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RESUMO

As tartarugas marinhas sdo dependentes de suas rotas migratérias e de ambientes
costeiros para alimentacdo e reproducdo, mantendo contato frequente com diversos
organismos fungicos. No entanto, a escassez de estudos micologicos ressalta a
necessidade de pesquisas adicionais para a compreensao dessas interagoes. Este estudo
tem como objetivo apoiar os esforcos de conservagdo das tartarugas marinhas, ao
investigar a variedade de fungos presentes em tartarugas marinhas e identificar a
diversidade dos fungos encontrados nos ninhos e ovos, para isso, este estudo possui
duas abordagens: 1. Levantamento bibliografico sobre a interacdo de fungos em
tartarugas marinhas em escala global e 2. Investigacéo da diversidade fungica em ninhos
e ovos de tartarugas da espécie Caretta caretta ao longo da costa litoranea do municipio
de Ipojuca-PE, nordeste do Brasil. Para atender a primeira abordagem foram realizadas
buscas na literatura utilizando as palavras chaves "sea turtle and fungi” (em lingua inglesa)
e "tartarugas marinhas e fungos" (em portugués) por meio de bases de dados como BVS,
SciELO, Periddicos CAPES e Google Académico. foram considerados artigos publicados
gue abordassem a ecologia entre fungos e tartarugas marinhas nos ultimos 10 anos
(2010-2020). De acordo com os criterios estabelecidos, foram selecionados 27 artigos, 0s
quais revelaram a ocorréncia de 29 géneros fungicos nas tartarugas marinhas
investigadas, sendo os géneros: Fusarium (21%), Aspergillus (11%) e Cladosporium
(11%) os mais frequentes presentes em todas as fases de desenvolvimento, desde ovos
até animais adultos. Apesar dos dados apresentados, ainda sdo necessarios mais
esforcos para compreender a interacdo das comunidades fungicas com estes animais
marinhos. Sendo assim, esta dissertacao realizou sua segunda abordagem com coletas
de ovos e areia em ninhos de tartaruga da espécie C. caretta ocorrente nas praias de
Porto de Galinhas, Muro Alto e Maracaipe, localizadas no litoral pernambucano. Os
fungos foram isolados por meio de diluicdo das amostras em meios de cultura especificos
e identificados morfologica e molecularmente por meio do sequenciamento parcial do
gene [B-tubulina. No total foram obtidos 207 isolados, 104 (50,2%) identificados como
pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces. O mais prevalente foi
Penicillium representado por 11 espécies (P. allii-sativi, P. brocae, P. citreosulfuratum, P.
citrinum, P. coffae, P. mallochii, P. meliponae, P. oxalicum, P. steckii, P. sp. Nov. 1 e P.
sp. Nov. 2.); seguido do Aspergillus oito espécies (A. flavus, A. hortae, A. insulicola, A.
niger, A. sidowii, A. tamarii, A. terreus e A. unguis) e Talaromyces quatro espécies (T.
albobiverticillius, T. alveolaris, T. pigmentosus e T. wortmannii). A. sidowii e P. citrinum
foram encontradas em abundancia tanto dentro dos ovos quanto na areia, enquanto 0s
isolados de Talaromyces foram identificados exclusivamente no contetdo interno dos
ovos. Esses resultados sugerem a existéncia de interacdes ecoldgicas especificas ainda
ndo completamente compreendidas e contribuem para ampliar nosso conhecimento sobre
a ecologia das tartarugas marinhas e a potencial influéncia dos fungos em sua
reproducdo. Dessa forma, sdo necessarios estudos adicionais para aprofundar nosso
entendimento em relacdo ao potencial benéfico, neutro ou maléfico das espécies
encontradas.

Palavras-chave: Costa litoranea; Aspergillus; Penicillium; Talaromyces; Ovos; Micobiota;
Biologia da conservacéao.



ABSTRACT

Marine turtles are dependent on their migratory routes and coastal environments for
feeding and reproduction, maintaining frequent contact with various fungal organisms.
However, the scarcity of mycological studies highlights the need for additional research to
understand these interactions. This study aims to support the conservation efforts of
marine turtles by investigating the variety of fungi present in marine turtles and identifying
the diversity of fungi found in nests and eggs. For this purpose, the study adopts two
approaches: 1. A literature review on the interaction of fungi in marine turtles on a global
scale, and 2. Investigation of fungal diversity in nests and eggs of Caretta caretta turtles
along the coastal region of Ipojuca-PE, northeastern Brazil. The literature searches were
conducted using the keywords "sea turtle and fungi” (in English) and "tartarugas marinhas
e fungos” (in Portuguese) through databases such as BVS, SciELO, CAPES Periodicals,
and Google Scholar. Articles published in the last 10 years (2010-2020) that addressed
the ecology between fungi and marine turtles were considered. According to the
established criteria, 27 articles were selected, which revealed the occurrence of 29 fungal
genera in the investigated marine turtles, with Fusarium (21%), Aspergillus (11%), and
Cladosporium (11%) being the most frequently present in all development stages, from
eggs to adult animals. Despite the presented data, further efforts are required to
understand the interaction of fungal communities with these marine animals. Therefore,
this dissertation pursued its second approach by collecting eggs and sand from nests of
C. caretta turtles in the beaches of Porto de Galinhas, Muro Alto, and Maracaipe, located
on the coast of Pernambuco. The fungi were isolated through dilution of samples in specific
culture media and morphologically and molecularly identified through partial sequencing
of the B-tubulin gene. In total, 207 isolates were obtained, with 104 (50.2%) identified as
belonging to the genera Aspergillus, Penicillium, and Talaromyces. Penicillium was the
most prevalent, represented by 11 species (P. allii-sativi, P. brocae, P. citreosulfuratum,
P. citrinum, P. coffae, P. mallochii, P. meliponae, P. oxalicum, P. steckii, P. sp. Nov. 1, and
P. sp. Nov. 2); followed by Aspergillus with eight species (A. flavus, A. hortae, A. insulicola,
A. niger, A. sidowii, A. tamarii, A. terreus, and A. unguis) and Talaromyces with four
species (T. albobiverticillius, T. alveolaris, T. pigmentosus, and T. wortmannii). A. sidowii
and P. citrinum were found abundantly both inside the eggs and in the sand, while
Talaromyces isolates were exclusively identified in the internal content of the eggs. These
results suggest the existence of specific ecological interactions not yet fully understood
and contribute to expanding our knowledge about the ecology of marine turtles and the
potential influence of fungi on their reproduction. Therefore, further studies are necessary
to deepen our understanding regarding the beneficial, neutral, or harmful potential of the
identified species.

Keywords: Coastal area; Aspergillus; Penicillium; Talaromyces; Eggs; Microbiota;
Conservation biology.
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1 INTRODUCAO

As tartarugas marinhas sé&o animais que desempenham um importante papel
nos ecossistemas marinhos. Como animais migratérios, elas tém uma ampla
distribuicdo geografica; conforme crescem, mudam de habitat geralmente em busca
de alimentos e/ou reproducdo. Sao essenciais para a manutencao da biodiversidade
marinha, pois atuam no controle de populacdes, como as medusas e algas
contribuindo para manter o equilibrio ecolégico dos oceanos. Durante a temporada de
desova, as fémeas enterram seus ovos na areia da praia e, ap0s cerca de 45 a 60
dias, os filhotes nascem e iniciam sua jornada no mar (BRODERICK et al., 2003;
CAMPBELL, 2012; MARCOVALDI; DEI MARCOVALDI, 1999; MARGARITOULIS et
al., 2003; SEMINOFF; SHANKER, 2008).

Nos ultimos anos, as tartarugas marinhas vem enfrentando diversas ameacas
em todo o mundo. A poluicdo dos oceanos, a pesca incidental, a perda de habitat e
as mudancas climaticas sdo algumas das principais ameacas que afetam essas
espécies (FERREIRA et al., 2022; FLORES-AGUIRRE et al., 2023; KAMROWSKI et
al., 2012; WALLACE et al., 2010). A ingestdo de plasticos, que muitas vezes €
confundida com alimento, pode causar problemas digestivos e levar a morte,
juntamente com a pesca incidental. A destruicdo de habitats costeiros e a urbanizacao
também séo preocupacdes crescentes, pois esses animais dependem desses locais
para desovar e alimentar-se. Além disso, a mudanca climética, que afeta as
temperaturas do mar e os padrbes de correntes oceanicas, também pode ter um
impacto significativo nas tartarugas marinhas. Por isso, torna-se crucial que medidas
de conservacao sejam implementadas para proteger essas espécies e garantir sua
sobrevivéncia a longo prazo (FERREIRA et al., 2022; GODLEY et al., 2008; WALLACE
et al., 2011).

Um aspecto pouco explorado da biologia das tartarugas marinhas é a micobiota
presente nos seus ninhos. A micobiota € o conjunto de fungos que coloniza
determinado ambiente e, nos ninhos de tartarugas marinhas estes podem
desempenhar um papel importante na ecologia desses animais (DOMICIANO;
DOMIT; BRACARENSE, 2017; LIMA et al., 2012). Segundo Halls & Randall (2018),
os fungos presentes nos ninhos dessas espécies podem ser influenciados pelas
condicbes favoraveis ao seu desenvolvimento, podendo afetar os embribes e a

sobrevivéncia dos filhotes. Portanto, compreender a micobiota presente nos ninhos de
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tartarugas marinhas é fundamental para a conservacdo dessas espécies e para o
manejo dos seus habitats de nidificacéo.

Em um estudo realizado por Broderick et al. (2003), a microbiota com potencial
patogénico nos ninhos de tartarugas marinhas foi verificada, e acredita-se que pode
afetar a salde dos filhotes e a sobrevivéncia da ninhada. Além disso, segundo o
mesmo estudo, a presenca de lixo plastico nesses ninhos também pode aumentar o
risco de infeccdo. Esses resultados destacam a importancia de se avaliar a qualidade
microbiolégica dos habitats de nidificagdo das tartarugas marinhas e de se
implementar medidas de gestéo para proteger esses animais e seus habitats.

Considerando o supracitado, supfe-se que 0s ovos € a areia dos ninhos da
tartaruga marinha C. caretta, coletados no litoral de Ipojuca, Pernambuco, regido
nordeste do Brasil, abrigam uma micobiota especifica e estabelecem interacdes
ecolégicas com espécies de fungos ainda ndo descritas pela ciéncia, tais como
mutualismo e comensalismo. Além disso, € possivel que as espécies fungicas também
apresentem interacdes entre si, como competicdo e amensalismo.

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo revisar interacdes entre as
tartarugas marinhas e os fungos, além de isolar e identificar fungos em ninhos e ovos
da espécie C. caretta ao longo da costa litoranea do municipio de Ipojuca-PE.
Especificamente, busca-se avaliar a diversidade da populacao fangica, investigar
possiveis correlacdes entre a presenca de fungos e as caracteristicas dos ninhos e
ovos, além de avaliar os possiveis impactos devido as colonizac¢des destes fungos na
viabilidade dos ovos e no sucesso da incubagéo. O estudo fornecera subsidios para
auxiliar a compreenséao da ecologia da espécie e para a elaboracao de estratégias de
conservacdo e manejo pelos Orgdos responsaveis dos possiveis impactos da

populacao fungica na sobrevivéncia das tartarugas marinhas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Contribuir para a conservagao das tartarugas marinhas, por meio da
avaliacao da diversidade fungica em tartarugas marinhas e da identificacdo da
diversidade dos fungos em ninhos e ovos de tartarugas da espécie Caretta
caretta ao longo da costa litorAnea do municipio de Ipojuca-PE, nordeste do

Brasil.

2.2 ESPECIFICOS

e Realizar uma revisao de literatura abrangendo a ocorréncia de fungos em
tartarugas marinhas ao redor do mundo;

e Investigar a ocorréncia de fungos em amostras de areia e ovos nao
eclodidos em ninhos da espécie C. caretta;

e Identificar os isolados fungicos fenotipicamente e molecularmente;

e Avaliar a abundéancia dos fungos, diferenciando entre as localizacfes de
coleta (areia e ovos nédo eclodidos);

e Depositar representantes isolados de cada espécie de fungo na colecdo
da Micoteca URM da UFPE.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 TARTARUGAS MARINHAS: ECOLOGIA E CONSERVACAO

As tartarugas marinhas enfrentam sérios desafios mundiais em relacdo a
sua conservacdo (FERREIRA et al., 2022; WALLACE et al., 2011). Existem sete
espécies de tartarugas marinhas: tartaruga-verde (Chelonia mydas), tartaruga-
de-pente (Eretmochelys imbricata), tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea),
tartaruga-de-couro (Dermochelys coriacea), tartaruga-cabecuda (Caretta
caretta), tartaruga-de-kempi (Lepidochelys kempii) e tartaruga-de-papua
(Natator depressus); todas enfrentando sérios riscos de extincdo de acordo com
a Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) (ABREU-
GROBOIS, 2008; CASALE; TUCKER, 2015; MORTIMER, 2008; SEMINOFF,
2004; WIBBELS; BEVAN, 2019). A perda de habitats costeiros, a degradacéo
dos ecossistemas marinhos, a pesca incidental, a poluicdo dos oceanos e as
mudancas climaticas sdo algumas das principais ameacas que contribuem para
a diminuicdo dessas espécies em todo o mundo (WALLACE et al.,, 2011).
Adicionalmente, a captura acidental em pesca artesanal, como redes e anzais,
representa uma ameaca significativa para estes animais em suas areas de
alimentacéo. A poluicdo dos oceanos, incluindo plasticos, pesticidas e produtos
guimicos toxicos, também tem impactos negativos, causando danos a sua saude
e desenvolvimento. A¢Oes de conservacao urgentes e eficazes, como a protecéo
de habitats criticos, a implementacéo de praticas pesqueiras sustentaveis e a
conscientizagdo publica sdo essenciais para reverter o status de conservacao
preocupante das tartarugas marinhas (TROENG; CHALOUPKA, 2007;
WALLACE et al., 2011).

