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s fungos dematiiceos,

também denominados

de fungos negros, for-

mam um grupo de mi-

Crorganismos que pos-

suem pigmentacao es-
cura, devido a presenca do complexo
melaninico na sua parede celular. A me-
lanina destes fungos é formada pelo po-
limero Diidroxinaftaleno (DNH) que é
produzido no citoplasma e excretado na
parede celular (Polak, 1990). Este polime-
ro faz interagcdes com lipideos, proteinas
e carboidratos da parede, formando o
complexo melaninico. Este complexo é
um importante fator de viruléncia dos
fungos negros, onde a sua porcao lipidica
estd relacionada a induciao do granuloma
nos tecidos do hospedeiro, enquanto a
por¢io peptidica tem a func¢io de quelar
cations, competindo com proteinas do
soro e a por¢ao de carboidratos tem um
papel importante na interacio célula-
célula, facilitando a interagcao do agente
com os tecidos do hospedeiro (Alviano et
alii, 1991). Além disso, alguns trabalhos
tém demonstrado que a melanina tem
func¢ao antioxidante, neutralizando os efei-
tos da descarga oxidativa dos neutréfilos
nos tecidos do hospedeiro e também
permitindo que o fungo resista a maiores
concentracdes de permanganato e hipo-
clorito (Schnitzler et alii, 1999; Jacobson
et alii, 1995).

As espécies de fungos dematidceos
sao saprofitas, ou seja, vivem no solo,
ai(;orvendo os nutrientes oriundos da
decomposicao de matéria orginica. O ar
€ um importante veiculo de dispersao dos
seus espores. As inimeras espécies estdo
amplamente distribuidas em todos os
continentes ¢ se diversificam de acordo
com aiclima e a umidade de cada regido,
o que sugere um longo periodo de evolu-
¢ao e especiacio dos fungos negros.

Apesar de se apresentarem bem adap-

Figura 1: Lesio do tipo “couve-
flor” (Cromoblastomicose) causa-
da pelo fungo negro Fonsecaea
pedrosoi (foto gentilmente cedida
pelo Dr. Claudemir R. Aguilar, do
Hospital das Clinicas da Universi-
dade Federal de Minas Gerais)

tados ao solo, a cada ano que passa tém
surgido indmeros relatos de espécies de
fungos negros causando doencas em ani-
mais vertebrados e em plantas. Estas
espécies também vém sendo implicadas
em casos de micotoxicoses em animais de
criacio extensiva. Em humanos, os fun-
gos dematidceos sao descritos como agen-
tes etiologicos da cromoblastomicose, da
feohifomicose e do micetoma em menor
grau de importincia.

Cromoblastomicose e
Feohifomicose

A cromoblastomicose é uma infec¢iao
cronica, granulomatosa que acomete pele
e tecidos subcutineos, onde o fungo se
implanta por algum traumatismo na pele.
Lesoes satélites podem também ocorrer
proximas a drea da infeccio, através da
difusao das formas infectivas pelos vasos
linfaticos (Figura 1). A freqiéncia desta
doencga é muito maior entre os lavradores,

devido ao seu contato freqiiente com o
solo. Estas lesdes sao secas, ndo provo-
cam dor, nao tém mal cheiro e portanto
torna-se muito comum observarmos ca-
sos de lavradores que apresentam a lesao
por muitos anos. Entretanto, a lesao tende
a se expandir pelo 6rgao afetado, tornan-
do o tratamento cada vez mais dificil. Esta
doenca tem distribuicio mundial e o
principal agente ¢ a Fonsecaea pedrosoi.

Feohifomicose € um termo adotado
para designar infecgoes cutaneas ou sisté-
micas onde os fungos se desenvolvem
nos tecidos do hospedeiro na forma de
hifas septadas, pseudo-hifas, ou levedu-
ras negras. Dependendo de onde se loca-
liza a lesdao a doenca pode ser designada
como feohifomicose cutinea, subcuta-
nea, corneal, ou sistémica, podendo atin-
gir o baco, figado ou cérebro. A forma
mais comum é a feohifomicose cerebral.
A feohifomicose é considerada uma infec-
¢iao do tipo oportunista, uma vez que
apresenta-se em pacientes imunodepri-
midos portadores de doencas como dia-
betes mellitus, cancer, AIDS e em indivi-
duos transplantados. Devido ao diagnos-
tico tardio e a falta de um tratamento
eficaz o 6bito costuma ocorrer em menos
de um ano.

