. Os dados demonstram ocorréncia de uma elevada
riqgueza de fungos na regido rostral de Molossus molossus na Mata Atlantica, riqueza
essa que € superior aquela observada para outros biomas brasileiros. Essa
caracteristica pode estar relacionada com o método de identificacdo dos grupos
fungicos, mas também com caracteristicas do ambiente (maior umidade), o que
pode favorecer a ocorréncia de fungos. Os géneros fungicos identificados no
presente estudo ja foram observados em morcegos em outras regides, inclusive
alguns sendo associados a doencas (micoses) em animais silvestres, plantas e
também em humanos. Estudos que demonstrem a ocorréncia de tais associacdes
sdo importantes, tanto para prevenir potenciais doencas, assim como, para projetos
de conservagao dos morcegos.

Palavras-chave: Abrigos. Doencas Infecciosas. ldentificacdo Fungica. Quirépteros.
Morcegos.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas, houve aumento no numero de doencas
infecciosas, as quais, dentre outros fatores, podem ser causadas por agentes
patogénicos transmitidos por diferentes hospedeiros (HEITMAN, 2011; FISHER et
al., 2012), incluindo alguns fungos (Reino Fungi). Algumas espécies fangicas
possuem potencial para atuar como agentes patogénicos afetando tanto animais,
quanto também plantas, podendo levar a mortes e em casos mais graves,
provocando a extin¢do local de populacdes e espécies de hospedeiros (FISHER et
al., 2012).

Os fungos abrangem entre 1,5 a cinco milhdes de espécies, as quais
estdo divididas nos filos Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia e Neocallimastigomycota (HIBBETT
et al.,, 2007; HEITMAN, 2011). Segundo os mesmos autores, este taxa abrange
organismos que apresentam grande importancia econdémica e ambiental, assim
como, aqueles que provocam doencas infecciosas. Os fungos sao classificados
como unicelulares, como exemplo temos as leveduras, e espécies patogénicas
(TORTORA, G. J; FUNKE, B. R; CASE, C. L. 2012). Sao organismos heterotréficos e
eucariotos que obtém carbono e energia de outros organismos (CARRIS; LITTLE;
STILES, 2012). A reproducédo deste grupo ocorre por meio de esporos possuindo um
corpo (talo), composto de células tubulares microscépicas chamadas hifas que se
entrelacam formando o micélio, originando as colénias comumente chamadas de
mofo (Bolores) (BURTON; ENGELKIRK, 2005; CARRIS, LITTLE, STILES, 2012).
Quando o crescimento ocorre em meio de cultura é possivel observar nas coldnias
formadas as caracteristicas macromorfolégicas do micélio. Estas auxiliam na sua
identificacdo devido a diferenciacdo de acordo com o género e espécie, de acordo
com as caracteristicas das colénias que as diferenciam (TORTORA, G. J; FUNKE,
B. R; CASE, C. L. 2012). Dos quais, algumas espécies fungicas como os saprofitos,
vivem na matéria organica, na agua e no solo, enquanto gue outros, como os fungos
parasitas, vivem na superficie ou no interior de animais e de vegetais (BURTON;
ENGELKIRK, 2005).

Alguns fungos possuem distribuicdo cosmopolita (BURTON; ENGELKIRK,
2005), caracteristica esta que € influenciada também pela atividade antropica, a qual

modifica 0s ambientes naturais, podendo aumentar a incidéncia de fungos
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patogénicos, os quais podem diminuir a biodiversidade, inclusive com implicagdes na
saude humana e no ecossistema (FISCHER et al., 2012). Grupos fangicos que
possuem associacdo com animais possuem a capacidade de se desenvolver tanto
em vertebrados como invertebrados (CARRIS; LITTLE; STILES, 2012), onde podem
tanto causar problemas, assim como, auxiliar estes grupos (BURTON; ENGELKIRK,
2005). Um exemplo de atuagcdo benéfica dos fungos aos animais, € o caso das
formigas que cultivam fungos para quebrar a celulose e a lignina presente nas
plantas, provendo glicose na qual elas podem digerir. Das mais de 100 mil espécies
conhecidas de fungos apenas cerca de 200 sdo patogénicas aos seres humanos e
animais (TORTORA, G. J; FUNKE, B. R; CASE, C. L. 2012).

As doencas infecciosas emergentes ocasionadas por estes organismos
podem afetar ambientes terrestres, dulcicolas e marinhos, causando surtos,
(epizoondticos) ou até afetar populacdes em escalas globais, o que é definido como
panzodtico (DASZAK, 2001). A Unido Internacional de Conservacdo da Natureza
(IUCN) avalia o status de conservacéao da fauna e flora em ambito global, sendo que
das 833 espécies em extingdo, quatro por cento (31 espécies) foram relacionadas a
doencas infecciosas (FISCHER et al., 2012).

