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Apresentacao

A_ publicacio deste livro com o contetido das palestras que foram apresentadas durante o IX Congresso Brasileiro

e Micologia, realizado no periodo de 24 a 27 de junho de 2019 na cidade de Manaus - Amazonas, tem a
finalidade de reunir os conhecimentos cientificos apresentados por pesquisadores brasileiros e estrangeiros nas mais
diversas dreas da Micologia e disponibilizar com acesso irrestrito para a comunidade, como alunos de graduagao e
pos-graduagio, pesquisadores nacionais e internacionais com interesse nas diferentes dreas de aplicacio da micolo-
gia e profissionais de empresas, incubadoras e privadas ligadas a aplicagao biotecnoldgica de fungos.

Esperamos que essa iniciativa tenha alcancado seus objetivos a contento e que as informagées cientificas
contidas nessa obra possam contribuir para o avan¢o do conhecimento da micologia e para o desenvolvimento
cientifico brasileiro.

Agradecemos a todos da Comissdo Editorial e Cientifica e principalmente os Autores dos textos que se em-
penharam para a sua divulgacio.

A Comissao Organizadora
IX Congresso Brasileiro de Micologia CBMy-2019

Agradecimentos

Realizacdo
UNIDADE DE PESQUISA DO > PAT R I A AMA DA
. MINISTERIO DA '
INPA CIENCIA, TECNOLOGIA, | % BRASIL
wemre e o | NOVACOES E COMUNICACOES GOVERNO FEDERAL
Ministério da Satde ILM D E’,@a
FIOCRUZ BAARADEANE — -
Fundacgo Oswaldo Cruz Fiocruz Amazénia Amazénia Ocidental
Apoio Agéncia
‘Qk CNPq @ .MSP Empresa Estadual de
Cromiica e Toentsgieo """ CAPES T e b e s " Trisno Go Amazonas
-
Secretaria de
Desenvolviment TN
ﬁ EAKEA;M Ecozgm‘:co,':;zn:la, ’ @/‘ AM AZU N AS
do Estado do Amazonas Tecnologia e Inovagéo (N

GOVERNO DO ESTADO



Vi

Organizadores da obra

Luiz Antonio de Oliveira
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia
luiz.oliveira@inpa.gov.br

Maria Aparecida de Jesus
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia
ranna@inpa.gov.br

Ani Beatriz Jackisch Matsuura
Instituto Lednidas e Maria Deane - Fiocruz Amazonia
ani.matsuura@fiocruz.br

Juliana Gomes de Souza Oliveira
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia
juliana.gomes@inpa.gov.br

Luadir Gasparotto
Embrapa Amazdnia Ocidental
luadir.gasparotto@embrapa.br

Reginaldo Gongalves de Lima-Neto
Universidade Federal de Pernambuco
reginaldo.limaneto@pq.cnpq.br

Liliane Coelho da Rocha
Universidade do Estado do Amazonas
Icrocha@uea.edu.br



Sumario

Identificagio de fungos: géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces 1
Luis Roberto Batista Sirlei Cristina Souza Suzana Reis Evangelista Natasha Lira Azevedo
Estratégias de prevencio e de descontaminagio de fungos toxigénicos e micotoxinas em alimentos 11

Geovana Dagostim Savi

Micotoxinas na Regiﬁo Amazonica: passado e futuro 21

Ariane Mendonga Kluczkovski — Augusto Junior Kluczkovski Silmara Mundim

Chilean pepper: Spoilage fungi and mycotoxins contamination risk in Capsicum products 29
Jéssica Costa Nelson Lima Cledir Santos

Qual a relevancia das espécies esporocarpicas na taxonomia e sistematica de Glomeromycota? 41
Khadija Jobim Juliana Luiza Rocha Lima Naasson Victor L. Oliveira Bruno Tomio Goto
Colonizagio das raizes de plantas da Amazonia por fungos micorrizicos arbusculares 53
Luiz Antonio Oliveira Francisco Wesen Moreira

Coccidioidomicose: uma doenga negligenciada no Nordeste brasileiro 60

Rossana de Aguiar Cordeiro

Molecular epidemiology and experimental sporotrichosis: challenges and perspectives 67
Danielly Corréa-Moreira Cintia de Moraes Borba Thais Guimardes Barreira Rodrigo Caldas Menezes
Lsabella Dib Gremido Sandro Antonio Pereira Manoel Marques E. Oliveira

Fungos de um nicho ancestral: fungos fitopatogénicos em pteridéfitas no Brasil 75
Eduardo Guatimosim Robert Weingart Barreto Pedro Bond Schwartsburd

Fungos micorrizicos arbusculares em ambientes aquiticos: o que estamos negligenciando? 87
Mariana Bessa Queiroz Stephania Ruth Basilio S. Gomes — Xochitl Margarito Vista Juliana Aparecida Souza Leroy

Bruno Tomio Goto

Macrofungos como indicadores da qualidade do habitat e a mudanca climatica 97
Maura L. Quezada Roxanda Lopez-Mayorga Rosa Sunum Evangelina Pere-Silva

Maria Papa Juan Pablo Herrera Bianka Herndndez

Descoloragio in vitro e in silico de corante reativo pela lacase de fungo de Basidiomiceto 107
Nara Ballaminut Glauciane Danusa Coelho Rafael Trindade Maia Vera Maria Valle Vitali

Ddcio Roberto Matheus

A mixobiota de manguezais e a ocupagio de microhabitates 116

Laise de Holanda Cavalcanti Leandro de A. Neves N. Agra

Vii



viii

Aspectos ecoldgicos da mixobiota em diferentes fitofisionomias do Cerrado 125
Solange Xavier Santos Tzabel Cristina Moreira Jéssica Conceigao Araiijo Lucas Leonardo Silva
Atividade antimicrobiana em metabdlitos produzidos por mixomicetos 132
Sheyla Mara de Almeida Ribeiro  Nicdcio Henrique Silva Eugénia Cristina Pereira Marcio Rubens Ribeiro

Laise de Holanda C. Andrade

Formagao de Recursos Humanos em Micologia na Pés-Graduagio do Sul do Brasil 139
Elisandro Ricardo D. Santos Marcela Monteiro Weslley Ribeiro Nardes Diogo Henrigue Costa Rezende
Macromicetos Amazénicos: potenciais biotecnolégicos de modo sustentéivel 148
Ceci SalesCampos Larissa Ramos Chevreuil

Macrofungos comestiveis e medicinais 158
Arailde Fontes Urben

Fungos corticioides do Brasil: revisio e novidades taxonémicas 165
Carla Rejane Sousa Lira Renata dos Santos Chikowski Vitor Xavier de Lima Karl Henrik Larsson

Tutiana Baptista Gibertoni

Diversidade de fungos cifeloides no Brasil 175
Larissa Trierveiler-Pereira Greg Thorn Adriana de Mello Gugliotta
Exposi¢io ambiental a azélicos e sele¢io de cepas fungicas resistentes: impacto clinico 182

Danielle Patricia C. Macédo Marylia Eduarda do N. Cabral  Franz de Assis G. dos Santos Erténia Paiva Oliveira
Reginaldo G. de Lima Neto Rejane Pereira Neves

Acervos micolégicos nos herbarios brasileiros: Retratando as diferencas regionais 190
Leonor Costa Maia Tutiana Baptista Gilbertoni Adriana de Mello Gugliota Lucas Leonardo Silva

Izabel Cristina Moreira Rosa Mara Borges da Silveira Helen Maria Pontes Sotao Solange Xavier Santos
Fungos fitopatogénicos na Amazonia 202
Daniel Augusto Schurt Luadir Gasparotto José Clério Resende Pereira.

Diversidade de Hypoxylaceae na Amazonia Brasileira: Situagio atual e expectativa futura para o estudo da familia 208

Kely da Silva Cruz Maria Aparecida Jesus Anténia Queiroz Lima Souza Ceci Sales Campos



Oliveira, L.A., Jesus, M.A., Jackisch Matsuura, A.B., Oliveira, J.G.S.,
Gasparotto, L., Lima-Neto, R.G., Rocha, L.C
Conhecimento, conservagao e uso de fungos

Identificacao de fungos: géneros Aspergillus, Penicillium e
Talaromyces

BATISTA, Luis Roberto'; SOUZA, Sirlei Cristina?, EVANGELISTA, Suzana Reis*; AZEVEDQO, Natasha Lira®

1 Professor Associado, Universidade Federal de Lavras
2 Programa de Pés-graduagio Microbiologia Agricola, Universidade Federal de Lavras
Emails: luistb@ufla.br, sirlei.bio@hotmail.com, suzanareise@gmail.com, nathashalira@yahoo.com.br

Resumo

Os fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces sio bem conhecidos e tém sido
estudados ao longo dos séculos, principalmente porque muitas dessas espécies sio de importincia econdmica em
diversas dreas. Podem ser utilizados na producao de queijos finos, salames, molho de soja e também so impor-
tantes biotecnologicamente, sendo muito utilizados para produgio de enzimas. Além disso, esses fungos apre-
sentam uma produgio diversificada de metabdlitos secunddrios bioativos, os quais podem ser utilizados medici-
nalmente como antibiéticos ou outros firmacos com importincia terapéutica. Porém, algumas espécies também
sao apontadas como deterioradoras de alimentos, produtoras de toxinas e agentes de algumas doengas humanas
e animais. Algumas espécies pertencentes a esses géneros também sdo conhecidas por sua capacidade de cresci-
mento em ambientes extremos com altas/baixas temperaturas, altas concentra¢oes de sal/agtcar, baixa acidez ou
baixos niveis de oxigénio. Anteriormente, esses géneros pertenciam a familia Trichocomaceae, a qual foi subdi-
vidida em vérias novas familias. Atualmente, esses trés géneros estio classificados na familia Aspergillaceae e sao
conhecidos por possuirem impactos positivos e negativos sobre as atividades humanas. Inicialmente os fungos
filamentosos eram conhecidos como prejudiciais, sendo apontados como patégenos de humanos, causadores de
contaminagio e deterioragio em alimentos, produtores de toxinas. No entanto, com a evolugio das pesquisas,
os fungos tém se destacado em suas a¢oes benéficas. Desta forma a Taxonomia se torna uma ferramenta essencial
para conhecer e distinguir as espécies que apresentam risco e espécies que sao benéficas.

