BMMA400 - Microbiologia Basica

Modulo de Micologia —

Morfologia, Taxonomia ¢
Fisiologia dos Fungos



Morfologia Macroscopia




Segundo os Tipos Basicos:

Macroscopicos -+ Cogumelos

_Bolores — formam colénias & ™%
fllamentosas - -l
Microscopios

_ Leveduras — colbnias
cremosas




Morfologia Macroscopica

/ Algodonosa — micelio aéreo alto e denso

Textura
Colbnias

Altura das Aveludada — micélio aéreo baixo

<

hifas aéreas

Granular — planas e “esfarelentas’

Glabra — sem micélio aéreo — normalmente
\ formado por leveduras




[ Rugosa — sulcos profundos a partir
do centro

Topografia

da colonia < Umbilicada — elevacao central

Verrucosa — superficie franzida e
retorcida




Velocidade de crescimento:
Rapido

Moderado

Lento
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Rhizopus sp apresenta crescimento rapido, enquanto
Histoplasma capsulatum é lento



Os Bolores sao formados por seu conjunto de
hifas, tambeém conhecido por Micélio.

O miceélio cumpre tanto papel vegetativo (a e b)
como reprodutivo (c)




Morfologia Microscopica

/ Bolores — micélio
pluricelular

/_ "
Leveduras — | unicelulares
—

Blastocon(dio

Pseudofilamentoso

\ S~

Pseudo-hifa



Morfologia microscopica de algumas leveduras:

@

Brotamento Ovoide:
simples: Candida, Sporothrix _
Saccharomyces schenkii Multibrotamento:

Paracoccidioides brasiliensis

@

Encapsulada:
Cryptococcus spp



As Hifas apresentam, ou nao, septos:

Hifas Septadas

Hifas Asseptadas




Quanto ao aspecto de cor as hifas podem apresentar-se:
Claras ou hialinas
Escuras ou demacias (acumulo de melanina)

Courtesy of Deanna A. Sl_.lt‘t_on.
Copyright @ 2005 doctorfungus.org
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Aspergillusr;;idylaﬁsp- o Scytalii’um dimidiatum



Algumas Hifas apresentam especializagcdes morfologicamente
distintas

Candelabro Favoso Orgao Pectinado

Em Raquete

Orgao Nodular Hifa em Espiral




Taxonomia

Fungos: ~100.000 espécies descritas

Reino Fungi — Monofilético D
. . ¢ __ Tree of
Eumicetos — Fungos verdadeiros V Life

O termo “fungo” se refere historicamente a muitos
organismos com caracteristicas semelhante aos
fungos verdadeiros (ex. Crescimento filamentoso),
como bactérias (actinomicetos) , Oomicetos,
protistas, algas ...



Vegetalia

Whittaker, 1969



A via biossintética de aminoacidos a partir do acido
aminoadipico e presenca de parede celular com quitina
e B-glucanos definem monofileticamente os eumicetos.

O NH2
O
HO/U\/\/}\K
OH

acido aminoadipico



FUNGOS

L[Ammms
LPLANTAS
LSTRAMENOF'ILA
ALGAS VERMELHAS
\_DICTIDSTELIUM
AMEBOFLAGELADOS
| EUGLENOIDES
{ FISARIUM
HETEROLOBOSA

GRUPOS AMITOCONDRIAIS
PROCARIONTES

Arvore filogenética baseada sequéncia rDNA — Alexopoulos et al.1996 —
Introductory Mycology
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Mlcello Septado

Perda centriolos e flagelos

Quitina Sintese de Lisina

mtUGA = Triptofano
Glicogénio — estoqu

Arvore filogenética baseada nas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas apontadas
acima — Alexopoulos et al.1996 — Introductory Mycology



Reproducao Fungos




Tipos de Reproducao

Os fungos sao capazes de se propagar de diversas maneiras,
atraves de nucleos haploides, diploides, polipldides, aneuploides,
dicarions

‘VEGETATIVA - ASSEXUADA :
nao ocorre fusao de nucleos

SEXUAL.:
uniao nucleos — seguido de divisao meioética

‘PARASEXUAL.:
ocorre uniao nucleos — divisao mitética — haploidizagao por aneuploidia



Tipos principais de Reproducao Sexuada:

1- Duas células morfologicamente idénticas mas de tipo
sexual opostos se unem (ex. Saccharomyces cerevisiae)

2- Fusao de células morfologicamente distintas como
anteridios e ascogonios (com hifa tricégina, ex. Laboulbenia
formicarum)



ASSEXUADA:

sem diferenciagao celular, normalmente por fragmentagao.