Doencas de pele ocasionadas por fungos patogénicos, como as micoses,
podem constituir ameaca a vida selvagem, reduzindo a populacdo de diversas
espécies como corais, répteis ndo aves e anfibios (SHAPIRO et al., 2015). Um
exemplo desta interacdo é o fungo Aspergillus sydowii (Ascomycota), considerado
um agente infeccioso epizoonético, que causou a morte em massa dos corais da
espécie Gorgonia ventalina Linnaeus, 1758 (GEISER et al., 1998). Para serpentes,
ha também registro de infec¢cdo causada por fungos, provocada pela espécie fungica
Ophidiomyces ophiodiicola (FRANKLINOS et al., 2017). Esta doenga teve os
primeiros relatos em 2008, causando infec¢cdo de pele em cascavéis (ALLENDER et
al., 2011), inclusive com registro de morbidade e mortalidade (FRANKLINOS et al.,
2017). Outro caso € o do fungo que causa infeccdes na pele de anfibios
Batrachochytrium dendrobatidis (Chytridiomycota), descoberto em 1998 (FISCHER
et al., 2012; ORTEGA, 2016). Este fungo afetou mais de 500 espécies em 54 paises,
causando uma das maiores perdas de biodiversidade ja documentada (FISHER et
al., 2012).

Alguns grupos de animais, como por exemplo, 0S morcegos, por

utilizarem como abrigos cavernas, grutas e ocos de arvores que sao ambientes
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favoraveis a propagacao dos fungos, apresentam grande interacdo com agentes de
potencial patogénico (TENCATE et al., 2012). Dentre as interacdes ja descritas,
destaca-se os dermatdfitos, os fungos filamentosos as leveduras oportunistas e as
patogénicas que ja foram isoladas em amostras de fezes e das fossas nasais de
morcegos (TENCATE et al., 2012; SHAPIRO et al., 2015).

Assim como observado em outros grupos de vertebrados, para os
morcegos, as interacdes com fungos podem ser desvantajosas. No ano de 2006, no
nordeste dos Estados Unidos, uma nova doenca foi descoberta afetando populacdes
de morcegos, a qual foi denominada como sindrome do nariz branco (BLEHERT,
2009). Esta doenca ja foi reportada em varias espécies, como por exemplo,
Eptesicus fuscus (Beauvois, 1796), Myotis austroriparius (Rhoads, 1897), Myotis
grisescens (Howell, 1909), Myotis leibii (Audubon & Bachman, 1842), Myotis
lucifugus (Le Conte, 1831), Myotis septentrionalis (Trouessart, 1897), Myotis sodalis
(Miller & Allen, 1928), Myotis velifer (Allen, 1890), Perimyotis subflavus (Cuvier,
1832). Considerada uma epidemia mortal em algumas partes dos Estados Unidos e
Canada, causando a morte de aproximadamente um milhdo de morcegos, essa
doenca é causada pelo fungo Geomyces destructans (Ascomycota) (VOYRON,
2011). Estima-se que a sindrome do nariz branco, possa ser muito devastadora para
algumas espécie de morcegos, tais como Myotis lucifugus que possui 99% de
chance de ser extinto nos préximos 16 anos, decorrente principalmente pela
infeccdo deste fungo (FISCHER et al., 2012).

Todos estes registros de interacdo entre morcegos e fungos foram feitos
em regibes de clima temperado. Para areas sob influéncia de clima Tropical e
subtropical, é praticamente inexistente o conhecimento sobre estas interacfes. Para
0S morcegos neotropicais, com énfase nas espécies brasileiras, muito pouco se
conhece sobre a microbiota associada a estes animais, onde apenas um unico
trabalho que foi realizado até o momento (TENCATE et al., 2012).

Os morcegos sao importantes elementos em ambientes naturais, onde
devido a sua alta plasticidade alimentar, podem atuar como controladores de
espécies de insetos, polinizadores e dispersores (FLEMING et al., 1972), interagindo
com inumeros elementos do ambiente (BERNARD; FENTON 2007),
desempenhando importante papel no funcionamento dos ecossistemas (KALKO
1998; BERNARD, 2001). Atualmente mais de 1.300 espécies de morcegos ja foram

descritas no mundo, representando quase um quarto das espécies de mamiferos
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(FENTON, SIMMONS, 2014). No Brasil ocorrem 180 espécies (NOGUEIRA et al.,
2014; MORATELLI, DIAS, 2015; GREGORIN et al., 2016), das quais ao menos 50
possuem registros confirmados em Santa Catarina (PASSOS et al.,, 2010;
CARVALHO; FABIAN, 2011; CHEREM; ALTHOFF, 2016; CARVALHO et al., 2017;
ALTHOFF et al. 2018).