A cromoblastomicose distingue-se da
feohifomicose por diferencas em seu as-
pecto clinico, na forma de apresentacao
do agente nos tecidos do hospedeiro e,
em menor grau, na classificacio taxono-
mica dos agentes etiolégicos. Entretanto,
a cada momento surgem novos relatos de
espécies agentes da feohifomicose cau-
sando cromoblastomicose e vice-versa.

O nosso laboratoério tem acompanha-
do alguns casos de pacientes apresentan-
do estas lesdes. O nosso papel é o de
identificar o agente causal e realizar anti-
biogramas para a selecio da droga de
escolha para o tratamento (Caligiorne et
alii, 1999a). A Figura 2 ilustra o relato de
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Figura 2: Tomografia dos he-
misférios cerebrais de paciente
com abcesso cerebral causado
pelo fungo negro
Cladophialophora bantiana (cor-
tesia do Dr. Eduardo R. Silveira,
do Hospital Vera Cruz de Belo
Horizonte)

um caso ocorrido no Hospital Vera Cruz
de Belo Horizonte. Trata-se de um paci-
ente de 61 anos de idade, transplantado
renal, e que vinha hd quatro anos, rece-
bendo o tratamento usual com imunossu-
pressores para evitar a rejeicio do novo
orgao. No final deste periodo o paciente
apresentou um abcesso cerebral seme-
lhante a um tumor. Este paciente sofreu
uma cirurgia onde foi retirado o abcesso,
que apresentava-se encapsulado e de cor
amarronzada. Os exames micolégicos
demonstraram ser o agente causal um
fungo negro da espécie Cladophialopho-
ra bantiana. Esta espécie, de fato, é um
dos agentes mais comuns de feohifomico-
se cerebral em todo o mundo. O paciente
recebeu o tratamento com antifingicos e
as doses de imunossupressores foram
diminuidas. Entretanto, o paciente foi a
6bito ap6s um periodo de 6 meses (Silvei-
ra et alii, 1999).

Os fungos dematidceos formam um
grupo de inimeros géneros e espécies
intimamente relacionadas, tornando a sua
taxonomia controvertida e polémica. As
técnicas de biologia molecular, associa-
das aos caracteres morfolégicos, bioqui-
micos e fisiologicos t€m dado novos ru-
mos 2 taxonomia destes fungos (de Hoog,
1997). Desta forma, a familia Dematiaceae
deixa de existir e os fungos negros pato-
genos humanos passaram a integrar a
familia Herpotrichiellaceae (Alexopoulos
et alii, 1996). Os principais patogenos de
plantas passam a pertencer a familia Ple-
osporaceae. Contudo, tém sido descritos
varios casos de espécies desta familia

infectando o homem (Rao et alii, 1989;
Gadallah et alii, 1995; Fryen et alii, 1999).

Apesar de nao mais existir a familia
Dematiaceae, o termo Fungos Dematiace-
os continua sendo uma expressao preser-
vada pelos micologistas.

Helmintosporiose e Antracnose

A maijor parte das doengas de plantas
é causada pelos fungos. Enquanto as
bactérias e os virus estio associados a
centenas, os fungos estdo associados a
milhares de fitopatologias. Doencas como
as ferrugens, os carvoes, a requeima da
batatinha, as murchas do algodoeiro e do
tomateiro, a brasone do arroz, a antracno-
se do feijoeiro e do sorgo, as helmintos-
porioses do milho, do sorgo, do arroz e
do trigo sao exemplos de micoses de
plantas.