Palavras-chave: Fungos filamentosos, Taxonomia, Diversidade.

1. Introducao

A taxonomia tem como objetivo descrever, identificar e classificar os seres vivos, informando se um organis-
mo pertence ou nao ao grupo pré-definido na classificacio (Moore ez al., 2010). A identificagio de fungos foi
primeiramente baseada em caracteristicas micro e macromorfolégicas, entretanto esse método esbarra, muitas
vezes, em aspectos como pouca variagao morfoldgica entre espécies ou o que se conhece como espécies cripticas,
um grupo que satisfazem a definicao bioldgica, isto ¢, sdo isoladas reprodutivamente entre si, mas sio morfolo-
gicamente idénticas (Bickford ez a/., 2007).

As técnicas morfoldgicas de identificagio sio de extrema importincia, mas precisam estar associadas a outras
técnicas para sua validagio. Colwell em 1970 sugeriu a ideia de um conséreio de multiplas técnicas como a
melhor forma de se chegar a um resultado mais preciso de identificagao, conhecida atualmente como taxono-
mia polifdsica, que envolvem andlises fenotipicas, genéticas, fisioldgicas quimicas e dados ecoldgicos (Samson e
Varga, 2009; Rodrigues ez al., 2009).

A taxonomia dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces vem sendo reavaliada utilizando a taxonomia
polifdsica, e os dados moleculares sio baseados em sequenciamento multilocus de genes conservados como
B-tubulina, calmodulina e RNA polymerase II gene (RPB2) (Houbraken er al., 2014; Yilmaz ez al., 2014;
Visagie et al., 2016). A regiao ITS do rDNA ¢ considerado barcode para fungos, e bastante efetivo na separagao
de géneros, entretanto a maioria das espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Talaromyces apresentantam
pouca ou nenhuma variagiao em suas sequencias e a separagao intra-especifica apenas pelo barcode nao ¢ possivel

(Houbraken ez al., 2011; Visagie e al., 2014).



Andlise bioquimicas tais como produgio de metabélitos segunddrios ¢ uma importante ferramenta na iden-
tificagdo de fungos, pois s3o, muitas vezes, capazes de gerar perfis metabélitos Gnicos para cada espécie. Estudos
quimiotaxonomicos de Zalaromyces (Frisvad et al., 2015) e de Penicillium (Frisvad e Filtenborg, 1990; Nielsen ez
al., 2006) mostraram que parte destes podem ser classificados com base em metabdlitos secunddrios em combi-
nag¢io com morfologia e fisiologia. Da mesma forma espécies de Aspergillus possuem perfis altamente especificos
de metabdlitos e apontam para a mesma espécie de morfologia, fisiologia e dados de sequéncia de DNA (Frisvad
et al., 2008). Entretanto, isolados de Aspergillus das secoes Flavi, Nigri e Circumdati, por exemplo, produzem
um grande nimero de metabdlitos secunddrios idénticos (Frisvad e Samson, 2000; Frisvad ez al., 2004), por-
tanto essa técnica deve ser usada com cautela, pois geralmente, permitem identificagio inequivoca em nivel de
espécies quando usada isoladamente. A melhor maneira de usar extrolites como auxiliares de identificagio ¢é
extrair e separd-los por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia e, em seguida, identificar parcial ou totalmente
a quantidade de metabdlitos secunddrios possivel, geralmente usando tecnologia baseada em espectrometria de
massa (Frisvad et al., 2008).

Outra técnica auxiliar é a impressao digital de espectrometria de massa por tempo de véo com dessor¢ao
/ ionizagdo assistida por matriz (MALDI-TOF MS). Foi aplicado com sucesso a identificacio de bactérias
(Siegrist ez al., 2007; Angeletti ez al., 2017) e espécies de leveduras (Amiri-Eliasi e Fenselau, 2001; Kolecka ez al.,
2013). Apenas um numero limitado de estudos incluidos ou focados em Aspergillus, Penicillium e Talaromyces
foi realizado por (Welham ez al., 2000; Hettick ez al., 2011; Chalupovd ez al., 2014; Normand ez al., 2017)
e Aspergillus (De Carolis ez al., 2011; Verwer et al., 2013; Luethy ez al., 2018). Embora esses estudos relatem
que MALDI-TOF MS permite distinguir entre espécies, observa-se um grande grau de variag¢io dentro de uma
mesma espécie, mesmo entre duplicatas da mesma cepa (Shafer ez al., 2017). Isso significa que os dados de um
alto (Iriart ez al., 2012; Verwer ez al., 2013). Assim, podemos concluir que, embora essa técnica seja promissora,
continua niimero de tensées que terdo de ser incluidos no banco de dados para tornar possiveis identificagdes
robustas. Dificuldades com identificagdes também sao relatadas em Aspergillus, onde nem todas as cepas podem
ser identificadas com 100% de precisdo sendo necessdrio muito trabalho para tornar possiveis identificagdes de
rotina (Yilmaz ez al., 2014).

2. Género Aspergillus

A familia Trichocomaceae, até 2011 era composta por diversos géneros de fungos, nos quais se enquadrava
o género Aspergillus, entretanto em um extenso trabalho feito por Houbraken e colaboradores, a taxonomia
foi reavaliada e essa familia foi subdividida em: Aspergillaceae (Aspergillus, Penicillium, Hamigera, Leiothecium,
Monascus, Penicilliopsis, Phialomyces, Sclerocleista, Warcupiella e Xeromyces), Trichocomaceae (Rasamsonia,
Sagenomella, Talaromyces, Thermomyces e Trichocoma) e Thermoascaceae (Byssochlamys/Paecilomyces e Thermoascus)

(Houbraken ez al., 2011).

Aspergillus foi descrito pela primeira vez pelo padre italiano e biolélogo Pietro Antonio Micheli em 1729,
e a nomenclatura foi dada pela semelhanca da sua estrutura reprodutiva assexuada (conidiéforo) ao utensilio
utilizado em igrejas para orvalhar 4gua benta chamado “Asperges”, mas foi apenas quem 1926 que a primeira
monografia foi publicada por Tom e Church. Em 1965 Raper e Fennell dividiram as espécies considerando suas
caracteristicas morfologias, enquanto Gams em 1982 dividiu o género em se¢oes (Micheli, 1729; Bennet, 2010;
Gibbons e Rokas, 2013).

Durante anos, manuais de identificagio morfoldgicas foram langados, no intuito de auxiliar a separagio
das espécies (Thom e Raper, 1945; Klich e Pitt, 1988; Klich, 2002). A taxonomia de Aspergillus é complexa e
sofre mudancas com o tempo, a cada nova tecnologia de identificacao suas espécies vao sendo realocadas, assim
como novas espécies sao descobertas. A identificacio ¢ tradicionalmente baseada na caracterizacio das culturas
e morfolédgica (Raper e Fennel, 1965; Samson e Varga, 2010), entretanto o perfil bioquimico, genético e ecolé-
gico acrescentam informagoes taxondmicas importantes na abordagem polifdsica, que abrange conhecimentos

menos limitados em todos os aspectos biol6gicos destes organismos (Peterson, 2008; Visagie ez al., 2014; Silva
et al., 2015).



A hifa ereta proveniente da célula pé é denominada conidiéforo, o qual se dilata para dar origem a uma
forma arredondada ou eliptica, chamada vesicula. Na drea fértil da vesicula sao formadas células conidiogénicas,
métulas e fidlides que produzem cadeias longas de esporos mitéticos, denominados conidios. Todo este aparato
¢ denominado aspergilli (Figura 1), o qual pode ser bisseriado quando hd métulas e fidlides, ou unisseriado
quando apenas fidlides surgem da vesicula (Bennet, 2010). Além do aspergilli, outras estruturas morfoldgicas
podem auxiliar na identificagio do género, que sdo cleistotécios, esclerédios e associadas a este, células de Hiille.
O cleistotécio e o esclerédio sao estruturas capsulares, fechadas e esféricas que podem ser abundantes em col6-
nias de algumas espécies de Aspergillus. O cleistotécio é caracteristico do estdgio sexual reprodutivo e contém
ascosporos meidticos no interior do asco. A estrutura esclerdédio é composta por massa de micélio torneada e sua
funcio estd relacionada com a sobrevivéncia em condi¢oes adversas (Bennet, 2010).

A fécil dispersdo dos esporos, inclusive a longas distAncias, é uma caracteristica marcante desse género, isso
se deve as suas estruturas reprodutivas produzem quantidades grandes de esporos leves, além de se adaptarem
a diferentes ambiente, mesmo com poucos recursos como dgua, luz e nutrientes, por exemplo, eles também
podem crescer em uma ampla gama de temperatura (6-55°C) e com uma humidade relativamente baixa. Essa
capacidade de aerolizagio e disseminagio no ambiente o prioriza em qualquer nicho ecolégico (Mccormick ez
al., 2010; Krijgsheld ez al., 2013).