Estes animais desempenham um papel vital na ecologia marinha e
costeira, tornando sua conservacdo de extrema importancia. Sdo considerados
espécies-chave devido aos multiplos impactos que tém nos ecossistemas em
gue vivem, pois sdo responsaveis pelo controle de populacdes de medusas e
outros invertebrados,contribuindopara o transporte de nutrientes entre diferentes
habitats, por exemplo, através do transporte de algas e crustaceos de areas de
alimentacdo para areas de reproducdo. Essa transferéncia de nutrientes é

essencial para a saude e a produtividade dos ecossistemas costeiros
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(BJORNDAL; BOLTEN; CHALOUPKA, 2019; HAMANN et al., 2010;
MATSUZAWA et al., 2016; SHAMBLIN et al., 2012; WALLACE et al., 2011).

A sua presenca também tem efeitos positivos na saude dos recifes de
corais, uma vez que se alimentam das algas que competem com o coral por
espaco. Além disso, sdo conhecidas por criar "sombra de nutrientes" enquanto
se alimentam, o que atrai uma grande variedade de organismos marinhos,
aumentando a diversidade e a abundancia de espécies em seu torno, nas
regides de alimentacdo. Em compensacéo, servem como fonte de alimento para
outros predadores marinhos, mantendo a cadeia alimentar equilibrada. Portanto,
a conservacao das tartarugas marinhas nao apenas beneficia diretamente essas
espécies ameacadas, mas também promove a salude e a resiliéncia de
ecossistemas marinhos inteiros. A conservacao dessas espécies é crucial para
preservar a biodiversidade marinha e manter a funcionalidade destes
ecossistemas costeiros (BJORNDAL; BOLTEN; CHALOUPKA, 2019;
MATSUZAWA et al., 2016; SHAMBLIN et al., 2012).

Os ninhos de tartarugas marinhas desempenham um papel crucial para
as espécies. Esses locais representam uma etapa vital do ciclo de vida, onde as
fémeas depositam seus ovos no qual ocorre o desenvolvimento embrionario. Os
ninhos séo cuidadosamente selecionados pelas tartarugas, com base em fatores
como temperatura, textura do solo e proximidade da agua. A escolha de locais
adequados para nidificacdo € essencial para 0 sucesso reprodutivo desses
animais, garantindo a sobrevivéncia das proximas geracdes. Além disso, estes
desempenham um papel importante na protecdo dos ovos contra predadores e
perturbacdes humanas, proporcionando um ambiente seguro até o nascimento
(FLORES-AGUIRRE et al., 2023; GATTO; REINA, 2022; KAMROWSKI et al.,
2012; TEZAK et al., 2020).

A espécie Caretta caretta Linnaeus, 1758, conhecida por tartarugas-
cabecgudas, é considerada uma tartaruga carnivora, possuindo uma mandibula
forte e afiada, adaptada para esmagar e triturar suas presas. Elas se alimentam
principalmente de invertebrados, incluindo: caranguejos, camardes, moluscos e
ouricos-do-mar, mas essa dieta pode ser variavel a depender da disponibilidade
de alimentos nas &reas em que habitam. Seu estilo de vida é altamente
migratorio, com longas viagens entre areas de alimentacdo e reproducao.

Quanto ao tamanho, podem atingir até 1,36 metros de comprimento e pesar mais
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de 180 kg quando adultas. Sua idade pode ser estimada através do exame de
anéis de crescimento em seus 0Ss0S e carapacas, indicando que podem viver
até mais de 50 anos. A coloracdo dessas tartarugas € geralmente marrom-
escura no dorso, com tons mais claros nas areas ventrais (CASALE; TUCKER,
2015; MARGARITOULIS et al., 2003; WALLACE et al., 2011).

Figura 1: Representacdo da tartaruga marinha Caretta caretta.

Fonte: Tamar (2023).

3.2 MICOBIOTA E AMBIENTES COSTEIROS

A micobiota refere-se ao conjunto de fungos presentes em um
determinado ambiente (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018; CALLEWAERT;
RAVARD HELFFER; LEBARON, 2020). Os fungos sao organismos
hiperdiversos e podem ser encontrados nos mais diferentes nichos ecolégicos e
guando comparados em termos de diversidade ao reino vegetal e animal, as
estimativas sugerem sernumericamente  superiores a este Ultimo
(HAWKSWORTH; LUCKING, 2017; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

Fungos desempenham um papel fundamental na manutencéo da saude
e do equilibrio dos ecossistemas naturais. Pesquisas demonstram que a sua
composi¢cdo pode variar de acordo com fatores ambientais, como a
disponibilidade de nutrientes, a umidade e a temperatura (que podem favorecer,
ou ndo, a sua sobrevivéncia) e com o potencial de estar presentes em diversos
habitats, como: solos, plantas, &gua doce e ambientes marinhos, possuindo uma
ampla diversidade (ADELEKE; BABALOLA, 2021; BOGAS et al., 2022;
PORRAS-ALFARO; BAYMAN, 2011; TEDERSOO et al., 2014). Desempenham

uma série de funcdes ecoldgicas importantes: decomposicdo da matéria
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organica, ciclagem de nutrientes, interagdes simbioticas com plantas e animais,
além de poder produzir substancias quimicas com potencial medicinal e
industrial (PORRAS-ALFARO; BAYMAN, 2011; TEDERSOO; MAY; SMITH,
2010; VELLEND, 2010).

Essas comunidades de fungos podem estar envolvidas em uma variedade
de interagbes complexas com outros organismos. Por exemplo, o
estabelecimento de relacdes simbidticas com as raizes das plantas, formando
micorrizas, que auxiliam na absor¢céo de nutrientes e no crescimento das plantas
(TEDERSOO; MAY; SMITH, 2010). Além disso, a micobiota também pode ter um
impacto significativo na salde dos organismos hospedeiros, influenciando seu
sistema imunolégico, metabolismo e protecdo contra patdogenos (LI et al., 2021;
PECORARO et al., 2021). Estudos cientificos tém enfatizado as diversidades e a
relevancia desses organismos na natureza, fornecendo conhecimento valioso
sobre sua ecologia com outros organismos e 0S Servigos ecossistémicos que
desempenham (KHALIL et al., 2021; PECORARO et al., 2021; SARMIENTO
RAMIREZ et al., 2016).

A diversidade e fungcédo dos fungos em ecossistemas costeiros tém sido
objeto de varios estudos, revelando a importancia desses microrganismos para
saude e manutencdo desses ambientes. Estudos tém demonstrado que os
fungos encontrados no ambiente costeiro estdo envolvidos em processos como
decomposicdo de matéria organica, ciclagem de nutrientes, simbiose com
plantas, interagbes com animais marinhos e produgéo de enzimas essenciais
para degradacao de compostos complexos (GOMES et al., 2008; PHAM; DINH;
NGUYEN, 2021; RAGHUKUMAR, 2017; RICHARDS et al., 2012; VELEZ et al.,
2022).

Além disso, ha nessa micobiota uma ampla gama de espécies adaptadas
as condi¢des especificas desses ambientes, como: alta salinidade, flutuacées de
temperatura e exposicao a radiacdo solar intensa como observado em espécies
de Aspergillus spp., Penicillium spp., Trichoderma spp., Fusarium spp., dentre
outras. Ainda, as interacdes entre fungos e plantas costeiras desempenham um
papel crucial na colonizacdo e estabilizagdo de dunas. Outrossim, sua
capacidade de produzir enzimas extracelulares contribui para a decomposicéo
de detritos vegetais e animais, resultando na reciclagem de nutrientes e na

manutencdo do equilibrio ecolégico dos ecossistemas costeiros (GOMES et al.,
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2008; PHAM; DINH; NGUYEN, 2021; RAGHUKUMAR, 2017; RICHARDS et al.,
2012; VELEZ et al., 2022).

A compreensdo da diversidade e funcdo da micobiota em ambientes
naturais tem sido impulsionada pelo avanco das técnicas de sequenciamento de
DNA, como o sequenciamento de nova geracao. Essas abordagens permitiram
a identificacdo de uma riqueza, ainda maior, de espécies fangicas e revelaram
interacbes complexas entre diferentes grupos de fungos e seu ambiente.
Compreender a composicao e a diversidade da micobiota em ambientes naturais
€ fundamental para entender os processos ecolégicos, a dindmica dos
ecossistemas e o0 potencial biotecnolégico associado a estes organismos
(O’BRIEN et al., 2005; PORRAS-ALFARO; BAYMAN, 2011; RICHARDS et al.,
2012; VAN DER HEIJDEN; BARDGETT; VAN STRAALEN, 2008).

3.3 METODOS TRADICIONAIS DE IDENTIFICACAO DA MICOBIOTA

Os métodos tradicionais de identificacdo de fungos, como o cultivo em
meios de cultura, tém sido amplamente utilizados para estudar a presenca
destes organismos em ambientes naturais. Esses métodos envolvem a coleta de
amostras, o isolamento dos microrganismos em meios de cultura especificos e
a observacédo de suas caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas. Embora essas
abordagens tenham contribuido significativamente para o conhecimento da
diversidade fungica, elas apresentam limitacbes e desafios que podem
comprometer uma identificacdo precisa e abrangente (HAWKSWORTH, 2001;
HAWKSWORTH; LUCKING, 2017; PEAY; KENNEDY; TALBOT, 2016;
SCHOCH et al., 2012; SUN; GUO; HYDE, 2011).

Uma das principais limitacdes dos meétodos tradicionais de cultivo € a
dependéncia da capacidade de crescimento dos fungos em meios de cultura
especificos. Muitos, tém requisitos nutricionais e ambientais especificos, o que
pode resultar na subestimacao da real diversidade das espécies ali presentes.
Além disso, alguns microrganismos podem ser considerados néo cultivaveis, ou
seja, ndo se desenvolvem adequadamente nos meios de cultura disponiveis, 0
gue impede sua identificacdo utilizando essas técnicas (GAD et al., 2021; PEAY;
KENNEDY; TALBOT, 2016; SILVA et al.,, 2022; SUN; GUO; HYDE, 2011;
TEDERSOQO; LINDAHL, 2016).
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Outro desafio na identificagdo tradicional de fungos é a dificuldade de
distinguir espécies morfologicamente semelhantes ou variantes genéticas dentro
de uma mesma espécie (DAMIALIS et al., 2015; KRAUSS et al., 2011; NILSSON
et al., 2019). A identificacdo com base apenas em caracteristicas morfologicas
pode levar a erros de identificacdo e a subestimacéao da diversidade real. Alguns
microrganismos podem apresentar formas de vida distintas em diferentes
estagios de seu ciclo de vida, o que pode dificultar ainda mais a correta
identificacdo (GAD et al., 2021; PEAY; KENNEDY; TALBOT, 2016; SILVA et al.,
2022; SUN; GUO; HYDE, 2011; TEDERSOO; LINDAHL, 2016). Apesar das
restricbes relacionadas a identificacdo morfolégica, o isolamento de
microrganismos ainda € fundamental em pesquisas cientificas, seja como
estratégia para conservacao e manutencao dos recursos biolégicos seja como
patrimbnio genético para utilizacdo em pesquisas biotecnoldgicas.

No entanto, distinguir espécies com base na morfologia representa um
grande desafio, sobretudo em fungos assexuados, devido a escassez de
caracteristicas morfoldgicas distintivas. A auséncia de esporos sexuais ou
orgédos reprodutivos especializados dificulta bastante essa classificagao
taxondmica. Esses fungos se reproduzem principalmente por fragmentacéo,
brotamento ou outros processos assexuados, 0 que torna problematica esta
identificacdo baseada em caracteristicas morfolégicas tradicionais (CROUS et
al., 2022; GAMS, 2000; HERNANDEZ-RESTREPO; GROENEWALD; CROUS,
2016; JEEWON; HYDE, 2016; SEIFERT, 2009).

Para superar essas limitacfes e desafios, métodos moleculares como
sequenciamento de DNA e técnicas de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR),
tém sido cada vez mais empregadas na identificacdo da micobiota. Essas
abordagens permitem a identificacdo precisa e rapida, independentemente de
sua capacidade de cultivo. Além disso, a analise genética oferece informacdes
mais detalhadas sobre a diversidade fungica e permite a distingdo de espécies
morfologicamente semelhantes (NILSSON et al., 2019; SILVA et al., 2022;
TEDERSOQO; LINDAHL, 2016; YILMAZ et al., 2014).

3.4 VANTAGENS DA ANALISE MOLECULAR NA IDENTIFICACAO DA
MICOBIOTA
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A andlise molecular tem se mostrado uma ferramenta essencial para a
identificacdo precisa de fungos, uma vez que, a identificacdo morfolégica pode
ser dificil e imprecisa. Dentre os métodos de andlise molecular utilizados para
identificacdo de fungos, destacam-se a PCR e o sequenciamento de DNA. A
PCR é uma técnica que amplifica, seletivamente, um segmento especifico de
DNA e pode ser utilizada para identificar fungos presentes em uma amostra
clinica ou ambiental. Ja o sequenciamento de DNA permite a identificacao de
espécies de fungos por meio da analise de sequéncias de nucleotideos
presentes em regifes especificas do genoma fungico, como o Internal
Transcribed Spacer (ITS), B-tubulina (tubB), Calmodulina (CAL), Translation
Elongation Factor l-alpha (TEF1-a), Elongation factor 1-alpha (EF1-a), dentre
outros, os quais correspondem a regifes altamente conservadas no genoma
destes organismos (IRINYI et al., 2015; SCHOCH et al., 2012; WAGNER et al.,
2018).

O uso da andlise molecular tem se mostrado eficaz ndo apenas na
identificacdo de fungos, mas também em estudos filogenéticos, permitindo
melhor compreensado da diversidade e precisdo na classificacdo taxondémica.
Além disso, a analise molecular também é utilizada na deteccao de espécies
patogénicas resistentes a medicamentos, 0 que € essencial para um tratamento
mais adequado e eficaz de infec¢des fungicas (ALEM et al., 2022; EGHTEDAR
NEJAD et al., 2020; IRINYI et al., 2015; PANG et al., 2019; SABINO et al., 2014).

