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Resumo

Os fungos filamentosos presentes nas flores podem ser um risco para a satde publica,
uma vez que sdo fungos oportunistas com potencial patogénico, em especial para individuos
imunodeprimidos. As flores estdo presentes em muitos ambientes e sdo comumente
oferecidas, utilizadas para enfeitar ambientes e casas. O simples ato de cheirar uma flor pode
levar a inalacdo de esporos fungicos, podendo ocorrer risco de contaminagdo ou colonizacao
das fossas nasais ou mesmo permitir que estes esporos atinjam as vias respiratorias inferiores.

Assim, torna-se importante o rastreio de fungos filamentosos em flores.

Neste trabalho efetuou-se a colheita de 121 flores de jardim de varias espécies, em
dois locais diferentes (Tarouca e Vila Real) e em duas épocas do ano (Outono e Inverno). Em
todas as amostras foram sujeitas a cultura fungica e a isolamento dos principais géneros de
fungos filamentosos com importancia medica e foi ainda efetuado um estudo molecular pela
técnica de ISSR. Em todas as amostras foi possivel isolar e identificar, pelo menos um género
fungico, no total 6 géneros fungicos diferentes e 1 espécie (Talaromyces marneffei) foram
identificados. Cladosporium foi o género mais ocorrente (99,2%), seguido de Penicillium
(60,3%), Fusarium (48,8%), Alternaria (31,4%), Aspergillus (6,6%) e Mucor (6,6%).

Dos trés géneros, testados pela técnica de ISSRs, o género Cladosporium foi o que
apresentou uma maior taxa de polimorfismo (99,3%), apresentado uma elevada variabilidade
intraespecifica, seguido pelo género Aspergillus (96,4%) e o género Penicillium foi o que
apresentou uma menor taxa de polimorfismo (90,1%). Analisando as relacGes filogenéticas, o
género Penicillium foi o que obteve uma maior diversidade, seguido de Cladosporium e

Aspergillus.

Os dois isolados identificadas como Talaromyces marneffei, por técnicas
microbiolégicas, foram sujeitados a técnica de Nested-PCR e sequenciacdo, para confirmacao

da espécie e ambos os resultados deram positivo.

Palavras-chave: Flores; Fungos Filamentosos; ISSRs; PCR; Saude Publica; Talaromyces

marneffei.
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Abstract

Filamentous fungi present in flowers can be a risk to public health, since they are
opportunistic fungi with pathogenic potential, especially for immunosuppressed individuals.
Flowers are present in many environments and are commonly offered, used to decorate
environments and homes. The mere act of smelling a flower can lead to the inhalation of
fungal spores, which may carry the risk of contamination or colonization of the nasal passages
or even allow these spores to reach the lower respiratory tract. Thus, screening for

filamentous fungi on flowers becomes important.

In this work, 121 flowers of different species were collected at two different locations
(Tarouca and Vila Real) and at two seasons (Autumn and Winter). All samples were subjected
to fungal culture and isolation of the main genera of filamentous fungi with medical
importance and a molecular study was carried out by the ISSR technique. In all samples it was
possible to isolate and identify at least one fungal genus, in total, 6 fungal genera and 1
species were identified (Talaromyces marneffei). Cladosporium was the predominant genus
(99.2%), followed by Penicillium (60.3%), Fusarium (48.8%), Alternaria (31.4%),
Aspergillus (6.6%) and Mucor (6%).

Of the three genera tested by the ISSR technique, the genus Cladosporium was the one
with the highest polymorphism rate (99.3%), with high intraspecific variability, followed by
the genus Aspergillus (96.4%) and Penicillium genus, which presented lower polymorphism
interest rate (90.1%). Analyzing the phylogenetic relationships, Penicillium was the one that

obtained the highest diversity, followed by Cladosporium and Aspergillus.

The two isolates identified as Talaromyces marneffei, by microbiological techniques,
were submitted to the Nested-PCR technique and sequencing, for confirmation of the species

and both results were positive.

Key words: Flowers; Filamentous Fungi; ISSRs; PCR; Public Health;

Talaromyces marneffei.
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1. Introducéao

As flores séo colonizadas por uma grande diversidade de espécies de microrganismos,
como os fungos, podendo ser vistas como um reservatério de agentes patogénicos (LaCharity
e McClure 2003; Haueisen e Stukenbrock 2016).

O ato de oferecer flores esta associado a diversas situacdes do quotidiano, sendo
frequentemente e, tradicionalmente oferecidas a individuos doentes, podendo constituir um
risco na disseminacdo de agentes com potencial infecioso como € o caso dos fungos. Devido a
este facto, as flores tém sido proibidas nos hospitais, principalmente, em unidades com alto
risco de infecdo, como por exemplo, unidades de doentes imunodeprimidos e unidades de
cuidados intensivos (Prester, 2011; Rafla e Tredget 2011; Gauthier e Keller, 2013), unidades
de pacientes oncoldgicos ou submetidos a transplante de 6rgaos, uma vez que, estes pacientes
ficam suscetiveis a fungos oportunistas (Fisher et al., 2018)

Alguns exemplos podem ser encontrados na bibliografia como por exemplo o
apresentado por Kates et al. (1991) que efetuaram um estudo em recipientes de flores de trés
ambientes diferentes, sendo estes, hospitais, restaurantes e jardins privados, tendo encontrado
microrganismos semelhantes na dgua das flores das trés fontes. Similarmente, em arranjos de
flores foram encontradas, por Warnock et al. (2001) espécies de Aspergillus, tendo sido

considerados uma fonte de esporos de Aspergillus no ar de hospitais e do interior de casas.

1.1. Importancia dos fungos para a sadde

Geralmente, infecBes fungicas afetam pacientes imunodeprimidos (Prester, 2011), no
entanto, podem causar alergias em pacientes imunocompetentes, uma vez que ha espécies de
fungos que provocam respostas inflamatdrias severas (Gauthier e Keller, 2013) e, na maioria
das vezes, ndo se sabe a causa destas reaces, uma vez que, ndo sdo conhecidos os fatores de
risco (Lanternier et al., 2013), visto que, a identificacdo do agente da infecdo com base na

manifestacdo clinica, € impossivel na maioria dos casos (Afshari et al., 2017).

Atualmente hd um aumento de casos de doengas fungicas invasivas, que esta
relacionada com o aumento do nimero de pessoas suscetiveis, devido ao envelhecimento da
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populacéo, as intervengdes médicas, como o0 aumento do uso de vias intravenosas, de terapias
imunossupressoras, da taxa de sobrevivéncia inicial de pacientes oncoldgicos ou
transplantados, a movimentacdo global de doentes (turismo, peregrinagdes, trabalho), doencas
autoimunes, como a infecdo pelo HIV e outros aspetos demograficos (Lanternier et al., 2013;
Figueiredo e Neves, 2018; Fisher et al., 2018).

Por outro lado, a resisténcia de fungos, com potencial patogénico, a farmacos tem
aumentado, sendo que a taxa global de mortalidade por doengas/infe¢des fangicas é superior a
do cancro da mama, da maléria, e ainda é semelhante & da tuberculose e do HIV. No entanto,
apesar destes factos, as infecBes fungicas sdo das doencas infeciosas mais negligenciadas
(Prakash et al., 2017; Figueiredo e Neves, 2018; Fisher et al., 2018).

Outro fator importante, € 0 aumento da incidéncia de asma. Houve um aumento de
30% da incidéncia a nivel global de asma nas Ultimas décadas, bem como, o aumento das
doencas respiratdrias alérgicas derivadas de fungos. As alteracdes climaticas também afetam a
esporulacdo dos fungos, o aumento da temperatura leva a producdo mais elevada de esporos
esporulacéo e os periodos de chuva facilitam a propagacédo de esporos e pequenos conidios de
fungos. A sensibilizacdo a alergénios fungicos pode promover o desenvolvimento ou

agravamento de doencas alérgicas, como a asma (Figueiredo e Neves, 2018).

1.2. Caracteristicas gerais dos fungos

Os fungos sdo microrganismos eucariotas ubiquos, que podem ser encontrados em
qualquer parte da natureza e com uma distribuicdo mundial, podendo ser unicelulares ou
multicelulares que vivem através da decomposicdo de material organico (Bandh et al., 2016;
Baxi et al., 2016; Rick et al., 2016; Conti et al., 2018). Estes seres compdem o Reino Fungi,
com 8 a 10 filos e, aproximadamente, cerca de 100 000 ja& sofreram o processo de
nomenclatura e enquadramento na taxonomia. Estima-se que existam 1,5 a 3 milhGes de
espécies em todo o mundo, sendo que 98% das espécies descritas pertencem aos grupos

Ascomycota e Basidiomycota, que formam o subreino Dikarya (Rick et al., 2016).

Estes microrganismos ubiquos adaptam-se a uma grande variedade de ambientes, quer

externos quer internos (Vacher et al., 2015; Rick et al., 2016), sendo que, a presenca de



espécies no ar (espécies anemofilas), a sua adaptacdo aos meios, 0 seu crescimento e a sua
dindmica, dependem da temperatura, humidade, porcdo de materiais derivados de plantas e
animais, disponibilidade de nutrientes, exposi¢do a toxinas, hipo e hiperosmolaridade e as
interacdes entre antagonistas e predadores (Vacher et al., 2015; Andrade-Linares et al., 2016).

Estes podem apresentar-se numa forma unicelular, reproduzindo-se por gemulacéo
(leveduras) ou crescem em forma de filamentos multicelulares, também sendo denominados
de bolor, com longos filamentos nomeados de hifas, que crescem por extenséo apical (Al-
Enazi et al., 2018; Conti et al., 2018).

No mundo dos microrganismos, os fungos tém um papel importante e podem ser
benéficos na ciéncia, na industria e na tecnologia, porém héa fungos filamentosos que tem um
potencial negativo para humanos e animais, devido ao facto de muitos deles serem

fitopatogenicos e micotoxigenicos (Nguyen et al., 2017).

1.3. Fungos Filamentosos

Os fungos filamentosos sdo um grupo muito diversificado com um grande namero de
funcdes nos diversos ecossistemas, crescem em superficies himidas, envolvendo a vegetacéao
em decomposicdo e atuam na reciclagem de nutrientes, tanto em ambientes urbanos como
rurais (Andrade-Linares et al., 2016; Conti et al., 2018). Estes seres podem crescer em
qualquer material organico (Gruber-Dorninger et al., 2016). Apresentam varias propriedades
biologicas, como por exemplo, producdo de metabolitos secundarios, como micotoxinas, que
sdo téxicas e com um potencial nocivo quer para humanos quer animais (Gruber-Dorninger et
al., 2016; Rojos-Aedo, 2018), principalmente, nos géneros, Penicillium, Alternaria,

Aspergillus e Fusarium (Solhaug et al., 2016).

Algumas espécies sdo capazes de causar doencas nos seres humanos, animais ou
espécies vegetais (Menezes et al., 2017). Estas doencas podem ser superficiais, cutaneas,
subcutaneas, sistémicas ou do tipo alérgico (Al-Enazi et al.,, 2018). Os fungos sdo
transportados pelo ar, quer em forma de esporos, micélios ou fragmentos de hifas. Todas estas

formas séo diariamente inaladas pelo ser humano e pelos animais e a exposicédo a estes fungos



pode representar um risco significativo para a satde de individuos predispostos a doenca ou
individuos imunodeprimidos que sdo suscetiveis & infecdo (Prester, 2011; Baxi et al., 2016;
Rick et al.,, 2016; Moréan et al., 2017). A exposicdo a estes, pode levar a problemas
respiratérios, frequentemente, ataque de asma, congestdo nasal e sinusal, irritacdo ocular e
sinusite (Conti et al., 2018).

Os fungos tém uma grande capacidade de colonizar diferentes substratos e crescer em
condicGes ambientais extremas, fazendo assim parte do ecossistema aerobiolégico (Menezes
et al., 2017), sendo que os géneros Cladosporium, Alternaria, Penicillium e Aspergillus sdo
dos fungos que estdo mais presentes na atmosfera, pois 0s esporos sao transportados pelo ar,
demostraram causar distarbios alérgicos, com um potencial de agente patogenico e

sensibilizar os pacientes (Docampo et al., 2010; Fatahinia et al., 2018; Rotondo et al., 2018).

Mais de 70 alérgenos foram isolados, mas os nimeros de pacientes com disturbios
alérgicos tém vindo a aumentar (Docampo et al., 2010), sendo considerado um problema no
setor de saude (Rick et al., 2016). A exposicdo a fungos filamentosos leva a um risco de
doencas infeciosas, sensibilizacdo e desenvolvimento de alergias e efeitos irritantes e toxicos
(Kespohl e Raulf, 2014).

1.3.1. Cladosporium spp.

O género Cladosporium spp, contendo 651 espécies, pertence a familia
Davidiellaceae, ordem Capnodiales, classe Dothideomycetes e filo Ascomycota (Weryszko-
Chmielewska et al., 2017). E um dos fungos mais heterogéneos e com varias espécies
geneticamente e morfologicamente distintas, sendo também um dos mais isolados do
ambiente (Bensch et al., 2012; Asl et al.,, 2017; Menezes et al., 2017). Este género é
frequentemente, isolado do ar, solo, téxteis, alimentos, tintas, plantas, material vegetal e
outros detritos, em qualquer localizacdo geografica (Bensch et al., 2012; Razafinarivo et al.,
2016; Menezes et al., 2017).

E dos mais cosmopolitas na distribuicdo e de maior concentracdo na atmosfera,

especialmente em regibes temperadas, sendo agentes de decomposi¢cdo e causadores de



alergias ou doencas quer em plantas, em animais ou em humanos (Bensch et al., 2012; Asl et
al., 2017; Menezes et al., 2017).

Os esporos deste género sdo poluentes atmosféricos bioldgicos que representam perigo
para a saude humana (Weryszko-Chmielewska et al., 2017), havendo espécies que tém
reconhecimento meédico em laboratdrios clinicos, em situacdes de micoses pulmonares
alérgicas, infecdes subcutaneas, e por vezes, infe¢bes disseminadas (Bensch et al., 2012; Asl
et al., 2017). Sendo agentes com potencial alergénico, grandes quantidades destes esporos,
podem afetar pessoas asmaticas ou com doencas respiratorias, quando ha uma exposicao
prolongada, pois, enfraquece o sistema imunoldgico (Menezes et al., 2017). Contudo, estes

raramente causam infegdes, sdo mais caracterizados como alergéenios (Rick et al., 2016).

Os esporos de Cladosporium sdo de reduzidas dimensdes, cerca de 3-35 um e
dominam os bioaerossois atmosféricos. Devido as suas caracteristicas atingem facilmente o
trato respiratério inferior, irritando as vias respiratorias. Estes sdo constituidos por varias

proteinas que provocam alergias no ser humano (Weryszko-Chmielewska et al., 2017).

Os conidioforos de Cladosporium sdo especificos, podendo ser retos, eretos ou
geniculados (dobra em angulo agudo, em forma de joelho), usualmente, criam abundantes
cadeias ramificados de conideos verde-azeitona a castanho (Figura 1), estando bem adaptados
para se dispersarem facilmente e em grandes nimeros por longas distancias (Bensch et al.,
2012; Asl et al., 2017), sdo também hifomicetos demaciados (Bensch etal., 2015). Estes
conidios séo representativos da componente fungica mais frequente isolada do ar (Bensch et

al., 2012).
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Figura 1. Caracteristicas macroscopicas (esquerda) e caracteristicas microscdpicas (direita) do género
Cladosporium (Adaptado de: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/hyphomycetes/cladosporium/).



