= CONIDIS

| CONGRESSO INTERNACIONAL
DA DIVERSIDADE DO SEMIARIDO
owess, SEMARIDO, NO SEMIARIDO E COM O SEMIARIDO

IDADE: APRENDER O

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS UTILIZANDO A
TECNICA DE SEDIMENTACAO EM PLACA E AVALIACAO DA
QUALIDADE DA AGUA NA CAVERNA TRES LAGOS, FELIPE GUERRA-
RN

Alyne de Oliveira Amorim; Lorena Lucia do Vale Vasconcelos; Francisco Fabio Mesquita Oliveira;
Erika Linzi Silva Taylor; Regina Célia Pereira Marques

Universidade do Estado do Rio Grande do Norte- UERN: aline.amoriml@hotmail.com; Universidade do Estado do

Rio Grande do Norte- UERN: lorena.vvale@hotmail.com; Universidade do Estado do Rio Grande do Norte- UERN:

ffabiomesquita@hotmail.com; Universidade Federal de Minas Gerais- UFMG: taylor.els@gmail.com; Universidade
do Estado do Rio Grande do Norte- UERN: marques.regina@gmail.com

INTRODUCAO

As cavernas sao feicoes formadas por processos naturais e sdo passiveis de serem
adentradas pelo homem. Apesar de serem ambientes mais extremos, as cavidades subterraneas
abrigam uma grande biodiversidade, com diferentes niveis de adaptacdo ao ecossistema subterraneo
(podendo chegar ao caso extremo de restricio a esses ambientes). Dentre os organismos
cavernicolas existe uma grande diversidade de fungos e bactérias ainda muito pouco estudadas.
Nosso conhecimento do mundo microbiano em geral é limitado. Esse cenario é ainda mais limitado
em se tratando da microbiota cavernicola. Desta forma, o potencial para a descoberta de novos
microrganismos, ou até mesmo Novos processos microbianos, é imenso. A investigacdo de tais
organismos pode ampliar o conhecimento sobre a ecologia e as relacdes evolutivas microbianas
(BARTON; NORTHUP, 2007; KAMBESIS, 2007). Apesar desse grande potencial, o conhecimento
sobre microrganismos em cavernas vem crescendo nas ultimas décadas, no entanto, ainda € restrito
a poucas cavernas no mundo (BARTON; LUISZNER, 2005; BARTON et al. 2007; CHEN et al.
2009). Ja o conhecimento da diversidade microbiana no Brasil é ainda mais limitado, sendo
representados por poucos inventarios (FERREIRA et al. 2000; CURY et al. 2001; TAYLOR et al.
2009; TAYLOR et al. 2013; VANDERWOLF et al. 2013; TAYLOR et al. 2014).

Apesar de o Brasil possuir um vasto patrimonio espeleolégico, e do espeleoturismo ser
uma pratica comum no Brasil, existem poucos trabalhos sobre a microbiota nessas cavidades.Tal
fato é alarmante, principalmente considerando-se o risco da presenca de microrganismos
patogénicos ao homem e outros animais (NORTHUP & LAVOIE, 2001; JURADO et al. 2010;
CAMPBELL et al. 2011; VANDERWOLF et al. 2013; TAYLOR et al. 2013; TAYLOR et al. 2014).
A presenca de fungos e bactérias causadores de infec¢des oportunistas em humanos tem sido
reportada em diversos trabalhos. Além dos fungos, existe uma grande diversidade de bactérias
causadoras de infec¢des mais sérias em humanos. Um exemplo que pode ser citado é o grupo de
bactérias gram negativas, denominado coliformes. A mais conhecida desse grupo é a Escherichia
coli, comumente encontrada no intestino humano (e de outros animais). Essa bactéria em grandes
quantidades pode causar sérias infec¢des nos sistemas urinarios e digestorio. Apesar do grupo dos
coliformes ter sido cada vez mais estudado em aquiferos de cavernas em outros paises (JURADO et
al. 2010; CAMPBELL et al. 2011), esse estudo é praticamente inexistente no Brasil.