Diversas pesquisas utilizaram essas técnicas para identificar a micobiota
em diferentes ambientes, desde o solo, 4gua, até animais (MOREIRA et al.,
2020; RODRIGUES et al., 2023; TANG et al., 2015; TEDERSOO et al., 2014). O
estudo realizado por Tedersoo et al. (2014) investigou a diversidade de fungos
em florestas tropicais da América do Sul, Africa e Sudeste Asiatico. Os autores
utilizaram o sequenciamento de DNA para analisar o DNA presente no solo e
nas raizes de arvores, e identificaram uma grande diversidade flngica, incluindo
muitos grupos ainda nao descritos pela ciéncia. Os resultados revelaram que
esta diversidade variava em diferentes regides do mundo e que as florestas
tropicais correspondem a hotspots de diversidade de fungos. A abordagem
envolvendo o uso concomitante de técnicas moleculares com os métodos
tradicionais de cultivo em agar tem sido utilizada. Essa abordagem pode fornecer

uma visao mais abrangente da diversidade em diferentes ambientes, ajudando
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a identificar espécies fungicas que sdo importantes para processos ecolégicos
especificos, como decomposicdo ou simbiose com outros organismos. Essa
abordagem pode ser uma alternativa viavel em substituicdo a analise
metagendmica de alta resolucéo, especialmente em situacbes em que o custo &
um fator limitante (CARBUNGCO et al., 2017; EDWARDS et al., 2020; FRANCO-
DUARTE et al., 2019; KHALIL et al., 2021; WEARN et al., 2012; ZHOU; HYDE,
2001).

3.5 RELACAO ENTRE A MICOBIOTA E OVOS DE TARTARUGAS
MARINHAS

As tartarugas marinhas estabelecem interagcbes complexas com a
micobiota presente em seus ninhos, o que nos ultimos anos, tem despertado
interesse crescente entre os pesquisadores (CAFARCHIA et al., 2020; CHAI et
al., 2023; GLEASON; ALLERSTORFER; LILJE, 2020; GREEFF-LAUBSCHER,;
JACOBS, 2022). Estudos tém investigado a diversidade e a funcdo destes
fungos nos ninhos destas tartarugas marinhas, buscando compreender ecologia
entre esses organismos, assim como o impacto dos fungos nos ovos destas
tartarugas. Os resultados alertam que determinados fungos presentes nos
ninhos sdo capazes de produzir compostos antifiingicos e antibacterianos,
oferecendo uma barreira protetora contra patdgenos e reduzindo o risco de
infecgdes  (BEZY; VALVERDE; PLANTE, 2015, GARCIA-MARTIN;
SARMIENTO-RAMIREZ; DIEGUEZ-URIBEONDO, 2021, GREEFF-
LAUBSCHER; JACOBS, 2022; HOH et al., 2020; SMYTH et al., 2019). Embora
estes desempenhem papéis ecoldgicos importantes, em certas circunstancias,
eles também podem ter impactos negativos nas tartarugas marinhas e em seus
ninhos. Condicdes ambientais favoraveis, com alta umidade e temperaturas
elevadas, podem promover o crescimento excessivo de fungos nestes ninhos e
esta proliferacéo descontrolada pode resultar na colonizacdo em ovos, afetando
negativamente sua integridade e viabilidade. Isso pode levar a problemas de
desenvolvimento dos embrides, diminuindo a taxa de eclos&o e aumentando a
suscetibilidade a infec¢cOes secundarias, causando doencas e comprometendo o
desenvolvimento embrionério e até mesmo a morte dos embries (CHAI et al.,
2023; GLEASON; ALLERSTORFER; LILJE, 2020; PIETROLUONGO et al.,
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2023; SMYTH et al., 2019; VENKATACHALAM et al., 2019).

3.5.1 Estudos sobre micobiota em ninhos de tartarugas marinhas
no Brasil

Apesar da importancia do estudo desses microrganismos, ainda ha muitas
lacunas de conhecimento a respeito da micobiota em ninhos de tartarugas
marinhas no Brasil. Estudos prévios tém mostrado que a composicdo da
micobiota pode ser influenciada por diversos fatores, como a temperatura e
umidade do ninho, composicdo quimica do solo e presenca de outras espécies
animais proximas. No entanto, ainda h4 muito a ser explorado sobre como esses
fatores interagem e afetam a composicéo e fungcdo da micobiota nos ninhos de
tartarugas marinhas. Além disso, pouco se sabe sobre o papel especifico que os
diferentes grupos de fungos desempenham no desenvolvimento embrionario
destas tartarugas e como eles podem afetar a sobrevivéncia das recém-nascidas
(DOMICIANO; DOMIT; BRACARENSE, 2017; NEVES; MOURA; OLIVEIRA?,
2015; ROSADO-RODRIGUEZ; MALDONADO-RAMIREZ, 2016).

Apesar destas lacunas, as pesquisas existentes jA comprovam a presenca
de diversas espécies fungicas nestes ninhos e correlacionam os dados com a
sobrevivéncia desses animais (GAMBINO et al., 2020; SARMIENTO RAMIREZ
et al., 2016). No trabalho desenvolvido por Gleason, Allerstorfer e Lilje (2020),
por exemplo, os autores identificaram a presenca de fungos patogénicos em
detritos ao redor dos ninhos, podem ser transportados por diversos tecidos
animais e vegetias, e discutem que sua presenca pode ter implicacdes a saude
e sobrevivéncia desses animais recém-nascidos.

Alguns estudos (DOMICIANO; DOMIT; BRACARENSE, 2017; NEVES;
MOURA; OLIVEIRA, 2015; ROSADO-RODRIGUEZ; MALDONADO-RAMIREZ,
2016) tém mostrado que os ninhos de tartarugas marinhas no Brasil possuem
uma diversidade fangica consideravel. Esses trabalhos indicaram que a
presenca destes fungos pode influenciar ndo apenas a sobrevivéncia das
tartarugas durante o periodo de incubacdo dos ovos, mas também o
desenvolvimento dos filhotes, pois muitas encontradas correspondem a espécies
patogénicas. Além disso, a presenca de fungos produtores de enzimas
degradadoras de quitina no ninho pode também afetar a estrutura da casca dos

ovos, aumentando sua permeabilidade e tornando-os mais suscetiveis a danos
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externos

O estudo da micobiota em ninhos de tartarugas marinhas é uma area
emergente de pesquisa que apresenta diversas perspectivas futuras. A
compreensao dos fatores que influenciam sua composicdo e funcdo pode
contribuir para identificacdo de estratégias de manejo e conservagdo destes
animais, fornecendo informacgdes importantes sobre a ecologia e evolugao das
tartarugas marinhas e de seus habitats. Devido a relevancia do tema, faz-se
necessario mais estudos para preencher as lacunas de conhecimento existentes
e compreender melhor a importancia e relacéo destes fungos nos ninhos destas
tartarugas.

Visando expandir ainda mais as informacdes relacionadas a esta tematica,
a presente dissertacdo realizou um estudo de revisdo bibliografica sobre a
interagdo de fungos em tarrarugas marinhas em todo o mundo e um estudo
experimental sobre a diversidade fungica em ninhos de tartaruga da espécie C.
carreta ocorrente no litoral pernambucano, nordeste do Brasil. Estes estudos

podem ser vistos no topico de resultados e discussdo desta dissertacao.

3.5.2 Monitoramento no litoral sul de Pernambuco

Ipojuca, localizada na regido litoral sul de Pernambuco, é conhecida por
suas belas praias além da biodiversidade e conservacdo das tartarugas
marinhas. O municipio abriga praias propicias para a nidificacdo de espécies
como a tartaruga-verde, tartaruga-de-pente, tartaruga-cabecuda e tartaruga-
oliva, todas ameacadas de extincdo. Bidlogos e voluntarios monitoram e
protegem os ninhos, além de realizar acbes de conscientizacdo e educacao
ambiental para preservar essas espécies. Ipojuca desempenha um papel
fundamental na conservagdo das tartarugas marinhas, contribuindo para a
manutenc&o da rica biodiversidade marinha da regido. E necessario valorizar e
proteger esses animais incriveis para as futuras geracdes (Moura et al., 2012;
Simoes et al, 2016).

Além das ac¢des realizadas por bidlogos e voluntarios, a conservagéo das
tartarugas marinhas em Ipojuca também conta com a participacéo ativa da ONG
Ecoassociados. Essa organizacdo sem fins lucrativos desempenha um papel

fundamental na protecdo e preservacdo dessas espécies ameacadas. A
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Ecoassociados atua em parceria com as autoridades locais, universidades,
comunidades e demais envolvidos na conservacdo ambiental. Através de
programas de monitoramento, resgate de animais feridos, manejo de ninhos e
atividades de educacdo ambiental, a ONG busca conscientizar e engajar a
populacdo local e os visitantes sobre a importancia da preservacao das
tartarugas marinhas. Gracas aos esfor¢cos conjuntos da comunidade, das
autoridades e da Ecoassociados, Ipojuca se tornou uma referéncia na
conservacao das tartarugas marinhas, servindo como exemplo para outras
regides costeiras. A presenca da ONG Ecoassociados fortalece e amplia os
esforcos de conservacgdo, contribuindo para a protecdo dessas espécies e a
manutencdo do equilibrio dos ecossistemas marinhos em Ipojuca, Pernambuco
(Moura et al., 2012; Simdes et al, 2014; Simdes et al, 2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados em forma de dois

artigos: um de revisao (subtépico 4.1) e outro experimental (subtopico 4.2).

4.1 ARTIGO 1

Fungos e tartarugas marinhas: uma interagéo ecologica
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RESUMO

No mundo todo, existem apenas sete espécies de tartarugas marinhas, pertencentes a
seis géneros. Cinco delas utilizam o litoral brasileiro para alimentacdo e reproducao,
retornando as praias onde nasceram. Esses animais sdo migratérios e procuram
ambientes que favorecam sua sobrevivéncia. Eles carregam fungos em seus corpos
que sao proprios de seu organismo ou foram adquiridos durante sua jornada nos
oceanos. Alguns desses fungos séo oportunistas e tém a capacidade de se multiplicar
em organismos com sistema imunolégico comprometido. Considerando o risco de
extingdo das espécies e a possivel relagdo com infecgbes fungicas, este artigo teve
como objetivo revisar a interagdo entre as comunidades fungicas e as tartarugas
marinhas em ambito global, identificando os avancos e as lacunas no conhecimento
atual sobre a conservacdo dessas espécies.Foram realizadas buscas na literatura
utilizando as palavras-chave "sea turtle and fungi" (em lingua inglesa) e "tartarugas
marinhas e fungos" (em portugués) por meio de bases de dados como BVS, SciELO,
Periodicos CAPES e Google Académico. Foram considerados artigos publicados nos
altimos 10 anos (2010-2020) que abordassem a ecologia entre fungos e tartarugas
marinhas. De acordo com esses critérios, foram selecionados 27 artigos, sendo 24
(89%) pesquisas experimentais e 3 (11%) artigos de revisdo. Embora tenha havido um
aumento no numero de estudos sobre tartarugas marinhas nos ultimos anos, as
publicagcbes que abordam sua interacdo com fungos ainda s&o escassas. O
levantamento bibliografico revelou registros de 29 géneros flungicos relacionados as
tartarugas marinhas, sendo Fusarium (21%), Aspergillus (11%) e Cladosporium (11%)
0s mais frequentes. Esses fungos podem interagir em todas as etapas de
desenvolvimento, desde os ovos até as tartarugas adultas, gerando morte embrionaria
e doencas, respectivamente. No entanto, os poucos estudos micoldgicos realizados ndo
sdo suficientes para compor uma micobiota completa desses animais, destacando a
necessidade de realizar novas pesquisas nesse campo e assim entender melhor a sua
ecologia.

Palavras-chave: Queldnios marinhos; ovos de tartaruga; manifestagédo fungica;
Fusarium.

Introducéo

Em todo o mundo, existem apenas sete espécies de tartarugas marinhas,
pertencentes a seis géneros, Caretta, Chelonia, Dermochelys, Eretmochelys,
Lepidochelys e Natator (Santos et al., 2011). De acordo com a Uni&do
Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN), todas as tartarugas
marinhas estao incluidas na Lista Vermelha de Espécies Ameacadas em algum
nivel de risco de extin¢do, variando de Vulneravel (VU) a Criticamente em Perigo
(CR) (Subcomité de Padrdes e Peticdes da Lista Vermelha, 1996; Seminoff,
2004; Abreu-Grobois e Plotkin, 2008; Mortimer e Donnelly, 2008; Wallace et al.,
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2013; Casale e Tucker, 2017; Wibbels e Bevan, 2019).

As tartarugas marinhas séo seres solitarios e migratérios que passam a maior
parte ou toda a sua vida nos oceanos, utilizando o litoral como rota para sua
alimentacdo e reproducdo, voltando as praias (que possuem condi¢cdes
semelhantes ao local de nascimento) para depositar seus ovos. Durante o
periodo de desova, as fémeas realizam a postura na areia e, apés 45 a 60 dias,
0s ovos eclodem e os filhotes iniciam sua jornada em direcdo ao mar. Seu habitat
muda a medida que crescem e varia entre as espécies, influenciado pela busca
por alimento. Elas estdo distribuidas praticamente em todos os oceanos, tanto
em zonas costeiras quanto pelagicas e sua alimentagdo varia desde algas até
crustaceos e cnidarios (Bolten, 2003; Poli et al., 2014; Simdes et al., 2016;
Miguel, 2019).

Os estudos sobre a fauna e flora epibionte (organismos que vivem e se
desenvolvem em outros organismos) em tartarugas marinhas tém aumentado e
demonstrado consisténcia e diversidades similares, incluindo algas, cracas,
sanguessugas e outros organismos que se beneficiam das mudancas sazonais
nas tartarugas (Corréa et al., 2014; Velasco-Charpentier et al., 2016; Violante-
Huerta, 2018). Ao longo de suas rotas migratorias, estas carregam uma grande
diversidade de animais em sua carapaca, classificados como: microepifauna
(<0,1 mm), meiobentos (0,1-1,0 mm) e macroepifauna (>1,0 mm), (Corréa et al.,
2014).