1.3.2. Alternaria spp.

O género Alternaria é um fungo cosmopolita (Rodriguez et al., 2015) e oportunista
que afeta pacientes imunodeprimidos, podendo em casos raros, afetar individuos saudaveis
(Hu et al., 2015), € ecologicamente diverso, tendo uma distribuicdo mundial e é associado a
substratos naturais e artificiais, incluindo sementes, plantas, produtos agricolas, animais, solo
e atmosfera (Lawrence et al., 2013; Woudenberg et al., 2013; da Cruz Cabral et al., 2017). E
um género que, frequentemente, é relacionado a alergias e ao agravamento da asma, sendo
que a prevaléncia de alergias varia com as regides geogréaficas (Kustrzeba-Wojcicka et al.,
2014).

Este € o principal aeroalergénio asmatico que afeta quer criangas que adultos em todo
0 mundo, em especial, a espécie Alternaria alternata (Prester, 2011; Rotondo et al., 2018),
que € um dos mais encontrados em todo 0 mundo, sendo esta espécie responsavel por infecdes
do trato respiratorio superior e asma em humanos (Woudenberg et al., 2015; Gabriel et al.,
2016).

Sdo fungos patogénicos ubiquos que podem infetar humanos, animais e plantas,
incluindo espécies fitopatogénicas e saprofitas que afetam plantas ornamentais e de cultura no
campo causam a podriddo pré e pos-colheita dos frutos e dos gréos e séo associadas a doencas
de plantas (Lawrence et al., 2013; Woudenberg et al., 2013; Andersen et al., 2015; Rodriguez
et al., 2015; Xiang et al., 2017; Siciliano et al., 2018; Tralamazza et al., 2018).

Podem sintetizar mais de 70 metabolitos secundarios, mas so alguns sao caracterizados
como toxicos para humanos e animais (Asam e Rychlik, 2015; Rodriguez et al., 2015; Lépez
et al., 2016; Solhaug et al., 2016; da Cruz Cabral et al., 2017; Xiang et al., 2017; Tralamazza
et al., 2018), estas micotoxinas, provocam patologias vegetais, que vai por em risco a
qualidade e seguranca alimentar (Andersen et al., 2015). As espécies de Alternaria podem ser
encontradas em diferente habitats e regides do planeta, e assim, produzir diferentes
metabolitos e logo, o potencial tdxico vai ser diferente (Andersen et al., 2015). As espécies,
A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. infectoria sp. e A. japonica, sdo as mais

relevantes que produzem metabolitos secundarios toxicos (Solfrizzo, 2017).

Os esporos de Alternaria sdo dos esporos mais comuns e alergénicos transportados

pelo ar (Lawrence et al., 2013), sdo predominantemente alergénios externos, podendo



também ocorrer em ambiente interno (Kustrzeba-Waéjcicka et al., 2014; Rotondo et al., 2018),
sd0 associados a paragens respiratorias, podendo ser fatais (Rotondo et al., 2018), e a
sensibilizacdo a estes alergénios foram considerados um dos fatores para o inicio de asma
infantil em regides de deserto/aridas (Lawrence et al., 2013; Rotondo et al., 2018), também
podem causar rinoconjuntivite alérgica e podem provocar ou agravar ataques de asma
(Fernandez-Rodriguez et al., 2015). Os esporos de A. alternata sdo considerados dos
alergénios mais fortes e sensibilizadores do ar (Gabriel et al., 2016). O principal meio de
dispersdo dos conidios é através de correntes de ar, mas também se verificou a dispersao por
respingos de chuva (Fernandez-Rodriguez et al., 2015).

O geénero Alternaria contém cerca de 275 espécies, organizadas em 13 grupos/27
secOes de espécies (Woudenberg et al., 2013; da Cruz Cabral et al., 2017; Tralamazza et al.,
2018). Apresentam coldnias de cor escura, num espectro de cinza a castanho e cor de oliveira,
com conidios grandes, com septos transversais e longitudinais que aparecem em cadeias ou
isoladamente, com um bico apical alongado ou células apicais afiladas (Figura 2) (Lawrence
et al., 2013; Woudenberg et al., 2013; Tralamazza et al., 2018).

o TG A0 A
Figura 2. Caracteristicas macroscopicas (esquerda) e caracteristicas microscépicas (direita) do género
Alternaria (Adaptado de: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/hyphomycetes/cladosporium/).

1.3.3. Aspergillus spp.

O género Aspergillus é dos organismos mais abundantes e distribuidos pelo mundo,
contendo cerca de 350 espécies (Kocsubé et al., 2016), pertencem a ordem Eurotiales (Tsang

et al., 2018) e a classe Ascomycota, reproduzindo-se assexuadamente (Nguyen et al., 2017).

7



Aspergillus sdo um dos nomes mais antigos na taxonomia fangica, e o seu nome deriva de
aspergillum, que é um aspersor usado pela igreja cat6lica para pulverizar agua benta, que se
assemelha aos conidi6foros deste género (Figura 3) (Kocsubé et al., 2016; Tsang et al., 2018).
Sdo saprofitas e podem ser encontrados em grandes quantidades em material decomposto,
compostos organicos, em substratos degradantes, tecidos humanos, no solo, no ar e poeira
(Nguyen et al., 2017).

Apesar de muitos beneficios favoraveis em biotecnologia e tecnologia de alimentos, o
género Aspergillus esta associado a doencas criticas de seres humanos e animais (Nguyen et
al., 2017). Sdo varias as espécies de Aspergillus que podem ser capazes de produzir
metabolitos toxicos para humanos, animais e plantas (Nguyen et al., 2017), habitualmente,
relacionados como contaminantes de origem alimentar ou como agentes causadores de

micoses (Kocsubg et al., 2016).

As estirpes sdo das mais estudadas devido aos seus papeis no ecossistema e pela
patogenicidade que apresentam (Nguyen et al., 2017). Aspergillus produzem grandes
quantidades de esporos (Nguyen et al., 2017), apresentam interesse clinico e estdo associados
a doencas respiratdrias e outras patologias, como por exemplo, diferentes formas de
aspergilose (Docampo et al., 2010). Aspergilose invasiva uma infecdo de elevada prevaléncia
que afeta, principalmente, individuos imunodeprimidos (Garcia-Vidal et al., 2014; Moran et
al., 2017). As taxas de mortalidade de aspergilose invasiva é de 40 a 90% (Garcia-Vidal et al.,
2014) e a aspergilose cerebral, embora muito rara, tém uma taxa de mortalidade de cerca de
90% (Imbert et al., 2017).

Este é o causador mais proeminente de infe¢cbes pulmonares de origem fungica (Rick
et al., 2016). Individuos imunocompetentes apresentam infe¢bes superficiais ou localizadas,
enquanto que, individuos imunodeprimidos apresentam mais complicagdes, como um maior

risco de doencas disseminadas e invasivas e podendo levar a morte (Bandh et al., 2016).

Nem todas as espécies deste género apresentam o mesmo grau de toxicidade,
patogenicidade ou capacidade alergénica (Bandh et al., 2016). A espécie A. fumigatus € dos
fungos que causam mais patologias graves em hospedeiros imunodeprimidos (Conti et al.,
2018), é a espécie patogénica mais conhecida a nivel mundial, sendo o agente etioldgico para
a maioria dos casos de aspergilose (Tsang et al., 2018). Esta espécie pode causar aspergilose

broncopulmonar alérgica, rinossinusite alérgica, sinusite e asma em pacientes



imunocompetentes (Prester, 2011; Morén et al., 2017). A. fumigatus € um fungo saprofita, o
seu habitat mais comum é no solo, mas sobrevive e cresce numa grande variedade de restos
organicos, os esporos destes sdo ubiquos, esta caracteristica deve-se a facilidade de disperséao
dos conideos e devido ao seu pequeno tamanho (2 a 3 mm de didmetro), os conideos podem
permanecer suspensos no ar por um longo periodo de tempo, e assim, ampliando a
probabilidade de inalacdo (Morén et al., 2017). Existem mais de 100 géneros fungos com
poder alergénico, mas esta espécie produz mais moléculas alergénicas do que qualquer outra

espécie (Prester, 2011).

A maioria das aspergiloses invasivas é provocada por A. fumigatus (Chong et al.,
2017; Frias-De-Leon et al., 2018), mas tém surgindo aspergiloses invasivas provocadas por A.
niger, porém, este é considerado de baixa viruléncia, apesar de ser isolado com elevada

frequéncia (Frias-De-Leodn et al., 2018).

Existe uma grande variedade de agentes patogénicos relacionados com infecdes
fungicas invasivas que causam morbilidade e mortalidade em pacientes com fatores de risco

subjacentes, mas espécies do género Aspergillus sdo predominantes (Blum et al., 2013).

Aspergillus produz micotoxinas que podem afetar a saide humana e animal, algumas
espécies sdo conhecidas como produtores de micotoxinas, nomeadamente, Aspergillus niger,
A. flavus, A. fumigatus e A. terreus (Zulkifli e Zakaria, 2017).

Figura 3. Caracteristicas macroscopicas (esquerda) e caracteristicas microscopicas (direita) do género
Aspergillus (Adaptado de: Kidd et al., 2016).



1.3.4. Penicillium spp.

O género Penicillium, pertence & ordem Eurotiales e a classe Ascomicetos, contém
cerca de 400 espécies descritas (Nguyen et al., 2017; Yin at al., 2017). E dos géneros flingicos
mais importantes, mais comum e bem conhecido, com uma distribuicdo mundial e presenca
numa grande diversidade de habitats, desde o solo, ar, vegetacdo, ambientes internos e
produtos alimentares. Apresenta espécies com uma grande variabilidade intraespecifica
(Visagie et al., 2014; Yin at al., 2017; Abdelwahab et al., 2018), podem ter uma associacao
forte com um substrato especifico (Barbosa et al., 2018) e ainda podem habitar em varios
nichos ambientais, tendo assim vérias vias de contaminagdo transmissdo e formas de

contaminacéo (Groot et al., 2018).

E um fungo oportunista, reproduzindo-se quer assexuadamente como sexuadamente
(Nguyen et al., 2017). Algumas espécies sdo descritas como “bolor azul”, devido a
esporulacdo visivel ter uma cor azul esverdeada e o nome provem do latim “penicillus”,
devido a forma dos conidioforos se parecerem com um pincel de pintor (Figura 4)
(Houbraken and Samson, 2011; Yin at al., 2017).

Produzem uma grande quantidade de conidiosporos que sdo encontrados em grandes
quantidades no ar e em habitacdes e a maioria das espécies encontram-se no solo,
principalmente, vegetais em decomposic¢do, mas podem-se desenvolver numa ampla gama de

condicdes (Nguyen et al., 2017).

A principal funcdo deste fungo é a decomposicdo de matérias organicos, e as espécies
gue causam apodrecimento e produzem micotoxinas (Visagie et al., 2014). A podridéo (bolor
azuis e verdes) encontrada em varias frutas e vegetais derivam deste género, também é
encontrado em produtos de origem animal processada e contamina varios tipos de produtos,
quer alimentares quer ndo alimentares, mas s6 alguns sdo conhecidos por provocar doencas
em humanos e animais (Nguyen et al., 2017). Para além de provocarem podriddo, secreta
micotoxinas que provocam a penicilose, a maioria das espécies s6 produzem uma micotoxina,
mas algumas sdo capazes de produzir varias ao mesmo tempo (Nguyen et al., 2017). Além
disso, ainda produz uma grande variedade de compostos quimicos, muitos dos quais sdo

considerados com um grau de toxidade elevado (Nguyen et al., 2017).
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Figura 4. Caracteristicas macroscopicas (esquerda) e caracteristicas microscopicas (direita) do género
Penicillium (Adaptado de: Lin et al., 2012 e Kidd et al., 2016, respetivamente).

1.3.5. Talaromyces

Antes de 2012, Talaromyces era caracterizado como um género sexuado, que
pertencia ao genero Penicillium, mas atualmente, estes dois géneros foram separados, e
anteriormente conhecido por Penicillium marneffei passou a Talaromyces marneffei (Barbosa
et al., 2018).

Este género pertence a ordem Eurotiales (Tsang et al., 2018), contém 88 especies e
pode ter uma forte associacdo a um substrato especifico (Barbosa et al., 2018). Segundo
Vanittanakom et al. (2006), a rota mais significativa de transmissdo € pelo contacto com 0s
esporos no solo durante periodos de chuva, ou por infecdo direta com o local da ferida. Os
conidios desta espécie quando inalados sdo considerados infeciosos, podendo causar micose
sistematica fatal (Hu et al., 2013).

Talaromyces marneffei € um fungo patogénico dimorfico (Lanternier et al., 2013; Lu
et al., 2015), que se apresenta na forma de hifas no ambiente e como leveduras no sangue e
nos tecidos (Lanternier et al., 2013). E dimdrfico (Wong et al. 2018) e com as mudancas de
temperatura, este fungo muda da forma de hifa para levedura e vice-versa (Lanternier et al.,
2013). Na forma de hifa, as coldnias tém pigmentos amarelos e verdes e ha uma difusdo com

0 agar tornando vermelho (Figura 5) (Wong et al., 2018).
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E a Unica espécie dimdrfica do género Talaromyces, endémico na Asia, em especial,
Tailandia, China, Hong Kong e Taiwan e é um fungo parasitario e patogénico emergente, que
em certas circunstancias raras pode infetar seres humanos imunocompetentes (Vanittanakom
etal., 2002; Lu et al., 2015; Chi et al., 2017; Si e Qiao 2017; Wang et al., 2018).

A talaromicose, anteriormente conhecida por peniciliose, € um tipo de doenca
infeciosa fungica causada pelo fungo T. marneffei, e apresenta sinais clinicos complexos e
dificeis de detetar e que por muitas vezes leva a erros no diagndstico, levando a uma elevada
taxa de mortalidade (Vanittanakom et al., 2002; Thanh et al., 2016; Wang et al., 2018). Em
doentes imunodeprimidos estas infecdes sdo oportunistas, causadora de infecdes sistémicas
em pacientes com imunidade mediada por células prejudicadas e é associada a sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) causada por infecdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), onde é uma micose grave com uma elevada taxa de mortalidade (Hu et al.,
2013; Tsang et al., 2018; Wong et al., 2018) e talaromicose € a terceira infecdo oportunista
mais comum em HIV, causando morte entre os pacientes (Hu et al., 2013; Chi et al., 2017;
Wong et al., 2018), sendo que Zhang et al. (2017) relata, que tem vindo a aparecer micoses
sistematicas em pacientes sem infecdo pelo HIV, sendo que apresentavam condicGes

imunodeprimidas (Wong et al., 2018).

Figura 5. Caracteristicas macroscépicas (esquerda) e caracteristicas microscépicas (direita) da espécie
Talaromyces marneffei (Adaptado de: Wong et al., 2018 e Headley et al., 2017, respetivamente).
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1.4. Diagnostico laboratorial

1.4.1. Métodos microbioldgicos

A técnica convencional de cultura com posterior visualizacdo em lamina para uma
analise detalhada em microscépio de fungos filamentosos € um dos principais métodos de
identificacdo morfoldgica de fungos em laboratérios de diagnéstico (Prakash e Bhargava,
2016). A utilizacdo de meios de cultura de agar para microrganismos tém sido os mais
comumente utilizados (Nonaka et al, 2014), sendo os Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e
Potato Dextrose de Agar (PDA) (Sahu et al., 2014) os meios mais usados na detecdo de

infecOes fungicas.