Os fungos dematidceos causam a hel-
mintosporiose ou manchas em diversas
familias de plantas, tendo uma grande
importancia em culturas como o trigo,
milho, arroz, sorgo, cevada, aveia e cen-
teio. As espécies dos géneros Drechslera,
Bipolaris e Exserohilum sio fungos ne-
gros bem conhecidos entre os agriculto-
res de todo o mundo. Alguns grupos de
plantas, como as palmeiras, os cactos, as
leguminosas, as gramineas, as plantas
produtoras de litex, o trigo, o milho, o
arroz e o café, sao afetados por estas
espécies.

Nas plantas a infeccdo ocorre pela
penetracio do micélio dos fungos através
de ferimentos ou pelas aberturas naturais,
como os estomatos. Os traumatismos cau-
sados por insetos no colo das plantas
constituem porta de entrada para a inva-
sao dos fungos. ApOs ocorrer a penetra-
¢ao, as células fingicas sio capazes de
elaborar enzimas e dcidos organicos que
tém a capacidade de desdobrar substin-
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producao de

cias como celulose, ag¢tcares, gorduras e
proteinas, transformando-as em formas
possiveis de serem assimiladas e utiliza-
das pelo fungo como fonte de energia
para seu crescimento e reproducio. A
remocao desses nutrientes, que seriam
aproveitados pelo proprio hospedeiro,
pode ser suficiente para levar a planta a
exibir os sintomas caracteristicos da hel-
mintosporiose.

Estudos da parede destes fun-
gos revelaram a presenca da enzima xila-
nase. Esta enzima estd relacionada ao
parasitismo do hospedeiro e a sua ativida-
de extracelular foi bem estudada em Hel-
minthosporium turcicum, agente da hel-
minstosporiose no milho. Alguns estudos
demonstram o aumento de sua producio
quando o fungo estd em crescimento nos
tecidos da planta, demonstrando a natu-
reza adaptativa desta enzima (Choudha-
ry, 1990, Degefu et alii, 1995).

Outras substincias também sao for-
madas pelo metabolismo do fungo, tais
como as toxinas, hormoénios reguladores
de crescimento, polissacarideos e antibi-
Oticos. Estas substincias podem atuar
diretamente por injuriar as células vegeta-
tivas, ou, indiretamente, por interferir nos
processos metabolicos da planta. Nos
tecidos afetados pode haver, por exem-
plo, um aumento na taxa de respiracio e
um decréscimo na eficiéncia respiratoria.

A gravidade de muitas doencas de-
pende da dose de nitrogénio aplicado no
solo. Desse modo, a mancha da folha do
milho, causada por Exserobilum turcicum
¢ uma doenca cuja incidéncia egravidade
sao0 maiores quando se usa nitrogénio na
forma de nitrato (Soave & Moraes, 1987).

Uma significante parcela dos agentes
fitopatogénicos, entre eles os fungos ne-
gros, encontra-se comumente associada
as sementes das plantas. As sementes sao
suscetiveis 2 invasio de fungos durante o
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seu crescimento, na maturacao
e mesmo apos a colheita, du-
rante o armazenamento. A se-
mente ¢ um dos veiculos mais
eficientes na disseminaciao de
patégenos das culturas que ali-
mentam a espécie humana e
animal, pois qualquer micror-
ganismo que sobreviva na se-
mente, da colheita ao plantio
seguinte, pode ser levado a
qualquer parte do mundo, nao
havendo barreiras geograficas
que o detenha. O fungo Dre-
chslera oryzae, agente da hel-
mintosporiose em arroz € capaz de sobre-
viver nas sementes e nos restos de cultura
de um ano para o outro.

Normalmente a semente apresenta,
na sua superficie, uma flora microbiana
composta de intimeras bactérias e fungos
saprofiticos que podem ser antagdnicos
a0s patdgenos que datacam as sementes e
as plantulas. Estudos da atividade antimi-
cotica de bactérias revelaram que algu-
mas apresentam eficiéncia antagdnica
contra Drechslera oryzae em sementes de
arroz . Testes de sanidade de sementes
demonstraram que sementes de trigo,
sabidamente contaminadas com Bipolaris
sorokiniana, tiveram a incidéncia desse
fungo reduzida quando colocadas em
contato com colonias de Bacillus subtilis,
por periodos de tempo determinados. A
capacidade protetora exibida por Saccha-
romyces cerevisiae na possivel reducio da
helmintosporiose em plantulas de milho
também foi avaliada por alguns autores,
evidenciando a possibilidade da protecao
ocorrer através de mecanismos que en-
volvam o fendmeno da antibiose e/ou a
inducao de resisténcia.