A tltima revisao do género Aspergillus realizada por Samson ez al. (2014), sugere que este género apresenta até
o momento 4 subgéneros: Aspergillus, Circumdati, Fumigati e Nidulantes, e 23 segoes: Aeni, Aspergillus, Bispori,
Candidi, Cervini, Circumdati, Clavati, Cremei, Flavi, Flavipedes, Fumigati, Jani, Nidulantes, Nigri, Ochraceorosei,
Raperi, Restricti, Robusti, Silvati, Sparsi, Terrei, Usti e Versicolores (Houbraken ez al., 2014; Visagie et al., 2014;
Jurjevi¢ et al., 2015; Despot et al., 2017; Sklendf ez al., 2017).

Aproximadamente, um ter¢o das espécies de Aspergillus também possue a forma sexuada descrita. Contudo,
com a mudanga do novo Cddigo Internacional de Nomeclatura para algas, fungos e plantas, as espécies

Figura 1. Estrutura morfolégica de Aspergillus.
Fonte: Samson et al. (2010).

teleomorfas como Neosartorya, Emericella, Eurotium e Petromyces passaram a se enquadrar em um tnico género:
Aspergillus. Embora tenha sido bastante estudado, a sistemdtica desse género ainda apresenta constantes mudan-
cas devido aos recentes estudos de filogenia molecular e quimiotaxondmicos (Samson e Varga, 2009; Samson

etal., 2014).



A identificagdo correta de Aspergillus é muito importante, considerando as identificagoes errdneas que sao
muito comuns por se utilizar apenas um método ou falta de experiéncia com o género. Isso também ocorre por-
que muitas espécies sdo fenotipicamente idénticas. Por sua vez, estirpes isoladas de tecido humano ou animais,
ou armazenados por longos periodos de tempos tendem a ter uma esporulagio mais restrita o que pode levar a
uma variagao na micromorfologia, por exemplo (Latgé, 1999; Samson ez al., 2014;). Os Aspergillus sao bastante
diversos, considerados cosmopolitas e amplamente distribuidos na natureza (Klich, 2002). As espécies desse
género sao costumeiramente reconhecidas por deteriorar alimentos (sapréfitos), produzir micotoxinas e algumas
sdo frequentemente descritas como patégenos humanos e animais. Além disso, muitas espécies sio utilizadas na
biotecnologia para a produgio de uma variedade metabdlitos, tais como antibidticos, dcidos organicos, firma-
cos, enzimas e como agentes em fermentagoes (Samson ez al., 2014).

3. O género Penicillium

Assim como Aspergillus, o género Penicillium também se encontra na familia Aspergillaceae, ordem Eurotiales,
classe Eurotiomycetes e filo Ascomycota, e é considerado um dos géneros mais importantes desse filo. Sao conhe-
cidos por apresentarem impactos positivos e negativos sobre a vida humanas (Houbraken ez 4/, 2011).

O nome Penicillium foi introduzido a primeira vez por Link em 1809, e ¢ derivado de Penicillus, que sig-
nifica “pequeno pincel” em latim. Mas foi apenas em 1901 que Dierckx introduziu os sistemas de subgéneros
Aspergilloides, Biverticillium e Eupenicillium. A monografia “The Penicillia” escrita por Thom (1930) foi uma
das mais importantes contribui¢des para o conhecimento desse género. Nesse trabalho subdividiu-se o género
em relagdo aos tipos de ramificagbes de suas estruturas reprodutivas assexuadas (conidiéforos) e coloragio das
colénias, delimitando assim 4 subgéneros, 12 segoes e 18 subsecoes (Pitt, 1979).

Embora esse género tenha muitas variagoes de cores e tamanhos, as caracteristicas bdsicas sao de micélio vege-
tativo abundante, irregularmente ramificados, septado, hialino ou de cores vivas, formando colénias de micélios
densa e compacta com margens bem definidas. Conidiéforos provenientes da superficie indiferenciada podendo
haver hifas aéreas. Estipes relativamente estreitas e de paredes finas, 2-5 pm e em algumas espécies apicalmente
inchadas, hialinas, em algumas espécies marrons. Penicilli composto com um, dois ou raramente mais vértices
de métula e ramos como células de suporte, raramente excedendo 15 pm de comprimento, ampulliforme, ra-
ramente cilindrico. Conidio em cadeias nio ramificadas, unicelulares, comumente entre 2-5 pm de didmetro,
raramente superior a 6 pm. Colonias coloridas em tons de verde, raramente branca ou marrom. Clamidésporos
ausentes. Ocasionalmente produzem esclerédios, composto de células de paredes grossas e parenquimatosas.
Cleistotécio, as vezes produzido, geralmente duro, globoso a subgloboso amadurecendo do centro para fora
e muitas vezes tardiamente, branco, pdlido, amarelo, laranja ou marrom, ocasionalmente preto ou vermelho.
Ascos de forma elipsoidal a globosa, geralmente de 5-15 pm. Ascésporos lenticular de 2-5 pm geralmente com
cristas equatoriais (Raper e Thom, 1949; Houbraken e Samson, 2011) (Figura 2).

Sao reconhecidas cerca de 360 espécies, subdivididas em quatro subgéneros Aspergilloides, Penicillium,
Furcatum e Biverticillium, recentemente os trés primeiros foram incluidos no género Penicillium e Biverticillium
sob Talaromyces e 26 secoes Aspergilloides, Brevicompacta, Canescentia, Charlesii, Chrysogena, Cinnamopurpurea,

Citrina, Digitata, Eladia, Exilicaulis, Fasiculata, Fracta, Gracilenta, Lanata-divaricata Osmophila, Paradoxa,
Penicillium, Ramigena, Ramosa, Robsamsonia, Roquefortorum, Sclerotiora, Stolkia, Thysanophora, Torulomyces e
Turbata (Houbraken e Samson, 2011; Hubka ez 4/., 2015; Houbraken ez /., 2016; Perrone, 2017).

A classificacdo desse género nio ¢ simples, e a realocacdo de espécies é comum, a utilizagdo, somente das
caracteristicas morfoldgicas, levam a muitos erros de identificagio. Atualmente, as identificagoes somente sio
aceitas quando variados procedimentos de andlises (morfolégica, moleculares e fisioldgicas) sao aplicados, essa
confluéncia de técnicas é chamada de taxonomia polifdsica, e é imprescindivel no estudo da diversidade de
Penicillium e fungos em geral (Samson ez al., 2011; Visagie et al., 2014).

Os Penicillium ocorrem de forma generalizada em ambientes terrestres e ¢ encontrado inclusive em ambien-
tes aqudticos. Desde a descoberta da penicilina espécies de Penicillium tém sido avaliadas, e com sucesso, quanto
a produgio de diversificados tipos de metabdlitos secunddrios ativos, incluindo substincias antibacterianas (Petit



Figura 2. Estrutura morfoldgica de Penicillium.
Fonte: Samson et al. (2010).

et al., 2009; Lin ez al., 2018), larvicidas (Devarajan ez al., 2017), antioxidantes (Yang ¢z al., 2017), antifingicas
(Nicoletti e al., 2007), anti-inflamatérios (Ha ez al., 2017), pigmentos (Viggiano ez al., 2017; Celestino ez .,
2014. Além disso, produzem diversas enzimas de interesse industrial, e algumas espécies podem ser utilizadas no
biocontrole (Pallu, 2010; Ahmed, 2018) e produgao de alimentos como queijos finos e salames. Muitas dessas
espécies, isoladas de solo sao fontes de novos produtos inovadores e firmacos.

4. 0 género Talaromyces

O género Talaromyces sempre foi estritamente relacionado a Penicillium denominado como sua forma te-
leomorfa. Foi descrito por Benjamin (1955) e caracterizado por conter cleistotécio macios com as paredes
entrelagadas de hifas e tipicamente amarelos, ascomata com asco ovado e ascésporos globoso com espinhos.
Stolk e Samson (1971) apresentaram o género Hamigera para espécies de Talaromyces que produziam asco uni-
co, limitando 7alaromyces, as espécies que produzem ascos em cadeias. Embora Pitt (1980) tenha considerado
Hamigera sindbnimo de Zalaromyces, Houbraken e Samson (2011) detalharam em trabalho de filogenia que as
espécies de Talaromyces termofilicas mostraram serem distintas como 7. byssochlamydoides, T. eburneus e T. emer-

sonii, e foram classificados no novo género Rasamsonia e Thermomyces (Benjamin, 1955; Stolk e Samson, 1972;
Houbraken e Samson 2011).

Diversos trabalhos documentaram que o subgénero Biverticillum pertecente ao género Penicillium sensu
stricto formam um grupo polifilético (Frisvad e Filtenborg, 1990; Lobuglio ez al., 1993; Ogawa et al., 1997;
Seifert ez al., 2004; Wang e Zhuang, 2007). Houbraken e Samson (2011), usando uma filogenia de quatro ge-
nes, provaram que as espécies de Biverticillium e Talaromyces formam um clado monofilético, as espécies foram
entao recombinandas, Penicillium, subgenero Biverticillium agora percente ao género Talaromyces (Samson e al.,
2011). Com as mudangas no Cédigo Internacional de Nomeclatura para algas, fungos e plantas, as espécies filo-
genéticamente relacionadas devem ser tratadas sob o mesmo nome independentemente de suas formas sexuadas
ou assexuadas (Mcneill ez /., 2012).