Potato Dextrose Agar (PDA) é um dos meios de cultura escolhidos para estudar
fungos filamentosos, tendo vantagens, como a facilidade de manuseio, flexibilidade, nédo
necessita de muito espaco durante a incubacdo, tempo de resposta com uma certa rapidez e
sem muitos custos (Prakash e Bhargava, 2016). Este meio é utilizado para isolamento e
identificacdo de leveduras e fungos filamentosos, ocorre um crescimento exuberante de
fungos, levando a esporulacdo destes e a producdo de pigmentos (Liofilchem® - Potato
Dextrose Agar). Fungos isolados em meios de PDA apresentam colénias com um crescimento
relativamente rapido e € um meio transparente (Manganyi et al., 2018), que ajuda na

observacdo dos pigmentos formados (Prata, 2007).

1.4.2. Métodos moleculares

Os métodos moleculares sdo mais especificos e precisos em comparacdo com 0S
métodos microbioldgicos, este facto, deve-se a diversidade e semelhanca presente entre as
diferentes espécies dentro dos géneros (Afshari et al., 2017; Asl et al., 2017; Kumar and
Mugunthan, 2017). E importante ter DNA de boa qualidade, para que os testes sejam bem-
sucedidos, incluindo a amplificacdo de diferentes regides de DNA para posterior
sequenciacdo ou o uso de marcadores genéticos mais sensiveis e especificos (Serna-

Dominguez et al., 2018).
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Os fungos possuem uma parede celular rigida, laminada e complexa que protege e
fornece firmeza as suas estruturas celulares e é abundante em inibidores, o que torna a
extracdo de acidos nucleicos dificil (Kumar e Mugunthan, 2017; Serna-Dominguez et al.,
2018). Os protocolos convencionais apresentam algumas desvantagens, como, tempo
consumido, necessidade de grandes quantidades de amostra, alto nivel de especializacdo e
produtos quimicos tdxicos, mas em contrapartida fornecem uma maior quantidade de DNA.
Por outro lado, existem kits comerciais de extracdo de DNA que permitem a obtencdo de
DNA de boa qualidade para utilizar em PCR, e ao contrério do protocolo convencional, s6
necessita de pequenas quantidades de amostras, menos tempo consumido, mas por outro lado,
implica mais custos e menor quantidade de DNA obtido (Serna-Dominguez et al., 2018). A
pureza do DNA ¢é importante em ensaios de PCR, uma vez que, se a pureza de DNA for
baixa, pode afetar ou inibir a reacdo (Rico-Munoz et al., 2018).

N&o existe um marcador molecular ideal e este, refere-se a “qualquer diferenca
detetavel que identifique uma regido especifica do genoma” (Xu, 2006). Existem diversos
tipos de marcadores moleculares (incluindo ISSR, RAPD, AFLP, RFLP e SSR). Os ISSRs
obtém-se atraves da amplificacdo de sequéncias entre repeticGes de sequéncias simples
(microssatelites) em multiplos loci no genoma por um unico “primer” e cada banda
amplificada corresponde a um locus (Sibao et al., 2005; Khan, 2015). Os “primers” podem ter
varias combinacdes de repeticdes dinucleotideos, trinucleotideos e pentanucleotideos, e assim,
tendo multiplos loci gendmicos para amplificar sequéncias de ISSRs de varios tamanhos
(Estrada et al., 2007; Mahmoud et al., 2016). Este método é rapido e reprodutivel, ao
contrario dos RAPDs, mais rapido e mais barato do que os AFLPs e RFLPs, e apresenta
menor complexidade do que os SSRs (Mahmoud et al., 2016). Os ISSRs parecem ser
marcadores genéticos ideais para varios estudos, principalmente sobre variacdo genética,

variabilidade e relacdes filogenéticas (Ng e Tan, 2015).

Estudos com ISSRs ja foram realizados para estudar a diversidade genética, estrutura
populacional e relacdes filogenéticas de isolados aflatoxigénicos e ndo-aflatoxigénicos de
Aspergillus flavus (Al-Wadai et al., 2013; Mahmoud et al., 2014; Divakara et al., 2015) em
isolados do ar, de plantas (Mahmoud et al., 2016), de culturas de trigo (Al-Wadai et al.,
2013), de graos de milho (Mahmoud et al., 2014; Houshyarfardet al., 2015), em pistacho, em

amendoim (Houshyarfardet al., 2015) e em sementes de sorgo (Divakara et al., 2015).

14



Para a espécie T. marneffei, o nested-PCR é utilizado para uma identificagdo sensivel,
rapida (Liu et al., 2016) e especifica para a especie, utilizando “primers” baseados na
sequéncia do gene 18S rRNA ou na regido 1TS1-5.8S-1TS2 rDNA (Chaiwun et al., 2011).
Este método consiste em duas reagdes com “primers” que amplificam sequéncias especificas,
sendo que na primeira reacdo, os “primers” amplificam uma por¢do maior que € especifica
para fungos e na segunda reacdo amplificam dentro da anterior uma porcéo especifica de T.
marneffei (Chaiwun et al., 2011).

Nested PCR ja foi utilizado para identificacdo de Talaromyces marneffei em estudos
com amostras de sangue total (Lu et al., 2016), amostras de tecido embebidos em parafina
(Zeng et al., 2009), amostras de tecido fresco e fluido de lavagem broncoalveolar (Liu et al.,
2016), amostras de soro sanguineo (Pongpom et al., 2009), em isolados em humanos, ratos de
bambu e solo (Vanittanakom et al., 2002) e em amostras de pulméo (Headley et al., 2017).

Contudo, para uma identificacdo mais precisa, apesar de mais trabalhosa, das espécies
e analise de variacGes entre espécies, é utilizado o método de sequenciacdo do produto de
PCR (Xu, 2006). Farkas (2014) considera que a PCR tem sido usada na detecdo de agentes
infeciosos em todos os laboratorios de microbiologia e a sequenciacdo é considerada o teste
de laboratorio final. A tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a analise de
sequenciacdo de alvos e obtencdo de dados sobre a genética estrutural e a variacdo das
populacdes fangicas, levam a um melhor entendimento da epidemiologia dos fungos e estes

métodos sdo usadas para uma detecdo rapida e precisa (Afshari et al., 2017; Asl et al., 2017).
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2. Objetivos

Os fungos filamentosos presentes nas flores podem ser um risco para a satde publica,
uma vez que sdo fungos oportunistas e patogénicos, em especial para individuos
imunodeprimidos. As flores estdo presentes em muitos ambientes e sdo comumente oferecidas
e utilizadas para enfeitar ambientes e casas, levando a um risco de contaminagdo e tornando

assim importante o rastreio de fungos filamentosos em flores.

Neste trabalho efetuou-se a colheita de flores de vérias espécies, em dois locais

diferentes e em duas épocas do ano, com o objetivo de:
- Isolar fungos presentes na superficie das flores;
- Identificar o género dos isolados obtidos;
- Analisar a ocorréncia dos fungos filamentosos nas flores;

- Estudar a variabilidade genética dos géneros fungicos (Cladosporium, Penicillium e

Aspergillus) através de marcadores moleculares (ISSRs);

- Identificar a espécie Talaromyces marneffei através da técnica nested-PCR,

utilizando “primers” especificos e a sequenciagao do produto do PCR para confirmacéo.
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3. Material e Métodos

3.1. Colheita de amostras

Neste estudo efetuou-se a pesquisa de fungos filamentosos em flores de corte entre
setembro de 2017 e marco de 2018, pertencentes a 121 flores de jardim de Vila Real e
Tarouca, dentro das quais, 2 Azaleas, 22 Petlnias, 32 Rosas, 11 Lychnis, 2 Délias, 10

Crisantemos, 25 Camélias, 5 Bergénias, 2 Jacintos e 10 Narcisos.

A colheita de amostras consistiu no contacto direto de uma placa de Petri com PDA e
as pétalas da flor durante 30 segundos. Posteriormente, estas placas foram seladas, mantidas a
temperatura de 28°C e enviadas para o Laboratorio de Microbiologia Médica da Universidade
de Trés-os-Montes e Alto Douro. De seguida, identificou-se as placas com um cddigo que
permitiu saber a qual flor correspondia e deixou-se a cultura fungica crescer durante 4 a 7 dias
a temperatura de 25-28°C. Todo o processo laboratorial foi executado num ambiente

asséptico, e todas as regras de biosseguranca foram cumpridas.

3.2. Meio de cultura de Potato Dextrose Agar (PDA)

O meio de cultura utilizado foi o Potato Dextrose Agar (PDA). Este meio permite o
crescimento de todos os fungos filamentosos e promove a esporulacdo do mesmo, 0 que
facilita a sua identificacdo. Para a preparacdo deste, foram pesados 42 g de PDA
(Liofilchem®) tendo sido este dissolvido em 1L de agua destilada num Erlenmeyer, conforme
descrito pelo fabricante no rétulo da embalagem. De seguida, colocou-se um agitador
magnético e fechou-se o Erlenmeyer e levou-se a homogeneizar numa placa de agitacdo. Para
uma melhor homogeneizacdo foi colocado em banho-maria até ficar translicido. Depois deste

procedimento, o meio preparado foi esterilizado num autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Apos a autoclavagem, o meio foi colocado numa camara de fluxo laminar, onde foi

transferido para as respetivas placas de Petri (figura 6), que foram previamente esterilizadas
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em UV na mesma cadmara de fluxo laminar. Apds a distribuicdo e arrefecimento do meio, as
placas foram identificadas com o nome do meio de cultura e com a data e colocadas no

frigorifico até a sua utilizacéo.

Figura 8. A- Preparado do meio apos ferver; B- Placas de Petri com meio de cultura distribuido (fotografias do
autor).

3.3. Isolamento dos fungos

Ap0s o crescimento da cultura fungica, verificou-se o crescimento de uma variedade
de fungos e por vezes bactérias. Para caracterizar individualmente um fungo é necessario

obté-lo em cultura pura, para isso efetuou-se a repicagem dos mesmos.

Para a repicagem, procedeu-se a extracdo de uma pequena por¢ao do fungo juntamente
com 0 meio com uma ansa previamente esterilizada, seguindo-se a sua colocacdo numa nova
placa de Petri com o0 meio PDA. Este procedimento, realizou-se sempre junto a chama do bico

de Bunsen.

De seguida, colocou-se 0 meio de cultura entre 4 a 7 dias, a temperatura de 25-28°C
para que houvesse um novo crescimento fungico e fossem obtidas colonias perfeitamente

individualizadas. As placas com a cultura eram observadas diariamente.
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3.4. ldentificacdo dos fungos

A identificacdo fungica foi realizada a partir de observagdes macroscopicas e
microsclpicas das caracteristicas e componentes estruturais dos fungos isolados, recorrendo-
se a um endereco eletronico sobre micologia médica pertencente a Universidade de Adelaide
(http://www.mycology.adelaide.edu.au) e ao livro “Descriptions of Medical Fungus” (2016).

3.4.1. Identificagdo Macroscopica

A analise macroscopica corresponde a analise do verso e reverso da placa de Petri
utilizando paré@metros de comparacdo de cor e textura das colonias. Esta analise pode ser

muito variada em termos de aspeto.

3.4.2. ldentificacdo Microscopica

Para que seja possivel fazer a completa identificacdo da coldnia fangica em estudo,
apos a identificacdo macroscépica fez-se a analise microscépica do fungo. Esta analise baseia-
se na preparacao de uma lamina com uma pequena porcao da estrutura do fungo e de seguida,

a observacdo microscépica do mesmo.

3.4.3. Método do Lactofenol com Azul de Algodao

Para que a observacdo microscdpica seja bem-sucedida utiliza-se um corante que
permita a distingdo das diferentes estruturas dos fungos e que possibilite a identificacdo do

mesmo, foi utilizado o corante Lactofenol com Azul de Algodao.
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Este método foi realizado em condicGes de assepsia e consiste em retirar uma lamina
do frasco com alcool a 70% e de seguida flamejada no bico de Bunsen. Posteriormente,
deixou-se secar em cima de papel absorvente. Identificou-se a lamina com o codigo definido
para a amostra em questdo e colocou-se uma gota do corante Lactofenol com azul de algodéo
na lamina (Figura 7.A). Depois desta preparacdo, cortou-se uma tira de fita-cola e com o
auxilio de uma pinga, pressionou-se a tira de fita-cola contra o fungo para que este adira a
fita-cola (Figura 7.B). Deve-se decalcar uma parte mais externa, uma vez que apresenta
menor esporulacdo do fungo. Esta foi colocada na lamina, em cima da gota de corante (Figura
7.C e D). De seguida, procedeu-se a identificagdo microscédpica na objetiva de 40x, analisando

as caracteristicas estruturais e comparando com as fontes anteriormente indicadas.
S ; 0 G |

2

Figura 7. Método do Lactofenol com Azul de Algodéo (fotografias do autor).

3.4.4. Conservacdo em agua destilada esterilizada

Para que os fungos pudessem ser submetidos a PCR, teve que ser feita a sua
conservagao em agua destilada esterilizada. Para tal, colocou-se num tubo agua destilada, que
posteriormente, foram esterilizados na autoclave. Posteriormente, na presenca do bico de

Bunsen e com o auxilio da ansa, previamente esterilizada, retirou-se o fungo, através de
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raspagem, tendo o cuidado para que ndo seja removido meio de cultura, e coloca-se no tubo
com a 4gua destilada devidamente identificado fechando hermeticamente em seguida (Figura
8).

Figura 8. Conservacdo do fungo em agua esterilizada (fotografias do autor).

3.5. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por dois protocolos diferentes, um protocolo do kit
Plant/Fungi DNA lIsolation Isolation Kit # 26200 (Norgen Biotek Corp.), seguindo o
protocolo fornecido no mesmo, com algumas modificacGes e um protocolo pelo método de

CTAB, apresentados em Anexo (Anexo ).

3.6. Qualidade do DNA gendmico

Depois da extragdo verificou-se a qualidade do DNA extraido, com uma andlise em
gel de agarose (1%). Foram pesados 0,8 g de agarose (SeaKem®) e adicionados 80 mL de
TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA, Nzytech®), sendo esta dissolvida por aquecimento até a
ebulicdo. De seguida, adicionou-se 3 puL de GreenSafe (Nzytech®) a solucdo anterior, e

deixou-se arrefecer um pouco, sendo depois, depositada num suporte horizontal onde se
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colocou um pente, para a formacdo de pogos para a deposicdo das amostras (Figura 9). Apos
polimerizar, o gel foi colocado numa tina de eletroforese e submerso em TAE. De seguida,
adicionou-se 4 pL de solucdo de deposicdo (11,5 mL de glicerol, 0,005 g de azul de
bromofenol, 8,5 mL de TBE10X) a 5 pL de amostra. Nos pocos das extremidades foram
depositados 3 pL de marcador molecular (Gene Ruler DNA Ladder Mix, Thermo
Scientific®) e nos restantes pocos foram depositadas as amostras com a solucéo de deposicao.
De seguida, o gel foi sujeito a uma eletroforese a 100V durante cerca de 30 minutos. Para
visualizacdo do gel, efetuou-se a captacdo de imagem através do equipamento Molecular
Imager Gel Doc™ XR + With Image Lab™ software da BioRad.