Como ja discutido, o conhecimento acerca da diversidade microbiana no Brasil é ainda
muito limitado, sendo ainda mais limitado na regidao nordeste do pais. A caverna Trés Lagos é uma
caverna localizada no interior do estado do Rio Grande do Norte e é caracterizada pela presenca de
trés grandes lagos, interconectados. Suas caracteristicas e proximidade com centro urbano atraem
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diversos visitantes com finalidade recreativa (banhistas). O presente trabalho teve por objetivo
isolar fungos filamentosos presentes no ar da gruta Trés Lagos (Felipe Guerra, RN, Brasil) e realizar
um teste de balneabilidade na dgua para avaliar os riscos microbiol6gicos aos quais os visitantes
possam estar expostos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de estudo

A gruta Trés Lagos (05° 35' 35.84" S e 37° 41' 13.76" W ) (Figura 1) é uma caverna calcaria
inserida no municipio de Felipe Guerra (Rio Grande do Norte, Brasil) (BENTO, 2011), Grupo
Apodi, aflorante na bacia costeira do Rio Grande do Norte. O grupo Apodi divide-se e em duas
unidades: a porcao superior (calcario Jandaira) e a porcdo inferior (arenito Agu). Essa cavidade
possui trés lagos interconectados, que preenchem uma area consideravel da caverna (Figura 1).
Além disso, existem trés entradas emersas, que correspondem a aberturas verticais ou sub-verticais
(associadas a fundos de pequenas dolinas).
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Figura 1 - Mapa de secOes longitudinais na caverna trés lagos, Felipe Guerra/RN adaptado
do mapa da Sociedade Espeleolégica Potiguar (2007)

2.2. Coleta de fungos filamentosos cultivaveis e presentes no ar.

O material utilizado foi devidamente preparado, esterilizado e acondicionado no Laboratério
de Cultura do Tecido Vegetal do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade do Estado
do Rio Grande do Norte, DECB/UERN (Mossor6, RN, Brasil). O material foi devidamente lacrado
e transportado para a caverna. Para a coleta de dados foi utilizada a técnica de sedimentacdao em
placa, através da exposicdo de placas contendo meio PDA (Potato Dextrose Agar) em pontos
selecionados no interior da caverna (Figura 1) (P1, P2, P3) durante 15 minutos. Ap6s periodo de
exposicao, as placas foram imediatamente seladas in situ para transporte ao laboratério, aonde
foram realizados os processos de incubacgao, isolamento e triagem. Apo6s o periodo de incubacdo a
temperatura ambiente (30°C), os isolados foram repicados em placas contendo dgar extrato de malte
(MEA) e incubado as temperaturas 25°C e 35°C por sete dias. Apds esse periodo, o material foi
enviado para identificacao.

2.4. Identificacao de fungos filamentosos

Os isolados obtidos foram contabilizados, purificados e identificados até o nivel taxondémico
possivel. A identificacdo dos isolados foi realizada no Laboratdrio de Micologia da Universidade
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Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) através da técnica de caracterizagao
macro e micromorfoldgica dos isolados em meios de cultura especificos e seguindo as chaves
taxon6micas mais utilizadas (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 2007; SAMSON; FRISVAD, 2004;
KLICH, 2002; PITT, 1991; SAMSON; PITT, 1985; SAMSON; VARGA, 2007). Os meios de
cultura utilizados foram agar Czapek com extrato de levedura (CYA), agar extrato de malte (MEA),
agar Sabouraud (SDA) e CREA, conforme o género identificado e de acordo com as chaves de
identificacdo especificas (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 2007; SAMSON; FRISVAD, 2004;
KLICH, 2002; PITT, 1991; SAMSON; PITT, 1985; SAMSON; VARGA, 2007).