Como base, os Talaromyces apresentam colonias em CYA geralmente com reverso amarelo ou vermelho e /
ou pigmentos soltveis, sem nenhum crescimento ou crescimento muito restrito, as vezes produz sinnemata.
Conidiéforos com elementos lisos ou de paredes dsperas, simetricamente biverticilado, com menor propor¢io
de ramos subterminais (em algumas espécies com um tnico ramo lateral subterminal que depois repete o pa-
drao de ramificagio do eixo principal), algumas espécies monoverticiladas ou com polialideos solitdrios. Estipes



geralmente hialino, terminando em uma métula espiral de 3-10. Células conidiogénicas fialidicas, comprimento
aproximadamente igual da métula, tipicamente acerose. Conidio asseptado, em cadeias basipetas, geralmente
elipsoidal a fusiforme, raramente globoso a subglobose ou ovoidal (Figura 3). Ascomata cleistotecial quando
produzido, geralmente com parede macia, com exterior recoberto por hifas, muitas vezes amarela, ocasional-
mente branco, creme, rosado, laranja, avermelhado ou verde. Asco produzido em cadeias, contendo oito ascés-
poros, raramente dois. Ascésporos unicelulares, elipsoidais a globosos, raramente macios, mas muitas vezes com
espinhos, hialino a amarelo, ocasionalmente vermelho. Os anamorfos sio muito semelhantes aos do Penicillium
e muitas vezes torna se dificil diferencid-los morfologicamente (Yilma ez al., 2014).

Com base em andlise filogenética multigenes ITS, BenA e RPB2, foi proposta uma nova classificagio para
o género, colocando as 88 espécies aceitas em sete secoes, denominadas segdes: Bacillispori, Helici, Islandici,
Purpurei, Subinflati, Talaromyces e Trachyspermi. Para identificacio molecular, o gene BenA é proposto como um
marcador molecular secunddrio ao barcode ITS (Yilmaz et al., 2014).

Embora raras espécies de Zalaromyces sao importantes patogénicos, causando principalmente doengas pul-
monares. lalaromyces marneffei é a mais conhecida, e ¢ causadora de uma micose fatal, especialmente em indi-
viduos imunocomprometidos por HIV (Ustianowski ez a/., 2008; Mohsin ez al., 2017; Zhang et al., 2017). 1.
marneffei ¢ a Ginica espécie conhecida dimérficas no género, apresentando crescimento filamentoso em 25 °C
e uma fase leveduriforme a 37 °C (Andrianopoulos, 2002). 7. purpurogenus e 1. amestolkiae também ji foram
relatados como causadores de doencas pulmonares (Atalay ez 4/., 2016; Villanueva-Lozano ez al., 2017).

Figura 3. Micromorfologia de Talaromyces.
Fonte: Stolk e Samsom (1972) (adaptado).

Entretanto, outras espécies sio capazes de produzir substincias benéficas através de metabdlitos secunddrios
como antinflamatérios, dcidos, ergosterdis, oléos, antibidloticos, pigmentos, entre outros (Frisvad ez al., 2013;

Chen et al., 2016; De Goes ez al., 2017; Noinart et al., 2017; Ren ez al., 2017; Zhang ez al., 2017).



5. Conclusoes

Os géneros Aspergillus, Talaromyces e Penicillium sao de grande importincia para a humanidade, sejam no
aspecto positivo (firmacos, biotecnologia, alimentos) ou negativo (deterioragdo, patogenicidade, toxinas). A
contribuigao das espécies pertencetes a estes géneros sao observadas dia a dia e as pesquisas em taxonomia irdo
impactar o nosso cotidiano. Sendo assim, é importente a necessidade utilizar metodologias avancadas, como
multiplos marcadores genéticos e ferramentas analiticas apropriadas para a identificagdo e classificagio destes
fungos, ¢ igualmente importante que os micologistas apliquem padrées ou melhores praticas devendo sempre
manter-se atualizados com tendéncias, ferramentas, padroes, recomendagdes e prdticas recentes em taxonomia,
especialmente ao descrever novas espécies.
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Resumo

Fungos toxigénicos e micotoxinas sdo contaminantes persistentes nos alimentos, que causam prejuizos a sat-
de humana e animal. Com o intuito de evitar a contaminagio, estratégias de prevengio e descontaminagio sio
amplamente pesquisadas. O presente trabalho apresenta uma breve descrigao de estratégias de prevengao na pré
e pés-colheita, assim como métodos de descontaminacio de fungos toxigénicos e micotoxinas nos alimentos.
Além disso, revisa recentes pesquisas publicadas na literatura referente a tecnologias aplicadas para desconta-
minagio fisica, quimica e bioldgica, destacando suas vantagens e limitacoes. Sabe-se que mesmo quando todas
as medidas preventivas sejam providenciadas durante o cultivo e colheita, ¢ mesmo depois do processamento
do alimento na industria, a eliminagio completa das micotoxinas é raramente alcangada. Portanto, métodos de
descontaminagio sio frequentemente testados, bem como novas tecnologias envolvendo esses métodos ainda
continuam sendo descobertas. Potenciais métodos sio descritos e apresentam forte atividade antifingica e an-
timicotoxigénica, no entanto, as limitagées persistem principalmente na heterogeneidade entre os estudos, na
aplicabilidade em larga escala e na toxicidade de eventuais metabélitos formados durante a degradagao da mico-
toxina. Por isso, as tecnologias ainda sio frequentemente discutidas e aperfeicoadas com o intuito de melhorar
a eficiéncia e reduzir limitagoes.

Palavras-chave: Culturas alimentares, Colheita, Armazenamento, Contaminantes Toxicos, Tecnologia.

Introducao

As micotoxinas sao metabdlitos secunddrios altamente téxicos produzidos por fungos toxigénicos. A conta-
minagao dos alimentos pelas micotoxinas ¢ um problema persistente em todo o mundo (Pleadin ez 4/., 2019).
Os riscos a satide sdo geralmente associados com a ingestao direta dos produtos alimenticios contaminados ou
o consumo indireto dos produtos de origem animal. Quando ocorre a ingestio didria frequente de alimentos
contendo altos niveis de micotoxinas, os principais efeitos téxicos sio hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, ou até
a morte. No entanto, em casos de exposi¢do crdnica, os efeitos téxicos mais comuns sio genotoxicidade, carci-
nogenicidade e disttrbios reprodutivos (Gil-Serna ez 4., 2019).

Virias estratégias de prevencio e descontaminagio sao frequentemente desenvolvidas com o intuito de evitar
a contaminacio dos alimentos pelas micotoxinas. Estes métodos podem ser preventivos ou de descontamina-
¢a0. As medidas preventivas ocorrem principalmente no periodo pré-colheita com o intuito de controlar/evitar
a produ¢io de micotoxinas pelos fungos toxigénicos, como cultivares resistentes, tempo de colheita, técnicas
adequadas de cultivo e semeadura, controle biolégico e controle de pragas. No periodo pés-colheita, medidas
preventivas incluem classificagio, limpeza, armazenagem adequada com condi¢des de temperatura/umidade
controladas e atmosfera modificada. No caso do alimento jd estar contaminado com micotoxinas, métodos de
descontaminagio sao usados para a desintoxicagio ou degradagdo da toxina e sao principalmente realizados por
processos fisicos (processos térmicos, irradiagéo, adsorgio), qul’micos (compostos naturais, ozonizagao, plasma
frio) ou biolégicos (microrganismos e enzimas) (Pankaj ez al., 2018).

2. Prevencao de Fungos Toxigénicos e Micotoxinas

O crescimento de fungos toxigénicos e a produgio de micotoxinas sao influenciados por vdrios fatores am-
bientais e prdticas agricolas. A aplica¢io de produtos agricolas modernos e tecnologias de fabricagio, bem como
a regulamentagio para micotoxinas em um pais auxiliam na prevencio da contaminagio dos alimentos. A
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andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, assim como as Boas Priticas Agricolas e as Boas Préticas de
Fabrica¢io no periodo pré e pds-colheita garantem um papel importante na prevengao e manejo de micotoxinas

(Alberts et al., 2017).

2.1. Pré-colheita

Algumas medidas preventivas durante periodo pré-colheita sao descritas a seguir (FAO, 2014): a) rotagao
de culturas; b) remocao das sementes velhas, talos e outros detritos da cultura na terra; c) evitar o estresse da
planta por condigées inadequadas de dgua, do solo ou nutritivas; d) cultivo de variedade de sementes resistentes
a infestacio de pragas; e) plantio de culturas programado; f) espagamento recomendado entre as plantas; g) mi-
nimizar o dano causado por pragas; h) controle de ervas daninhas e i) minimizar os danos mecanicos as plantas
e frutas durante o cultivo.

Mesmo quando todas as medidas pré-colheita sao seguidas, ainda assim a contaminagio por micotoxinas
pode ocorrer devido a indmeros fatores. Portanto, métodos alternativos de prevengao no periodo de pré-colheita
sdo frequentemente estudados com o intuito de investimento em agricultura sustentdvel, com foco na reducio
do uso de agrotéxicos e no desenvolvimento de estratégias alternativas no manejo de pragas. Dentre esses, alguns
métodos estudados estdo descritos a seguir.

O controle biolégico na pré-colheita é usado com o intuito de minimizar a quantidade de patégenos na cultura,
com o uso de fungos benéficos competidores. O Trichoderma é um dos fungos benéficos mais pesquisados e usados
como principio ativo de biopesticidas comerciais (Sarrocco e Vannacci, 2018). Em estudo de Braun ez 2. (2018),
a cepa Irichoderma harzianum MRI349 foi usada para competir com importantes fungos fitopatégenos e produ-
tores de micotoxinas. O estudo mostrou claramente a competi¢ao do 7. harzianum com espécies de Aspergillus,
reduzindo substancialmente o seu crescimento e a produgio de toxinas. O biocontrole a base de cepas nio toxigé-
nicas de Aspergillus também sio usadas para que haja uma competi¢io com cepas toxigénicas. Apesar de recentes
estudos terem comprovado que o uso de biocontrole é uma alternativa para reduzir produtos quimicos usados no
campo, algumas questdes ainda sio discutidas quanto ao seu uso nas culturas (Alberts ez al., 2017). As principais
estao relacionadas com a seguranca aos trabalhadores e comunidades vizinhas quanto as cepas inoculadas, com o
meio-ambiente e 0 monitoramente constante das toxinas a fim de garantir a seguranca alimentar.