Figura 9. Gel de agarose e o suporte com o respetivo pente (fotografias do autor).

3.7. Quantificacdo do DNA gendmico

A quantificacdo do DNA genomico foi feita no equipamento Biotek® powerwave XS2
acoplado do programa gen5®., utilizando 2 pL de amostra. As leituras da absorvéncia a 260
nm, e a 280 nm permitiram calcular a quantidade de DNA e o valor da sua a pureza. As
amostras foram diluidas para uma concentracdo de DNA de 5 ng/ pL, & excegdo de

Talaromyces marneffei que foi diluido para uma concentragdo de DNA de 10 ng/ pL.
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3.8. ISSRs e eletroforese em gel de agarose

Para a analise com marcadores moleculares, foi utilizado a técnica de ISSR. Foram
usados 8 “primers” para cada género fungico, através de reacdes de amplificacdo por PCR
seguidas de eletroforese. A sequéncia dos nucle6tidos dos “primers” estdo apresentados na
Tabela 1.

A escolha dos “primers” para cada género foi através de um teste de “primers” (Anexo
I1). Os “primers” UBC807, UBC810, UBC812, UBC864 ¢ UBC880, foram utilizados nos trés
géneros fangicos, UBC881 e UBC889, foram utilizados no género Penicillium e Aspergillus,
UBCB808, pelo género Cladosporium e Penicillium, UBC811 e UBC890 apenas foram
utilizados pelo género Cladosporium e UBC835 pelo género Aspergillus.

Tabela 1. Sequéncia dos “primers” utilizados.

ISSR “primer”  Sequéncia (5’-3”)

UBC807 AG AGA GAG AGA GAG AGT
UBC808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
UBC810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
UBC812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
UBC835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC
UBCB864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG
UBC880 GGA GAG GAG AGG AGA
UBC881 GGG TGG GGT GGG GTG
UBC889 DBD ACA CAC ACACACAC
UBC890 VHV GTG TGT GTG TGT GT

Para a reacdo de amplificacdo de ISSRs, foi feita uma Mix com os volumes indicados
na Tabela 2, a excecdo do DNA. Em cada tubo, foram adicionados 1 uL. de DNA, e de
seguida 24 uL da Mix, para cada amostra. Posteriormente, estas amostras foram colocadas no
termociclador (T100™, BIO-RAD) durante cerca de trés horas e trinta minutos, onde foram

submetidas a diferentes ciclos de temperatura e tempo, que estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 2. Volume dos componentes utilizados na reagdo de ISSRs.

Componentes Volume
H20 14,3 L
Buffer 10x 2,5uL
(Bioron®)

Mgcl; 25 mM 2,5puL
dNTPs 2,5mM 2 uL
Primer 5pM 2 pL
DFS-Tag DNAPol. 0,5puL
(Bioron®)

BSA 0,2 uL
DNA 1L

Tabela 3. CondicBes para a reacdo de ISSRs.

Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturacéo 94°C 30 segundos
Hibridacéo 52°C 45 segundos 45
Alongamento 72°C 2 minutos
Alongamento final 72°C 10 minutos 1
12°C ©

Depois da reacdo de amplificacdo, os produtos de PCR foram analisados num gel de
agarose (1,8%) por eletroforese. Foram pesados 2,52 g de agarose em pd (SeaKem®) e
adicionados 140 mL de TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA, Nzytech®), sendo esta dissolvida por
aquecimento até a ebulicdo. De seguida, adicionou-se 4 pL de GreenSafe (Nzytech®) a
solucdo anterior, e deixou-se arrefecer um pouco, sendo depois, depositada num suporte
horizontal onde se colocou um pente, para a formacdo de pocgos para a deposicdo das
amostras. Apos polimerizar, o gel foi colocado numa tina de eletroforese e submerso em
TAE. De seguida, adicionou-se 4 uL de solucdo de deposi¢cdo ao produto de PCR. Nos pocos
das extremidades foram depositados 3 pL de marcador molecular (Gene Ruler DNA Ladder
Mix, Thermo Scientific®) e nos restantes pogos foram depositadas as amostras com a solugéo

de deposicdo (Figura 10).
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De seguida, o gel foi sujeito a uma eletroforese a 100V durante cerca de 3 horas. Para
visualizagcdo do gel, efetuou-se a captagdo de imagem através do equipamento Molecular
Imager Gel Doc™ XR + With Image Lab™ software da BioRad.

Figura 10. A- Colocacdo da amostra nos pocos; B- Gel com as amostras e marcador (fotografias do autor).

3.9. Nested-PCR e eletroforese em gel de agarose

Para a espécie Talaromyces marneffei utilizou-se o método de nested-PCR, que
consiste em duas reagcdes com “primers” que amplificam sequéncias especificas. Na primeira
reacdo utiliza-se os “primers” ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) ¢ ITS5
(5’GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3’), estes amplificam um fragmento de 510-570 pb
(Lu et al., 2016). Para esta reacao, foi feita uma Mix com os volumes indicados na Tabela 4, a
exce¢do do DNA. Em cada tubo, foram adicionados 3 uL de DNA, e de seguida 17 pL da
Mix, em cada amostra. Posteriormente, estas amostras foram colocadas no termociclador
(T100™, BIO-RAD) durante cerca de duas horas e trinta minutos, onde foram submetidas a

diferentes ciclos de temperatura e tempo, que estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 4. Volume dos componentes utilizados para a primeira reagdo de Nested-PCR.
Componentes Volume

Tag Master Mix 10 pL
(Bioron®)
Primer RRF15uM 1L

Primer RRH1 5pM 1L
H20 5puL
DNA 3 uL

Tabela 5. CondigBes para a primeira reacdo de Nested-PCR.

Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 5 minutos 1
Desnaturacéo 95°C 30 segundos
Hibridacéo 55°C 30 segundos 35
Alongamento 72°C 2 minutos
Alongamento final 72°C 10 minutos 1
12°C ©

Depois da reacdo de PCR, dos 20 puL do produto de reacdo foram guardados no
congelador 5 pL, 14 pL foram utilizados para a eletroforese em gel e 1 pL guardado para a
segunda reacdo. Para a eletroforese foi usado um gel de agarose a 1% e 3 pL de GreenSafe
(Nzytech®), seguindo-se 0s mesmos passos que anteriormente. No primeiro e Gltimo poco
foram depositados 3 puL de marcador molecular (Gene Ruler DNA Ladder Mix, Thermo
Scientific®) e nos restantes 14 puL de DNA com 4 pL de solucio de deposicdo. De seguida, o
gel € sujeito a uma eletroforese a 100V durante cerca de uma hora. Para visualizacdo do gel,
efetuou-se a captagdo de imagem através do equipamento Molecular Imager Gel Doc™ XR +
With Image Lab™ software da BioRad.

Na  segunda  reagdo, os  “primers’  utilizados foram o  PM-F
(5’GCTTGTGTGTTGGGTGTGGT3’) e PM-R (5’TTCCCGAGCGAGTGACAGA3’) e este
vai amplificar um fragmento de 101 pb, na regido 1TS2 dos genes ITS rRNA de T. marneffei
(Lu et al., 2016). Previamente, 1 pL de DNA guardado foi diluido numa proporc¢do de 1:
1000 (1 pL de DNA + 999 uL de agua). Nesta reacdo, foi feita uma Mix com o0s volumes
indicados na Tabela 6, a exce¢do do DNA. Em cada tubo, foram adicionados 1 pL de DNA, e

de seguida 19 pL da Mix, em cada amostra. Posteriormente, estas amostras foram colocadas
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no termociclador (T100™, BIO-RAD) durante cerca de duas horas e trinta minutos, onde
foram submetidas a diferentes ciclos de temperatura e tempo, que estéo apresentados na tabela
1.

Tabela 6. Volume dos componentes utilizados para a segunda reacdo de Nested-PCR.

Componentes Volume

Tag Master Mix 10 pL
(Bioron®)
Primer Pwl 5uM 1 pL

Primer Pw2 5uM 1 pL
H20 7 uL
DNA (1:1 000) 1L

Tabela 7. CondigBes para a segunda reacdo de Nested-PCR.

Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 5 minutos 1
Desnaturacéo 95°C 30 segundos
Hibridacéo 65°C 30 segundos 35
Alongamento 72°C 2 minutos
Alongamento final 72°C 10 minutos 1
12°C ©

Depois da reacao de PCR, séao utilizados 5 pL do produto de reacdo para a eletroforese
em gel e os restantes foram congelados. Para a eletroforese foi usado um gel de agarose a 1%
e 3 uL de GreenSafe (Nzytech®), seguindo-se 0os mesmos passos que anteriormente. No
primeiro e Gltimo poco foram depositados 3 pL de marcador molecular (Gene Ruler DNA
Ladder Mix, Thermo Scientific®) e nos restantes 5 pL de DNA com 4 pL de solugdo de
deposicdo. De seguida, o gel é sujeito a uma eletroforese a 100V durante cerca de uma hora.
Para visualizacdo do gel, efetuou-se a captacdo de imagem através do equipamento Molecular
Imager Gel Doc™ XR + With Image Lab™ software da BioRad.
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3.10. Sequenciagéo

Na espécie Talaromyces marneffei foi efetuada a sequenciacdo. Em primeiro,
procedeu-se a purificacdo do produto de PCR do Nested-PCR utilizando o kit ExoSAP, foi
feita uma mix que continha 2 pL de exonuclease, 7 pL de SAP e 6 puL de H2O, e foram
adicionados 3 pL da mix a 5 pL de produto de PCR para cada amostra. Posteriormente, estas
amostras foram colocadas no termociclador (T100™, BIO-RAD), a uma temperatura de 37°C
durante 15 minutos, seguindo-se de 15 minutos a 85°C. Para obter a sequéncia do fragmento

de interesse recorreu-se aos servicos Stabvida.

3.11. Analise de resultados

Os dados colhidos através do isolamento de fungos, foram processados nos programas
informaticos SPSS® versao 22.0. A andlise estatistica para a componente fenotipica do estudo
foi estritamente descritiva, recorrendo-se a analise univariada, tendo sido o tratamento da
informacdo do tipo quantitativo. Efetuou-se a analise recorrendo a medidas de frequéncia
absoluta e relativa. Para analise estatistica da associacdo entre variaveis independentes e
dependentes (objetivos do estudo atrés referidos) foi usado o teste de qui-quadrado (¥2). Um
nivel de probabilidade (p) <0,05 foi considerado estatisticamente significativo na associacao
de variaveis.

Para os ISSRs, apos a visualizacdo de todos os géis de agarose, os fragmentos das
reacdes de PCR foram analisados de acordo com a presenca (1), auséncia (0) ou duvida entre
presenca/auséncia (9) de bandas reprodutiveis em cada amostra e para cada um dos “primers”
utilizados permitindo construir matrizes.

Para cada “primer” foi determinado o niimero total de bandas e o nlimero de bandas
polimérficas, e a partir destas foi calculada a percentagem de polimorfismo, usando a seguinte
formula:

% de polimorfismo = (n° de bandas polimérficas/n° total de bandas) x 100

O tratamento de dados com o software NTSYS, permitiu obter um dendrograma que
possibilitou a analise filogenética das espécies em estudo. Para tal foi aplicado o coeficiente
SM e 0 método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean).
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Em relacdo a sequenciacédo, os resultados enviados pela Stabvida foram tratados com
os softwares Chromas Pro e Mega 7, para verificar o pictograma da sequéncia e obter a
sequéncia em formato FASTA, e posteriormente, o programa Blast (NCBI) para a verificar a
percentagem de identidade.
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4. Resultados e Analise dos Resultados

4.1. Analise microbiologica

Foi efetuado um rastreio a 121 flores durante a época de Outono e Inverno 2017-2018.

Quanto ao local de colheita, 60,3% (n=73) foram colhidas a Sul do rio Douro, no Concelho de

Tarouca e 39,7% (n=48), a Norte do rio Douro no Concelho de Vila Real, ambos situados no

Norte do pais. As 10 espécies de flores em estudo encontram-se na Tabela 8. Estas flores

encontravam-se distribuidas por 7 Ordens taxonomicas e por 9 Familias.

As espécies mais representativas da amostra foram as Rosas (n=32; 26,4%), seguida
das Camélias (n=25; 20,7%) e das Petunias (n=22; 18,2%).

Tabela 8. Distribuicao espécies de flores amostradas.

Azalea
Bergénia
Camélia
Crisantemo
Dalia
Jacinto
Lychnis
Narciso
Petlnia
Rosa

Rhododendron

Bergenia
Camellia

Chrysanthemum

Dahlia
Hyacinthoides
Lychnis
Narcissus
Petunia

Rosa

Total

Frequéncia
2

5
25
10
2

2
11
10
22
32
121

Percentagem
1,7
4,1
20,7
8,3
1,7
1,7
9,1
8,3
18,2
26,4
100,0

De acordo com as Classes de flores em estudo, 9,9% (n=12) pertenciam a flores da

Classe Liliatae e a grande maioria pertenciam a Classe Magnoliopsida (n=109; 90,1%).

Quanto a Ordem, a maioria pertencia a Ordem Rosales (n=32; 26,4%), seguida da
Ordem Ericales (n=27; 22,3%) e Solanales (n=22; 18,2%) (Tabela 9).
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Tabela 9. Distribuicdo das flores amostradas pela respetiva Ordem.

Asparagales
Asterales
Caryophyllales
Ericales
Rosales
Saxifragales
Solanales
Total

Frequéncia

12

12

11

27

32

5

22

121

Percentagem
9,9

9,9

9,1

22,3

26,4

4,1

18,2

100,0

De acordo com as Familias de flores em estudo, 26,4% (n=32) pertenciam a flores da

Familia Rosaceae, seguida da Familia Theaceae (n=25; 20,7%) e da Familia Solanaceae

(n=22; 18,2%) (Tabela 10).

Tabela 10. Distribuigdo das flores amostradas pela respetiva Familia.

Amaryllidaceae
Asparagaceae
Asteraceae
Caryophyllaceae
Ericaceae
Rosaceae
Saxifragaceae
Solanaceae
Theaceae
Total

Frequéncia
10
2
12
11
2
32
5
22
25
121

Percentagem
8,3
1,7
9,9
91
1,7
26,4
4,1
18,2
20,7
100,0

Relativamente a distribuicdo da colheita das amostras esta ocorreu entre setembro de
2017 e fevereiro de 2018. A maioria foi colhida no més de outubro (n=48; 39,7%) e

novembro (n=26; 21,5%) (Tabela 11). Quanto a época de colheita, a maioria das amostras foi

colhida no Outono (n=79; 65,3%) e as restantes no Inverno (n=42; 34,7%).

Tabela 11. Distribui¢do das flores amostradas pelo més de colheita.

Fevereiro
Janeiro
Marco
Novembro
Outubro
Setembro
Total

Frequéncia
13

17

12

26

48

5

121

Percentagem
10,7

14,0

9,9

21,5

39,7

4,1

100,0
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A ocorréncia dos diferentes géneros fungicos isolados nas flores encontra-se
sumariada na Tabela 12. Neste estudo identificaram-se 6 generos de fungos filamentosos:
Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Fusarium e Mucor (Figura 11) e ainda a
espécie Talaromyces marneffei. O género mais prevalente foi Cladosporium em que 99,2%
das flores amostradas foram positivas para este género (Figura 12), seguido de Penicillium
(60,3%) (Figura 13) e Fusarium (48,8%) (Figura 14). Em 62,8% das flores encontraram-se
géneros fungicos que nao foi possivel identificar.