As principais ameacgas as tartarugas marinhas estédo intimamente ligadas a
acdes humanas, como pesca descontrolada, construgéo, turismo e poluicéo
(Tavares, 2017; Ferreira et al., 2022). O despejo de esgoto no mar, proveniente
de areas urbanas, causa disturbios na fauna marinha e afeta diretamente as
tartarugas, promovendo parasitoses e infeccdes devido a superpopulacéo
desses agentes patogénicos (Assis e Caldara, 2016). Nos ultimos anos, tem
havido um aumento nos encalhes de tartarugas debilitadas, feridas e até mesmo
mortas em praias, mas muitas vezes nao ha sinais externos que possam
evidenciar a causa da morte, permanecendo esta desconhecida. No entanto,
alguns microrganismos apresentam caracteristicas oportunistas ja conhecidas e
qualquer ferimento na pele desses animais ou mesmo pequenas aberturas
deixadas pelos ectoparasitas, associados aos organismos epibiontes, podem

servir como entrada para agentes patogénicos, resultando em infeccéo
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generalizada ou na resisténcia multipla dos patogenos (isler et al., 2014;
Goldberg et al., 2016; Cardoso-Brito et al., 2019).

Véarios estudos tém relatado a presenca de fungos em ambientes
marinhos, tanto na coluna d'agua quanto no sedimento, sendo as espécies
pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium, Cladosporium e Penicillium as
mais frequentes (Gutiérrez et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Treseder et al.,
2016). Esses fungos estabelecem interacdes ecolégicas com animais e plantas
marinhas. Por exemplo, certas espécies de fungos podem formar associacoes
mutualisticas, fornecendo beneficios ao hospedeiro, como protecdo contra
patégenos ou auxiliando na digestdo de certos nutrientes. Essas interacfes
mutualisticas sdo essenciais para a saude e a ecologia marinha. Além disso,
alguns fungos podem se estabelecer nas carapacas das tartarugas sem causar
efeitos significativos, caracterizando uma interacdo comensalista (Yu et al.,
2010; Wang et al., 2011; Tarman et al., 2011).

Os proprios fungos também interagem entre si nos ambientes marinhos.
Podem ocorrer competicdes entre diferentes espécies de fungos por recursos
limitados, como nutrientes e espaco, resultando em adaptacdes e selecdes
naturais. Por outro lado, também pode haver casos de amensalismo, em que
certos fungos produzem substancias quimicas que inibem o crescimento ou a
sobrevivéncia de outros fungos proximos. Essas interacbes entre fungos
contribuem para a complexidade e a dindmica dos ecossistemas marinhos,
influenciando a composicéo e a diversidade microbiana (Vellend, 2010; Richards
et al., 2012; Peay; Kennedy; Talbot, 2016).

Assim, o objetivo deste estudo € aprimorar nossa compreensdo das
interacdes ecoldgicas entre tartarugas marinhas e microrganismos, com foco nos
fungos nos ultimos dez anos, a fim de auxiliar na conservagdo desses animais.
Para isso, foi realizada uma revisao abrangente da literatura, englobando os
diversos aspectos dessas interagdes, proporcionando um embasamento solido
para a comunidade cientifica. Essa revisdo da literatura ira fornecer um
panorama das pesquisas existentes, identificar lacunas no conhecimento e
contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de conservacéo
das tartarugas marinhas. Ao reunir e sintetizar as informacdes disponiveis, este
estudo visa fornecer subsidios importantes para orientar futuras pesquisas e

acOes de preservacao dessas espécies ameacadas.
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Metodologia

A coleta dos trabalhos cientificos foi realizada utilizando as seguintes
bases de dados: Biblioteca Virtual em Saude (BVS, www.bvs.br), Scientific
Electronic Library Online (Scielo, www.scielo.org), Portal Brasileiro de
Informacéo Cientifica - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (www.periodicos.capes.gov.br) e Google Académico
(www.scholar.google.com.br). Foram utilizadas as seguintes palavras-chave:
"sea turtle and fungi" (em lingua inglesa) e "tartarugas marinhas e fungos" (em
portugués).

Como critérios de inclusédo, foram considerados artigos publicados em
periédicos nacionais e internacionais que abordassem algum aspecto
relacionado a ecologia entre fungos e tartarugas marinhas nos ultimos 10 anos
(2010-2020). A partir dos resultados obtidos, foram selecionadas publicacdes de
estudos experimentais, descritivos e exploratérios que explorassem a tematica
das tartarugas marinhas e sua interagdo com os fungos, incluindo aspectos de
mutualismo e comensalismo. Além disso, € relevante destacar que as espécies
fungicas também podem apresentar interacées entre si, como competicdo e
amensalismo.

Apos a obtencao e selecao dos artigos, procedeu-se a leitura analitica, na
gual foram identificados os tOpicos a serem tratados nos resultados, como
Unidades de Gestdo Regionais (RMU), fase da interacdo e os fungos, com a
criacdo de quadros para serem discutidos. Finalmente, por meio da leitura
interpretativa, buscou-se a interligacao e classificacdo dos dados apresentados
nos resultados, a fim de definir as conclusdes e consideracdes finais do estudo
(Gil, 2017).

Resultados

Dos 2.161 artigos inicialmente listados com base nas palavras-chave
utilizadas, apenas 35 abordavam a relac&o entre tartarugas e fungos. Os demais
trabalhos cientificos continham somente mencdes ou pequenas referéncias ao

tema, sem tratad-lo de forma aprofundada. Dentre esses artigos, 27 foram



29

selecionados de acordo com os critérios de inclusdo, sendo 24 deles pesquisas
experimentais que investigaram a identificagdo dos fungos e sua interacéo
ecologica com as tartarugas marinhas. Os trés restantes correspondem a artigos
de revisédo, fornecendo uma visao abrangente das pesquisas existentes sobre o
tema.

Ao analisar o periodo de publicagdes, constatou-se que o ano de 2014
concentrou o maior niumero de pesquisas, totalizando sete artigos. Em relacéo a
distribuicdo geografica, verificou-se um predominio da producao cientifica sobre
tartarugas oceéanicas e os fungos no Brasil e nos Estados Unidos da América
(EUA), com quatro publica¢des cada.

Na Figura 1, € apresentada uma correlacdo entre os trabalhos
experimentais realizados. Apesar da pequena quantidade de estudos que
relacionam fungos as tartarugas, o Brasil se destaca em primeiro lugar quanto a
diversidade de espécies encontradas. Isso ocorre porque quatro das cinco
espécies de tartarugas marinhas que frequentam o litoral brasileiro jA possuem
interacbes documentadas com fungos em estudos cientificos. Dentre estes
trabalhos, a espécie C. caretta esteve presente em trés (75%), E. imbricata em
dois (50%) e C. mydas e L. olivacea em apenas um (25%), ver Figura 1 e Quadro
1.

A predominénia de pesquisas nesta espécie também foi relatada em
escala global. Dos 24 artigos experimentais analisados, 10 (41,6%) estavam
direcionados a presenca de fungos na espécie C. Caretta, oito (33,3%) na
espécie C. mydas, quatro (16,6%) em L. olivacea e E. imbricata, dois (8,3%) em
D. coriacea e apenas um (4,1%) em L. kempii. Nao ha registros na literatura de
comunidades fangicas na espécie N. depressus (tartaruga-de-casco-plano), no

periodo estabelecido para esta revisao.
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Figura 1: Distribuicdo das espécies de tartarugas marinhas nas produgfes cientificas, levando em
consideracao, as localidades dos estudos.
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Quadro 1 — Compilagado das produgdes cientificas de 2010 a 2020 resgatadas das bases de dados, abordando as espécies de tartarugas estudadas; o tipo de estudo; o local da pesquisa, sendo Pais e Unidades de Gestédo Regionais (RMU);
os fungos isolados e em que fase de desenvolvimento houve essa interacdo. CC = Caretta caretta; CM = Chelonia mydas; El = Eretmochelys imbricata; LO = Lepidochelys olivacea; DC = Dermochelys coriacea e LK = Lepidochelys kempii.

Referéncia Pais RMU Especies [Faseda Fungos
Citadas interacéo
FLINT et al. (2010) |  Australia Oceano Pacifico Sul M Adultos InfecgBes microbiatl:f\s foram responsaveis por até 5,2% das mortes da espécie C. mydas, em Southern
Queensland, Austrélia.
GUGLU, BIYIK e AHINER (2010) | Turquia Mar Mediterraneo cc Ovos Aspergillus spp., Chrysosporium spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e Thielavia spp.
SARMIENTO-RAMIREZ et al. (2010) | Cabo Verde | Oceano Antlantico Norte CcC Ovos Complexo da espécie Fusarium solani.
OROS et al. (2011) Espanha Oceano Antlantico Norte LO Juvenil Trichophyton spp.
PATINO-MARTINEZ et al. (2011) | Coldémbia Oceano Antlantico Norte DC Ovos Complexo das espécies Fusarium solani e Fusarium oxysporum.
WILLIAMS et al. (2012)* EUA Oceano Antlantico Norte LK Adulto Complexo da espécie Fusarium solani.
BEZY, VALVERDE e PLANTE (2014) | Costa Rica Oceano Pacifico Norte LO Ovos Correlacgéo entre sucesso de ecloséo e atividade microbiolégica.
DOMICIANO et al. (2014) Brasil Oceano Antlantico Sul CcC Adulto Alternaria arborenses, Ampelomyces sp., Cladosporium cladosporioides.

No fluido cloacal das fémeas: Fusarium sp. e Geotrichum sp. Em associa¢do com os ovos: Aspergillius sp.,

KEENE, SOULE e PALADINO (2014) | Costa Rica | Oceano Antlantico Norte | CM e LO Adultos e Ovos A . ) -
Cladosporium sp., Fusarium sp., Geotrichum sp., Penicillium sp. e Mucor sp.

PHILLOTT e PARMENTER (2014) |  Austrélia Oceano Pacifico Sul CM Ovos e Filhotes | Ninhos com e sem invasdes fungicas apresentaram resultados semelhantes, quanto ao sucesso de ecloso.
SCHUMACHER et al. (2014)* EUA Oceano Antlantico Norte CcC Adulto Beauveria bassiana e Purpureocillium lilacinum.
SARMIENTO-RAMIREZ et al. (2014b) Equador Oceano Pacifico Sul El Ovos Fusarium falciforme.
. ) CC; CM;
BRILHANTE l. (201 Brasil no Antlan | ' ’ Adul . . - " L L . o
etal. (2019) asl Oceano Antlantico Su El e LO duftos Candida albicans, C. famata, C. guilliermondii, C. tropicalis, complexo Candida intermedia e C. parapsilosis.
DONNELLY et al. (2015) EUA Oceano Antlantico Norte CM Juvenis Cladosporium sp., Cochliobolus sp., Ochroconis sp. e Veronaea botryosa.
NEVES, MOURA e OLIVEIRA (2015) Brasil Oceano Antlantico Sul El Ovos Aspergillus ﬂav_us, A. nlger,_A. terreus, Cladosporium cladosporioides, Fusarium solani, F. lateritium, F.
oxysporum e Nigrospora grisea.
GARCIA-HARTMANN et al. (2016)* Franca Mar Mediterraneo CcC Juvenis Complexo da espécie Fusarium solani.
ROSADO-RODRIGUEZ e MA!_DONADO- Porto Rico Oceano Antlantico Norte DC Ovos Asperg|llu.s‘slp., A nlveu.s, A. qchraceus, A. ochraceus, A.‘sclerotloru‘m, Cladosponulm spp., Fusarium solani
RAMIREZ (2016) spp., Penicillium sp., P. islandicum, Scedosporium aurantiacum e Trichoderma longibrachiatum.
Santa Alternaria sp., Aspergillus sclerotiorum, A. tamarii, Aspergillus sp., Fusarium chlamydosporum, F. equiseti, F.
SARMIENTO-RAMIREZ et al. (2016) Helena Oceano Antlantico Sul CM Ovos falciforme, F. keratoplasticum, Gymnascella hyalinospora, Phoma multirostrata, Phoma sp., Pleosporales,
Pseudallescheria boydii e Scedosporium aurantiacum.
SIDIQUE, AZUDDIN e JOSEPH (2017) Malasia Oceano Pacifico Norte CMeEl Ovos Complexo das espécies Fusarium oxysporum, F. proliferatum. e F. solani.
BAILEY et al. (2018) EUA Oceano Antlantico Norte CcC Ovos Fusarium falciforme e F. keratoplasticum.
CANDAN (2018) Turquia Mar Mediterraneo cM Ovos Actinomucor elegans, Apophysomyces varlab.llls, Asperglllgs fumigatus, A. n|d.ulans, A mggr, A. quadrilineatus,
A. terreus, A. tubingensis, A. variecolor, Emericella sp., Rhizopus oryzae e Rhizopus stolonifer.
ARPINI et al. (2019)* Brasil Oceano Antlantico Sul CcC Filhotes Purpureacillium lilacinum.
CAFARCHIA et al. (2019) talia Mar Mediterraneo cc Adultos Alternaria spp., Aspergillus spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Rizophus spp. e
Rodothorula spp.
GAMBINO et al. (2020) Italia Mar Mediterraneo CcC Ovos Aspergillus fumigatus, A. flavus, Complexo das espécies Fusarium oxysporum e F. solani.

* = Tartarugas criadas em cativeiro
Fonte: Autor.
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Em relagdo a fase da interacdo com as tartarugas, 50% dos trabalhos
exploratorios foram realizados em ovos e ninhos, totalizando 12 artigos. Seis (25%)
avaliaram fungos em tartarugas adultas, trés (12,5%) em tartarugas juvenis, um em
filhotes (4,1%), um (4,1%) em fémeas adultas e seus ovos (durante a oviposi¢ao) e
outro (um) em filhotes apos a eclosédo (4,1%).

Quanto aos fungos, foram identificados 29 géneros, sendo Fusarium (21%) o
mais frequente. Esse género foi detectado em todas as fases de desenvolvimento das
tartarugas, desde o ovo até o estagio adulto, representando um fator deletério
importante para estes animais. Os outros géneros encontrados em maior frequéncia
correspodem ao Aspergillus (11%), Cladosporium (11%) e Penicillium (7%), ver figura
2.

Figura 1: Diversidade fungica relatada em tartarugas marinhas em todo o mundo, durante o periodo de
2010 a 2020
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Fonte: Autor.