Uma outra alternativa é o uso de compostos quimicos, como o zinco, que se destaca como um mineral es-
sencial para o organismo humano e animal. Alguns compostos de zinco podem ser utilizados em suplementes
alimentares e s3o considerados seguros para a fortificagio de alimentos (ODS, 2011). Estudos tém sido reali-
zados com o objetivo de utilizar o zinco como fortificante nos alimentos devido ao processamento que reduz
substancialmente sua concentragao (Tripathi ez al., 2010).

Em estudo de Savi ez al. (2015), as plantas de trigo durante periodo de floracio, receberam tratamento com
sulfato de zinco (ZnSO,) e nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO-NPs) nas espiguetas e mostraram reduzir o
crescimento de Fusarium graminearum. O mesmo ocorreu para a formacao de deoxinivalenol, que foi reduzido
ap6s o tratamento, sendo que a micotoxina nao foi detectada (<LOD) quando as plantas foram tratadas com
ZnO-NPs. Além disso, mesmo apds aplicagao de zinco nas plantas, os niveis deste composto nos graos colhidos
estavam dentro dos niveis recomendados internacionalmente para consumo didrio.

As principais limitagoes dos compostos propostos acima como métodos preventivos estao relacionadas prin-
cipalmente com o uso em escala industrial e a sua viabilidade econ6émica, que devem ser amplamente estudados
de acordo com a matriz alimenticia, assim como os seus contaminantes.

2.2. Pds-colheita

Medidas preventivas durante periodo pés-colheita sao descritas a seguir (FAO, 2014): a) colheita de graos
com baixo teor de umidade e completa maturidade; b) durante a colheita, assegurar que o equipamento esteja
limpo e funcionando adequadamente, assim como vagées e caminhoes usados para o transporte dos graos; c)
evitar danos mecinicos aos graos; d) os cereais devem ser secos o suficiente para evitar o desenvolvimento de
fungos (geralmente menos do que 14%); ) graos, leguminosas e oleaginosas devem ser limpos e classificados, os



materiais estranhos assim como os danificados devem ser removidos; f) as instalagoes de armazenamento devem
ser estruturas secas e bem ventiladas, protegidas de pragas; g) o controle da temperatura e aeragio é importante
para prevenir o crescimento dos fungos; h) os sacos devem ser limpos e secos, sendo que apds enchimento devem
ser empilhados em paletes ou em sistemas de impermeabilidade, evitando o contato com o chio e com a umida-
de; i) os niveis de micotoxinas relevantes para a cultura devem ser monitorados usando amostragem apropriada.

Os primeiros processos apds colheita envolvem limpeza, classificacio e lavagem, os quais auxiliam na re-
mogao fisica de micotoxinas. Processos mecanizados geralmente sao escolhidos e envolvem equipamentos se-
paradores de ar, peneiras, classificadores de graos e separadores de gravidade. Oleoginosas e grios danificados,
defeituosos, descorados, fragmentados, quebrados, mofados e matérias estranhas sao removidos na classificagio,
reduzindo significativamente a contaminagio por micotoxinas apds a selecio e peneiragdo. A selecio por dife-
renca de densidade também ¢ realizada uma vez que graos mais leves tém maiores niveis de contaminagao que
graos de maior densidade.

O descasque remove as camadas mais externas dos grios, as quais sao as mais afetadas pelos fungos e ao
mesmo tempo, possuem maior contaminagao por micotoxinas. Por outro lado, a moagem ¢ um processo para
quebrar fisicamente os graos em particulas menores. O processo redistribui as micotoxinas em diferentes fragoes
e geralmente sdo distribuidas em maiores niveis nas camadas externas (como o farelo, por exemplo) do que em
camadas mais internas (como a farinha). O grao inteiro pode apresentar menores niveis do que o farelo do grao,
devido as finas particulas criadas principalmente durante a moagem das camadas exteriores dos graos (Savi ez 4l.,
2016b). A preocupacio neste caso é principalmente com os produtos destinados a0 consumo animal uma vez
que recebem essas fragdes para a sua produgio.

Por fim, o local onde o alimento serd armazenado antes ou apds processamento, deve ser um ambiente mo-
nitorado constantemente com relagio a temperatura, umidade, odor e manchas. Um dos métodos que podem
prevenir a ocorréncia de fungos e produgao de suas toxinas ¢ a reducio da concentragao de oxigénio e 0 aumento
de diéxido de carbono ou nitrogénio no ambiente de armazenamento (Sudini ez a/., 2015).

3. Descontaminacao de Fungos Toxigénicos e Micotoxinas

Mesmo que todos os métodos preventivos sejam realizados a fim de evitar a contamina¢io por micotoxinas,
essas sdo persistentes nos alimentos processados. Portanto, métodos de descontaminagio continuam a ser am-
plamente estudados e publicados na literatura. A descontaminagao pode ocorrer por diferentes métodos, porém
qualquer que seja a estratégia de descontaminacio, os seguintes critérios bdsicos devem ser seguidos: a micotoxi-
na deve ser inativada ou destruida por transformagio de compostos nio tdxicos; esporos fiingicos e micélios de-
vem ser destruidos; o alimento deve manter seu valor nutritivo e permanecer palatdvel apds a descontaminacio;
e, por ultimo, deve ser economicamente vidvel. A Tabela 1 apresenta recentes trabalhos publicados na literatura
relacionados a descontaminacio fisica, quimica e biolégica de fungos toxigénicos e micotoxinas em alimentos.

3.1. Fisica

A descontaminagio de micotoxinas por métodos fisicos incluem vdrios procedimentos, tais como: processos
térmicos, irradiacio e adsorcao (Tabela 1).

3.1.1. Processos Térmicos

A destruicao das micotoxinas devido ao tratamento térmico estd relacionado com o nivel de contaminagio
inicial, com a temperatura de aquecimento, tempo de exposicio ao calor, tipo de alimento, estrutura da micoto-
xina, umidade, pH e concentragio i6nica do alimento. As micotoxinas sio muito estdveis e dificeis de eliminar
com temperaturas de até 100°C. No entanto, temperaturas mais altas usadas na fritura, torrefagao, torragem e
extrusdo podem auxiliar na redugio das micotoxinas. A temperatura de decomposicio das moléculas pode variar
de acordo com a sua estrutura quimica (Peng ez al., 2018).
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A limita¢do do método usando processos térmicos ¢é a estabilidade da molécula, a qual mesmo em tempe-
raturas altas apresentam resisténcia a inativagdo completa. Dependendo do alimento testado, também podem
ocorrer mudangas nutricionais e alteragdes organolépticas.

3.1.2. Irradiagao

A irradiacio de alimentos mais usada no processamento ¢ a radiagio gama proveniente do radioisétopo
Cobalto-60. Os raios gama sao radiagoes eletromagnéticas produzidas por elementos radiativos e devido a sua
alta energia, tém a vantagem de melhor penetracio em meios sdlidos e liquidos. A molécula de aflatoxina é
resistente ao tratamento direto com radiacdo gama, no entanto, a degradacio da molécula pode ocorrer por
efeitos indiretos devido a rea¢des com radicais livres altamente reativos provenientes da radidlise da dgua e outros
componentes (Pankaj ez al., 2018).

A irradiagdo por feixe de elétrons geradas por aceleradores lineares mostrou potencial para aplicagao na de-

¢ & ¢
gradacio de moléculas organicas complexas por oxidagao indireta e por isso tem efeitos semelhantes a radiacio
gama quando aplicadas em alimentos. As vantagens incluem o tempo mais curto de processamento, a necessida-
de de pouco aquecimento, o controle da dosagem e o baixo custo do equipamento. O mecanismo de degradacio
da aflatoxina B, em meio aquoso mostra a formagao de cinco produtos de degradagio, os quais apresentaram
significativa redugao das propriedades mutagénicas e citotdxicas (Liu ez al., 2016).

A radiagio ultravioleta (UV) pode ser aplicada como antimicrobiana, as faixas de 210 e 330 nm sao eficientes
como germicidas por serem absorvidas pelas proteinas e dcidos nucléicos, provocando o rompimento de cromos-
somo, mutagdes genéticas, inativagio de enzimas e consequentemente, a morte da célula. A molécula de aflato-
xina B, absorve radiacio UV em 222, 265 e 362 nm, com a maior absor¢io ocorrendo a 362 nm, aumentando
a sua suscetibilidade a degradagao (Pankaj ez al., 2018).

As principais limita¢des das tecnologias de irradiagio estdo na preocupagio quanto ao uso da irradiagio
ionizante nos alimentos e mudangas nutricionais ocasionadas em algumas proteinas e vitaminas sensiveis a ir-
radiacdo. Os produtos de degradacio também precisam ser melhores estudados quanto ao nivel de toxicidade.

3.1.3. Adsorcao

Os adsorventes tém sido utilizados em uma ampla gama de aplicacoes industriais e agricolas, particularmente
na nutrigio animal com a finalidade de adsorver micotoxinas, protegendo-os de toxinas presentes em alimentos
contaminados. No entanto, a eficiéncia da adsor¢ao ird depender da distribuigio de carga, drea de superficie e
o tamanho dos poros dos adsorventes, assim como a polaridade e estrutura das micotoxinas (Zhu ez al., 2016).