No total obtiveram-se neste estudo 838 isolados de fungos filamentosos. Dois isolados

pertenciam a espécie de Talaromyces marneffei.

Em 43,0% das flores isolaram-se leveduras (Figura 14). Em 19,0% das flores isolou-se
a levedura Rhodotorula mucilaginosa (Figura 14).

Figura 11. Caracteristicas microscépicas dos géneros Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Fusarium e Mucor, respetivamente.

Tabela 12. Ocorréncia dos géneros e espécies flngicas isoladas nas 121 flores amostradas.

Géneros flngicos N.c e % de flores em que foi
isolado 0 género

Alternaria 38 (31,4%)
Aspergillus 8 (6,6%)
Cladosporium 120 (99,2%)
Fusarium 59 (48,8%)
Mucor 8 (6,6%)
Penicillium 73 (60,3%)
Talaromyces marneffei 2 (1,7%)
Fungos Filamentosos nao 76 (62,8%)
identificados

Leveduras 52 (43,0%)
Rhodotorula mucilaginosa 23 (19,0%)
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Figura 14. Caracteristicas macroscopicas dos isolados do género Fusarium, Leveduras e a espécie Rhodotorula
mucilaginosa, respetivamente.
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4.1.1. Efeito da Espécie da flor no isolamento fungico

Relativamente ao isolamento dos diferentes géneros de fungos filamentosos pelas

espécies, em todas as flores amostradas foi isolado pelo menos um género flungico. Nas

azéleas apenas foi isolado o género Cladosporium. As rosas apresentaram o maior nimero de

isolados e diversidade de géneros fungicos. O isolamento dos géneros Fusarium (p=0,000) e

Penicillium (p=0,014) foram significativamente mais elevados nas Camélias (Tabela 13).

Tabela 13. Distribuicdo da ocorréncia dos diferentes géneros de fungos filamentosos pelas espécies da flor.

Espécie

Azalea
Bergénia
Camélia
Crisantemo
Daélia
Jacinto
Lychnis
Narciso
Petunia

Rosa

Alternaria  Aspergillus
p=0,227 p=0,306
0 (0,0%) 0 (0,0%)
1(2,6%)  0(0,0%)
7 (18,4%) 0 (0,0%)
1(2,6%)  0(0,0%)
1(2,6%)  0(0,0%)
1(2,6%)  0(0,0%)
6 (15,8%) 1 (12,5%)
6 (15,8%) 0 (0,0%)
7(18,4%) 3 (37,5%)
8(21,1%) 4 (50,0%)

4.1.2. Efeito da Classe da flor no isolamento fungico

Cladosporium
p=0,827

2 (1,7%)

5 (4,2%)
25 (20,8%)
9 (7,5%)

2 (1,7%)

2 (1,7%)
11 (9,2%)
10 (8,3%)
22 (18,3%)
32 (26,7%)

Fusarium
p=0,000

0 (0,0%)
1(1,7%)
21 (35,6%)
7 (11,9%)
0 (0,0%)
1(1,7%)

8 (13,6%)
2 (3,4%)

7 (11,9%)
12 (20,3%)

Mucor
p=0,444
0 (0,0%)
2 (25,0%)
1 (12,5%)
1 (12,5%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
2 (25,0%)
2 (25,0%)

Penicillium
p=0,014

0 (0,0%)

5 (6,8%)
17 (23,3%)
5 (6,8%)

1 (1,4%)

0 (0,0%)

9 (12,3%)
2 (2,7%)
12 (16,4%)
22 (30,1%)

A distribuicdo dos géneros isolados pelas classes das flores encontra-se na Tabela 14.

Conforme se pode visualizar pela analise da tabela, a Classe Magnoliopsida apresentou a

maior ocorréncia de isolamento de géneros fungicos. As diferencas foram significativas para

0s géneros Alternaria (Figura 15) (p=0,042) e Penicillium (p=0,001).

Os géneros Aspergillus (Figura 16) e Mucor (Figura 17) apenas foram isolados na

Classe Magnoliopsida, mas as diferencas ndo foram significativas.
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Tabela 14. Distribuicdo da ocorréncia dos diferentes géneros de fungos filamentosos pelas Classes Taxondmicas
da flor.

Classe Alternaria  Aspergillus  Cladosporium Fusarium Mucor Penicillium
p=0,042 p=0,188 p=0,647 p=0,076 p=0,331  p=0,001
Liliatae 7 (18,4%) 0 (0,0%) 12 (10,0%) 3 (5,1%) 0 (0,0) 2 (2,7%)

Magnoliopsida 31 (81,6%) 8 (100%) 108 (90,0%) 56 (94,9%) 8 (100%) 71 (97,3%)

Figura 17. Caracteristicas macroscdpicas do género Mucor.
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4.1.3. Efeito da Ordem da flor no isolamento flngico

A distribuicdo dos géneros isolados pelas Ordens das flores encontra-se na Tabela 15.
O isolamento do género Fusarium foi significativamente mais elevado na Ordem Ericales

(p=0,001). Em todas as ordens amostradas ocorreu o isolamento de algum género fungico.

Tabela 15. Distribuicdo da ocorréncia dos diferentes géneros de fungos filamentosos pelas Ordens
Taxonoémicas da flor.

Ordem Alternaria  Aspergillus  Cladosporium  Fusarium Mucor Penicillium
p=0,179 p=0,102 p=0,583 p=0,001 p=0,211 p=0,004
Asparagales 7 (18,4%) 0 (0,0%) 12 (10,0%) 3 (5,1%) 0 (0,0%) 2 (2,7%)
Asterales 2 (5,3%) 0 (0,0%) 11 (9,2%) 7 (11,9%) 1(12,5%) 6 (8,2%)
Caryophyllales 6 (15,8%) 1 (12,5%) 11 (9,2%) 8 (13,6%) 0 (0,0%) 9 (12,3%)
Ericales 7(18,4%) 0 (0,0%) 27 (22,5%) 21(356%) 1(12,5%) 17 (23,3%)
Rosales 8(21,1%) 4 (50,0%) 32 (26,7%) 12 (20,3%) 2 (25,0%) 22 (30,1%)
Saxifragales 1 (2,6%) 3 (0,0%) 5 (4,2%) 1(1,7%) 2 (25,0%) 5 (6,8%)
Solanales 7(18,4%) 8 (37,5%) 22 (18,3%) 7 (11,9%) 2 (25,0%) 12 (16,4%)

4.1.4. Efeito da Familia da flor no isolamento fungico

A distribuicdo dos géneros isolados pelas Familias das flores encontra-se na Tabela
16. O isolamento do género Fusarium foi significativamente mais elevado na Familia
Theaceae (p=0,001). Em todas as familias amostradas ocorreu o isolamento de algum género

fangico.
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Tabela 16. Distribuicdo da ocorréncia dos diferentes géneros de fungos filamentosos pelas Familias

Taxondémicas da flor.

Familias

Amaryllidaceae
Asparagaceae
Asteraceae
Caryophyllaceae
Ericacea
Rosaceae
Saxifragaceae
Solanaceae

Theaceae

Alternaria
p=0,249
6 (15,8%)
1(2,6%)
2 (5,3%)
6 (15,8%)
0 (0,0%)
8 (21,1%)
1 (2,6%)
7 (18,4%)
7 (18,4%)

Aspergillus
p=0,227
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
1 (12,5%)
0 (0,0%)
4 (50,0%)
0 (0,0%)
3 (37,5%)
0 (0,0%)

Cladosporium
p=0,789
10 (8,3%)
2 (1,7%)
11 (9,2%)
11 (9,2%)
2 (1,7%)
32 (26,7%)
5 (4,2%)
22 (18,3%)
25 (20,8%)

Fusarium
p=0,000

2 (3,4%)
1(1,7%)

7 (11,9%)
8 (13,6%)
0 (0,0%)
12 (20,3%)
1 (1,7%)

7 (11,9%)
21 (35,6%)

Mucor
p=0,282
0 (0,0%)
2 (3,8%)
1 (12,5%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
2 (25,0%)
2 (25,0%)
2 (25,0%)
1 (12,5%)

Penicillium
p=0,002

2 (2,7%)

0 (0,0%)

6 (8,2%)

9 (12,3%)
0 (0,0%)
22 (30,1%)
5 (6,8%)
12 (16,4%)

17
(23,3%)

4.1.5. Efeito da Epoca da colheita da amostra no isolamento fngico

Relativamente a época do ano, o isolamento de géneros fungicos foi sempre superior

no Outono do que no Inverno. Contudo, esta diferenca apenas foi significativa para o genero

Aspergillus (p=0,008) (Tabela 16).

Tabela 17. Distribuicdo da ocorréncia dos diferentes géneros e espécies de fungos filamentosos pela época da

colheita da amostra.

Epoca Alternaria Aspergillus Cladosporium Fusarium Mucor Penicillium
p=0,590 p=0,008 p=0,355 p=0,084 p=0,865 p=0,602

Outono 23 (60,5%) 8 (100,0%) 78 (65,0%) 34 (57,6%) 5(62,5%) 49 (67,1%)

Inverno  15(39,5%) 0 (0,0%) 42 (35,0%) 25 (42,4%) 3(37,5%) 24 (32,9%)
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4.1.6. Efeito do Local de Colheita

Relativamente ao local da colheita, o isolamento de Aspergillus (p=0,004) foi
significativamente superior no concelho de Vila Real, enquanto que o isolamento de

Fusarium foi significativamente superior no concelho de Tarouca (p=0,000) (Tabela 17).

Tabela 18. Distribuicdo da ocorréncia dos diferentes géneros e espécies de fungos filamentosos pela época da
colheita da amostra.

Local Alternaria Aspergillus  Cladosporium  Fusarium Mucor Penicillium
Colheita p=0,404 p=0,004 p=0,172 p=0,000 p=0,178 p=0,987

Tarouca 25 (65,8%) 1 (12,5%) 73 (60,8%) 46 (78,0%) 3 (37,5%) 44 (60,3%)
VilaReal 13 (34,2%) 7 (87,5%) 47 (39,2%) 13 (22,0%)  5(62,5%) 29 (39,7%)

4.1.7. Isolamento e Identificacdo de Talaromyces marneffei

Os dois isolados de Talaromyces marneffei (Figura 18) distribuiram-se pelas 2 classes
em estudo, um isolado ocorreu na ordem Asparagales e Familia Asparagaceae e outro na
Ordem Solanales e na Familia Solanaceae. Um dos isolados flngicos ocorreu no género
Hyacinthoides e a espécie floral Jacinto, o outro isolado ocorreu no género Petunia e na
espécie Petlnia. Quanto a época do ano, distribuiram-se por ambas as épocas e por ambos 0s

locais de estudo.

Figura 18. Os dois isolados de Talaromyces marneffei, caracteristicas macroscopicas e microscopicas.
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4.2. Analise molecular

4.2.1 ISSRs do género Cladosporium

Para a amplificacdo do DNA através de ISSRs em amostras do género Cladosporium,
foram utilizados os seguintes “primers”: UBC807, UBC808, UBC810, UBC811, UBC812,
UBC864, UBC880 e UBC890. Na Figura 19 esta um exemplo de um gel com a amplificacdo
com o “primer” UBCS811.

1000ph —»

500 pb ——>

Figura 19. Fragmentos de DNA amplificados nas 9 amostras do género Cladosporium com o “primer”
UBCB811. Legenda: M- Marcador molecular; 1- 14.4; 2- 21.3; 3- 30.2; 4- 36.2; 5- 38.1; 6- 39.1; 7- 42.1; 8- 47.2;

n cNn-n

Analisando a Tabela 19, correspondente as amostras do género Cladosporium, no
conjunto de todos os “primers” foram observadas 310 bandas, das quais 305 eram bandas
polimorficas. No “primer” UBC808, obtiveram-se o maior nimero de bandas, com 45 bandas
e no “primer” UBC812 foi onde ocorreu o menor numero de bandas, com 29 bandas, numa

média de 38,8 bandas por “primer”.
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Em relagdo as bandas polimdrficas, o maior niamero foi observado com o “primer”
UBC808, com 45 bandas e o menor nimero no “primer” UBC812, com 28 bandas, numa
média de 38,1 bandas polimorficas por “primer”. A taxa de polimorfismo foi méxima para 0s
“primers” UBC808, UBC810, UBC811, UBC864, UBC880 e UBC890, e menor para o
“primer” UBC807 com 97,1% e para o “primer” UBC812, com 96,6%. Em média, a taxa de
polimorfismo foi de 99,2% (Tabela 19).

No que diz respeito as bandas Unicas obtiveram-se 64 bandas Unicas, sendo que ao
“primer” UBC808 correspondeu o maior nimero de bandas, com 15 bandas e o menor
namero de bandas Unicas ao “primer” UBC880, com 3, obtendo-se uma média de 8 bandas

unicas por “primer” (Tabela 19).

O tamanho do fragmento variou entre os 300 e 2500 pb, sendo que o “primer”
UBCB890 teve a maior variacdo de amplificacdo (300-2500 pb) e o “primer” UBC864 teve a
menor varia¢do de amplificagdo (350-2000 pb) (Tabela 19).

Tabela 19. Resultados da amplificagdo e percentagem de polimorfismo de cada “primer” de ISSR para o género
Cladosporium.

"Primer" N°de N°debandas N°de bandas % de Variagdo da
bandas polimorficas Unicas polimorfismo  amplificacdo (pb)
UBC807 34 33 7 97,1% 380-2050
UBC808 45 45 15 100% 300-2350
UBC810 38 38 8 100% 320-2500
UBC811 43 43 10 100% 400-2300
UBC812 29 28 7 96,6% 300-2050
UBC864 39 39 6 100% 350-2000
UBC880 39 39 3 100% 400-2500
UBC890 43 40 8 100% 300-2500
Total 310 305 64 99,2% 300-2500

4.2.2. ISSRs do género Aspergillus

Para a amplificacdo do DNA através de ISSRs em amostras do género Aspergillus,
foram utilizados os seguintes “primers”: UBC807, UBC810, UBC812, UBCS835, UBC864,
UBC880, UBC881 e UBC890. Na Figura 20 estd um exemplo da amplificacdo de um gel com
o “primer” UBC889.
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Figura 20. Fragmentos de DNA amplificados nas 7 amostras do género Aspergillus com o “primer” UBC889.
Legenda: M- Marcador molecular; 1- 36.4; 2- 43.5; 3- 47.3; 4- 52.4; 5- 54.6; 6- 58.5; 7- 66.4.

Analisando a Tabela 20, correspondente as amostras do género Aspergillus, no
conjunto de todos os “primers” foram observadas 224 bandas, das quais 218 eram bandas
polimorficas. No “primer” UBC889, obtiveram-se o maior nimero de bandas, com 35 bandas
e no “primer” UBC810 foi onde ocorreu 0 menor nimero de bandas, com 17 bandas, numa

média de 28 bandas por “primer”.

Em relagdo as bandas polimorficas, o maior nimero foi observado com o “primer”
UBCB889, com 35 bandas e 0 menor nimero com o “primer” UBC807, com 14 bandas, numa
média de 27,3 bandas polimorficas por “primer”. A taxa de polimorfismo foi maxima para 0s
“primers” UBC810, UBC812, UBC864, UBC880 e UBCB889, e a menor para o “primer”
UBCB807 com 77,8%. Em média, a taxa de polimorfismo foi de 96,4% (Tabela 20).