Para a andlise microbiolégica de dgua foi utilizado o método do substrato cromogénico
Colilert®. O material coletado foi dissolvido em agua destilada autoclavada e distribuido em tubos
de ensaio tampados e previamente esterilizados. As amostras foram inoculadas em concentracao de
1:1, 1:10 e 1:100, sendo cinco tubos para cada concentracao. Em seguida os tubos foram incubados
em uma estufa bacteriolégica a 37°C/24hs. A leitura foi feita com o auxilio de uma lampada
ultravioleta e os resultados sdo expressos em NMP (Numero Mais Provavel)/100 mL de amostra,
com limite de confianca de 95%, conforme a metodologia descrita pela FUNASA (2013) através do
método do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, publicacdo da
American Public Health Association (APHA, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas apenas 11 unidades formadoras de colonias (UFC) de fungos filamentosos
cultivaveis através da técnica selecionada. Esses isolados estavam distribuidos entre pelo menos
oito espécies dos géneros Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. versicolor e A. wentii), Fusarium (F.
solani), Penicillium (P. chrysogenum), Scopulariopsis sp., e Ulocladium sp.. O género mais
representativo foi o Aspergillus, e corrobora com diversos trabalhos ja publicados (VANDERWOLF
et al., 2013; TAYLOR et al., 2013; TAYLOR et al. 2014). Esse género é extremamente ubiquo e
esta entre os mais bem estudados e conhecidos na micologia

O género Penicillium apresentou uma baixa diversidade (com apenas uma espécie, P.
chrysogenum). Os poucos trabalhos existentes no Brasil acerca da micobiota do ar tém relatado uma
representatividade maior desse género. No entanto, é possivel que a baixa densidade, frequéncia e
diversidade desse género tenham sido resultado das limitagdes do método de coleta. Como foram
obtidas apenas amostras do ar, e varias espécies de crescimento rapido foram isoladas, é possivel
que esse resultado seja reflexo da limitacdo do espaco oferecido pela placa de Petri em
contrapartida ao rapido crescimento de algumas espécies (A. flavus, A. niger, A. wentii e F. Solani).

E importante ressaltar que a espécie P. chrysogenum apresenta uma boa taxa de crescimento
comparada as outras espécies desse género e tém sido altamente relatada em diversas cavernas no
Brasil e no mundo (KOILRAJ et al. 1999; NIEVES-RIVERA, 2003; ULLOA et al. 2006;
VANDERWOLF et al. 2013; BISWAS et al. 2013; TAYLOR et al. 2013; TAYLOR et al. 2014). A
espécie F. solani também é comumente encontrada em cavernas no Brasil e no mundo (RESENDE-
STOIANOFF et al. 2012; VANDERWOLF et al. 2013; TAYLOR et al. 2013; TAYLOR et al.
2014).

Em relacdo ao estudo da qualidade de agua, foi possivel detectar presenca de coliformes
totais ( L1- 110 NMP/100mL ; L2 - 280NMP/100mL ) e coliformes termotolerantes ( >1600
NMP/100mL ) em ambos os lagos. Os resultados obtidos indicaram que a dgua da gruta Trés Lagos
encontrava-se (no momento da coleta) impropria para o consumo humano, conforme padroes
microbiol6gicos estabelecidos pela Portaria n.2914 de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da
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Satde (BRASIL, 2011). Porém, de acordo com a resolucao n° 274 de 29 de novembro de 2000 do
CONAMA, esse aquifero estd dentro do padrdo de aceitabilidade para as condices de
balneabilidade.

CONCLUSAO

Os resultados desse estudo contribuem para a ampliacdio do conhecimento sobre a
microbiologia de cavernas no Brasil. O levantamento de fungos filamentosos contribui para o
conhecimento da distribuicdo de fungos em cavernas no Brasil e no mundo, sendo altamente
relevantes para a preservacao do patrimonio genético brasileiro. Além disso, algumas espécies de
fungos encontradas podem causar infec¢des oportunistas em humanos. Considerando que a gruta
Trés Lagos ¢ altamente visitada, é importante ressaltar que mais estudos devam ser realizados para
melhor compreensdo da dindmica da comunidade microbiana nessa caverna. Através de estudos
mais detalhados poderiamos comparar a diversidade e o funcionamento desse ecossistema em
diferentes regides do mundo. Além disso, esse estudo é um dos primeiros a realizar analise de
contaminacdo de aquifero subterrdneo por coliformes fecais no Brasil. Tal andlise é extremamente
relevante em cavernas visitadas e deve ser considerada em estudos de manejo e conservagdao. O
acompanhamento dos niveis de contaminacdo por coliformes podem fornecer dados relevantes para
a conservacao da biodiversidade cavernicola, além de evitar problemas mais sérios de satde ptiblica
(contaminacdo de visitantes).
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