Os adsorventes mais comuns incluem os minerais ou inorganicos, como aluminosilicatos de sédio e cdlcio
hidratados, bentonita ou montmorilonita. Essas podem adsorver substancias em sua superficie ou dentro do
seu espaco interlaminar. Outros minerais utilizados incluem tectossilicatos como zeélitas ou carvio ativado
(Zhu ez al., 2016). Entre os adsorventes inorginicos, a bentonita recebeu o apoio da Comissao Européia (N°.
1060/2013) como aditivo alimentar eficaz para ligar-se a micotoxinas, especialmente aflatoxinas (EC, 2013).
E importante destacar que para um adsorvente ser aplicado comercialmente junto a alimentagio animal, os re-
sultados da avaliagao in vitro e in vivo precisam ser satisfatérios e somente sero liberados para comercializacio
quando devidamente registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Alberts ez al., 2017).

A limita¢do do tratamento, quando se trata de adsorventes inorganicos, estd relacionada especialmente a bai-
xa eficdcia de adsor¢ao com um maior niimero de toxinas e a intera¢io com nutrientes na alimenta¢io animal.

3.2. Quimica

A aplicagao de muitos dos produtos quimicos (bases, dcidos orginicos) usados como tratamento para a
redugio de micotoxinas nao sio permitidos pela Comunidade Européia para alimenta¢io humana e animal
(EC, 2006). A limitagio desses métodos estd relacionada a nao-praticidade, inseguranga ¢ a diminui¢io dos
niveis nutricionais e do paladar do alimento. Portanto, técnicas que fazem uso de produtos naturais ou agentes



oxidantes que nio deixam residuos nos alimentos sio os mais estudados como métodos quimicos de desconta-
minagio (Tabela 1).

3.2.1. Oleos essenciais e outros compostos naturais

Plantas medicinais e aromdticas sio ricas fontes de 6leos essenciais. Essas substincias pertencem a vdrias clas-
ses de compostos, incluindo aldeidos, terpenos, fendis, ésteres, dlcoois e cetonas. O mecanismo antiftingico des-
ses produtos naturais estd relacionado com o rompimento da organizagio celular da membrana fingica e com a
inibicao de algumas enzimas-chave relacionadas ao catabolismo de carboidratos e produgio de micotoxina (Hu
et al., 2017). As vantagens ¢ que alguns desses compostos naturais sao considerados agentes GRAS (geralmente
reconhecidos como seguro), produtos biodegraddveis e com baixo risco no desenvolvimento de resisténcia por
microrganismos patogénicos (Parthasarathy ez al., 2008).

As limitacoes do uso de produtos naturais em alimentos estio relacionadas a baixa produtividade desses
compostos em larga escala para uso comercial. Além disso, a seguranga ainda nio é bem estabelecida, sendo que
concentragoes excessivas nio sao recomendadas, podendo causar danos a satide. Também precisam ser avaliadas
quanto ao limite mdximo de ingestao didria permitido.

3.2.2. 0z6nio

O ozbnio é um alétropo triatdbmico composto por trés dtomos de oxigénio que se formam naturalmente na
atmosfera quando as moléculas de oxigénio se rompem devido a radiagio ultravioleta e os dtomos separados
combinam-se individualmente com outras moléculas de oxigénio. Devido a maior estabilidade do oxigénio, a
molécula de o0z6nio sofre um processo de dissociagao espontinea com o tempo resultando novamente na for-
magio do oxigénio. O ozénio produzido em escala comercial foi reconhecido como seguro em 1997, sendo que
em 26 de junho de 2001, o FDA publicou uma determinagio oficial sobre a utilizagio do 0zdnio admissivel
como agente antimicrobiano em alimentos (Guzel-Seydim ez a/., 2004). O ozdnio ji mostrou eficiéncia contra
vérios microrganismos e potencial para degradar micotoxinas e pesticidas (Savi ez al., 2015b; Savi ez al., 2016a).
O ozdnio pode degradar o composto e causar modificagdes quimicas, reduzindo sua atividade biolégica. Em
fungos pode causar alteracoes morfoldgicas, redugio na germinagao de esporos e aumento de espécies reativas
ao oxigénio (Savi e Scussel, 2014).

Como o oz6nio ja é um gis reconhecido internacionalmente como agente GRAS e que nio deixa residuos
nos alimentos, é uma tecnologia bastante explorada na literatura (Zhu, 2018). No entanto, as limita¢oes estao
relacionadas principalmente a implementagio de alto custo para uso industrial, e as possiveis modificacoes fisi-
co-quimicas em alguns alimentos devido a longa exposi¢do ao tratamento.

3.2.3. Plasma frio

O plasma frio é uma tecnologia ndo térmica, favordvel ao meio ambiente que tem potencial para aplicagdes
na industria alimenticia por nao deixar residuos. O forte campo elétrico usado para geragao do plasma frio in-
duz a formagio de fons (H*, H30*, O*, H, O-, OH", N,"), espécies moleculares (N,, O,, O,, H,0,) e radicais
livres (O, He, OHe, NO¢). O plasma frio pode agir sobre estruturas fingicas, causando deformagao no mi-
célio, destruigao de proteinas, perda da permeabilidade celular e danos a0 DNA da célula (Misra ez a/., 2019).
Com relagao a degradagio de micotoxinas, Wang ez /. (2015) propuseram toxicidade reduzida dos produtos de
degradacao de aflatoxina B, apés tratamento com plasma frio, provavelmente devido a perda de liga¢ao dupla
no anel furdnico terminal. A degradagio das micotoxinas durante o tratamento com plasma estd relacionada a
presenga de fétons UV, ozdnio ou fons reativos e elétrons (Misra ez al., 2019).

As limitagoes estao relacionadas com os produtos de degradagio das micotoxinas, os quais precisam ser me-
lhores explorados em termos de toxicidade. Além disso, a viabilidade de uso do plasma em larga escala ainda
precisa ser melhor investigada, uma vez que sua eficiéncia depende de multiplos parimetros intrinsecos e extrin-
secos, incluindo superficie do alimento, estrutura da micotoxina, tipo de fungos, tempo de vida durante e apds
tratamento, tempo de tratamento e custo-beneficio (Wang, 2015).
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3.3. Bioldgica

O desenvolvimento de métodos biolégicos tem o intuito de prevenir os efeitos téxicos das micotoxinas no
organismo. Para isso, uma ampla gama de bactérias, leveduras e fungos capazes de biotransformar ou adsorver as
micotoxinas tem sido testada, assim como a aplica¢io direta de materiais bioativos, como as enzimas (Tabela 1).

3.3.1. Microrganismos

Microrganismos com atividades de desintoxicagao sao usados no biocontrole de micotoxinas em alimentos,
e sao encontrados geralmente no solo onde a cultura ¢ cultivada ou no sistema gastrointestinal de animais em
contato com as micotoxinas. A coexisténcia desses microrganismos com as micotoxinas mantém uma pressio
seletiva sobre as vias metabdlicas envolvidas na tolerincia e resisténcia (Siahmoshteh ez /., 2017). A interacio
de cepas microbianas com as micotoxinas também pode ocorrer. A ligagao parece estar associada a parede celu-
lar microbiana, incluindo os peptidoglicanos no caso de bactérias e o 1,3- 8 -glucano, no caso de leveduras. O
mecanismo de adsor¢do das micotoxinas ocorre por meio de paredes celulares inativadas, devido aos polissacari-
deos, proteinas e componentes lipidicos que fornecem numerosos locais para a jun¢io com as micotoxinas por
meio de ligacdes de hidrogénio, idnicas e interagoes hidrofébicas (Pereyra ez al., 2018).

Tabela 1. Relacdo de publicagdes referentes a descontaminagédo de fungos toxigénicos e micotoxinas em alimentos por processos
fisicos, quimicos e biolégicos.

Processo Alimento Contaminagao Tratamento Resultados Referéncia
Descontaminacao Fisica
Farelo de AFB, (35,8+1,5 pg/ < Redugdo de 77,6+2,2% de AFB, em (Zhengetal,
amendoim kg) Sl LR amostra com 40% de umidade 2015)
) Temperatura de 120°C por 1 h com . 0 (Rastegar et
g Pistache AFB, (383 pg/kg) suco de limao e 4cido citrico Redugao de 49 - 93% de AFB, al,2017)
\g Peito de frango Reducdo de AFB,:50,7-81,6% no
b com ervas DON, T, AFB,, AFB,, microondas e 59,1-78,6% no forno;
a (coentro, limdo,  AFG, e AFG,, FB. e AFG.: 46,2-84,6% no microondas e
] 1 p of 2
g  manjerona, FB, OTA, ZEA (10 Tsemefuwg?od@ﬁ%omi?fo?ér;f o 555-82,2%n0 fomo;FB,: 519-60,5%  (Sobraletal,
a. alho, alecrim, ma/L de solucao 045 s P no microondas e 56,7-72,2% no forno; 2019)
salsinha, contendo as ' FB.: 58,9-70,1% no microondas e 62,4-
manjericéo, toxinas) 82,6% no forno; OTA: 60,9-74,9% no
tomilho) microondas
ND de A. flavus
i Irradiacao por feixe de elétrons 10 kG -
Castanha-do- ésfgg/ggif;gus) cop Y Redugdo de 65,7% de AFB, (Assuncao et
8 Bres AFé (475 ug/kg) Iradiacao gama 10 kG ND de A flavus al, 2015)
T o ca0d / Redugdo de 84,1% de AFB,
35 -
© Oleo de . ) . (Mao et al.
s o ,
E amendoim AFB, (128 ug/kg) Ultravioleta 365 nm, por 30 min Redugao de 96% de AFB, 2016)
) ) - Reducdo de 24% de OTA em amostra  (Calado et al,
Farinhadetrigo  OTA (93,7 ug/kg) Irradiagao gama 30,5 kGy com 32% de umidade 2018)
74,3% do milho apresentaram
contaminagdo fungica com média
Oleo essencial derivado da Clrcuma de produgao de AFB, de 16,3 g/
) A flavus B kg nas amostras sem tratamento (Huetal,
Milho . (Curcuma long L.) na concentracdo de .
(10°esporos/mL) Aul/ml (controle); 7,5% do milho apresentaram 2017)
2 " contaminagdo fungica com média de
3 produgao de AFB, de 7,8 pg/kg nas
P amostras tratadas com 6leo essencial
§ Oleo essencial do dente de alho (Allium
wv . ~ P
3 sativum). Concentracao bactericida O melhor resultado ocorreu com a
g minima de 6,5+1,8 ug/mL para A. aplicacao de 6leo essencial do alho
v ) Aspergillus niger flavus e 7,5+0,9 ug/mL para A. niger; (Allium sativum), o qual reduziu o
Ameixa - - . . e ) (Arasuetal,
vermelha A. flavus Concentracao fungicida minimade  crescimento de A. flavus a niveis abaixo 2019)
(1x10° esporos/mL) ~ 14£2,1 ug/mL para A. flavus e 14+0,7  de 2 UFC/g e impediu a deterioragdo