Relativamente as bandas Unicas obtiveram-se 74 bandas unicas, sendo que ao “primer”
UBCB889 correspondeu 0 maior nimero de bandas Gnicas, com 16 bandas e 0 menor nimero
de bandas Unicas ao “primer” UBC810, com 3, obtendo-se uma média de 9,3 bandas Unicas

por “primer” (Tabela 20).
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O tamanho dos fragmentos variou entre os 300 e 2500 pb, sendo que o “primer”

UBCB812 teve a maior variacdo de amplificacdo (300-2500 pb) e o “primer” UBC807 teve a

menor variacdo de amplificagdo (320-1500 pb) (Tabela 20).

Tabela 20. Resultados da amplificacdo e percentagem de polimorfismo de cada “primer” de ISSR para o género

Aspergillus.

"Primer"*

UBC807
UBC810
UBC812
UBC835
UBC864
UBC880
uBC881
UBC889
Total

4.2.3. ISSRs do género Penicillium e da espécie Talaromyces marneffei

N° de
bandas

18
17
32
30
25
34
33
35
224

N° de bandas
polimérficas

14
17
32
29
25
34
32
35
218

N° de bandas
Unicas

6
3
12
7
12
9
9
16
74

% de

polimorfismo

77,8%
100%
100%
96,7%
100%
100%
97%
100%
96,4%

Variagdo da
amplificacéo (pb)

320-1500
300-1900
300-2500
400-2300
420-2000
380-2200
380-2400
450-2500
300-2500

Para a amplificacdo do DNA através de ISSRs em amostras do género Penicillium e da

espécie Talaromyces marneffei, foram utilizados os seguintes “primers”: UBC807, UBCS808,
UBCB810, UBC812, UBC864, UBC880, UBC881 e UBC889. Na Figura 21 esta um exemplo

da amplificacdo de um gel com o “primer” UBC808.
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Figura 21. Fragmentos de DNA amplificados nas 10 amostras do género Penicillium e nas 2 amostras da
espécie Talaromyces marneffei com o “primer” UBC808. Legenda: M- Marcador molecular; 1- 22.5; 2- 24.2; 3-
25.2; 4- 26.3; 5- 41.5; 6- 45.3; 7- 55.2; 8- 57.3; 9- 97.

Analisando a Tabela 21, correspondente as amostras do género Penicillium e da
espécie Talaromyces marneffei, no conjunto de todos os “primers” foram observadas 231
bandas, das quais 218 eram bandas polimoérficas. No “primer” UBC889, obtiveram-se o maior
namero de bandas, com 39 bandas e no “primer” UBC807 foi onde ocorreu 0 menor nimero

de bandas, com 17 bandas, numa média de 28,9 bandas por “primer”.

Em relagdo as bandas polimdrficas, o maior nimero foi observado com o “primer”
UBCR889, com 39 bandas e o menor nimero com o “primer” UBC807, com 12 bandas, numa
média de 27,3 bandas polimorficas por “primer”. A taxa de polimorfismo foi maxima para os
“primers” UBC808, UBC880, UBC881 e UBC889, e menor para o “primer” UBC807 com
77,8%. Em média, a taxa de polimorfismo foi de 92,6% (Tabela 21).

Ja no que diz respeito as bandas Unicas, obtiveram-se 46 bandas Unicas, sendo que o
“primer” UBC812 correspondeu ao maior nimero de bandas, com 11 bandas e com menor
namero de bandas Unicas para os “primers” UBC881 e UBC889, com 1, obtendo-se uma

média de 5,8 bandas unicas por “primer” (Tabela 21).
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A variagdo do fragmento variou entre os 350 e 2500 pb, sendo que os “primers”
UBCB881 e UBC889, tiveram a maior variacdo de amplificacdo (350-2500 pb) ¢ o “primer”
UBC807 teve a menor variagdo de amplificagdo (380-1550 pb) (Tabela 21).

Tabela 21. Resultados da amplificagio e percentagem de polimorfismo de cada “primer” de ISSR para o género
Penicillium e espécie Talaromyces marneffei.

"Primer N°de N°debandas N°de bandas % de Variagdo da
bandas polimorficas Unicas polimorfismo  amplificacédo (pb)
UBC807 17 12 4 70,6% 380-1550
UBC808 32 32 8 100% 400-2250
UBC810 28 27 8 96,4% 380-2400
UBC812 26 22 11 84,6% 450-2450
uBC864 27 24 7 88,9% 400-2400
UBC880 27 27 6 100% 350-2200
UBC881 35 35 1 100% 350-2500
UBC889 39 39 1 100% 350-2500
Total 231 218 46 92,6% 350-2500

4.2.4. Andlise filogenética a partir dos ISSRs

A analise filogenética realizou-se com base nos resultados obtidos com a andlise dos

ISSRs, construindo dendrogramas a partir das matrizes obtidas.

Ao analisar o dendrograma da Figura 22, correspondente ao género Cladosporium,
verifica-se a formacdo de trés grupos distintos, visualizando que o grupo Ill apresenta a
menor relagdo filogenética com os restantes (=0,56). O grupo Il tem uma similaridade de,

aproximadamente, 0,564 com o grupo I.

O maior valor de similaridade verificado com as amostras, foi de, aproximadamente,
0,682, entre as amostras 39.1 e 42.1 (Figura 22).
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Figura 22. Dendrograma com as relacdes filogenéticas entre as 9 amostras do género Cladosporium com base
nos ISSRs.

Ao analisar o dendrograma da Figura 23, correspondente ao género Aspergillus,
verifica-se a formacdo de trés grupos distintos, visualizando que o grupo Ill apresenta a
menor relacdo filogenética com os restantes (=0,477). O grupo Il tem uma similaridade de,

aproximadamente, 0,544 com o grupo I.

O maior valor de similaridade verificado entre duas amostras, foi de,

aproximadamente, 0,725 entre as amostras 52.4 e 66.4 (Figura 23).

36.4

a3 |

435

54.6
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Coefficient

Figura 23. Dendrograma com as relacdes filogenéticas entre as 7 amostras do género Aspergillus com base nos
ISSRs.
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Ao analisar o dendrograma da Figura 24, correspondente ao género Penicillium e a
espécie Talaromyces marneffei, verifica-se a formagdo de quatro grupos distintos,
visualizando que o grupo IV apresenta a menor relacéo filogenética com os restantes (0,584),
que corresponde as duas amostras de Talaromyces marneffei. Os restantes grupos pertencem a
amostras do género Penicillium, onde o grupo | tem uma similaridade de, aproximadamente,
0,63 com os restantes grupos. O grupo Il tem uma similaridade de, aproximadamente, 0,635

com o grupo Il

O maior valor de similaridade verificado entre duas amostras, foi de,

aproximadamente, 0.82, entre as amostras 41.5 e 45.3 (Figura 24).
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057 0.64 070 076 083
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Figura 24. Dendrograma com as relagdes filogenéticas entre as 10 amostras do genero Penicillium e a espécie
Talaromyces marneffei com base nos ISSRs.

4.2.5. Reacdo Nested-PCR

Nested-PCR baseia-se em duas reagdes de “primers” que amplificam sequéncias
especificas. A primeira reacdo ¢ realizada com “primers” especificos para fungos (ITS4 e

ITS5), resultando numa banda de aproximadamente 510-570 pb.

Pela visualizacdo do gel da Figura 25 A verifica-se que, a amostra nimero 1

amplificou na regido entre os 500-600 pb e a amostra nimero 2 ndo amplificou.
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A segunda reacdo ¢ realizada com “primers” especificos para a espécie Talaromyces

marneffei (PM-F e PM-R), resultando numa banda de aproximadamente 101 pb.

Pela visualizagdo do gel da Figura 25 B verifica-se que, ambas as amostras

amplificaram na regido dos 101 pb.

Figura 25. A- Gel da 1° Reacdo de Nested-PCR. B- Gel da 2° Reacdo de Nested-PCR. Legenda: 1- Amostra
34.1.2; 2- Amostra 119.3.

4.2.6. Sequenciacdo de Talaromyces marneffei

A andlise das sequéncias obtidas foi feita atraves de ferramentas bioinformaticas e a
realizacdo de um BLAST recorrendo a base de dados do NCBI de modo a verificar a

identidade da nossa sequéncia e na sequéncia Reverse do genoma de Talaromyces marneffei.
A Sequéncia obtida para a amostra 34.1, foi:

CGAGCAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCT
CGGGAAAC,

e a Sequéncia Reverse, foi:

TGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAAGGCAGCGGCGAC
GTCCGTCTC.

A identidade da sequéncia, foi maxima, ou seja 100% (Figura 26), e igualmente, a

identidade da sequéncia Reverse foi de 100% (figura 27).
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Talaromyces marneffel genomic DNA containing ITS1, 5.85 rRNA gene and ITSZ, strain TUHT2
sequence ID: LN482398. 1 Length: 566 Number of Matches: 1
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Figura 26. BLAST da Sequéncia relativamente ao genoma da amostra 34.1 e percentagem de identidade.
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Talaromyces mameffel genomic DNA containing ITS1, 5.85 rRNA gene and ITS2, strain TUHTZ20
Sequence ID: LN482416 1 Length: 450 Number of Matches: 1

Range 1: 61 to 122 GenBank Graphicg
Score Expect Identities Gaps Strand
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Figura 27. BLAST da Sequéncia Reverse relativamente ao genoma da amostra 34.1 e percentagem de

identidade.

Para a amostra 119.3, a Sequéncia obtida, foi:

GCTGCGAGAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTC

GCTCGGGAAA,

e a sequéncia reversa, foi:

TTGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAAGGCAGCGGCGA

CGTCCTTCTT.

A identidade da sequéncia, foi de 98% (Figura 28), e igualmente, a identidade da

sequéncia Reverse foi de 98% (figura 29).

Talaromyces mameffel strain GEF-1 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KC200567.1 Length: 530 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 373 to 428 GenBank Graghics

Score Expect Tdentities Gaps Strand
99.0 bits(53) Se-22 55/56(98%) 0/56(0%) Plus/Plus
Query 9 AGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGOGAA 64

) WECLLLLUTDLLECECLLCLET DL CE TLLETETETLTITITLITELLI L]
Sbjet 373 AGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGCATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGGGAA 428

Figura 28. BLAST da Sequéncia relativamente ao genoma da amostra 119.3 e percentagem de identidade.
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Talaromyces marneffei strain GEF-1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KC200567.1 Length: 530 Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 328 fo 389 GenBank Graphics e _

Score Expect (ldentilies Gaps Strand
110 bits(59) 6e-25 61/62(98%) 0/62(0%) Plus/Plus
Query 3 GCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGRACCTGCCCGAAMGGCAGCGGCGACGTCCTT 62
soier 35 WS RIS s
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Figura 29. BLAST da Sequéncia Reverse relativamente ao genoma da amostra 119.3 e percentagem de
identidade.
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5. Discussao

Neste estudo foi efetuado o isolamento de fungos em flores, uma vez que as flores sao
habitualmente uma fonte de fragancia, e o ser humano tem o habito de cheirar as flores, como
é 0 exemplo das rosas, sendo também uma espécie muito oferecida. O ato de cheirar uma flor
pode constituir um risco se um fungo com capacidade infetante estiver presente. Neste
trabalho a rosa foi a amostra mais representativa. De acordo com a pesquisa biobibliografica
realizada, os estudos de fungos em plantas sdo normalmente realizados no interior da planta,
mesmo em estudos em flores, séo realizados numa porcao da pétala que € lavada e esterilizada
para eliminar qualquer vestigio externo (Manganyi et al., 2018; Supaphon, et al., 2018).
Sendo assim, a pesquisa foi direcionada para estudos que podem influenciar a presenca de
fungos nas flores, como 0s fungos presentes nas plantas, no ar envolvente e no solo e tambem
foi realizada uma pesquisa bibliografica sobre estudos realizados em cavidades nasais de

humanos e assim verificar se existe similaridades.

Os fungos filamentosos e as leveduras sdo frequentemente encontrados em qualquer
matéria organica, sendo especies bem-sucedidos é de esperar que sejam encontradas em
varios tipos de habitats (Bandh et al., 2016). No nosso estudo, em 43% das flores isolaram-se
leveduras e foram identificados 6 géneros de fungos filamentosos, sendo o Cladosporium
(99,2%) o mais isolado, seguido de Penicillium (60,3%), Fusarium (48,8%), Alternaria
(31,4%), Aspergillus (6,6%) e Mucor (6,6%). No entanto, em 62,8 % das flores encontraram-

se géneros fungicos que nao foi possivel identificar.

Num estudo de isolados do ar de diferentes ambientes efetuado por Fatahinia et al.
(2018), o género Cladosporium também foi o mais isolado (37,1%), seguido de Alternaria
(25,7%), Aspergillus (13,5%), Penicillium (5,9%), Drechslera e Stemphylium, sendo que
neste Penicillium tem uma menor frequéncia. Noutro estudo semelhante realizado por
Ghiasian et al. (2016), Cladosporium também foi o género prevalente (30.9%), seguidos por
Penicillium (27,3%), Aspergillus (24,5%) e Alternaria (3,3%), sendo que neste, Penicillium
teve uma maior prevaléncia em comparacdo ao anterior. Similarmente, Arikoglu et al. (2016)
realizaram um estudo em ambiente exterior, em que também se obteve o0 género
Cladosporium (76,8%) como o mais prevalente, seguido por Penicillium (10,7%), Aspergillus
(5,8%) e Alternaria (3,9%). Contrariamente, num estudo de um ambiente externo (Ziaee et

al., 2018) os géneros predominantes foram, Aspergillus (22.10%), Alternaria (18,95%) e
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Cladosporium (14,74%) sendo que neste Cladosporium ja ndo foi o género dominante, indo
de acordo com os resultados do nosso estudo também num estudo de isolados do ar (Shams-
Ghahfarokhi et., 2014) Aspergillus também foi o mais prevalente (31,3%), seguido de
Cladosporium (22,1%), Penicillium (13,8%) e Alternaria (12,2%).

Em amostras de solo da provincia de Al-Qassim, KSA, foram isoladas por Al-Enazi et
al. (2018), 21 espécies de fungos, sendo estas, Penicillium melinii, Petriella setifera,
Aspergillus pseudo-niger, Alternaria chlamydospora, Pythium nayoroense, Phoma glomerata,
Mucor ramosis-simus, Mucor racemosus, Fusarium chlamydosporum e Rhizopusazygosporus,
estando presente 5 géneros dos 6 isolados no nosso estudo. Num estudo realizado por Pal e
Ghosh (2014), em amostras de solos agricolas e de jardins, foram isolados 31 fungos, 19
pertenciam ao solo agricola e 28 ao solo de jardim, o solo de jardim apresentou mais colénias
fungicas (750) do que o solo agricola (477) e o solo de jardim apresentaram uma maior
diversidade. No solo agricola, os fungos dominantes foram Aspergillus niger, Rhizopus
oryzae e Penicillium expansum e os fungos dominantes do solo do jardim foram Aspergillus
niger e Fusarium moniliforme. Em concordancia, um estudo realizado por Oliveira et al.
(2013), os géneros Penicillium e Aspergillus foram os mais ocorrentes. No mesmo estudo
também se verificou que ndo houve diferenca na prevaléncia dos isolados entre as estacoes
chuvosas ou secas ou entre as amostras de superficie ou abaixo dos solos. Também no estudo
em solos de Jena et al. (2015), Aspergillus foi o género mais prevalente, seguido de
Penicillium. Também de acordo, esta o estudo de Lin et al. (2016), os géneros dominantes
foram Penicillium, Fusarium e Trichoderma, contudo, o género Aspergillus ndo foi um

isolado prevalente.