Entre as familias que ocorrem no estado de Santa Catarina, Molossidae
possui registro de 10 espécies (PASSOS et al.,, 2010; CARVALHO et al., 2017;
ALTHOFF et al.,, 2018). Nesta familia insere-se a espécie Molossus molossus
(Pallas, 1766), a qual sera objeto do presente estudo. Esta espécie € considerada de
porte médio, e possuem algumas caracteristicas como, orelhas arredondadas e
unidas junto a linha média acima da cabeca, pelos no dorso em cores que variam de
castanho-escuro ao marrom-avermelhado, e além disso possuem um tufo de pelos
direcionado ventralmente no labio superior (WEBER, 2013; REIS et al., 2017). Esta
espécie possui habito insetivoro, consumindo grande variedade de artrépodes
(WEBER, 2013). E considerada uma espécie sinantrépica, ocorrendo com grande
frequéncia em éareas urbanas, onde utiliza constru¢cdes humanas como abrigo
(SOUZA, 2011).

Possui ampla distribuicdo, abrangendo América do Norte, América
Central, América do Sul, Suriname, Guianas, Venezuela, Colémbia, Equador, Peru,
Bolivia, Paraguai, Brasil, Argentina e Uruguai (EDGER, 2007). No Brasil se distribui
em todos os estados (BARROS, 2014; REIS et al., 2017), sendo considerada como
de baixo risco de extingdo em ambito estadual, nacional ou mundial (CONSEMA,
2011; MMA, 2014; BARQUEZ et al., 2015). Diante do exposto a problematica deste
estudo se propBe conhecer a micobiota associada aos morcegos da espécie

Molossus molossus no Sul do Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar a composicdo de fungos filamentosos da regido rostral de Molossus

molossus, em Ambiente de Mata Atlantica no Sul do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar quais géneros fungicos estdo presentes na regido rostral de
Molossus molossus, em ambiente de Mata Atlantica no Sul do Brasil.

e Analisar a frequéncia de ocorréncia dos diferentes taxa de fungos
filamentosos presentes na regido rostral de Molossus molossus, em ambiente

de Mata Atlantica no Sul do Brasil.
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3 METODOLOGIA

3.1 AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado na Regido Sul do estado de Santa
Catarina, no municipio de Treviso (Figura 1), em um abrigo antrépico de Molossus
molossus (644857.13 m E 6847641.21 m S, UTM). A area onde o abrigo esta
localizado corresponde a um remanescente florestal pertencente a formacdo de
Floresta Ombréfila Densa Submontana, segundo classificagdo fitogeogréfica (IBGE,
2004). De acordo com a classificacdo de Kdppen, o clima de Santa Catarina, é
subtropical imido e apresenta os tipos climéaticos Cfa e Cfb, sem estacédo de seca
definida (ALVARES et al., 2014). O clima na area de estudo, é predominantemente
do tipo climatico Cfa, apresentando temperaturas médias do ar no més mais quente
maiores que 22° C, e precipitacdo anual média de 1.600 mm (ALVARES et al.,
2014). A estrutura em que a colbnia esté instalada, é constituida por uma construcao
de pequeno porte (quatro metros x trés metros), ndo habitada, sendo utilizada com
pequena frequéncia pela comunidade local. Os morcegos estdo alojados no forro,
desta construcdo e a entrada e saida utilizada pelos mesmos, situa-se a 4,5 m do

solo aproximadamente.

Figura 1 - Mapa de localizagdo da area de estudo demonstrando a localizagdo do
municipio de Treviso na regido Sul de Santa Catarina e em detalhe a delimitacédo do
municipio e a posicdo onde encontra-se a colonia de Molossus molossus avaliada
no presente estudo.

Legenda
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Autor: FURTADO, B.G., 2018

Fonte: Da Autora, 2018.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Captura dos morcegos e coleta de amostras

Para captura dos morcegos foram realizadas duas saidas de campo. Os
morcegos foram capturados com redes-de-neblina (PERACCHI; NOGUEIRA, 2014),
as quais foram instaladas nas saidas do abrigo (Figura 2). Apés capturados, os
morcegos foram contidos em sacos individuais de tecidos e encaminhados para
base de campo. A identificacdo taxonémica dos espécimes foi realizada com auxilio
de chave de identificacdo (GREGORIN; TADDEI 2002; DIAZ et al., 2016). As
autorizacdes para captura e manipulacao dos animais foram obtidas junto ao SISBIO
(53718-1) e ao Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade do Extremo
Sul Catarinense (065/2018-1) (ANEXO A).

Figura 2 - Imagem demonstrando procedimento de captura de individuos Molossus
molossus, com redes-de-neblina posicionada na saida do abrigo, no municipio de
Treviso, no sul de Santa Catarina.