Reproducao Assexuada em Leveduras

Brotamento Cissiparidade

Pseudohifas




ASSEXUADA:

com diferenciagao celular e producao de esporos (conidios)

I U |
Foot cell
Germination ¢

— ) > 2 > —==9)

growth

||

N

@
Isotropic f Germling ﬂ Stalk
@

Uninucleate

‘ conidium \
= ()
[ |

ASEXUAL DEVELOPMENT ~ vesicle

Mature
conidiophore

Nature Protocols 2, 811 - 821 (2007)






Conidios — ectosporos produzidos a partir de hifas
especializadas, conidioforos.

Esporangiosporos — endosporos produzidos no
interior de um esporangio’. ..




Outros tipos de esporos (propagulos) de perfil mais
resistente também podem servir para dispersao
assexuada:

Clamidoconidios

b ¥

N r
\‘ o
¢

Adensamento hificos

. Estromata
- <-regular irregular -

>




Fisiologia



Em sua estrutura celular, os fungos sao muito semelhantes
as ceélulas dos animais

Sao eucariotos, apresentam
diversas organelas
iIntracelulares, nao possuem
cloroplastos, suas
mitocOndrias possuem
cristas achatadas e paralelas




Estrutura da parede celular

Conidio
dormente
My paorgiucan | chitin P a-(t,3-slucan i Solactomannan
VW Galactosaminogalactan ﬁ}@ proteins | GPlanchor
Hifa

Cellular Microbiology (2010) 12(7), B63-872



Caracteristicas gerais de sua nutricao:

Organismos heterotroficos, absor¢ao dos nutrientes do meio:

-Saprofitismo = matéria organica morta
-Interacdes com outros organismos = matéria organica viva

- <

—

Mutualismo/Simbiose

Comensalismo
Parasitismo
Predacao / fungos carnivoros



Os Fungos saprofitas obtém seus nutrientes através da
secrecgao de varias enzimas ao ambiente externo, digerindo
0 substrato tornando-o soluvel e passivel de passar pela
parede celular fungica.

ﬂg.ﬂll '."fjfm -'.—'.-,.‘




Em ultima analise o que determina em que substratos um fungo
saprofita € capaz de crescer, depende do tipo de enzimas
digestivas que ele € capaz de liberar.

Celulose - celulase

H HO o
OH OH HO OH

Lignina - ligninase




Nature Reviews | Microbiology

Nature Reviews Microbiology 9, 749-759



- O substrato digerido deve ser protegido da acao de
organismos oportunistas

-> Ativacao metabolismo secundario e secrecao de antibidticos
e micotoxinas

Alguns antibioticos secretados pelos fungos:

Penicillium sp Penicilina
Cephalosporium Cefalosporina
Asperqillus Dictopiprazinas
fumigatus

Penicillium Griseofulvina
griseofulvum

Aspergillus nidulans | Anidulafungina




A partir da digestao do substrato o fungo deve obter:

==p--0Onte de carbono — acucares: monossacarideos por difusao
facilitada, dissacarideos e trissacarideos por transporte
acoplado a H+

Sac?rose

invertase

\

Glucose Frutose

Maltose



==>|-0nte de nitrogénio — uréia, sais de amonio, nitritos, nitratos,
aminoacidos.

== _\/itaminas — biotina, tiamina, riboflavina ...
-Micronutrientes — fosfato, magnésio, ferro, cobre ...



= Agua




A disponibilidade de H,O pode ser medida por atividade de
agua (Aa)

(Aa) — Agua disponivel para pronto uso em substratos

Aa Exemplos

1,0 | Agua pura

0,99 | Meios micoldgicos e classicos

0,98 | Agua do mar
0,95 | Paes
0,90 | Presunto

0,75 | Solucao saturada cloreto de sodio
0,65 | Glicerol 22M

0,55 | Solucao de Glicose saturada

0,48 | Vales aridos da Antartica

Carlile & Watkinson, 1994; Leitao, 1988



(Aa) Minima para o Crescimento de Alguns Fungos

0,97 ||Penicillium viridicatum e a maioria dos fungos da madeira
0,95 |Basidiomicetos

0,92 ||Rhizopus

0,90 ||Neurospora crassa, Trichotecium roseum

0,87

Fusarium verticillioides

0,80

Penicillium citrinum

0,78

Asperqillus flavus e Aspergillus parasiticus

0,77 ||Aspergillus ochraceus

0,75 ||Aspergillus candidus

0,60 || Monascus

0,58 ||[Esporos Eurotium, Aspergillus e Penicillium.