Os esporos de fungos sdo ubiquos, sendo frequente a sua inalacdo e retencdo na
mucosa nasal (Twaruzek et al., 2014). Nas cavidades nasais de morcegos, foram isolados os
géneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium (Shapiro et al., 2015) e em Mico-ledo-preto
(Carvalho et al., 2014), onde foram colhidas amostras de animais em liberdade e em cativeiro,
nos animais em liberdade os géneros prevalentes foram Aspergillus, Penicillium e
Paecilomyces e em cativeiro foram Penicillium e Trichoderm, foi observado um maior
namero de fungos isolados e de géneros nos animais em liberdade e ainda foram isoladas
leveduras do género Candida em 37,5% dos isolados. Num estudo sobre a microbiota flngica
nasal (Sellart-Altisent et al., 2007), em pacientes saudaveis e pacientes com alergias, em

ambos, o género prevalente foi Cladosporium (26,3% em saudavel, 29,4% em alérgica),
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seguido por Penicillium (25,3%; 20,6%), Aspergillus (12.1%;11,7%) e Alternaria
(7,6%;11,7%), observou-se um maior numero de fungos em pacientes saudaveis em relacdo
aos alérgicos, a excecdo do género Alternaria que foi superior nos pacientes alérgicos. Em
pacientes com sinusite cronica (Twaruzek et al., 2014), foram isolados fungos através da
lavagem dos seios paranasais e de tecidos da mucosa e o isolamento foi maior na lavagem dos
seios nasais, onde em 67% dos pacientes foram isolados fungos, neste estudo os géneros
Penicillium e Aspergillus foram os mais prevalentes (43% e 16%, respetivamente), seguido
por Cladosporium (11%), Fusarium (7%), Acremonium, Eurotium (4%), Alternaria (2%),
Chaetomium (1%), Geotrichum (1%), Verticillium (1%), Rhizopus (1%). Num estudo
realizado por Trablesi et al. (2018), em amostras nasais de pacientes com asma néo
controlada, foi observado que as frequéncias de ataques de asma estavam relacionadas com a
concentracdo de esporos de Alternaria no ar. Aspergillus foi o género flngico prevalente
(89%), seguido por Penicillium (5%), Alternaria (4%), Chrysosporium (1%) e Aureobasidium
(1%) e ainda foi encontrado uma relacdo da frequéncia de asma a exposi¢cdo a animais e
plantas. Nestes estudos, foi visto que os alérgenos fungicos dos géneros Aspergillus,
Alternaria e Cladosporium, estdo presentes nas mucosas nasais e estes podem induzir

hipersensibilidade em individuos suscetiveis (Twaruzek et al., 2014).

No nosso estudo as flores colhidas pertenciam a duas classes diferentes, Liliatae e
Magnoliopsida. A classe Magnoliopsida apresentou a maior ocorréncia de isolamento de
géneros fangicos, mas s6 ocorreram diferencas significativas para os géneros Alternaria e
Penicillium. Num estudo de Manganyi et al. (2018), em plantas da espécie Pelargonium
sidoides, que pertence a classe Magnoliopsida, predominaram os fungos do género
Penicillium (23%), seguido por Fusarium (12%), enquanto Alternaria e Aspergillus
representaram 11% dos fungos identificados. Ja num estudo em tecidos frescos de Dioscorea
zingiberensis (Xiang et al., 2018), espécie pertencente a classe Liliatae, 0 género Fusarium
(23,6%) e Alternaria (17,1%) foram os mais predominantes sendo Penicillium dos menos

frequentes.

Num estudo realizado em seis plantas medicinais diferentes, pertencentes a classe
Magnoliopsida, os géneros mais frequentes foram Aspergillus, Alternaria, Cladosporium,
Colletotrichum, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus e Mycelia sterilia (Uzma et al.,
2016), e um outro estudo realizado em cinco plantas medicinais diferentes, foram isolados os

géneros Alternaria, Cladosporium, Phoma, Chaetomium, Drechslera, Curvularia, Bipolaris,
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Paecilomyces, Emericella e Aspergillus (Khiralla et al., 2015), sendo que neste estudo, 0s
géneros Fusarium e Penicillium ndo foram isolados, ao contrério do estudo anterior e do

nosso estudo, onde estes dois géneros foram frequentes (60,3% e 48,8%, respetivamente).

O isolamento do genero Fusarium na Ordem Ericales foi significativamente mais
elevado em relagdo as outras ordens em estudo. Num estudo em raizes de Chenopodium
quinoa (Ordem Caryophyllales), o género Penicillium foi o mais prevalente (59%), seguido
de Fusarium e Phoma (<15%) (Gonzalez-Teuber et al., 2017), contrariamente, num estudo da
planta Sceletium tortuosum (Manganyi et al.,, 2018), também pertencente a ordem
Caryophyllales, Fusarium foi o género mais prevalente, seguindo-se de Aspergillus,
Penicillium e Alternaria. Neste ultimo estudo, o género prevalente foi Aspergillus e no nosso

estudo este género foi dos menos prevalentes (6,6%).

Em todas as flores foi possivel isolar pelo menos um género fungico, nas azéleas sé foi
isolado o género Cladosporium, ja as rosas apresentaram o maior numero de isolados e
diversidade de géneros fungicos e o0s géneros Fusarium e Penicillium foram
significativamente superiores nas camelias. As diferentes espécies de plantas aqui
mencionadas, apresentam diferencas nos isolados fungicos, isto pode dever-se ao facto de
cada espécie de planta ser diferente, quer em relacéo as estruturas fisicas, morfologia, textura,
tecidos mais ou menos duros, que pode alterar a absorcdo dos diferentes nutrientes e suas

concentracdes (Supaphon et al., 2018).

As nossas amostras foram colhidas em duas épocas do ano diferentes, Outono e
Inverno, o isolamento dos géneros fungicos foi sempre superior no Outono, mas sé no género
Aspergillus é que houve uma diferenca significativa, sendo que s6 foi isolado no Outono.
Num estudo realizado por Ghiasian et al. (2016), em isolados do ar, durante o Inverno, 0s
géneros prevalentes foram Cladosporium (30,9%), seguidos por Penicillium (27,3%),
Aspergillus (24,5%) e Alternaria (3,3%), contrariamente ao nosso estudo em que 0 género
Aspergillus ndo foi isolado no Inverno mas vai em concordancia com a prevaléncia dos
géneros Cladosporium e Penicillium. Num estudo na cavidade nasal (Sellart-Altisent et al.,
2007), verificou-se que o género Cladosporium era mais frequente no inverno e Penicillium
na primavera e verdao e ainda Alternaria, na primavera era mais frequente sendo o segundo
género mais frequente. Arikoglu et al. (2016) realizaram um estudo em ambiente externo, em
que também obteve o género Cladosporium (76,8%) como o mais prevalente, seguindo-se por

Penicillium (10,7%), Aspergillus (5,8%) e Alternaria (3,9%), neste estudo, foram avaliados os
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niveis totais de fungos e demonstraram que foram significativamente maiores nos meses de
Maio e Novembro. No entanto, no estudo de Fatahinia et al. (2018), em que sdo isolados do
ar, as estagBes em estudo foram Outono e Primavera, e 0 nimero de isolados do género
Aspergillus e Penicillium foram duas vezes superiores na Primavera. Noutro estudo
semelhante, realizado por Shams-Ghahfarokhi et. (2014), em que a época do ano foi o Verao,
0 género fungico mais isolado foi Aspergillus (31,3%), seguido de Cladosporium (22,1%),
Penicillium (13,8%) e Alternaria (12,2%), sendo que neste a prevaléncia de Aspergillus vai de
encontro ao estudo anterior. Na espécie Arabidopsis thaliana (Garcia et al., 2013), a
frequéncia de isolamento foi diferente consoante o més de amostragem, sendo maior nos
meses de marco a junho, em que junho foi 0 més de maxima frequéncia de isolamento e nos
meses de junho a novembro a taxa de isolamento diminui, sendo que os autores relacionam
isto com progresso do ciclo de vida desta planta, e ndo acharam relacionamento com as

condicdes geograficas e climaticas e nem com a produtividade da planta.

Em relacdo ao local de colheita, o género Cladosporium foi o mais isolado em ambos
os locais, que vai em concordancia com o estudo de Fatahinia et al. (2018), onde foram
isolados de sete regides diferentes, e em todas elas, o género Cladosporium foi o fungo mais
isolado. No presente estudo, o nimero de generos fungicos isolados nos dois locais de
colheita, sé foram significativos para dois géneros, o género Aspergillus no concelho de Vila
Real e 0 género Fusarium no concelho de Tarouca, o género Cladosporium foi o género com
menor significancia, uma vez que s6 nao foi encontrado numa amostra. Porém, num estudo
realizado por Asl et al. (2017), em que foram colhidas amostras de ar, gréos, frutas e lixo, em
trés provincias diferentes, Cladosporium foi mais isolado na provincia de Teera (48%) do que
em Esfahan (26,1%) e Ardebil (23,3%). Porém, no estudo realizado por Ghiasian et al.
(2016), em isolados do ar, ndo houve diferencas significativas em relacdo aos diferentes locais
da cidade em estudo nem nas diferentes horas do dia em que as amostras foram colhidas. Em
climas temperados e frios, o género Penicillium é o mais frequentemente isolado, enquanto

que em regides quentes e humidas, Aspergillus é o mais frequente (Diguta et al., 2015).

No geral, 0os géneros dominantes no nosso estudo e nos estudos mencionados sao
similares, possivelmente, porque sdo géneros que produzem uma quantidade superior de
esporos e sdo cosmopolitas, o que leva a uma maior disseminagdo e que sejam encontrados
em Vvarios tipos de habitats (Jena et al., 2015; Bandh et al., 2016; Uzma et al., 2016).
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Para avaliar a variabilidade genética entre os isolados de cada género utilizou-se 0s
ISSRs. Esta técnica é considerada adequada para o estudo de diversidade genética e em
estudos filogenéticos em fungos (Mahmoud et al., 2016) e € uma técnica simples, rapida e
altamente reprodutivel (Mahmoud et al., 2016; Yang et al., 2017). Em estudos, que utilizaram
ISSRs para estudar a diversidade genética e identificacdo espécies, os ISSRs mostraram-se
eficazes e capazes de detetar alta diversidade genética (Merlera et al.,2015; Mahmoud et
al.,2016). De acordo com a pesquisa biobibliogréfica realizada, ndo foram encontrados
estudos com ISSRs para 0s géneros Cladosporium e Penicillium.

No conjunto de “primers” testados, foram selecionados 8 para cada género. No género
Cladosporium, foram utilizadas 9 amostras e obteve-se uma percentagem de polimorfismo de
99,2%, demostrando uma elevada variabilidade intraespecifica. J& na espécie Aspergillus,
onde 7 amostras foram testadas, a taxa de polimorfismo foi de 96,4%, sendo esta menor ao
género Cladosporium, mas ainda assim mostrando uma elevada variabilidade intraespecifica.
Para o género Penicillium e espécie T. marneffei foram usadas 10 e 2 amostras,
respetivamente, e a percentagem de polimorfismo foi de 92,6%, sendo que esta foi menor que

0s dois géneros anteriores.

Num estudo realizado por Houshyarfardet al. (2015), para avaliar a relacdo genética e
polimorfismo entre isolados ndo-aflatoxigénicos de A. flavus de amostras de pistachio,
amendoim e milho, verificaram-se percentagens de polimorfismo de 95,7% e 66,7% e
concluiram que os dois “primers” em estudo demostraram numeros significativos de
polimorfismo, e assim uma elevada variabilidade intraespecifica estre os isolados de A.flavus,
demostrando que a andlise por ISSRs é uma ferramenta til para identificacdo de

polimorfismo entre isolados ndo-aflatoxigénicos de A. flavus.

Ao analisar os dendrogramas com as relacGes filogenéticas obtidas verifica-se a

existéncia de elevada variabilidade.

No género Cladosporium, as amostras obtidas apresentavam muita similidade a nivel
da analise macroscépica, sendo dificil distinguir espécies, porém na tentativa de agrupar as
amostras, a amostra 36.2, pertencente ao grupo | dos dendrogramas, foi o mais distinto de
entre todas as amostras, sendo que as restantes amostras deste grupo eram todas muito
similares e no grupo Il a uma subdivisdo, uma vez que a amostra 38.1 apresentou um verde

bem mais claro em comparagdo com as restantes amostras deste grupo. Neste género, estes
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grupos ndo apresentaram diferencas quando comparado os locais de colheita, época do ano ou

espécie da flor.

O género Aspergillus dividiu-se em trés grupos, neste género foi possivel distinguir
espécies, sendo que o grupo | pertence ao complexo niger e o grupo Il ao complexo flavus, no
que diz respeito ao grupo Ill, ndo foi possivel determinar espécie, mas verificou-se que era
muito diferente em relacdo as amostras dos grupos anteriores. Pode-se verificar que no local
Tarouca s6 uma amostra foi isolada, pertencendo ao complexo flavus, sendo que ndo houve

relacdo das espécies com a época do ano ou espécie da flor.

No que diz respeito ao dendrograma do género Penicillium e espécie Talaromyces
marneffei, verificou-se que ha uma divisdo entre os dois isolados de T. marneffei (grupo 1V) e
as restantes amostras de Penicillium. Em relacdo ao género Penicillium, na analise
macroscopica, verificou-se que havia algumas diferencas distintas, nos dendrogramas
formaram-se trés grupos, sendo que o grupo | e o grupo Il sdo sé constituidos por uma
amostra cada um sendo que cada uma destas amostras era bem distintas das restantes do
género. No grupo IlI, ainda se verificou trés subdivisdes em comparacdo com a analise
macroscopico, sendo uma divisdo constituido as amostras 25.2 e 26.3, outra divisdo com as
amostras 41.5 e 45.3 e a Gltima divisdo com as restantes amostras. Neste género estes grupos
ndo apresentaram diferencas quando comparado os locais de colheita, época do ano ou

espécie da flor.

Num estudo realizado por Al-Wadai et al. (2013), em isolados de culturas de trigo,
trés “primers” foram usados para os dendrogramas de ISSR, tendo sido considerados uteis
para investigar a diversidade e estrutura populacional de A. flavus e verificaram que nao
houve uma relacdo clara entre os agrupamentos no dendrograma e a origem geografica das
amostras. Em concordancia, um estudo realizado por Mahmoud et al. (2014), em isolados de
milho, o dendrograma ndao mostrou relacdo entre o agrupamento dos isolados e a origem
geografica. Também num estudo realizado por Divakara et al. (2015) em sementes de sorgo,
verificaram que ndo houve divisdo baseada na geografia, mas verificaram uma grande
diversidade para esta espécie nas diferentes regides em estudo. Num estudo de Batista et al,
(2008), em 15 substratos diferente, analisando o dendrograma houve logo uma diviséo de A.
niger e os restantes isolados, e demostrou um grupo principal pertencente a A. flavus, este foi
dividido em dois subgrupos, onde um dos grupos pertenciam a isolados do estado de

Pernambuco, demostrando haver uma alta similaridade genética de acordo com a origem
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geografica, contrariando os estudos anteriores. Em concordancia com este ultimo estudo, mas
na espécie A. terreus de isolados clinicos, realizado por Neal et al. (2011), concluiram que

haveria uma ligacao entre a similaridade genética e a origem geogréafica das amostras.