Fernando CMW%Q 53

Fonte: Carvalho (2018).
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A coleta das amostras de fungos na regido rostral dos morcegos foi
realizada com auxilio de swab estéril. ApOs captura, o swab foi previamente
umedecido em um tubo de ensaio com 10 mL de solucéo salina a 0,9%, e levemente
friccionado em toda a superficie da regido rostral do morcego, rodando o swab em
360° (ABNT, 2018). Em seguida o swab foi alocado em tubos contendo 1 mL de
solucdo salina a 0,9%. Os tubos foram identificados com a data e numerados
subsequentemente. Todo o material coletado foi transportado para o laboratério de
Desenvolvimento de Biomateriais e Materiais Antimicrobianos-LADEBIMA, em uma
caixa de cooler para as analises posteriores.

Todos os materiais utilizados para a coleta, tubos de ensaio com solucao
salina a 0,9%, foram previamente esterilizados por vapor saturado sob pressdo em
autoclave, a 121°C, e 1,2 atm, evitando-se assim a contaminacdo das amostras.
ApOs a coleta das amostras os morcegos foram soltos nos mesmos locais de

captura.

3.2.2 Isolamento das amostras

Primeiramente, para realizar o isolamento das amostras, em capela de
fluxo laminar, os tubos de ensaio contendo os swabs foram agitados e uma aliquota
de cada amostra foi transferida para a placa de petri contendo meio de cultura agar
batata dextrose (PDA). A amostra foi espalhada sobre o meio de acordo com o
método de espalhamento, chamado de Spread-plate (SILVA et al., 2010; TORTORA,
G. J; FUNKE, B. R; CASE, C. L. 2012) com auxilio de alca de drigalski, a qual foi
previamente esterilizada.

Realizado o procedimento de isolamento, as placas foram incubadas em
estufa microbioldgica a 27°C * 2°C por até sete dias. Apos incubacéo, foi realizado a
contagem dos fungos filamentosos em um contador de coldnias, para a
quantificacdo dos géneros e dos isolados, para a andlise de dados posteriormente
(SILVA et al., 2010).
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3.2.3 Identificacdo dos géneros fungicos

As colbnias foram previamente classificadas e isoladas de acordo com as
caracteristicas macromorfologicas, observando-se caracteristicas como textura
(exemplos: algodonosas, aveludadas, pulverulentas), pigmentacdo do verso e
reverso e tamanho (PITT, HOCKING, 2009). As colonias foram repicadas para meios
de cultura seletivos para diferentes géneros fungicos e incubados novamente por
sete dias. Os meios de cultura utilizados foram: Agar extrato de malte (MEA), 25%
Glicerol nitrato (GN25) e extrato de levedura Czapek (CYA), e Meio Agar Extrato de
Levedura (YES), para identificacdo prévia dos géneros. Para confirmacdo dos
géneros fungicos, foi realizado a técnica de microcultivo.

A técnica de microcultivo foi realizada em placa de Petri estéril, onde foi
adicionado suporte de vidro contendo uma lamina. Na parte superior desta lamina,
foram acondicionados cinco centimetros do meio de cultura sélido Czapek-doc.
Neste meio, com auxilio de alca bacteriolégica, cubos de aproximadamente um
milimetro de cada colbnia crescida foram acrescentados, em seguida foi adicionada
uma laminula sobre as coldnias. No interior da placa, foi acrescentado um pedaco de
algodao, umedecido com agua destilada estéril. As placas foram entédo incubadas de
trés a cinco dias a 27°C + 2°C.

Apoés este periodo, a laminula contendo o crescimento das coldnias
fungicas foi removida e transferida para uma lamina contendo uma gota de corante
lactofenol azul de algod&do. As laminas coradas foram visualizadas em microscopio
optico, em aumento de 100 e 400 vezes. A partir da observacao das caracteristicas
macroscopicas e microscoépicas, 0s géneros fungicos foram identificados com auxilio
da chave de identificacdo de acordo com Pitt e Hocking (2009) e outros trabalhos na
literatura também foram consultados para confirmac&o na identificacdo dos géneros
(RAPER; FENNEL, 1965; PITT J., 1979; NELSON P. E; TOUSSOUN T. A,
MARASSAS W. F. O 1983; PETERSON, 2000; FRISVAD et al., 2004; SAMSON, R.
A. HONG S. B, FRISVAD J.C., 2006).
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3.2.4 Andlise de dados