Discussao
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Esta pesquisa corresponde a um levantamento bibliografico que descreve a
diversidade fungica encontrada em tartarugas marinhas no periodo de 2010 a 2020.
Os estudos abordaram diversas espécies de tartarugas marinhas em diferentes
estagios ontogenéticos e em diferentes bacias oceénicas. As espécies de tartarugas
mais estudadas em relacdo aos fungos foram C. caretta, C. mydas, L. olivacea, E.
imbricata, D. coriacea e L. kempii. O levantamento bibliografico identificou uma alta
diversidade fungica representada por 29 géneros, sendo o Fusarium o mais
prevalente. Esses resultados destacam a importancia das interacdes ecolbgicas entre
estes organismos e demonstram 0s impactos dessas interacbes nos diferentes
estagios de desenvolvimento das tartarugas marinhas em seus respectivos habitats.
Apesar de sua relevancia, em uma escala mundial, ainda existem poucos estudos
abordando as interacfes entre fungos e tartarugas marinhas.

A diversidade fungica compilada e apresentada neste artigo de revisao,
demonstra que ha um vasto campo de pesquisa a ser explorado e compreendido entre
essas interacfes ecoldgicas, incluindo a identificacdo de outros fungos envolvidos, a
compreensao dos fatores que influenciam a suscetibilidade das tartarugas as
comunidades fungicas e o0 impacto dessas interagcBes na saude e sobrevivéncia
dessas populagbes. Essas pesquisas adicionais serdo fundamentais para a
conservacdo e manejo adequado dessas espécies ameacadas, bem como para o
entendimento mais abrangente dos ecossistemas marinhos em que elas habitam.

Os estudos revelam que diversas espécies de fungos demaceos oportunistas
apareceram nas analises histolégicas de algumas tartarugas debilitadas e mortas,
tanto em individuos adultos quanto juvenis e até filhotes que passaram por estresse
imunolégico, causando infeccdes, comumente cutaneas e sistémicas, também
nomeado de feo-hifomicoses, porque geralmente acomete individuos
imunocomprometidos (Rossetto et al., 2010; Oros et al., 2011; Williams et al., 2012;
Domiciano et al., 2014; Schumacher et al., 2014; Donnelly et al., 2015; Garcia-
Hartmann et al., 2016; Arpini et al., 2019; Cafarchia et al., 2019).

Alguns fungos, como Fusarium, Cladosporium e Purpureocillium, foram
frequentemente identificados como causadores de lesbes nestes animais, conforme
mencionado no estudo realizado por Domiciano et al. (2014) no sul do Brasil. Os
autores confirmaram a presenca de Cladosporium, juntamente com Alternaria sp., nos
rins de uma tartaruga da espécie C. caretta afetada por nefrite e peritonite (granulomas

peritoneais) graves associados aos fungos intralesionais. De maneira similar, Donnelly
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et al. (2015) detectaram Cladosporium sp., Veronaea botryosa e outras espécies por
meio de culturas fangicas em trés tartarugas juvenis da espécie C. mydas encontradas
debilitadas na Flérida (EUA) apresentando infeccédo generalizada, sendo o primeiro
registro de V. botryosa em animais marinhos. Ja o fungo Purpureocillium lilacinum foi
responsavel pela morte de sete filhotes mantidos em cativeiro no sudeste do Brasil,
causando lesdes visiveis a partir dos dois meses de idade. Apos a necropsia, um dos
filhotes apresentou abcesso caseoso no pulméo (Arpini et al., 2019). Schumacher et
al. (2014) também evidenciaram a presenca desse mesmo fungo, juntamente com
Beauveria bassiana, no pulmdo de uma fémea da espécie C. caretta mantida em
cativeiro. Essa tartaruga foi diagnosticada com pleurite e pneumonia ap0s a necropsia
e 0S autores observaram estruturas reprodutivas do fungo nos tecidos, o que € um
fendbmeno pouco comum.

Garcia-Hartmann et al. (2016) identificaram espécies do complexo Fusarium
solani como responsaveis pela morte de dois dos quatro animais juvenis de C. caretta
afetados. No entanto, a recuperacdo dos demais animais debilitados foi possivel
gracas ao uso da terapia antifungica com Posaconazol, que demonstrou eficacia
contra o fungo. Por sua vez, Cafarchia et al. (2019) realizaram a analise de 43
tartarugas da espécie C. caretta com ferimentos macroscopicos em seus corpos em
uma clinica de resgate na Italia e isolaram o Fusarium spp. em 39% desses animais.

Outro fato que merece atencéo € a capacidade de associacao desses fungos
com outros microrganismos, como as bactérias, o que pode resultar no surgimento de
doencgas. Essas interacfes podem potencializar os efeitos negativos causados pelos
fungos, levando ao desenvolvimento de doencas mais graves do que se eles
estivessem atuando de forma isolada. A associacdo entre fungos e bactérias pode
ocorrer de diferentes maneiras. Williams et al. (2012) em sua pesquisa, por exemplo,
descreveram um caso de feo-hifomicose em uma espécie de L. kempii que exigiu
intervencado cirurgica. Apesar das medidas de tratamento e do uso adequado de
agentes antimicrobianos, faixas variadas e espessas de tecido colageno denso
cercavam parcialmente as areas afetadas, limitando a penetracdo da droga no tecido.
Esse abscesso foi resultado da combinacdo do Fusarium com as bactérias
Shewanella sp. e Vibrio alginolyticus spp.

Em um estudo realizado por Orés et al. (2011), os autores relataram a presenca
de Trichophyton spp. em L. olivacea no litoral da Espanha, utilizando varios anticorpos

para a identificacdo do fungo responsavel pelas lesées. Embora seja conhecida por
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infectar outros animais terrestres, incluindo humanos, até entdo ndo se tinha
conhecimento dessa espécie afetando tartarugas marinhas, o que evidencia a falta de
conhecimento sobre a microbiota desses animais e a necessidade de estudos
emergentes para identificar esses patdgenos, considerando que eles estdo entre as
causas de morte desses animais (Flint et al., 2010; Duarte et al., 2019).

Brilhante et al. (2015), ao analisarem amostras de saliva e cloaca de quatro
espécies de tartarugas marinhas do litoral brasileiro, constataram que Candida spp.
foi isolada apenas em C. mydas, indicando uma colonizacao exclusiva dessa espécie.
Isso ressalta que, apesar da existéncia de semelhancas entre os fungos encontrados
nas tartarugas, também pode haver particularidades especificas para cada espécie.

De forma geral, estudos que investigaram a micobiota de ninhos e ovos de
tartarugas marinhas frequentemente relataram a presenca de Fusarium spp. Entre
estas, F. falciforme e F. keratoplasticum s&o destacadas devido a alta viruléncia e
adaptabilidade a condicbes naturais no ambiente marinho, podendo causar a
mortalidade de até 90% dos embrides (Sarmiento-Ramirez et al., 2014a; Smyth et al.,
2019). De acordo com Gambino et al. (2020), foi detectada uma frequéncia superior a
80% deste género na costa litoranea da Sicilia.

Sarmiento-Ramirez et al. (2016), ao estudarem ninhos de C. mydas em quatro
praias da Ilha da Ascensdo, constataram a presenca de F. keratoplasticum em todas
as praias, enquanto F. falciforme foi observado em apenas uma. Esses resultados
divergem de estudos anteriores, como os de Sarmiento-Ramirez et al. (2014b),
Rosado-Rodriguez e Maldonado-Ramirez (2016), Sidique, Azuddin e Joseph (2017)
e Bailey et al. (2018), nos quais a presenca de F. falciforme foi predominante em
relacdo a F. keratoplasticum. Por outro lado, Cadan (2018), ao analisar 48 amostras
de ovos e areia de ninhos de tartarugas marinhas em quatro praias do Mediterraneo,
nao encontrou a presenca de Fusarium em seus resultados. Essa auséncia de fungos
em determinadas regides geograficas sugere a existéncia de fatores limitantes para a
sua sobrevivéncia.

Conhecendo as caracteristicas gerais dos fungos e sua sensibilidade aos
fatores externos, tanto bidticos quanto abibticos, pode-se considerar o clima das
localidades como um possivel agente limitante para o desenvolvimento e persisténcia
de algumas espécies (Garcia-Solache e Casadevall, 2010). Bézy, Valverde e Plante
(2014) afirmam que o éxito da incubacéo esta condicionado a fatores como oxigénio,

temperatura e matéria organica, uma vez que esses elementos podem contribuir para
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0 aumento da decomposicdo na areia das praias, afetando o0s ovos e,
consequentemente, resultando em mortalidade embrionaria. Além disso, o0s
pesquisadores argumentam que em areas onde ocorrem arribadas, apesar da alta
concentracdo de ninhos, a taxa de eclosdo é reduzida devido a atividade
microbioldgica intensa. Na maioria das pesquisas realizadas, foi possivel observar
uma forte correlacdo entre a infestacdo fungica e a elevada taxa de mortalidade
embrionaria, indicando a presenca destes fungos como prejucial a sobrevivencia das
tartarugas marinhas, conforme pode ser detectado nos testes conduzidos por Cadan
(2018), onde os ninhos com niveis elevados de infestacao fungica apresentaram uma
taxa de eclosdo até 24% menor em comparacao aos ninhos sem infestacao.

Similarmente, Neves, Moura e Oliveira (2015) confirmaram a predominancia
da espécie Fusarium spp. em ninhos, ovos e natimortos em tartarugas marinhas
encontradas em trés praias de Ipojuca (Pernambuco - Brasil), e constataram uma taxa
de eclosdo mais baixa nas praias de Cupe e Merepe. Por outro lado, em Muro Alto,
outra praia do litoral pernambucano, os recém-nascidos demonstraram indices de
sobrevivéncia mais altos, chegando a 86,96%, devido a menor diversidade fungica,
com a presenca apenas da espécie N. grisea no solo e nos natimortos. Os estudos de
Gugla, Biyik e Ahiner (2010), também identificam esta correlacdo. Em seu estudo, os
autores evidenciaram uma correlacdo entre a quantidade de fungos e a mortalidade
embrionaria, ou seja, o0 aumento da presenca fungica no ninho reduziu o sucesso da
eclosdo. De maneira semelhante, Sarmiento-Ramirez et al. (2010) conseguiram
comprovar, por meio de testes de inoculagdo de F. solani em ovos, taxas de
mortalidade embrionaria de até 83,3%, enquanto nos grupos de controle esse indice
nao ultrapassou 8,3%.

No entanto, os testes estatisticos conduzidos por Patino-Martinez et al. (2011),
nos quais cascas de ovos em decomposi¢cao foram inoculadas dentro dos ninhos, néo
revelaram diferencas significativas nas taxas de eclos&o. Neste trabalho, os autores
observaram mudancas negativas no peso e tamanho dos filhotes quando comparados
aos ninhos de controle. Esses resultados diferem do estudo realizado na Ilha Heron
por Phillott e Parmenter (2014), que, ao analisar 599 filhotes em 61 ninhos, com e sem
a presenca de fungos, nas temporadas reprodutivas de 1996/97 e 1997/98, nao
encontraram diferengas significativas no sucesso de eclosdo e na ocorréncia de
anomalias corporais devido a colonizacédo fungica.

As espécies do género Fusarium tém recebido destaque em diversos estudos
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devido sua importante interagdo patogénica com 0s ovos e as proprias tartarugas.
Keene, Soule e Paladino (2014) investigaram o fluido cloacal das fémeas antes de
entrarem em contato com a areia, o que possibilitou a identificacdo de Fusarium sp. e
Geotrichum sp. depositados nos ninhos juntamente com os ovos, indicando o
transporte dos fungos pelas proprias tartarugas, representando um risco tanto para os
0voS quanto para estes animais. Além disso, durante andlises histoldégicas em C.
caretta, Cafarchia et al. (2019) encontraram hifas fungicas nas estruturas internas dos
cascos, representando uma ameaga, uma vez que lesdes na carapaga podem resultar
em infec¢des fatais para os animais. No trabalho do Rosado-Rodriguez e Maldonado-
Ramirez (2016), embora os autores tenham identificado uma variedade de fungos
associados aos ninhos, estes determinaram que Fusarium foi o unico género isolado
diretamente do interior dos ovos n&o eclodidos e dos ovos que permaneceram
fechados, sendo o responsavel pela mortalidade dos embrides em ninhos de D.
coriacea no litoral de Porto Rico.

Ja o estudo de Bailey et al. (2018), ao utilizarem ferramentas moleculares para
identificacdo dos fungos F. keratoplasticum e F. falciforme nos ninhos da Ilha Jekyll,
comprovaram a similaridade em nivel de DNA destas espécies com as encontradas
na llha da Ascensao (Sarmiento-Ramirez et al., 2016), Austrdlia (Flint et al., 2010) e
Cabo Verde (Sarmiento-Ramirez et al., 2010), confirmando sua distribuicdo
generalizada. Este fato também confirma a disseminacao dos fungos pelas tartarugas
adultas e revela um dado preocupante da sua disseminacdo geogréfica. Gleason,
Allerstorfer e Lilje (2020), por outro lado, indicaram em sua pesquisa que a propagagao
desses fungos pode estar intimamente ligada a elementos como particulas de tecidos
vegetais, silte e plasticos transportados pelo vento e através das correntes maritimas;
além disso, como os fungos podem se desenvolver em tecido animal, as tartarugas
sdo capazes de transportar esporos dos fungos. Sidique, Azuddin e Joseph (2017)
reforcam que as espécies de Fusarium podem estar presentes na areia, nas raizes e
nos detritos ao redor dos ninhos, sendo de enorme importancia examinar a natureza
dessas colonizacfes e suas relacdes com as falhas de ecloséo, independentemente
da localidade, auxiliando para atenuar os impactos desses fungos.

Um ponto importante que merece destaque corresponde ao trabalho realizado
por Sarmiento-Ramirez et al. (2014b), os quais reportaram a presenca das bactérias
benéficas biocontroladoras Streptomyces, Amycolaptosis, Micromomospora,

Plantactinospora e Solwaraspora nas cascas de ovos da E. imbricata e inibiram o
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crescimento hifal do F. falciforme. No entanto, novas pesquisas podem contribuir para
esclarecer duvidas e adicionar novas perspectivas e possibilidades para a
conservacao das tartarugas marinhas. A relevancia desses estudos, podem trazer
beneficios tanto para a sobrevivéncia das tartarugas quanto para a prote¢cdo ambiental
de uma forma geral, devido a importancia dessas especies para 0 ecossitema

marinho.