O diagnédstico de infegdes fungicas é um desafio, ensaios de Nested-PCR sdo
utilizados para a detecdo de fungos patogénicos (Zeng et al., 2009; Liu et al., 2016), este
método tem uma forte capacidade de amplificacdo de DNA (Lu et al., 2015), e € sensivel e
especifico, pois, demostrou eficacia na detecdo especifica de muitos fungos (Vanittanakom et
al., 2006; Liu et al., 2016).

Ha& vérios estudos em que a técnica de nested PCR foi utilizada para identificar T.
marneffei e que demostraram uma alta especificidade e sensibilidade, como num estudo
realizado por Lu et al. (2016) em amostras de sangue total, também num estudo por Liu et al.
(2016), em tecidos frescos e em fluidos de lavagem broncoalveolar, concordam com estes,
num estudo de Zeng et al., (2009), Nested PCR demostrou alta especificidade e sensibilidade
em tecidos embebidos em parafina, e mais uma vez um estudo com amostras de soro
concordou com os estudos anteriores (Pongpom et al., 2009). Num estudo realizado por
Vanittanakom et al. (2002), com amostras isoladas em humanos, ratos de bambu e solo,
nested PCR demostrou ser especifico para T. marneffei, independentemente, de o fungo ser

isolado em humanos ou em habitats naturais.

Nested-PCR, utilizando o conjunto de “primers”, ITS4, ITS5, PM-F e PM-R, mostrou
ser especifico para a espécie T. marneffei (Lu et al., 2016). Os “primers” ITS4 e ITS5
amplificam uma regido especifica para fungos, enquanto que os “primers” PM-F e PM-R,
amplificam especificamente para a espécie T. marneffei (Lu et al., 2016). Para evitar
contaminacdes ou erros, um controlo negativo e um controlo positivo foram acrescentados a

reacdo (Pongpom et al., 2009).

No nosso trabalho, foram isolados dois T. marneffei e realizou-se o ensaio de Nested-
PCR para confirmar a espécie. Na primeira reacdo a segunda amostra ndo amplificou,
podendo ser justificado por uma menor quantidade de DNA, que ndo permitiu a visualizacdo
em gel, uma vez que na segunda reacdo ambas as amostras amplificaram, verificando-se uma

banda de, aproximadamente, 101 pb, confirmando assim ser T. marneffei.

Para uma identificacdo mais precisa de uma espécie, apesar de ser mais trabalhosa, é o

método de sequenciamento do produto de PCR (Xu, 2006), sendo este, considerado o teste de
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laboratorio final (Farkas et al., 2014). No nosso trabalho, a identidade da sequéncia foi 100%
e 98% para a espécie T. marneffei, ficando assim provado, que as duas amostras pertenciam a
espécie T. marneffei. Neste estudo as técnicas de Neted-PCR e sequenciacdo mostraram ser

eficazes para a identificacdo molecular de T. marneffei.
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6. Conclusao

Neste trabalho, em todas as amostras foi possivel isolar e identificar, pelo menos um
género flngico, no total 6 géneros fungicos (Cladosporium, Penicillium, Alternaria,
Aspergillus, Fusarium e Mucor) e 1 espécie foram identificados (Talaromyces marneffei).
Ficou claro que o género Cladosporium foi prevalente, independentemente, do local de
colheita, época de colheita ou da classe, ordem, familia ou espécie a que a flor pertence. Nos
dois locais de colheita, houve um género em cada local que foi significativamente superior em
relacdo ao outro (Aspergillus em Vila Real; Fusarium em Tarouca) e no Outono o isolamento
de géneros fungicos foi sempre superior, mas s0 no género Aspergillus € que foi

significativamente superior, uma vez que s6 ocorreu nesta época do ano.

Apesar de as flores ja serem proibidas em hospitais, a presenca delas em habitats ou o
ato de oferecer flores para animar um familiar ou amigo que tenho saido do hospital,
principalmente, pacientes que tenham sofrido uma intervengdes cirurgicas e tratamentos com
imunodepressores, que tenham o seu sistema imunitario enfraquecido sendo que estes géneros
sdo oportunistas e pode levar a uma infecéo fungica, que pode ser dificil de detetar e com uma
taxa de mortalidade preocupante. Embora seja mais frequente infecdes fungicas em pacientes
imunodeprimidos, ha casos de pacientes imunocompetentes com infe¢des fungicas, bem como
pacientes com uma maior sensibilizacdo a alérgenos fungicos que pode levar ao
desenvolvimento ou agravamento de doencas alérgicas, como o caso da asma. Podendo assim,

ser um risco para a saude publica manter, frequentemente, flores por perto.

Dos trés géneros, testados pela técnica de ISSRs, o género Cladosporium foi o que
apresentou uma maior taxa de polimorfismo (99,3%), apresentado uma elevada variabilidade
intraespecifica, seguido pelo género Aspergillus (96,4%) e o género Penicillium foi o que
apresentou uma menor taxa de polimorfismo (90,1%). J4 o que diz respeito as relacdes
filogenéticas, o género Penicillium foi o que obteve uma maior diversidade, seguido de

Cladosporium e Aspergillus.

Os dois isolados identificadas como Talaromyces marneffei, por técnicas
microbioldgicas, foram sujeitos a técnica Nested-PCR e sequenciamento, para confirmacéo da

espécie e ambos 0s resultados deram positivo.
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Como perspetivas futuras poderia ser efetuado um estudo que incluisse os meses de
Primavera e Verdo, como nos artigos referidos, houve estudos com uma maior taxa de
colonizacdo nesses meses e géneros de Aspergillus e Alternaria tiveram uma maior
prevaléncia, sendo que Alternaria como fungo alergénico, seria importante saber se a
prevaléncia aumentariam e talvez justificar algumas alergias causados por flores. Neste
estudo, em 62,8% das floras encontraram-se géneros que ndo foi possivel identificar, assim,
melhorias nas técnicas/métodos de identificacdo podiam ser realizadas. As flores em estudo,
foram colhidas de jardins, um estudo em flores de estufas e de floristas, poderia ser realizado,
uma vez que sdo ambientes diferentes e podendo haver diferencas nos isolados e prevaléncia
dos géneros, e como sdo comumente oferecidas e arranjos destas sdo feitos para casas e

ambientes internos, o que leva a um aumento de contacto, seria importante.
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ANexos

Anexo I: Protocolos utilizados para a extracdo de DNA

Protocolo fornecido pelo kit Plant/Fungi DNA Isolation Isolation Kit # 26200

(Norgen Biotek Corp.), com algumas modificagoes:

Preparacéo do lisado

1.

10.
11.
12.

13.

Suspender o material previamente conservado em agua destilada num microtubo
com agua destilada autoclavada;

Centrifugou-se a 13 523 g durante 10-15 minutos;

Descartou-se o sobrenadante;

Adicionou-se 500 pL de Lysis Buffer L e um 1 uL RNAse A, agitou-se cerca de
20 segundos;

Adicionaram-se esferas de silica a mistura anterior;

Colocaram-se os tubos nas placas do Tissuelyser 11 (Qiagen®), durante 1 minuto
e 30 segundos e repetiu-se 0 processo;

Colocaram-se em banho-maria a 65° durante 30 minutos e inverteram-se 0s
tubos aos 5, 15 e 25 minutos;

Centrifugou-se a 15 871 g, durante 10 minutos;

Pipetou-se o sobrenadante para um novo tubo;

Adicionaram-se 100 pL de Binding Buffer I, misturou-se adequadamente;
Incubou-se durante 5 minutos em gelo;

Pipetou-se para uma coluna de anel branco, com um tubo coletor e centrifugou-
se a 15 871 g, durante 2 minutos;

Transferiu-se o0 volume do filtrado para um novo tubo, mediu-se esse volume e

adicionou-se 0 mesmo volume de etanol a 70% e misturou-se adequadamente;

Ligacdo a coluna

14.

15.

Pipetou-se até 650 puL da mistura anterior para a coluna de anel cinzento e
centrifugou-se a 9 391 g, durante 1 minuto;

Descartou-se o filtrado e repetiu-se o processo, reutilizando o tubo coletor;

Xv



Lavagem

16. Adicionaram-se 500 pL de Buffer WN na coluna e centrifugou-se a 9 391 g,
durante 1 minuto;

17. Descartou-se o filtrado, adicionaram-se 500 pL de Wash Solution Buffer A e
centrifugou-se a 9 391 g, durante 1 minuto;

18. Descartou-se o filtrado e repetiu-se 0 passo anterior;

19. Descartou-se o filtrado e centrifugou-se a 15 871 g, durante 2 minutos;

20. Colocou-se a coluna num microtubo e descartou-se o tubo coletor com o
filtrado;

Eluicéo

21. Adicionaram-se 100 pL de Elution Buffer B a 65° C e incubou-se a 1 minuto a
temperatura ambiente;

22. Centrifugou-se a 9 391 g, durante 1 minuto;

23. Adicionou-se 50 pL de Elution Buffer B a 65° C e incubou-se 1 minuto a
temperatura ambiente;

24. Centrifugou-se a 9 391 g, durante 1 minuto.

Protocolo pelo método de CTAB:

Preparou-se o tampédo de extracéo:

Eal

eSolucdo CTAB (2% CTAB, 1,4 M Nacl, 20 mM EDTA pH8, 10 mM Tris-
HCL pH8)

(Applichem Panreac®)

¢ 2% PVP (polyvinylpyrrolidone) (Sigma-aldrich®)

¢ 1% B-mecaptoethanoL (Applichem®)

Centrifugou-se 13 523 g, durantel5 minutos;

Descartou-se o sobrenadante;

Adicionaram-se 1 000 pL do tampéo de extracéo a 65° C;

Adicionaram-se 3 pL de proteinamark;
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.

Adicionaram-se esferas de marcacao;

Macerou-se no Tissuelyser 1l (Qiagen®), durante 1 minuto e 30 segundos e

repetiu-se 0 processo;

Colocou-se em banho-maria a 65°C durante 4 horas e foi se agitando;
Colocar 5 minutos no gelo;

Transferiu-se 0 sobrenadante para um novo tubo;
Adicionaram-se 1 000 pL de CIA (cloroférmio + isomialcool);
Agitou-se manualmente;

Centrifugou-se 16 363 g, durante 20 minutos;

Transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo de 2 ml;
Repetiu-se quando necessario;

Adicionaram-se 1 pL de RNase;

Colocou-se em banho-maria a 37°C, durante 20 minutos;
Adicionaram-se 750 pL isopropanol a -20°C;

Inverteu-se manualmente durante cerca de 10 a 15 minutos;
Colocou-se “overnight” a -20° C;

Centrifugou-se 18 407 g, durante 30 minutos;

Removeu-se o0 sobrenadante (pellet “oculto™);

Adicionaram-se 500 pL de tampdo de lavagem a -20° C;
Agitou-se durante 2 minutos e colocar 8 minutos a-20 ° C;
Centrifugou-se 9 391 g, durante 30 minutos;

Descartou-se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet, cerca de 3 horas;
Adicionaram-se 100 pL de TE;

Colocou-se no banho-maria a 37° C, durante 2 horas;

Colocou-se “overnight™ a 4° C.
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Anexo Il: Sequéncia dos “primers” de ISSRs testados durante a selecdo de marcadores

moleculares e Géis obtidos.

“Primers”

uBC807
uBC808
UBC810
UBC811
UBC812
UBC815
UBC817
UBC818
UBC820
uBC827
UBCB835
UBCB843
UBCB864
UBC873
UBCB880
UBCB881
UBC886
UBC888
UBCB889
UBCB890
UBC896

©O© 00 ~NO Ol WN P

NP R R RR R R R R R
O ©WoWw~NOoOU~WRNPRERO

21

Gel do teste de “primers” do género Cladosporium:

Sequéncia

AGA GAG AGA GAG AGA GT
AGA GAG AGA GAG AGA GC
GAG AGA GAG AGA GAG AT
GAG AGA GAG AGA GAG AC
GAG AGA GAG AGA GAG AA
CTCTCTCTCTCTCTCTG
CAC ACA CAC ACACAC AA
CAC ACA CAC ACACAC AG
GTGTGT GTG TGT GTG TC
ACA CAC ACACAC ACACG
AGA GAG AGA GAG AGA
CTCTCTCTCTCTCTCTRA
ATG ATG ATG ATG ATG ATG
GAC AGA CAG ACAGACA
GGA GAG GAG AGG AGA
GGG TGG GGT GGG GTG
VDV CTCTCT CTC TCT CT
BDB CAC ACA CAC ACACA
DBD ACA CAC ACA CAC AC
VHV GTG TGT GTG TGT GT
AGG TCG CGG CCG CNN NNN NAT G
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Gel do teste de “primers” do género Penicillium:

9 10 11 12 13 14 15

Gel do teste de “primers” do género Aspergillus:

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 14 15 16 17 18FETCHS

-— [— —— — .
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Anexo Il — Resumo da Jornadas de Ciéncia e Cidadania - 11as Jornadas de

Biologia

Resultados preliminares de um estudo do papel das flores como vetores

para a infecdo fungica
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Anexo IV — Resumo submetido as X Jornadas de Genética e Biotecnologia

Estudo do papel das flores como vetores para a infe¢ao fungica
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Keywords: Flores; Fungos Filamentosos; Saude Publica

As flores sdo uma fonte de microrganismos como fungos, podendo ser vistas
como um reservatorio de agentes patogenicos. O ato de oferecer flores esta associado a
diversas situacfes do quotidiano, sendo frequentemente oferecidas a individuos doentes,
podendo constituir um risco na disseminacao de agentes infeciosos. Devido a este facto,
as flores tém sido proibidas nos hospitais, principalmente em unidades com alto risco de
infecdo, como quartos de doentes com imunodeficiéncia e cuidados intensivos.

Neste sentido, realizou-se um rastreio de fungos filamentosos em 86 flores de
diferentes espécies: rosas (32), petunias (22), lychnis (11), crisantemo (10), camélias
(7), dalias (2) e azéleas (2). Obtiveram-se 167 isolados fangicos diferentes, dos quais 84
(50,3%) pertenciam ao género Cladosporium, 50 (30%) pertenciam ao género
Penicillium, 25 (15%) ao género Alternaria e 8 (4,7%) a espécie Aspergillus. Neste
estudo, em rosas, petdnias e lychnis foram isolados os géneros fangicos Cladosporium,
Penicillium, Alternaria e Aspergillus, em dalias e crisantemos, foram isolados o0s
géneros Cladosporium, Penicillium e Alternaria, em camélias foram isolados o0s
géneros Cladosporium e Penicillium e em azaleas foi isolado o género Cladosporium.
Também foi observado uma grande diversidade nos fungos isolados.

Estes resultados sugerem que as flores podem ser importantes reservatorios de
fungos filamentosos implicados em infe¢des flngicas e justifica a proibigdo da entrada
de flores em ambientes hospitalares, bem como o uso de flores dentro de casas onde

habitem pessoas imunodeprimidas.
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