A analise da composicao de fungos foi realizada com base no nimero de
taxa identificados, o qual foi atribuido como sendo a riqueza especifica. Também
calculamos a frequéncia de ocorréncia dos taxa de fungos, sendo que para esta
analise, cada individuo de Molossus molossus foi considerado como uma amostra. A
frequéncia foi entdo determinada pela seguinte formula: NiOmero de amostras que o
tipo fungico foi registrado, dividido pelo numero total de amostras (individuos de
Molossus molossus), multiplicado por 100 para obter-se um percentual. Com base
neste indice os taxa foram classificados como: raro — aqueles com frequéncia inferior
a 25%; pouco frequentes — aqueles com frequéncia superior a 25,1 e menor que
50% e; constantes — aqueles com frequéncia superior a 50,1% da amostra. Por fim,
também foi calculada a abundéancia relativa de cada taxa de fungo na amostra,
sendo que para isso foi utilizado o numero de colénias como sendo uma métrica de

abundancia.
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4. RESULTADOS

A analise de 15 individuos de Molossus molossus revelou a presenca de
19 morfoespécies de cinco géneros de fungos, associados a regido rostral desta
espécie de morcego (Tabela 1; Figura 3). Dentre os taxa registrados foram
classificados como pouco frequente Aspergillioides sp.2, (47%), Penicillium sp.1
(33%), Chrysonilia sp. (33%), Cladosporium sp. (27%), sendo todos os demais taxa
incluidos na categoria de raro (Tabela 1). Cabe destacar que nenhum dos taxa
analisados foi considerado como constante. Em termos de abundancia, Penicillium
sp.1 (34% da amostra), Aspergillioides sp.2 (21%) e Aspergillus sp.2 (11%) foram os

mais abundantes na amostra (Tabela 1).

Figura 3. Microscopia Optica de 400x mostrando fungos filamentosos isolados e
identificados da regido nasal de Molossus molossus apds crescimento em
microcultivo, conforme o indicado na Tabela 1 (Id.) para cada Género e Subgénero

(Incubacéo de 3 dias).

p—
~

Fonte: Da autora, 2018.
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Tabela 1. Tabela com os dados de identificacdo a nivel de género e morfotipo,
juntamente com a analise da frequéncia relativa e abundancia relativa dos taxa de
fungos encontrados em regiao rostral de M. molossus, em ambiente de Mata
Atlantica no sul do Brasil.

FR Abundéancia
Taxa Id. N (%) indice N. col6nias (%)
Género Aspergillus
Aspergillus sp.1 10 1 7 Rara 1 0,6
Aspergillus sp.2 1.1 2 13 Rara 18 11
Aspergillus sp.3 1.2 2 13 Rara 2 1
Circumdati sp.1 13 1 7 Rara 1 0,6
Circumdati sp.2 14 1 7 Rara 2 1
Fumigati sp.1 15 1 7 Rara 2 1
Género Penicillium
Aspergillioides sp.1 20 3 20 Rara 9 5
Aspergillioides sp.2 2.1 7 47 Pouco Frequente 35 21
Aspergillioides sp.3 22 1 7 Rara 4 3
Aspergillioides sp.4 23 1 7 Rara 1 0,6
Aspergillioides sp.5 24 2 13 Rara 3 2
Penicillium sp.1 2.5 5 33 Pouco Frequente 60 34
Penicillium sp.2 26 1 7 Rara 2 1
Penicillium sp.3 27 1 7 Rara 7 4
Furcatum sp.1 28 1 7 Rara 2 1
Furcatum sp.2 29 1 7 Rara 2 1
Género Chrysonilia
Chrysonilia sp. 3.0 5 33 Pouco Frequente 12 7
Género Cladosporium
Cladosporium sp. 4.0 4 27 Pouco Frequente 4 3

Género Moniliella
Moniliella sp. 50 1 7 Rara 1 0,6

Fonte: Da autora, 2018.
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5 DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente estudo indicaram alta riqueza de fungos,
associados a regiao rostral de Molossus molossus na Mata Atlantica. Se comparado
por exemplo com o Cerrado e Pantanal, o nUmero de taxas observados aqui foi 61%
maior que o registrado nestes ambientes para a mesma espécie de morcego
(SHAPIRO et al., 2015). Apesar deste ser o unico trabalho com este enfoque no
Brasil, 0 que limita comparacfes, algumas inferéncias podem ser feitas na tentativa
de compreender esse padréo. A primeira delas se refere ao método de identificacao
dos fungos, o qual no estudo de Shapiro et al. (2015) foi molecular. Esse método
tende a fornecer uma identificacdo mais precisa dos taxa, 0 que pode resultar em
menor rigueza especifica. A segunda se refere ao ambiente em que os estudos
foram realizados Shapiro et al. (2015), estudaram a relacdo de fungos e morcegos
em ambiente de Cerrado, com transicdo de Pantanal, sendo que no primeiro
ambiente foram registrados trés taxa de fungos, enquanto que no Pantanal foram
quatro. Por ser a Mata Atlantica um bioma com maior umidade, quando comparado a
Cerrado e Pantanal, ndo se descarta que essa caracteristica influencie na riqueza
especifica de fungos.