A antracnose € outra patologia causa-
da por um fungo dematiiceo. Neste caso
o agente € o Colletotrichum graminicola,
que apresenta uma alta especificidade ao
sorgo. A fase foliar da doen¢a pode causar
redugdes acima de 50% na producio de
graos (Figura 3). Os danos causados pela
doenca sao influenciados pelo grau de
susceptibilidade da cultivar, pela ocorrén-
cia de condi¢des ambientais favoraveis,
pela agressividade do patégeno e pelo
estddio fisiolégico da planta (Casela &
Ferreira, 1998). A alta variabilidade gené-
tica deste patégeno tem dificultado a
obtencao de linhagens de plantas resis-
tentes.

Marcadores moleculares

Desde que tem sido facilitada a extra-
¢ao do material genético dos fungos,
através da utilizacao do nitrogénio liqui-
do ou de enzimas especificas que permi-
tem a quebra da sua parede celular, a
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Figura 4: Gel de eletroforese em
acrilamida a 6%, corado pela prata,
apresentado os perfis de amplifica-
cao das amostras pela técnica de
RAPD. As amostras estao dispostas
na seguinte ordem: isolados de D.
oryzae - canaletas 2 a 8; isolados
de B. sorokiniana - 9 a 14; isola-
dos de D. maydis - canaletas 15 e
16; isolados de E. turcicum - 17 e
18. O controle negativo estd na
canaleta 1

biologia molecular tem sido cada vez
mais explorada no estudo da variabilida-
de genética destes microrganismos. Téc-
nicas moleculares como o uso de oligo-
nucleotideos fluorescentes, o RAPD (am-
plificacao aleatéria de genomas polimor-
ficos) o RFLP (polimorfismo de tamanho
de fragmentos de restricio) e o PFGE
(eletroforese em campo de pulso alterna-
do) sio exemplos de marcadores molecu-
lares e tém a vantagem de fornecer impor-
tantes dados sobre o polimorfismo gené-
tico entre populacdes e espécies afins,
mesmo quando ainda conhecemos muito
pouco de seus genomas. Com a aplicacao
destas técnicas torna-se possivel analisar
a relacao entre os agentes, identificando
semelhancas e divergéncias entre seus
genomas, explicar o endemismo de algu-
mas espécies em determinadas regioes,
mapear genes importantes e entender a
sua evolucio e disseminagio por todo o
mundo.

Em nosso laboratério tém sido aplica-
dos marcadores moleculares para a carac-
terizacao da variabilidade genética entre
diferentes isolados de C. graminicola.
Desta forma, foram utilizadas trinta e sete
amostras, oriundas de 4 culturas de sorgo,
distribuidas em diferentes regides do Bra-
sil. Foi aplicada a técnica de RAPD, utili-
zando-se 15 iniciadores de 10 bases. Os
resultados demonstram polimorfismos
entre as amostras das diferentes regides
de plantio, indicando que a distribuicao
geografica é um fator que gera polimorfis-

mos entre os agentes da
| antracnose do sorgo.

Ainda neste trabalho,
foram caracterizadas as
racas de viruléncia dos iso-
lados de C. graminicola.
Para isso os isolados fo-
ram inoculados em 10
cultivares diferenciadoras,
com seus diferentes graus
de susceptibilidade ao pa-
togeno. Nao foi possivel
demonstrar com seguran-
¢a se ha correlacao entre
os fendtipos de viruléncia
observados e os perfis obtidos pela RAPD.
As racas de C. graminicola obtidas nas
diferentes regides apresentam grande si-
milaridade nos seus perfis de viruléncia,
demonstrando que a varia¢io destes estd
mais associada a diversidade de plantas
com diferentes graus de susceptibilidade
que as suas origens geograficas de isola-
mento (Valério, 1999).