Consideragdes finais

Os estudos micoldgicos em tartarugas marinhas tém fornecido informacdes
esclarecedoras, mas ainda insuficientes para conhecer a micobiota completa desses
animais, devido a dinamica destes ambientes e do estilo de vida desses animais.
Ademais, o trabalho demonstra a necessidade de investigacbes mais abrangentes
gue englobem todas as sete espécies de tartarugas marinhas, tendo em vista que
pouco se sabe sobre a ecologia micologica das espécies de N. depressus, D. coriacea
e L. Kempii.

O monitoramento constante dos ninhos das tartarugas revelou-se de extrema
importancia, pois os estudos demonstraram interacdes significativas entre o sucesso
de eclosao e a colonizacéo fungica, além da disseminacdo geografica de algumas
espécies.

A andlise dos estudos ecoldgicos sobre a interacdo entre tartarugas marinhas
e fungos em todo o mundo revela a necessidade de mais pesquisas nesta area e
demonstra que este é um tema necessario que deve ser, cada vez mais, emergente

para conservacao dessas espécies e reducdo da taxa de mortalidade.
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Resumo

A tartaruga marinha Caretta caretta € amplamente distribuida nas aguas costeiras do
Brasil, mas o conhecimento sobre a comunidade fungica associada aos seus ninhos
ainda é limitado. Este estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia de fungos dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces em ovos ndo eclodidos e na areia ao
redor dos ninhos localizados ao longo da costa litoranea do municipio de Ipojuca,
Pernambuco, Brasil. Foram coletadas amostras em trés ninhos nas praias de Porto de
Galinhas, Muro Alto e Maracaipe. Os fungos foram isolados por meio de diluicdo das
amostras em meios de cultura especificos, incluindo Agar extrato de Malte, SDA, BDA
e DG18 com adigéo de cloranfenicol. No total, foram obtidos 207 isolados, dos quais
104 (50,2%) correspondiam aos aos géneros investigados. Penicillium apresentou 11
espécies, incluindo P. allii-sativi, P. brocae, P. citreosulfuratum, P. citrinum, P. coffae,
P. mallochii, P. meliponae, P. oxalicum, P. steckii, P. sp. Nov. 1 e P. sp. Nov. 2
Aspergillus foi representado por oito espécies, incluindo A. flavus, A. hortae, A.
insulicola, A. niger, A. sidowii, A. tamarii, A. terreus e A. Unguis e Talaromyces foi
representado por quatro espécies, incluindo T. albobiverticillius, T. alveolaris, T.
pigmentosus e T. wortmannii. Algumas, como A. sidowii e P. citrinum, foram
encontradas em abundancia tanto dentro dos ovos quanto na areia, enquanto as
espécies de Talaromyces foram identificadas exclusivamente no contetdo interno dos
ovos. Esses resultados sugerem a existéncia de interacfes ecoldgicas especificas
ainda nao completamente compreendidas e contribuem para ampliar nosso
conhecimento sobre a ecologia das tartarugas marinhas e o potencial impacto dos
fungos em sua reproducdo. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para
aprofundar nosso entendimento em relacéo ao potencial benéfico, neutro ou maléfico
das espécies encontradas na espécie C. caretta.

Palavras-chave: Diversidade fangica. Eurotiales. Reproducdo. Ovos. Fungos.
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Introducéo

A tartaruga-cabecuda (C. caretta Linneus, 1758) é uma das espécies que
ocorrem no litoral do estado de Pernambuco. Caracteriza-se por sua carapaca
robusta, cabeca proporcionalmente grande em relacdo ao corpo, possui carapaca
0ssea, com cinco pares de placas laterais de queratina e coloracéo variando entre
tons de marrom e amarelo. Os individuos adultos alcangam em média um metro de
comprimento e podem atingir um peso de aproximadamente 135 kg (TAMAR, 2023).
Essa espécie é reconhecida por suas extensas migracdes entre areas de alimentacao
e areas de desova (BOLTEN, 2003; SPOTILA, 2004; ECKERT et al., 2008).

Devido a diversos fatores antropogénicos, como a pesca excessiva, a
degradacéao dos habitats de reproducéo e alimentacao, a poluicdo marinha e a captura
acidental em redes de pesca, estes animais enfrentam ameacas significativas a sua
sobrevivéncia e tém sido amplamente considerados como espécies em perigo ou
ameacadas de extincdo em todo o mundo (WALLACE et al.,, 2013; HAMANN &
LIMPUS, 2013; TOMILLO et al., 2014; POLI et al., 2014). A compreenséo da ecologia
dos quelénios marinhos € fundamental para a conservagcdo de suas populagdes e o
estabelecimento de estratégias efetivas de conservacdo (GODFREY; BARRETO &
MROSOVSKY, 1996; TOMILLO et al., 2014).

O estudo da microbiota presente nos ninhos de tartarugas marinhas €
altamente relevante devido ao seu papel na vitalidade dos ovos e no desenvolvimento
dos embrides, pois a presenca de microrganismos como bactérias e fungos, nos
ninhos pode influenciar tanto positivamente quanto negativamente o seu sucesso
reprodutivo (KAMEL & WAHAB, 2009; VAN NEER et al., 2014; HERNANDEZ-
CARLOS et al., 2020). Algumas bactérias tém a capacidade de produzir substancias
antimicrobianas que protegem os ovos contra patégenos prejudiciais, enquanto outras
podem ser patogénicas e causar infeccdes nos embrides (VAN NEER et al., 2014;
JENSEN et al.,, 2019). Portanto, é fundamental a compreensdo da composicéo e
funcdo da microbiota nestes ninhos.

A diversidade fungica desempenha um papel importante nos ecossistemas e
nas interacdes com os hospedeiros (SILVA et al., 2017). Nos ultimos anos, tem se
tornado cada vez mais necessario o desenvolvimento de estudos que busquem

conhecer a microbiota presente em ambientes extremos e as espécies de animais e
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vegetais ameagadas de extingdo. Por exemplo, Bailey et al. (2018) conduziram um
estudo que investigou a distribuicdo dos fungos em ninhos de tartarugas marinhas da
espécie C. caretta na llha Jekyll. Em seu estudo, foi constatado que fungos como
Fusarium keratoplasticum, estavam presentes em ovos nao eclodidos ao longo da
ilha, resultando na morte dos embrides dentro dos ninhos. A presenca deste fungo
também foi detectada no estudo realizado por Cafarchia et al. (2019). Neste trabalho
0s autores relatam a presenca de F. keratoplasticum tanto em animais sem lesdes
guanto em animais com lesdes cutaneas. No caso dos animais com lesdes, os fungos
demonstraram sua capacidade oportunista causando infec¢gbes. Esses achados
ressaltam a importancia de investigar a ecologia dos fungos associados as tartarugas
marinhas, a fim de compreender melhor suas interagdes e 0s potenciais impactos na
salde das espécies ameacadas de extincao.

Os géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces s&o particularmente
relevantes devido sua ampla distribuicdo geografica e capacidade para produzir
compostos secundarios com potencial bioativo (BARBOSA et al., 2022; DASZAK;
CUNNINGHAM & HYATT, 2000; HOUBRAKEN et al., 2020; PEIHAI et al., 2023).
Esses fungos podem estar presentes nos ninhos de tartarugas marinhas, interagindo
com os ovos e embrides (GUCLU, BIYIK & AHINER 2010; CANDAN, 2018). A
compreensao da diversidade fangica nos ninhos com a identificacdo das espécies
podem fornecer informacgdes valiosas sobre a ecologia das tartarugas marinhas e
sobre os possiveis efeitos benéficos ou prejudiciais dos fungos, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias de conservacdo e manejo mais eficientes, e assim
apoiar a preservacao da saude e do sucesso reprodutivo dessas espécies (ROSADO-
RODRIGUEZ & MALDONADO-RAMIREZ, 2016).

Sendo assim, este estudo investigou a diversidade fangica em ninhos de
Caretta caretta, com énfase nos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces ao
longo do litoral de lIpojuca, Pernambuco - Brasil. A amostragem das espécies
identificadas nesse estudo é de grande importancia para 6rgaos de conservacao
ambiental e gestores de areas protegidas que com base nessa lista, poderdo tomar
medidas para monitorar a diversidade destes fungos nos habitats das tartarugas
marinhas. Além disso, também pode servir como referéncia para futuros estudos sobre
a interacdo entre os fungos e as tartarugas marinhas, contribuindo para a

compreensao dos ecossistemas costeiros e a conservacao das espécies ameacadas.



50

Materiais e métodos

Area de estudo O local de estudo desta pesquisa localiza-se no municipio de Ipojuca,
situado no estado de Pernambuco, nordeste do Brasil, em uma area costeira do
Oceano Atlantico. A escolha desta localidade deve-se, ao fato de que, Ipojuca abriga
um conjunto de praias com caracteristicas distintas e relevancia cientifica. A
guantidade significativa de desovas realizadas pelas tartarugas marinhas C. caretta,
L. olivacea, E. imbricata e C. mydas tem despertado o interesse cientifico e a
preocupacao com a preservacao deste ecossistema. Para realiza¢céo deste estudo foi
selecionada a espécie C. caretta, em virtude da sua ocorréncia na localidade e
disponibilidade simultanea dos ninhos.

Entre as praias monitoradas pela Organizacdo Nao-Governamental (ONG)
Ecoassociados — uma instituicdo dedicada a conservacao das tartarugas marinhas —
merecem destaque Muro Alto, Cupe, Merepe, Porto de Galinhas, Maracaipe e
Serrambi, abrangendo aproximadamente 25 km do litoral ipojucano. Cada uma dessas
praias possui particularidades geogréaficas e ecoldgicas Unicas, contribuindo para a
diversidade dos habitats marinhos.

As praias de Ipojuca apresentam uma localizacdo estratégica, desempenhando
um papel significativo tanto do ponto de vista cientifico quanto econémico, atraindo
visitantes de diferentes partes do mundo em busca de suas caracteristicas naturais e
impulsionando o turismo na regido. A escolha dessa area de estudo oferece uma
valiosa oportunidade para investigar e compreender os aspectos relacionados a
conservacao das tartarugas marinhas, bem como avaliar os impactos das atividades

humanas nesse ecossistema costeiro.

Coleta das amostras e analise de dados



51

As coletadas foram realizadas de acordo com as temporadas de desovas
(setembro a maio) abrangendo a temporada reprodutiva 2021/22. As amostras foram
coletadas de 24 a 72 horas ap0s a emersao/liberacdo dos filhotes ou apds 70 dias de
incubac@o. Em cada ninho, foram coletados no minimo cinco ovos né&o eclodidos, a
menos que o ninho ndo possuisse essa quantidade. Além disso, foram feitas duas
coletas de areia (= 15g) da parte interna do ninho, no dia da desova e apds o
nascimento dos filhotes. Todas as coletas foram realizadas assepticamente, com
ma&os enluvadas, e as amostras foram armazenadas em sacos e frascos esterilizados
individuais. Em seguida, foram acondicionadas em caixas térmicas e conduzidas ao
laborat6rio dentro do prazo de 3 a 6 horas apés a coleta, no qual as amostras foram
processadas imediatamente.

No decorrer das coletas foram registrados e avaliados aspectos quali-
guantitativos, como numero total de ovos depositados; periodo até o nascimento; taxa
de natalidade; total de morte embrionaria e identificacédo visual de ovos colonizados
por fungos, ou seja, aqueles que exibiam manchas coloridas incomuns (amarelo, azul,

cinza, vermelho, entre outros).

Figura 1: Mapa de localizagdo com énfase no municipio de Ipojuca, localizado em Pernambuco, Brasil,
area de estudo, que abrange a regidao monitorada pela ONG Ecoassociados, e os trés ninhos de
tartarugas marinhas estudados.
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Isolamento dos fungos

Para obtencdo dos fungos nas amostras, foi adotada a técnica de diluic&do para
todos os substratos analisados. Para os ovos foram realizadas diluicdes seriadas dos
seus conteudos internos, incluindo as diluicdes de 1:10, 1:100 e 1:1000 (CANDAN,
2018). A suspenséao da areia coletada foi realizada seguindo o método descrito por
Pereira et al. (2013), até a diluicdo de 1:1000. Essas diluicdes permitem reduzir a
carga inicial de particulas e materiais indesejados, garantindo uma amostra mais
representativa e adequada para as analises futuras.

Todas as amostras foram inoculadas em triplicata nos meios de cultura Agar
Sabouraud, Agar extrato de Malte, Agar Batata Dextrose e Agar Dicloran Glicerol, que
foram previamente preparadas segundo o fabricante de cada meio. A estratégia de
inoculacdo em triplicatas permite obter resultados mais confidveis e reproduziveis,
além de fornecer uma maior representatividade da micobiota presente (BARNETT &
HUNTER, 1998; SAMSON, HOEKSTRA & FRISVAD, 2010).

As amostras uma vez inoculadas em placas de Petri foram incubadas em uma
estufa do tipo Biological Oxygen Demand (BOD) a uma temperatura controlada entre
25 °C e 28 °C, durante um periodo de 7 a 20 dias. Apds a confirmacao do crescimento
e a contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFCs), representantes de cada
UFC foram repicadas em novas placas de Petri, utilizando a técnica de esgotamento,
a fim de confirmar a pureza do fungo isolado. Para garantir a viabilidade dos fungos
isolados, estes foram armazenados em freezer em uma solucdo criopreservante

contendo glicerol a 60% e solucao fisiologica na proporcao 1:1.

Extracdo de DNA e PCR

As extragcdes de DNA gendmico dos fungos foram realizadas a partir de
coldnias crescidas por sete dias em agar extrato de malte. Foi utilizado o kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI) seguindo as recomendacfes do
fabricante. Apds obtencdo do DNA, foram realizadas as amplificacfes da regido da
beta tubulina por meio da PCR) usando primers Bt2a e Bt2b (GLASS & DONALDSON
1995) e condi¢bes sugeridas em Samson et al. 2010. Os produtos de PCR foram

purificados com o mix de exonuclease e fosfatase alcalina, de acordo com o fabricante
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(Cellco Biotec.). Os amplicons foram sequenciados em ambas as direcdes com 0s
mesmos primers usando kit Big Dye® de sequenciamento e Terminator v. 3.1 (Applied
Biosystems Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Os contigs foram montados

usando o programa SegMan (v. 10.0.1; Madison, WI, EUA).