As condicBes climaticas, principalmente aquelas relacionadas a
temperatura e umidade afetam a sobrevivéncia (KOKUREWICZ et al., 2016) e a
capacidade de dispersdo dos fungos (OLSEN et al.,, 2011). Considerando que
ambientes tropicais sdo aqueles com maior diversidade de fungos (MAIA, 2005), n&o
se descarta que esse padrdo se repita também na Mata Atlantica. Entretanto, se
compararmos somente o nimero de taxa registrados, trabalhos realizados em outras
regides, como por exemplo, na Austrélia, América do Norte e Italia, descrevem um
namero muito maior ao observado no presente estudo — até 149 taxa (VOYRON et
al., 2011; JOHNSON et al., 2013; KOKUREWICZ et al., 2016; HOLZ et al., 2018), o
qgue contrariraria o padrdo de que area tropicais tenderiam a ter maior riqueza de
fungos. Possivelmente, além do clima outros fatores também podem estar
relacionados, como por exemplo, amostragem em diferentes partes do corpo dos
morcegos, coleta em carcacas e amostragem no ambiente, como realizado nos
estudos citados acima.

Apesar desta ser uma linha de investigacdo recente, com apenas um

trabalho desenvolvido no Brasil (SHAPIRO et al., 2015), devido ao crescente nimero
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de doencas infecciosas, alguns estudos foram também realizados com enfoque
sobre micoses oportunistas em morcegos no Brasil. Por exemplo, em Rondonia,
80% dos morcegos analisados apresentaram infecgbes causadas por Malassezia sp.
(GANDRA et al., 2008). Ja, para morcegos capturados em S&o Paulo, no trato
gastrointestinal foram isolados os fungos Aspergillus sp. (29% da amostra),
Microsporum sp. e Penicillium sp. (6% cada), Tricophyton sp. e zigomicetos (4%
cada) e Fusarium sp. (2%) (TENCATE et al., 2012). Em um estudo mais recente
Histoplasma capsulatum foi observado em bago e figado de Molossus molossus
coletados em areas urbanas de Séo Paulo (PAZ et al., 2018). Isso demonstra que as
interacbes entre morcegos e fungos sdo extremamente complexas, e que seu
entendimento € parte fundamental da biologia e ecologia das espécies, assim como,
uma ferramenta para programas de conservacao e saude ambiental.

Dentre os géneros isolados, Aspergillioides sp.2 (Figura 3, Id. 2.1) foi
classificado como pouco frequente (47%), porém é o que se mostra mais frequente
em relacéo a classificacdo dos outros taxa identificados no presente estudo. Este é
um subgénero de Penicillium, o qual também foi o género mais frequente observado
em Molossus molossus, em areas de Cerrado e Pantanal (SHAPIRO et al., 2015).
Esse género fungico é considerado como onipresente, oportunista e saprofito (PITT;
HOCKING, 2009). Além disso, de acordo com levantamento recentemente realizado
por Yadav et al. (2018), Penicillium é um dos fungos mais comuns em varios
ambientes, como o solo, o ar e ambientes extremos. Segundo Pitt e Hocking (2009),
este fungo é nutricionalmente pouco exigente e por isso, é capaz de se desenvolver
em qualquer ambiente, considerando uma ampla gama de parametros fisico-
quimicos, tais como variacdes de temperatura, pH e salinidade. Também é possivel
destacar que alguns fungos como Penicillium spp., ou Cladosporium spp., podem
colonizar ampla variedade de espécies de morcegos ou ao abrigo que estes animais
utilizam (SHAPIRO et al., 2015), o que explicaria sua alta frequéncia.

Algumas espécies de fungos associados aos morcegos podem ter um
potencial patogénico principalmente por habitarem ambientes como cavernas, grutas
e ocos de arvores, ambientes que favorecem a propagacéo dos fungos (TENCATE
et al., 2012). Para ambiente de Cerrado e Pantanal, ndo houve indicacdo de que os
fungos isolados fossem patogénicos aos morcegos, mas, alguns dos isolados como
Aspergillus terreus, Cladosporium, e Paecilomyces, podem causar infeccoes

oportunisticash em outros organismos (SHAPIRO et al., 2015). O género Aspergillus,
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possui um potencial ocasional de infectar hospedeiros, como plantas, insetos,
passaros e mamiferos (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Os mesmos autores
argumentam ainda que, aspergilose € um termo guarda-chuva que abrange ampla
gama de doencas, como micose e micotoxicoses, causando alergias, disfuncédo do
sistema imunologico, infec¢bes de 6rgaos internos, e também inflamag6es na retina,
pulmdes peritdnio e sistema uretral. Ou seja s&o condi¢cdes localizadas a infecgbes
fatais disseminadas em humanos e varios animais, causada por fungos do género
Aspergillus. Esse tdxon produz um grande numero de esporos, 0 que explica o
potencial de causar esta ampla gama de doencas, o que poderia ser prejudicial para
a saude animal e humana (KOKUREWICKZ et al., 2016).