A técnica de RAPD também foi aplica-
da na caracterizacio da variabilidade ge-
nética entre os agentes das helmintospo-
rioses do arrroz, milho e trigo. Foram
estudadas 7 amostras de Drecheslera
oryzae, isoladas de cultivos de arroz de
diferentes regioes do Brasil, 6 amostras de
Bipolaris sorokiniana, isoladas de dife-
rentes cultivos de trigo, 2 amostras de D.
maydis e 2 de Exserobilum turcicum,
isolados de diferentes culturas do milho.
Foram utilizados 13 iniciadores gerando
159 bandas polimorficas entre as amos-
tras estudadas. Os perfis de amplificacao
dos genomas dos agentes do milho e do
arroz foram altamente polimorficos entre
si, apresentando diferencas de acordo
com as suas distribuides geograficas. Por
outro lado os 7 isolados do trigo apresen-
taram perfis de amplificacio bastante
monomorficos entre si (Figura 4). Estes
resultados prévios demonstram que ape-
sar de serem provenientes de diferentes
regides do Brasil, os fungos negros, agen-
tes da helmintosporiose do trigo, nao
apresentam diferencas nos seus genomas.
Uma andlise mais extensiva, com um
maior nimero de isolados, poderi forta-
lecer os estudos sobre a interacio do
fungo com os cultivares de trigo (Oliveira
et alii, 1999).

As técnicas de RAPD e PCR-RFLP
também foram aplicadas com o objetivo
de padronizar uma técnica voltada para a
identificacio de espécies e diagndstico da
cromoblatomicose e feohifomicose (Cali-
giorne, 1999b). A técnica de PCR-RFLP
consiste na amplificacio de regides do
genoma de interesse com a posterior
digestio com enzimas de restricio. Os
resultados obtidos revelam os polimorfis-
mos nos sitios de reconhecimento das



enzimas. Os genes das subunidades ri-
bossémicas sao bastante utilizados uma
vez que esta regiio do genoma permite a
diferenciacdo entre géneros e espécies
afins.

Em uma experimentacio prévia, utili-
zamos 12 isolados clinicos de diferentes
espécies. O DNA das amostras foram
amplificados utilizando-se iniciadores es-
pecificos para o gene da subunidade 188S.
O fragmento gerado foi digerido com 12
enzimas de restricio a fim de se obter
perfis polimoérficos entre as espécies tes-
tadas. Os perfis de restricao obtidos pela
digestao com as enzimas Hinfl e Hae IIl
diferenciam o género Fonsecaea dos de-
mais géneros (Figura 5). Este resultado
abre perspectivas para a padronizacao
desta técnica na iden-
tificacio precisa das
espécies deste géne-
ro e portanto, no di-
agnostico da cromo-
blastomicose e feohi-
fomicose. (Caligiorne
et alii, 1999¢).

Os resulta-
dos apresentados
neste artigo tém o
propésito de ilustrar
uma linha de pesqui-
sa voltada para a ca-
racterizac¢do da varia-
bilidade genética en-
tre os diversos gru-
pos de fungos dema-
tidceos. Os marcado-
res moleculares tém contribuido enorme-
mente nesta tarefa. Os dados gerados por
estas técnicas tém sido aplicados na taxo-
nomia, identificacio das espécies e na
padronizacdo de um diagndstico preciso,
0 que resulta em um tratamento mais
eficaz para as diversas patologias causa-
das pelos fungos negros. Além disso,
entendendo o processo evolutivo destas
espécies, ou seja, a sua interacdo com 0s
diferentes hospedeiros e a diferenciacao
de acordo com sua distribui¢ao geografi-
ca, poderemos estender estes conheci-
mentos para outras andlises evolutivas,
criando bases mais sélidas para o pleno
conhecimento do ecossistema em que
estas espécies estdo inseridas e a sua
evolucio.
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