Na fruta, a aplicacao foi 1,5 vezes maior

ug/mL para A. niger; da fruta, mesmo apds 10 dias de
incubacgdo

do que nos estudos realizados in vitro
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Processo

Alimento Contaminacao

Tratamento

Resultados

Referéncia

Descontaminacéo Fisica

Leveduras = 1x10?

Redugdo de fungos e leveduras

’ UFC/g Oz6nio 1,5 g/h por 18 horas a A o (Botondietal,
Uvas para vinho Fungos = 510! temperatura de 10°C em 50%, sem afetlz?r polifendis e 2015)
caratendides
UFC/g
A. flavus (44x10'
UFC/g)
Penicillium citri-
2 num (25,9x10' ND para ambos os fungos Savietal
«Q ~ . . ~ .y
S Graos de trigo UF(/q) 60 pmol/mol por 180 min Reducdo de 94,6% de AFB, e 2015b)
AFB, (231,88 pg/ 75,3% de CTR
kg)
CTR (173,51 pg/
k)
Fungos (1,87 UFC/g  Temperatura do ar de secagem de Redugéo de 92,9% por 45 min, ndo
ngentes de de contagem total ~ 50°C; velocidade do ar de secagem e  influencia na qualidade em termos de (Granella etal,
trigo s oo S L 2018)
inicial) ozonizagao com valorde 0,50 + 0,1 m/s  germinacdo, vigor e condutividade
Plasma frio com alta voltagem Degradacdo de AFB, em 62% e 82% )
) AFB, L o ) . (Shietal,
° Milho (420 ug/kg) atmosférica 200 W, 90 kV, frequéncia  por 1 min e 10 min de tratamento com 2017)
E 50 Hz umidade relativa do ar de 40%
g Plasma frio atmosférico com sistema de Reducao de fungos na superficie
= Tiido e Cevada P verrucosum descarga de barreira dielétrica, presséo da cevada por 2,1log,, UFC/g e na (Losetal,
9 (8-9log,, UFC/mL)  de Tatm; gés: ar atmosférico, voltagem  superficie do trigo por 2,5 log, UFC/g 2018)
80 kV, frequéncia 50 Hz apds 20 min de exposicao direta
4 " Sistema de plasma de baixa pressao, REdFuCQ/aoddeeAesr;(;;(;;;iii\eﬂﬁgzulfg
° spergillus 100W por 30 min g ae parc Haves,
= parasiticus (7,9+0,1 respectivamente (Senetal
[+ ~ 1
£ Avela log UFC/g) Sistema de plasma de presséo 2019)
= A flavus (78+0,1  atmosférica, fluxo de gas de 3000 L/h,  Reducdode55e 5,4 log UFC/g de A.
log UFC/g) frequéncia de 25 kHz e voltagem de  parasiticus e A. flavus, respectivamente
100% (655 W) por 5 ciclos (1,7 min)
. ) I Reducdo de 2 log de A. parasiticus )
) A. parasiticus Bacillus subtilis (10° UFC/mL), a 30°C, o (Siahmoshteh
o Pistache . . . em até 8 dias e de 52,5% de AFB
£ (10° esporos/mL) 85% de umidade relativa ) . ! etal,2017)
a produzida em 8 dias
§ Adsorcao de 82% de AFB, 94% de OTA
o ' ) ) . ) : :
s ' AFB., OTA e ZEA ercrlorgalmlnsmos do l<7eﬁr4 bactérias e 100% dg ZEA por microrganismos (Taheuretal,
-é Leite d /mD) acido laticas (8,4x10” UFC/mL) e do kefir (principais: Lactobacillus kefiri, 2017)
H9 leveduras (1,5x10” UFC/mL) Kazachstania servazzii e Acetobacter
syzygii)
o Enzima orotatofosforibosil transferase
E - ) proveniente de Rhodotorula Dedegracao da PAT em 80% no suco (Tangetal,
E Suco de maca Patulina (Tmg/L) mucilaginosa 0,15g/L, 25°C em 18 de magé 2019)

horas

Abreviagbes: Aflatoxinas (AFLs) B, B, G, G,, M, (AFB , AFB,, AFG,, AFG,, AFM,); Ocratoxina (OTA); Zearalenona (ZEA); DON (deoxinivalenol); Fumonisinas B, e B, (FB,
e FB,); Citrinina (CTR); Patulina (PAT); Nao detectado (ND).

As limitagoes do uso deste método estio relacionadas a baixa eficiéncia quando a degradagao de vérias mi-
cotoxinas ¢ necessdria, assim como a falta de conhecimento da toxicidade dos metabdlitos formados pela degra-
dagio da molécula. Além disso, a maioria dos métodos biolégicos ¢ eficaz em estudos iz vitro, no entanto, na
cadeia alimentar a sua eficiéncia ainda precisa ser melhor explorada (Patriarca e Ferndndez Pinto, 2017).

3.3.2. Enzimas

A substitui¢do de microrganismos por suas enzimas como ferramentas de desintoxica¢do ¢ uma estratégia
atraente para biodegradar micotoxinas, devido a maior seguranga, especificidade e facilidade de manuseio em
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comparagio com microrganismos (Patriarca e Ferndndez Pinto, 2017). A modificagao na estrutura quimica das
micotoxinas estd relacionada com a clivagem enzimdtica ou liga¢des quimicas que desempenham papel funda-
mental durante a citotoxicidade. Atividades enzimdticas degradando patulina foram encontradas em espécie de
levedura, sendo que os produtos de degradagao foram menos tdéxicos (Zhu ez al., 2015).

As limitagoes do método podem ser comparadas com as do uso de microrganismos, devido especialmente a fal-
ta de conhecimento quanto sua eficiéncia na cadeia alimentar e a seguranca toxicoldgica dos metabélitos formados.

4., Conclusoes

A ocorréncia de micotoxinas na cadeia alimentar é uma preocupacio persistente na industria de alimentos.
Virias sdo as estratégias eficazes que podem prevenir sua formagio, assim como descontamind-las quando jd
estdo presentes nos alimentos. A aceitagio das tecnologias aplicadas para este fim precisa garantir a seguranga
alimentar, considerando que os produtos de degradac¢io sejam conhecidos, assim como a toxicidade testada.
Também precisam preservar a qualidade nutricional e as caracteristicas organolépticas ¢ por fim, ser de baixo
custo, fdcil aplicagio e eficazes a nivel industrial. O uso de novas tecnologias que cumpram com estes requisitos,
assim como ajustes necessdrios para as tecnologias jd existentes com o intuito de reduzir suas limitagoes, sdo
considerados alvos ideais para aplicagao na industria alimenticia.
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Resumo

Fatores ambientais da regido Amazonica associados ao armazenamento/transporte inadequado de alimentos
podem propiciar as condigoes ideais para que fungos toxigénicos produzam micotoxinas que sio metabdlitos
cancerigenos ao homem e animais. Nesse contexto, alimentos Amazdnicos com baixo teor de dgua e considera-
dos matérias-primas tradicionais como a farinha de peixe e farinha de mandioca foram os primeiros estudados
associados a presenga de fungos toxigénicos, e em especial a castanha-do-Brasil pelo impacto econdémico que
a contaminagio por micotoxinas causou com perda de mercados. No entanto, atualmente a tendéncia das
pesquisas tem foco ndo somente no estudo da ocorréncia da contaminagao, mas também em mecanismos de
detoxificagdo e na andlise de risco quanto ao consumo desses alimentos em diferentes cendrios de consumo e os
efeitos na satde. Essa tendéncia ¢ exemplificada pela utilizagao de testes com biomarcadores para micotoxinas
em relacdo ao consumo de alimentos contaminados. Portanto o futuro para a prevengio de micotoxinas em
alimentos da Amazonia inclui aplicar estratégias de gerenciamento das condigées ambientais, a aplicacio de
boas praticas de manejo e armazenamento e transporte adequadas, e tambassim como tecnologias alternativas
de desidratagio e detoxificagio desde que acessiveis ao produtor/extrativista. Tais condi¢coes poderdo auxiliar a
manter a seguranca dos alimentos e garantir a competitividade comecial dos produtos cultivados e exportados,
garantindo assim alimentos seguros ao consumidor do ponto de vista toxicolégico, de forma a contribuir com a
sustentabilidade de vérias cadeias produtivas da Floresta Amazonica.