Considerando que Molossus molossus € um morcego sinantrépico, a
presenca de Aspergillus sp. associado a essa espécie deve ser motivo de estudos
futuros uma vez que algumas espécies deste grupo fungico sdo patogénicas aos
seres humanos (KUONG-CHUI; SUGUI, 2013; SEYEDMOUSAVI et al., 2015).
Entretanto, para que essa caracteristica possa ser avaliada é necessario que 0s
fungos sejam identificados a nivel de espécie, o que nao foi possivel no presente
estudo. Segundo Shapiro et al., 2015, em relacdo as espécies identificadas em seu,
estudo nenhum se mostrou patdégeno em relagcdo aos morcegos, apenas A. Terréus,
Cladosporium sp. e Paecilomyces sp. foram identificados como patdégenos a outros
organismos, causando infeccbes oportunisticas, em cavalos, e cachorros
domésticos, também em répteis (FOLEY, NORRIS, JANG, 2002), e em humanos
(PERFECT, SCHELL, 1996; WOOLHOUSE, GOWTAGE-SEQUERIA, 2005). Sendo
que duas destas estas espécies citadas, sdo pertencentes a dois géneros,
encontrados no presente estudo. Ndo houve registro no atual estudo do género
(Geomyces) causador da Sindrome do Nariz Branco-WNS.

As interacdes entre fungos e morcegos possivelmente sdo redes
complexas, as quais ainda demandam melhor conhecimento sobre suas estruturas e
componentes. Outro fator que dificulta a compreenséo destas relacdes € o fato de
gue mesmo dentro da mesma espécie, na mesma area geografica, uma complexa
microbiota estd associada aos morcegos (SHAPIRO et al.,, 2015). Aléem disto
considera-se que 0s microfungos tropicais retratem um universo praticamente
inexplorado de biodiversidade. Devido a isso sd0 necessarios estudos sobre os
fungos para contribuir com o conhecimento sobre a diversidade dos mesmos nos

ecossistemas, principalmente naqueles inexplorados (MAIA, 2005).
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A Mata Atlantica € um exemplo disso, onde mesmo abrigando grande
parte da populacdo brasileira, com iniUmeros centros de pesquisas, € um dos
ecossistemas menos conhecidos em especifico, para a micobiota associada aos
morcegos deste Bioma, sabe-se muito pouco (MAIA, 2005). Isto se torna ainda mais
preocupante visto o cenario atual de degradacéo e alteracdo do Bioma, assim como,
do panorama obscuro para a conservacdo que surge no horizonte do pais.
Considerando o potencial patdgeno que alguns taxa de fungos possuem, torna-se
necessario conhecer a diversidade local de cada grupo de organismos na Mata
Atlantica, fornecendo subsidios para estratégias de preservacdo e prevencao a
disseminacgéao e introducao de organismos patogénicos no meio natural (MAIA et al.
2005; FISHER et al., 2012; SHAPIRO et al., 2015).



27

6 CONCLUSOES

Mesmo que pontuais, os dados obtidos no presente estudo demonstram
gue, ao menos em Molossus molossus, uma rica micobiota de fungos filamentosos
possui associacdo com a regido rostral desta espécie de morcego. O numero total
de taxa registrado foi superior ao observado em outros biomas brasileiros,
entretanto, deve ser analisado com cautela, uma vez que o método de amostragem
e o tipo de clima podem estar influenciando os dados.

Fungos dos taxa Aspergillioides foram os mais frequentes. Esse
subgénero esta inserido no género Penicillium, o que foi 0 mais frequente também
em outros ambientes. Possivelmente este padrdo deve-se ao fato de ser um grupo
com grande potencial de ocorréncia sob diferentes condi¢Bes abidticas.

Nado foram identificados fungos com potencial patégeno para o0s
morcegos, ou para a populacdo humana. Entretanto, deve ser dada atencdo ao
grupo Aspergillus, para o qual algumas espécies podem causar problemas a saude
humana. Para que isso seja avaliado com mais detalhe € necessario que se faca
identificacdo ao nivel de espécie, o que nao foi aqui realizado.