Andlise filogenética e estatistica

Para analise filogenética, conjuntos de dados foram gerados combinando as
sequéncias recém-geradas com sequéncias de referéncia (ex-tipo) de estudos
anteriores depositados no banco de dados de nucleotideos do NCBI (GenBank). As
sequéncias foram alinhadas usando MAFFT v.7 (Katoh & Standley 2013) e otimizadas
manualmente usando MEGA v. 6.06 (Tamura et al. 2013). As arvores filogenéticas
foram construidas por analises de maxima verossimilhanca (ML) usando RAXML-HPC
v. 8.2.8 (Stamatakis 2014) BlackBox com 1.000 inferéncias rapidas de bootstrap por
meio do portal CIPRES (http://www.phylo.org/) (Miller et al. 2010), adotando os
parametros padrdo. As arvores foram visualizadas no FigTree v. 1.1.2 (Rambaut 2009)
e editadas no Adobe lllustrator v. 5.1. Os valores de bootstrap (bs) foram rotulados
nos noés. Valores abaixo de 70% bs foram indicados com hifen.

Andlises de frequéncia utilizando o software estatistico Jamovi v. 2.3 foram
realizadas para investigar a ocorréncia e a distribuicdo dos diferentes géneros
fungicos nos ninhos das tartarugas. Gréficos e diagramas também foram plotados no

referido programa.

Resultados e Discussao

Durante o desenvolvimento deste estudo, foram analisadas 21 amostras
provenientes de trés ninhos de C. caretta localizados na costa litoranea de Ipojuca:
Ninho 1, Ninho 2 e Ninho 3 (N1, N2 e N3) coletados nas praias de Muro Alto, Porto de
Galinhas e Maracaipe respectivamente (Figura 1). As informacdes gerais das coletas

estdo apresentados de forma resumida na Tabela 1.
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Durante a abertura dos ovos de tartarugas, constatou-se que sete dos 15 ovos
coletados apresentaram interrupcdo embriondria, 0 que corresponde a uma taxa de
gquase 50%. No ovos coletados do ninho N1, ndo foram registrados sinais de
desenvolvimento embrionario. Por outro lado, no ninho N2, foram encontrados dois
ovos com sinais de interrup¢éo embrionéaria. No entanto, o ninho N3 os dados foram
preocupantes, pois todos 0s ovos apresentaram sinais de contaminacéo fungica e
interrupcéo do desenvolvimento embrionario em estagios variados, desde os estagios
iniciais até os de desenvolvimento mais avancados (Figura 2 — F, G e H).

Estes resultados podem ser confirmados com outros descritos na literatura,
como por exemplo, o estudo realizado por Candan (2018), onde os autores
investigaram a presenca de fungos nos ninhos de tartarugas marinhas na Turquia e
observaram que a contaminacdo flngica estava associada a altas taxas de
mortalidade. Similarmente, no estudo conduzido por Gugll, Biyik e $Sahiner (2010), foi

Figura 2: Sintomas morfoldgicos de infecgdo fangica em ovos e filhotes de Caretta caretta coletados
em praias de Ipojuca, Pernambuco, Brasil. (A) Ovo ndo eclodido, sem sinais de colonizagéo fangica.
(B-E) Coloragéo anormal, apresentando-se em manchas nas cores cinza, verde claro, rosa a preto. (F)
Desenvolvimento interrompido durante as primeiras semanas. (G) Mancha verde incomum préximo ao
pedunculo vitelinico. (H) Desenvolvimento interrompido nas semanas finais.

Fonte: Autor.
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possivel verificar que contaminacéo fungica nos ninhos de C. caretta estava associada
a mortalidade embrionaria detectada. Estes pesquisadores observaram que espécies
de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium foram
frequentes nos ninhos contaminados levando, portanto, a deterioracdo dos ovos e
morte dos embrides. Para viabilizar essa associagcdo, 0os autores analisaram um
namero de ninhos representativo, garantindo assim uma amostragem confiavel para
investigar a relacdo entre a contagem total de fungos, a ocorréncia de embrides
mortos e o sucesso da ecloséo.

No presente estudo, através da andlise dos substratos coletados nos ninhos,
foram isolados 207 fungos pertencentes a 25 géneros. Os dados revelaram que o N1
apresentou a ocorréncia de 10 géneros, enquanto o N2 14 géneros e o N3, 13. Ao
analisar a distribuicdo dos isolados por género, foi constatado que Penicillium foi o
mais abundante, representado por 68 isolados, seguido do Aspergillus com 56,
demonstrando uma elevada representatividade nos ninhos estudados. Outros géneros
também foram identificados, como Fusarium (25 isolados), Cladosporium (17),
Talaromyces (11), Candida e Curvularia cada um com trés isolados, enquanto os
géneros Cystobasidium, Moesziomyces, Periconia, Schizophyllum e Ustilago foram
representados por dois isolados cada. Por outro lado, os géneros Antharacocytis,
Dirkmeia, Flavodon, Hortaea, Hyphopichia, Hypoxylon, Irpex, Meyerozyma, Orbilia,
Scolecobasidium, Sporobolomyces, Sterigmatomyces e Trametes foram encontrados
representados por apenas um isolado, cada (Figura 2).

Essa distribuicdo dos isolados nos diferentes géneros indica uma variagao na
diversidade e abundancia fungica nos ninhos das tartarugas (GARNER et al., 2006;
ROSADO-RODRIGUEZ; MALDONADO-RAMIREZ, 2016; VECCHIONI et al., 2022).
E importante ressaltar que a presenca de apenas um isolado de um determinado
género nao indica necessariamente uma menor importancia ou ocorréncia menos
comum. Cada género pode ter diferentes requisitos ecoldgicos e ser influenciado por
fatores ambientais especificos (CHARLES et al., 2023; EMBACHER et al., 2023;
POINTING, 2001; RAMADHANI et al., 2019).
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Tabela 1: Dados de coleta, incubagéo, isolamento fungico e taxa de sobrevivéncia em ovos de tartarugas marinhas Caretta caretta nos diferentes locais de estudo no litoral de Ipojuca, Pernambuco, Brasil. N/A*: Ndo
aplicavel.

NUmero total de

o .
Praia Tempo c~je Total de Ovos Vivos Natimortos Né&o eclodidos 0 de Vegetacdo Samples Inter.rupf;a.o isolados flngicos das
incubagéo sucesso embrionaria
amostras
Ovo 1 Néao 19 (9.2%)
2 Ovo 2 Néo 9 (4.3%)
%
c 8 Ovo 3 N&o 4 (1.9%)
. O : <
Ninho 1 c s . 50 dias 129 81 01 47 62,79% Ovo 4 Né&o 5 (2.4%)
R
$7< ovo5 Néo 8 (3.9%)
\O .
o é Avreia depois do nascimento N/A* 11 (5.3%)
foe]
= = Avreia antes do nascimento N/A* 6 (2.9%)
(%2}
s ovo1 Sim 21 (10.1%)
% S -
e 8 @ Ovo 2 Néo 9 (4.3%)
£ wng e
£, N Ovo 3 Nao 10 (4.8%)
. SR . S,
Ninho 2 ‘; : S 45 dias 129 105 10 14 81,39% S Ovo 4 Nio 24 (11.6%)
T n N 23
£ % o g Ovo5 Sim 10 (4.8%)
g 3 . : :
o§ g Avreia depois do nascimento N/A* 10 (4.8%)
ﬁ Areia antes do nascimento N/A* 8 (3.9%)
o
3 Ovo 1 Sim 8 (3.9%)
g S Ovo 2 Sim 8 (3.9%)
v
¢ S Ovo 3 Sim 4 (1.9%)
= B
Ninho 3 E s . 46 dias 119 70 17 32 58,82% Ovo 4 Sim 2 (1.0%)
c I o
s Ovo 5 Sim 2 (1.0%)
o Areia depois do nascimento N/A* 9 (4.3%)
e}
= Avreia antes do nascimento N/A* 20 (9.7%)

Fonte: Autor.
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E relevante destacar que o ninho N2, localizado na praia de Porto de Galinhas,
demonstrou a maior diversidade de géneros (Figura 3). Além disso, esse ninho
apresentou uma quantidade significativamente maior de isolados em comparacao aos
outros investigados (Figura 3 e tabela 1). Essa praia € conhecida como um dos cartdes
postais do nordeste brasileiro e atrai um grande nimero de turistas anualmente. Desta

forma, é importante considerar a possivel influéncia dos fatores antropogénicos na

Figura 3: Diagrama de Venn comparativo para andlise da distribuicdo dos fungos (géneros Aspergillus,
Penicillium e Talaromyces) nos ninhos de tartarugas marinhas (C. caretta) ao longo do litoral de Ipojuca,
Pernambuco, Brasil. (A) Ninho 1, Ninho 2 e Ninho 3 com suas interse¢des dos fungos encontrados na
areia, nos ovos e as areas sobrepostas nos diagramas indicam a presenca simultanea dos fungos nos

respectivos substratos. (B) Interse¢fes para comparacao da distribuicdo desses géneros entre 0s trés
ninhos.
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diversidade microbiana dos ninhos das tartarugas marinhas, especialmente em locais
turisticos como a praia (BAIl et al., 2018; SALVO; FABIANO, 2007; SITAL et al., 2020;
VENKATACHALAM et al., 2019).

As polui¢cbes por residuos sélidos provenientes da atividade turistica também
podem interferir na microbiota presente nos seus ninhos e, consequentemente, afetar
o ciclo de vida das tartarugas cabecudas. Essas perturbacdes ambientais podem
alterar as condicdes ideais para o estabelecimento e desenvolvimento de diferentes
géneros fungicos, resultando em uma menor diversidade microbiana ou na
predominéncia de espécies mais tolerantes a ambientes impactados (BAl et al., 2018;
TEDERSOO et al., 2014; TRESEDER et al., 2016; ZHANG et al., 2021).

Devido a ampla diversidade fangica encontrada, este estudo foi direcionado
principalmente para os géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces. Estes géneros
pertencem ordem Eurotiales e foram significativamente presentes nos ninhos das
tartarugas estudadas (Figura 2 e 3). S&o conhecidos por sua capacidade de se
adaptar a diferentes substratos e por serem amplamente distribuidos em diferentes
ambientes (BARNES et al., 2017; KELLER, 2019; SABINO et al., 2014; ZAKARIA,
2018). Sua ocorréncia nos ninhos das tartarugas C. caretta pode estar relacionada a
interagbes ecoldgicas especificas, ainda ndo totalmente compreendidas. Estudos
anteriores sugerem que algumas espécies de Aspergillus e Penicillium possam estar
envolvidas na degradacdo de materiais organicos, desempenhando um papel
importante na ciclagem de nutrientes (PORRAS-ALFARO; BAYMAN, 2011,
TEDERSOO; MAY; SMITH, 2010; VELLEND, 2010).

Além disso, algumas espécies sao conhecidas por sua producdo de
metabolitos secundarios, que podem ter propriedades antimicrobianas e antifungicas,
0 que pode contribuir para a protecdo dos ninhos contra patdgenos indesejados
(EMBACHER et al., 2023; ZHANG et al., 2008). Sua presenca nos ninhos pode estar
associada a capacidade desses fungos de utilizar uma ampla variedade de nutrientes
disponiveis no ninho e até mesmo a formidavel adaptacdo as imtempéries do
ambiente litoraneo (GLEASON; ALLERSTORFER; LILJE, 2020; RAGHUKUMAR,
2017). Portanto, a investigacdo dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces
nos ninhos das tartarugas cabecudas permite uma melhor compreensé&o da ecologia
desses fungos nesse contexto especifico, fornecendo informagdes importantes para
futuras investigacoes de interacfes ecoldgicas com as tartarugas.

Os isolados pertencentes aos trés géneros foram identificados por meio de
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suas caracteristicas morfolégicas e confirmados molecularmente por meio do
sequenciamento parcial do gene para [B-tubulina, rotineiramente utilizado para
identificacdo de espécies pertencentes a esses géneros.

Foram identificados 104 isolados de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces,
além de duas espécies novas que serdo objeto de caracterizacdo morfologica e
documentacdo em estudos futuros. Os isolados foram agrupados em oito espécies
distintas para o género Aspergillus: A. flavus, A. hortae, A. insulicola, A. niger, A.
sidowii, A. tamarii, A. terreus, A. unguis (figura 4); 11 para o género Penicillium: P. allii-
sativi, P. brocae, P. citreosulfuratum, P. citrinum, P. coffae, P. mallochii, P. meliponae,
P. oxalicum, P. steckii, P. sp. Nov. 1 e P. sp. Nov. 2 (figura 5); e quatro para o género
Talaromyces : T. albobiverticillius, T. alveolaris, T. pigmentosus e T. wortmannii (figura
6). Representantes de cada espécie serdo depositados na colecdo de Culturas
Micoteca URM da UFPE e as sequéncias usadas na identificacdo dos fungos serao
depositadas e disponibilizadas pelo GenBank.

Na analise comparativa de frequéncia dos fungos, para determinar seus
padrbes de distribuicdo, foram visto quatro espécies (A. insulicola, A. unguis, P. allii-
sativi e P. brocae) que se desenvolveram exclusivamente na matriz da areia. Em
contraste, sete espécies (A. hortae, A. niger, A. sydowii, A. terreus, P. citrinum, P.
meliponae, P. oxalicum) foram encontradas tanto na areia quanto no conteudo interno
dos ovos. Notavelmente, um conjunto de doze espécies (A. flavus, A. tamarii, P.
citreosulfuratum, P. coffeae, P. mallochii, Penicillium sp. Nov. 1, Penicillium. sp. Nov.
2, P. steckii, T. albobiverticillius, T. alveolaris, T. pigmentosus, T. wortmannii) foi
exclusivamente isolado a partir do interior dos ovos (Figura 3). Essas observacoes

revelam uma clara distingédo na distribuicdo dos fungos entre os diferentes substratos.
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A presenca exclusiva de certas espécies na areia indica uma associacdo
particular com esse substrato, possivelmente influenciada por caracteristicas fisico-
guimicas especificas. Por outro lado, a ocorréncia de determinadas espécies tanto na
areia quanto no conteudo interno dos ovos sugere uma capacidade de adaptacdo a
multiplos microambientes. E interessante notar que o grupo de espécies isoladas
exclusivamente dos ovos apresenta uma diversidade maior em comparagao com as
espécies encontradas apenas na areia. Isso pode indicar uma interacdo especifica
entre esses fungos e as condicbes particulares do ambiente intrinseco dos ovos,
fornecendo recursos e condi¢des propicias para seu desenvolvimento (EMBACHER
et al., 2023; GADD, 2007; POINTING, 2001; RAMADHANI et al., 2019).