Carlile & Watkinson, 1994; Leitao, 1988




mm) Oxigénio — A maioria dos fungos € aerdbica, entretanto
algumas leveduras sao aerdbicas facultativas podendo
sobreviver somente a partir do metabolismo fermentativo

Aerobic respiration Anaerobic fermentation

Sugar Glucose-6-phosphate

b

Sugar Glucose-G-phosphate

NADH

Pyruvate

Glycerol Tricse phosphates
Oxygen Pyruvate
L~ G0,
Ethanal Ethanol Oualoacetate
+*
X; N
Succinate Succinate

Figure 3-1: Metabolism in yeast under aerobic and anaerobic conditions.

Walker, 1997



Fatores Fisicos do meio que afetam crescimento fungico:

== Temperatura

Necessario a definicdo de parametros como: peso seco,
crescimento linear, germinacao, turbidez no meio

Psicroéfilos -> ndo crescem acima de 20°C
— Mesofilos -> com temp. 6tima entre 15 e 40°C

— Termofilos -> nao crescem abaixo de 20°C

Aspergillus flavus 10-43°C Humicola laluginosous 30-55°C

Leucosporidum antarticum 5-20°C

Ninhos de passaros, solo
constantemente aquecido pelo sol.



== Luminosidade

Exposicao a luz tém maior importancia no desenvolvimento do miceélio
reprodutivo dos fungos, afetando também a morfogénese, esporulacao

A

700 nm |

HIK HK Phytochrome . : S DT :
RA AR = : Bt i
Agaricus subrufescens

e Opsin

Bilin Eilin

Os fotons s&o sentidos dentro do Cogumelo do sol

reino dos fungos por proteinas Whit colar 1
presentes em outros seres vivos 06 O Coptochrome

Cryptochrome
~ Basidiomycota

Phytochrome
Opsin

Zygomycota

White collar 1
P

Chytridiomycota

(opsin?)

Current Biology

Curr Biol 15(20):R829-32.



—) Radiagéo Pode ter efeito mutagénico, bem como atrasar a

Fungos da regiao contaminada agora
apresentam a germinacao de esporos
estimulada por radiacao y, enquanto fungos de
outras areas tém o crescimento totalmente

inibido.

germinacao de esporos e o crescimento vegetativo

O acidente em Chernobyl demonstrou a capacidade
de alguns Ascomicetos em tolerar as altas doses de
C137 representando a maior fonte de contaminacéao
de Herbivoros. O crescimento de fungos na parede
do reator que sofreu a explosao também chama a
atencao pela sua capacidade adaptativa.




= Osmoralidade

-Tolerancia ao ambiente marinho em algumas espécies

-Leveduras osmofilicas vivem em altas concentracoes
de acucar atraves da producao interna de manitol.
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-> faixa pH bolores: 2 a 11

leveduras: 2 a 8

-> pH o6timo: 6

-> Em S. cerevisiae pH alcalino
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Produtos do metabolismo Fungico:

Reservas de acucar

-> Glicogénio (polissacarideo) — reserva energetica
-> Trealose (dissacarideo) — reserva de resposta rapida
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Produtos do metabolismo Fungico:

Metabolismo respiratério -. CO,

Metabolismo fermentativo -> CO,, , Etanol, Glicerol, Succinato

Aerobic respiration Anaerobic fermentation

Glucose-G-phosphate

Tricse phosphates

|

Pyruvate
N0,
Ethanal Ethanaol Onaloacetate
+*
co, co, I

Succinat:

Succinate

Figura 3-1: Metabaolism in yeast under asrobic and anaerobic conditions.



CO, -> aproveitado na panificagcao

Etanol -> producao bebidas

—>
Cozimento
\\ﬂn filtracdo |

/}"Gus»s:-# 7 MH :glﬂi

Fermentagéo 4
¥ maturagéo g

http://blog.uniararas.br/alimentos/?p=323



Produtos do metabolismo Fungico:

Lipidios -> Em Yarrowia lipolytica o conteudo de lipides
chega a representar 50% do seu peso seco

-> Proteinas ~ 10% peso liquido ou 40% do peso seco da célula
equivale a proteinas.

-> comparativamente enquanto um mamifero com 500kg produz
500g de proteina por dia, 500Kg de leveduras produzem 50.000
Kg.



Produtos do metabolismo Fungico:

Outros metabdlitos de interesse biotecnologico:

Enzimas -> Celulases, hemicelulases, amilases, invertases

Vitaminas-> provitamina A (zigomicetos), vitamina B12 (Eremotecium)
vitamina D2 (Penicillium), biotina (Phycomyces)

Acidos -> Acido citrico, fumarico, succinico, lactico
Hormoénios -> Giberilina (plantas), cortisona, hidroxiprogesterona.