A pesquisa sobre a micobiota associada aos morcegos da Mata Atlantica
ainda € recente, entretanto, devido a alteracdo dos ambientes naturais é
imprescindivel que novos estudos sejam realizados. Sugere-se que ndo apenas 0s
morcegos insetivoros sejam amostrados, mas também aqueles com outros habitos
alimentares, como por exemplo, frugivoros, nectarivoros, e hematéfagos. Isso
fornecera um panorama mais aprofundado sobre as interacdes entre fungos e
morcegos, assim como, fornecerd dados importantes para a conservacdo das

espécies e principalmente, sobre ameacas futuras a fauna.
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APENDICE A- Certificado do projeto submetido & CEUA - Comité de Etica para o
Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

¥ CEUA

ComMiTh od i

THOA MO LB B0 AMIM RIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto abaine especificado. que envolve a produgio. manutencdo ou utilizagao
de animais perencentes ac filo Chordata, subfilo Vertebrata (excete humanos). para fins de
pesquisa cientifica {ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.724, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6889, de 15 de julho de JD02, e com as nomas editadas pelo
Conselho Macional de Controle de Expermentagdo Animal (COMCEA), e foi aprovado pela
Comiss3o de Efica no Uso de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense -

UNESC, em reunido de DBOS2018.

OCORREMNCIA DE FUNGOS EM REGIAC ROSTRAL DE
Tiulo do projets MOLOSSUS MOLOSSUS (CHIROFTERA: MOLOSSIDAE) NA
REGIAD SUL DO BRASIL

OCCURRENCE OF FUNGI IN THE ROSTRAL REGION OF MOLOSSLIS
Project title MOLOSEUS (CHIROPTERA: MOLOSSIDAE) IN THE SOUTHERM
REGION OF BRAZIL
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Captura de animais silvestres in situ
Marcagio de animais sivestres in situ

M*® de animais

Por ser um projeto que utiliza como modelo animais
silvestres, ndo & possivel determinar a idade dos
animais, quantidade de individuos por sexo e total.

Especies/Grupos Taxonomicos

Chiroptera; Molossidae; Molossus molossus (Pallas,
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Laboratorio = Zoologia e Ecologia de Vertebrades,
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APENDICE B- Placas de meios de cultura, PDA, MEA, G25N, CYA e YES usados
para identificacdo de géneros Fungicos da regido nasal de Molossus molossus,
mostrando o cultivo isolado de cada fungo identificado (incubacéo de 7 dias).

1.0-Aspergilus sp.1

CYA /

Fonte: Da Autora, 2018.

1.2-Aspergilus sp.3

CYA

Fonte: Da Autora, 2018.

(CONTINUA NA Pg:35)

1.1-Aspergilus sp.2

Fonte: Da Autora, 2018.

1.3-Circumdati sp.1

Fonte: Da Autora, 2018.
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APENDICE C - Placas de meios de cultura, PDA, MEA, G25N, CYA e YES usados
para identificacdo de géneros Fungicos da regido nasal de Molossus molossus,
mostrando o cultivo isolado de cada fungo identificado (incubacdo de 7 dias)
(CONTINUACAO).

1.4-Circumdati sp.2 1.5-Fumigati sp.1

Fonte: Da Autora, 2018. Fonte: Da Autora, 2018.

2.0-Aspergillioides sp.1 2.1-Aspergillioides sp.2

Fonte: Da Autora, 2018. Fonte: Da Autora, 2018.

(CONTINUA NA PG: 36)
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APENDICE D - Placas de meios de cultura, PDA, MEA, G25N, CYA e YES usados
para identificacdo de géneros Fungicos da regido nasal de Molossus molossus,

mostrando o cultivo isolado de cada fungo identificado (incubacéo de 7 dias), e o n°
do individuo. (CONTINUACAO).

2.2-Aspergillioides sp.3 2.3-Aspergillioides sp.4

Fonte: Da Autora, 2018. Fonte: Da Autora, 2018.

2.4-Aspergillioides sp.5 2.5-Penicillium sp.1

Fonte: Da Autora, 2018. Fonte: Da Autora, 2018.

(CONTINUA NA Pg: 37)
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APENDICE E - Placas de meios de cultura, PDA, MEA, G25N, CYA e YES usados
para identificacdo de géneros Fungicos da regido nasal de Molossus molossus,
mostrando o cultivo isolado de cada fungo identificado (incubacdo de 7 dias)
(CONTINUACAO).

2.6-Penicillium sp.2 2.7-Penicillium sp.3

Fonte: Da Autora, 2018. Fonte: Da Autora, 2018.

2.8- Furcatum sp.2 2.9-Furcatum sp.1

Fonte: Da Autora, 2018. Fonte: Da Autora, 2018.

(CONTINUACAO Pg: 38)
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APENDICE F - Placas de meios de cultura, PDA, MEA, G25N, CYA e YES usados
para identificacdo de géneros Fungicos da regido nasal de Molossus molossus,

mostrando o cultivo isolado de cada fungo identificado (incubagcdo de 7 dias)
(CONTINUACAO).

3.0-Chrysonilia sp. 4.0-Cladosporium sp.

Fonte: Da Autora, 2018. Fonte: Da Autora, 2018.

3.0-Chrysonilia sp.

Fonte: Da Autora, 2018.