Figura 4: Posicéao filogenética dos isolados do género Aspergillus, determinada através da anélise de
maxima verossimilhanca (ML) utilizando um conjunto de dados combinado contendo sequéncias BenA
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Esses resultados ressaltam a importancia de investigar os fatores ambientais

gue influenciam a colonizacao fungica em diferentes nichos ecoldgicos. Compreender

Figura 5: Posicgédo filogenética dos isolados do género Penicillium, determinada através da analise de
maxima verossimilhanga (ML) utilizando um conjunto de dados combinado contendo sequéncias BenA.
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as preferéncias ecolégicas e as interagfes entre os fungos e os ambientes em que
estdo inseridos € fundamental para uma melhor compreenséo da ecologia e biologia
desses organismos. Além disso, essas descobertas podem ter implicacdes relevantes
para estudos relacionados a saude, conservacdo de ecossistemas e aplicactes
industriais envolvendo fungos.

A espécie mais frequente encontrada nos ninhos das tartarugas cabecudas foi
o P. citrinum, encontrada em todas as amostras de areia coletadas nas trés praias
estudadas, além de estar presente em todos 0s ovos do N2, em quatro ovos do N3 e
dois ovos do N1 (Figura 3). Essa espécie de fungo ja foi previamente descrita em
estudos realizados em praias altamente poluidas, indicando sua capacidade de
adaptacdo a ambientes desafiadores (BARNES et al., 2017; MANIMEGALAI; DEVI,
PADMAVATHY, 2013; SALVO; FABIANO, 2007; SITAL et al., 2020).

7

O P. citrinum é conhecido como patégeno oportunista, podendo causar
doencas em hospedeiros imunocomprometidos (SALVO; FABIANO, 2007; TANG et

al.,, 2005). Mok et al. (1997) indicam que esse fungo pode estar associado a

Figura 6: Posicéo filogenética dos isolados do género Talaromyces, determinada através da andlise
de maxima verossimilhanca (ML) utilizando um conjunto de dados combinado contendo sequéncias
BenA.
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complicagBes pulmonares e pericardicas, que podem ser fatais em casos graves.
Portanto, sua presenca dentro dos ovos das tartarugas marinhas € motivo de
preocupacao devido seu potencial patogénico. O fato de ser encontrado nessa fase
critica (na areia coletada ao redor dos ninhos) aumenta o risco de contaminagdo dos
ovos e pode ter efeitos negativos na salude e sobrevivéncia dos embrides e
conseguentemente resultando em desenvolvimento anormal, enfraguecimento e até
mesmo morte ainda no periodo de desenvolvimento embrionario (CHAI et al., 2023;
GLEASON; ALLERSTORFER; LILJE, 2020; PIETROLUONGO et al., 2023; SIDIQUE;
AZUDDIN; JOSEPH, 2017).

E interessante destacar que Bourzama et al., (2020) comprovaram que P.
citrinum possui potencial biotecnoldgico, especialmente no que diz respeito a reducéo
de metais pesados em ambientes contaminados. Essa caracteristica é relevante
considerando a salinidade do ambiente costeiro, que ainda pode sofrer impactos de
poluicio e acumulacdo de metais pesados provenientes de diversas fontes.
Outrossim, Barnes et al., (2017) demonstraram que esse fungo possui alta eficiéncia
na biodegradacéo do petroleo bruto, sendo capaz de reduzir significativamente o teor
total, indicando que ele pode desempenhar um papel importante na recuperagao de
areas contaminadas por derramamentos de petrdleo, contribuindo para a restauracao
e preservacao do meio ambiente. Entretanto, € crucial monitorar e avaliar a presenca
e atividade dessa espécie nos ninhos das tartarugas, a fim de implementar medidas
de prevencdo e manejo adequadas para garantir 0 sucesso da reproducdo das
espécies ameacadas.

Dentre os isolados do género Aspergillus, a espécie A. sydowii foi a mais
frequente, identificada em quatro ovos do ninho N1, além de estar presente na areia
coletada posteriormente ao nascimento. Também, foi encontrada em dois ovos de
cada um dos outros ninhos, assim como na amostra de areia correspondente. Essa
distribuicdo indica uma associacdo significativa desta espécei tanto com 0sS 0vos
guanto com a matriz de areia nos diferentes ninhos estudados, sugerindo uma
possivel colonizacdo durante o processo de incubacdo. Esses achados corroboram a
adaptabilidade e a capacidade de colonizacdo de A. sydowii em diferentes substratos
e microambientes (HALLEGRAEFF et al., 2014; ZAKARIA, 2018; ZHANG et al., 2008).
A presenca desse fungo tanto nos ovos quanto na areia sugere uma potencial
interacdo entre os fungos e os materiais circundantes, possivelmente influenciada por

fatores ambientais e recursos disponiveis.
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No estudo de Zhang et al. (2008), foi evidenciado que o A. sidowii, isolado do
ambiente marinho, apresenta citotoxicidade entre leve e fraca contra células, além de
demonstrar atividades antimicrobianas significativas contra Escherichia coli, Bacillus
subtilis e Micrococcus lysoleikticus. Confirmando a possibilidade de que a presenca
desse fungo nos ninhos de tartarugas cabecgudas possa desempenhar um papel na
inibicdo de microrganismos potencialmente patogénicos. Isso sugere uma possivel
interacdo benéfica entre o fungo e as tartarugas, oferecendo uma protecéo adicional
contra patdégenos prejudiciais aos ovos e aos embrides em desenvolvimento. De fato,
€ fundamental realizar uma investigacdo mais aprofundada para compreender a
influéncia e a capacidade patogénica desses isolados flungicos nos ovos. Porque
presenca desses fungos colonizando os ovos e a morte embrionaria levantam
questdes sobre os mecanismos envolvidos na infeccdo fungica e os possiveis
impactos na sobrevivéncia das tartarugas. Estudos adicionais podem ser conduzidos
para avaliar a viruléncia desses isolados e identificar os fatores de patogenicidade
envolvidos. Essas investigacbes fornecerdo informacdes valiosas para a
compreensao e protecado dessas espécies vulneraveis.

No género Talaromyces, a espécie T. albobiverticillius foi a mais frequente,
presente em dois ovos do N2 e em um ovo do N3. Essa espécie é conhecida por sua
capacidade de produzir um pigmento vermelho. De acordo com estudos realizados
por Venkatachalam et al., (2019), o T. albobiverticillius demonstrou ser promissor na
producdo de compostos bioativos. Um estudo conduzido por Chai et al. (2023)
observou que T. albobiverticillius foi capaz de crescer em substratos com altos niveis
de salinidade. Esses resultados sugerem a capacidade adaptativa dessa espécie a
condicbes salinas e ressaltam seu potencial para aplicacdes biotecnolégicas na
producdo de compostos de interesse. Outrossim, dentre os onze isolados de
Talaromyces, todos foram detectados exclusivamente no conteddo interno dos ovos.
Além disso, oito isolados foram encontrados no N2.

Apesar do N2 ter exibido uma maior diversidade e abundancia de fungos em
relacdo aos ninhos N1 e N3, os resultados obtidos ndo permitiram estabelecer uma
influéncia direta sobre a taxa de natalidade dos filhotes. No entanto, observou-se uma
tendéncia interessante: o N2 apresentou uma taxa de sobrevivéncia mais elevada em
comparacao aos demais ninhos, e o0 N3 revelou um cenario preocupante, com mais
de 40% dos ovos nédo eclodindo além da ocorréncia de morte embrionaria em todos

0S ovos analisados.
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E importante ressaltar que a taxa de natalidade dos filhotes de tartarugas
marinhas € influenciada por uma série de fatores, incluindo a qualidade do ninho, a
saude dos embrides e a interagdo com o ambiente circundante. Embora os fungos
desempenhem um papel ecoldgico importante e possam ter efeitos potenciais sobre
0 desenvolvimento dos embrides, outros aspectos do ambiente e das condi¢des do
ninho também podem ser determinantes para a taxa de natalidade (CHARLES et al.,
2023). Por outro lado, a presenca excessiva de fungos nos ninhos pode levar a uma
competicao por recursos, como nutrientes e espaco, o que pode afetar negativamente
o desenvolvimento dos ovos. Adicionalmente, a producédo de metabdlitos secundarios
por algumas espécies podem ser toxicos para os embries ou prejudiciais ao seu
desenvolvimento saudavel (DYLAG et al., 2022; FERRARI et al., 2008; KELLER,
2019; ROHLFS; CHURCHILL, 2011; SCHMITT; LUMBSCH, 2009).

Essas constatacfes destacam a complexidade das interacdes ecoldgicas em
um ambiente natural e a necessidade continua de pesquisas para compreender em
profundidade os multiplos fatores que influenciam o sucesso reprodutivo das
tartarugas marinhas. Este € o primeiro relato da diversidade fangica presente na

espécie C. carreta no litoral de Ipojuca, nordeste do Brasil.

Conclusao

A presenca das espécies predominantes, como é o caso do P. citrinum e A.
sydowii, nos ninhos das tartarugas da espécie C. caretta desperta questdes intrigantes
sobre a interacdo entre fungos e tartarugas, pois o seu papel e influéncia nos ninhos
ainda sdo desconhecidos. Embora seja frequente nas amostras coletadas, ainda néo
foi possivel determinar se sua presenca é benéfica, neutra ou prejudicial para as
tartarugas marinhas. Estudos adicionais sdo necessérios para investigar de forma
mais abrangente os possiveis efeitos desses isolados na ecologia das tartarugas
marinhas e compreender melhor seu potencial impacto. Este estudo além de
apresentar a diversidade fungica presente em animais da espécie C. carreta no litoral
pernambucano do nordeste do Brasil, possibilitou o isolamento de espécies ainda ndo
descritas que serdo identificadas e divulgadas futuramente para comunidade

académica.
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5 CONCLUSOES

e Os resultados desta pesquisa forneceram uma revisao abrangente sobre a
ocorréncia de fungos em tartarugas marinhas em diferentes regiées do mundo,
contribuindo para o conhecimento atual sobre essa interagéo pouco explorada.

e A identificacdo dos fungos isolados por meio de técnicas morfolégicas e
moleculares proporcionou uma caracterizacdo precisa das espécies
encontradas nas tartarugas-cabecudas no litoral pernambucano, revelando a
abundancia destes microrganismos nos diferentes locais de coleta.

e Os isolamentos de fungos em amostras de ovos néo eclodidos da espécie C.
caretta e na areia ao redor dos ninhos foram bem-sucedidos, ampliando nosso
entendimento sobre a diversidade de Aspergillus, Penicillium e Talaromyces
associadas a esses ambientes.

e O deposito dos isolados representantes de cada espécie de fungo na colecdo
da Micoteca URM da UFPE contribui para a preservacédo e disponibilidade
desses microrganismos para futuras pesquisas e estudos.

e Os resultados obtidos sugerem a existéncia de interacbes ecoldgicas
especificas entre as tartarugas marinhas e os fungos, destacando a
importancia de investigar os potenciais efeitos benéficos, neutros ou maléficos
dessas interacfes para a conservacao das espécies.

e Com base nos achados deste estudo, recomenda-se a continuidade de
pesquisas relacionadas a interagdo entre tartarugas marinhas e fungos,
incluindo estudos mais abrangentes e longitudinais que explorem diferentes
aspectos dessa relacdo complexa.

e Espera-se que os resultados desta pesquisa estimulem a conscientizag&o
sobre a importancia da conservagdo das tartarugas marinhas e incentivem a
implementacdo de estratégias efetivas de preservacdo, levando em
consideracao a interacdo dessas espécies com o0s fungos em seus habitats

naturais.
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6 SUMULA CURRICULAR

e Participacdo em comisséo organizadora no Il Congresso Internacional das
Ciéncias da Saude — Ill COINTER PDVS 2021 (01 a 03 de dezembro de
2021).

e Apresentacdo na modalidade Comunicacdo Oral e Artigo Completo,
“‘Educacao Ambiental por Meios Virtuais Devido ao Distanciamento Social:
Percepcéo sobre Estuarios e Manguezais de Alunos do Ensino Basico no
Estado de Pernambuco, Brasil”, publicado no Anais do evento.

e Publicacédo do Artigo “Agao antrdpica, conservacéao e perfil das tartarugas
marinhas no Brasil: uma revis&o narrativa da literatura” em 10 de setembro
de 2022. https://doi.org/10.33448/rsd-v11i12.35172

e Participagdo como co-autor do artigo “Influéncia do resveratrol no
tratamento da doenca de Alzheimer: uma reviséo da literatura” em 02 de
agosto de 2022. https://doi.org/10.33448/rsd-v11i11.33679

e Participacdo como co-autor do artigo “Levantamento bibliografico sobre a
associacdo de rizébios e fungos micorrizicos arbusculares em Vigna
unguiculata L. Walp. (feijdo-caupi)” em 16 de setembro de 2022.
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35412

e Participacdo como co-autor do artigo “Influéncia de variaveis abiéticas sobre
os grupos morfofuncionais fitoplancténicos de um reservatério eutréfico
tropical no estado de Pernambuco” em 01 de outubro de 2022.
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i13.36030

e Publicagéo do capitulo de livro “Percepcao Sobre Estuariose Manguezais
de Alunos do Ensino Bésico da Cidade de Escada em Pernambuco, Brasil:
A Abordagem Virtual Como Principal Alternativa Devido a Necessidade de
Distanciamento Social” Carta de aceite em 16 de maio de 2022.
https://www.editorapublicar.com.br/metodologias-praticas-e-inovacao-na-
educacao-contemporanea-volume-5

e Apresentacao do trabalho durante o | Encontro do PPGCB: A ciéncia como
uma ferramenta da AGENDA 2030 para o desenvolvimento sustentavel,
promovido pela Diretoria do Centro de Biociéncias (20 a 21 de Setembro
de 2022).
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