Pigmentos -> Carotendides, crisogenina, pteridina.

Acido citrico -> obtido da fermentacdo de caldo de cana e concomitante uso
de Aspergillus niger e Y. lipolytica

-> necessario na industria de alimento e bebidas
(refrigerantes), detergentes e produtos de limpeza.



Os produtos do metabolismo secundario sao utilizados
pelos fungos principalmente no antagonismo a

microorganismos competidores

Para o homem podem ter efeitos:

Benéficos: Penicilina, ciclosporina A, lovastatina

Maléficos: Micotoxinas




PRINCIPAIS FUNGOS TOXIGENICOS E
MICOTOXINAS PRODUZIDAS

FUNGOS TOXINAS
Aspergillus flavus AFLATOXINAS

A parasiticus, A. nomius

A. ochraceus (A. alutaceus) OCRATOXINAS
Penicillium verrucosum.

Fusarium spp. FUSARIOTOXINAS

FUMONISINAS, ZEARALENONA
MONILIFORMINA, TRICOTECENOS



ERGOTISMO

Fungo:
claviceps
purpurea

Toxina:
Alcaldides de
Ergot

ESPORAO DE ERGOT




ALEUCIA TOXICA
ALIMENTAR

(ATA DISEASE)

Fungos: Fusarium
poae

F. sporotrichioides

Micotoxina: Toxina T-2

1941-1945
100.000 obitos




AFLATOXINAS
(AFB,, AFB,,AFG, e AFG,)

Fungos: Aspergillus
flavus,

A. parasiticus e A. nomius P b 5 &




AFLATOXINAS
1 1960 — Doenca X dos Perus ingleses
d A. flavus Link e A. parasiticus Speare

 Bifuranocumarinas fluorescentes

d 17 substancia : AFB,, AFB,, AFG, e AFG, -
FIGADO

d Alimentos: amendoim, castanha do brasil,
milho, algodao, cacau, nozes, arroz, sorgo.






microvtloblliar corpo denso
parlblliar .

W—\
_/l

desmossoma

@ mitocdndria C/V)
V ' 0 complexo de ﬂo .
w IS
w

gli
retlcuio

llsa en ap/asmaf/co
r

cogénio
0
T &

d
s
,/ "',{)’A‘ ugoso

/,’Zfé’i\f}/fp g
G

(AN =l nucleolo

(7

{r

AN

W

4
s

%u Pz

B ‘2 3epomdo J\
|
(8]

X Jé N\ A
Atlotoxicol

= L

AN b
canaliculo biliar . )
N

Esouema das possiveis interacoes da afla- >

toxina By e de scus produtos de biotrans-

formacao com cstruturas dn hepatocito. /

Fioura 13.



METABOLITOS DAS
AFLATOXINAS

(@ AFBI ‘ AFMp AFQD AFBZa’
AFP, e aflatoxicol

@ AFB, =) AFM,
@ AFG, mm) AFGM,, AFG,,

@ AFG, mmm) AFM,



CARCINOGENICIDADE DAS AFLATOXINAS:
EXPOSICAO CRONICA

+E através da alta freqiiéncia de ingestio de
alimentos contaminados com baixos teores (ng/g)
que reside o0 maior risco para a populacao exposta.

‘+*AFB1 e seu produto de biotransformacao em
mamiferos; AFM1 sao reconhecidamente
cancerigenos para o homem.



VIAS DE EXPOSICAO HUMANA AS MICOTOXINAS

“*Fonte Principal: Alimentos Contaminados

A- Ingestao Direta: através de alimentos contaminados
(cereais, amendoim, etc)

B- Através de produtos de origem animal (animais que
consumiram ragao contaminada: carne, leite e produtos
lacteos).



Teor de aflatoxinas nos alimentos brasileiros

Substrato numero teor em ppb
de amostras positividade

Amendoim cru 32 4 (12) 52 a 650

Amendoim salgado 32 4 (12) 40 a 1040

e torrado

Manteiga de amendoim 64 48 (75) 25a 275

Pacoca 64 42 (56) 55a 1218

Milho 64 3(4,7) 190 a 2000

Soja 64 0 -

Queijo 64 0 -

Salame 64 0 -

Farinha de trigo 20 2 (10) 3600 A 18000

Misso 20 3 (15) 1100 a 1400

Farinha de rosca 20 1(5) 1000

Farinha de mandioca 20 0

Racodes 140 15 (10,7) 40a 20