Palavras-Chave: Aspergillus, Aflatoxinas, Castanha-do-Brasil, Mandioca, Piracui.

1. Introducao

Diversos alimentos da regido Amazdnica sio diretamente afetados pelos fatores ambientais e agoes na pré e
p6s-colheita que podem causar a contaminagio por fungos toxigénicos produtores de micotoxinas. No passado
com intuito de reduzir essas perdas e também investigar patologias associadas ao consumo de alimentos foram
iniciados estudos de micotoxinas em alimentos Amazo6nicos. Apds intensas pesquisas principalmente com a
castanha-do-Brasil, a tendéncia atual é avaliar o risco de consumo e o impacto na satide bem como tecnologias
para prevenir ou inibir as micotoxinas.

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas (AFL) s3o as mais estudadas e produzidas no metabolismo secunddrio
de fungos do género Aspergillus, principalmente A. flavus, A. parasiticus e A. nomius. As principais AFL sio
agentes tdxicos classificados segundo a fluorescéncia sob a luz Ultravioleta, sendo a aflatoxina B1 (AFB1), o
composto considerado mais tdxico. A ingestdo de micotoxinas presentes em alimentos pode passar despercebida
ou causar desconforto, como nduseas, em pequenas quantidades. O consumo crdnico (ingestdo frequente de
alimentos com baixos teores de AFL por tempo prolongado) pode favorecer o surgimento do carcinoma hepa-
tocelular ou outras doengas hepdticas.

No passado as AFL ji foram apontadas na contribui¢ao de possiveis micotoxinas ingeridas na alimentagio da
regido Amazonica. Na década de 60 durante o estudo das hepatites virais na regido Amazonica foram diagnos-
ticados exames histolégicos de trés amostras de figado de casos ocorridos em 1965, 1966 e 1967, ¢ o consenso
entre os pesquisadores foi de que as alteracoes patoldgicas nao eram compativeis com hepatites virais. As lesoes
sugeriam preferivelmente o envolvimento de um agente téxico. Em 1968 foram analisadas amostras de alimen-
tos e a presen¢a de AFL e o primeiro alimento estudado foi a farinha de mandioca, com alegacio de “ser de mais
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provével contaminagio devido na regido, ter que ser estocada por longos periodos. Também foi considerada a
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) por ter sido impedida de entrar nos Estados Unidos pelo Food and Drug
Administration (FDA) sob o fundamento de contamina¢io de AFL acima do compativel com a sadde humana
(Bensabatah e Soares, 2004).

A produgio de alimentos na Amazonia, especialmente os de origem extrativista, ocorre em condigoes ambien-
tais de periodos de seca ou cheia dos rios, por vezes com chuva intensa em que a umidade relativa e as temperaturas
s30 ideais para diversos fungos produzirem as micotoxinas, por exemplo em temperaturas médias >30°C e umidade
relativa (UR%) >60%. Os fungos podem produzir as AFL em qualquer etapa do seu processamento, o que torna as
micotoxinas uma questao de satide publica, uma vez que a ingestao desses metabélitos pode causar efeitos adversos
a saude (Bando ez al., 2007; Caldas ez al., 2002). Além da castanha, a farinha de mandioca e o guarand possuem
expressao comercial e a avaliacio da presenca de micotoxinas foi estudada. No guarand por exemplo, apesar de
haver fungos toxigénicos nao foi detectada a presenca de ocratoxina A e os autores relacionaram com o teor de
cafeina das amostras (Martins ez /., 2014). Na drea de produtos de origem animal as farinhas de peixe e os queijos
da regiao tem dados que podem contribuir com a seguran¢a do consumidor. Kluczkovski ez a/. (2019) avaliaram
amostras de queijo produzidas no Estado do Amazonas e nio foi detectada AFLM1, metabdlito fiingico animal
excretado no leite em caso de alimentagao contaminada pelo rebanho. Os autores citam como possivel explicagao
para os resultados que maior parte da alimentagao do rebanho bovino no Estado do Amazonas ocorre no pasto e
nio com ra¢io, que por sua vez em outros trabalhos foi relacionada com as micotoxinas.

Nesse contexto de busca de entendimento das fontes de contaminagao e mecanismos de prevengao das mico-
toxinas, estd a aplica¢do de Boas Priticas de manejo nos alimentos extrativistas e nos industrializados programas
de seguranga de alimentos, envolvendo técnicas adequadas de pré e pés colheita, com atencdo as exigéncias nos
aspectos sanitdrios que dificultem/evitem a producio de micotoxinas, especialmente no controle do teor de
umidade e de atividade de dgua (Aw) do alimento. Além disso, atualmente a questdao das mudangas climdticas
passou também a ser observada ji que naturalmente as dreas de castanhais nativos por exemplo, tem diferenga
no volume de produgio a cada ano influenciada por fatores que também incluem a temperatura e UR% e que
podem afetar o volume de produgio da castanha e de fungos, como consequéncia também de micotoxinas.

Tecnologias de detoxificagio e atmosfera modificada tem sido testadas. Como exemplo podemos citar a
utilizagao de oz6nio em castanha (Giordano ez a/, 2012) e materiais de embalagem com utilizagao de vicuo em
que provavelmente pela auséncia de oxigénio hd controle de crescimento fingico ¢ aumenta a vida-de-prateleira
do produto (Lorini ez a/, 2018). A radiagao gama e o feixe eletros também jé foram testados em em amostras de
castanha-do-Brasil contaminadas com A. flavus e os resultados destacaram que os processos de irradiacio (doses
de 5 e 10 kGy) mostraram eficiéncia na eliminacio de A. flavus e AFL (Assungio ez al., 2015).

A tendéncia ap6s as pesquisas encontrarem evidéncias objetivas da contaminagio tem sido buscar quantificar
o risco ao consumidor quanto aos produtos Amazdnicos e a contaminagio por micotoxinas. No caso de AFL,
por exemplo, os biomarcadores tém sido utilizados para avaliar a exposigao de grupos populacionais ao agente
toxico, pois medem uma mudanga celular, biolégica ou molecular em um meio biolégico (tecidos humanos, cé-
lulas ou fluidos) que fornece informacio a respeito de uma doenga ou exposi¢ao a uma determinada substancia.
Isso ja tem sido aplicado com énfase no consumo de outras nozes de 4rvores, como por exemplo o amendoim
(Jager et al., 2014). Portanto, apresentamos a seguir estudos que envolvem alguns alimentos Amazonicos e
relagio com micotoxinas:

2. Castanha-do-Brasil

Desde o século XX que a castanha-do-Brasil representa uma importante commodity para a regiao Norte bra-
sileira e cujas pesquisas visavam reduzir “a podridao” relatada nos navios que a exportavam aos portos europeus,
jd indicando a contaminagao por fungos e possiveis perdas comerciais. A partir da década de 80 com estudos de
érgaos governamentais, a aplicagio do conhecimento técnico a cadeia produtiva da castanha passou a ser mais
intensa. Algumas questoes do passado poderiam ser consideradas como bases para preservacio, envolvendo te-
mas como a delimitagao das Reservas Extrativistas que sdo dreas legalmente protegidas e cujos castanhais devem



continuar preservados. Em 1977 foi sugerida a inclusdo da castanha nas formulagées de inddstrias de alimentos
fornecendo incentivos fiscais.

Atualmente as discussoes sobre mercado da castanha-do-Brasil tratam da necessidade de resgatar o mercado
perdido para a Bolivia com énfase nas recentes melhorias nas praticas da cadeia produtiva em func¢io do rechaco
ocorrido em 2003 de castanha proveniente do Brasil que nao atendia os padrées sanitdrios da Unido Europeia e
o impacto negativo no comércio nacional, passando a Bolivia a ser o maior produtor (Coslovsky, 2014). Desde
o episddio, as agoes das usinas, governo e institui¢oes de pesquisa iniciaram os esfor¢os em reduzir os niveis de
AFL e melhorias nos aspectos de seguranca da matéria-prima. Isso é confirmado nos dados oficiais brasileiros
do Plano nacional de controle de residuos e contaminantes em produtos de origem vegetal - PNCRC/vegetal
(Brasil, 2008) em que em amostras coletadas tem demonstrado continuamente indices favordveis de amostras
conformes, nos periodos de 2013-2014 (88,13%) e de 2015 a 2016 (88,48%).

Quanto a produgio, exigia-se no passado que ainda na coleta na floresta houvessem medidas de protecio a
castanha e atualmente virias localidades tém aplicado metodologias de Boas Praticas de Manejo, que envolvem
préticas adequadas desde a coleta e armazenamento com desidratagio ainda nas comunidades. A importincia
significativa das etapas de manejo adequado ¢ reforgada por trabalhos que citam que as amostras obtidas na
Floresta estavam mais susceptiveis 2 contaminagao por AFL (Calderari ez a/., 2013; Lima ez al., 2013). Silva ez al.
(2018) citam que a capacitagio foi fundamental para reduzir e eliminar AFL em comunidade coletora no Estado
do Mato Grosso, sendo, portanto, necessdria a aplicagio e controles efetivos ainda na floresta.

J4 nas usinas, as técnicas de secagem tém sido aprimoradas e a velocidade de processamento e modelos de
exaustdo, embalagem com atmosfera modificada e selecao 6ptica tém sido aplicadas (Da Costa ez al., 2017; De
Melo e Scussel, 2007). Apesar de ser nutricionalmente rica e consumida por diversos publicos (Kluczkovski ez
al., 2015) a castanha-do-Brasil possui vérios estudos sobre a ocorréncia de AFL em que tanto a casca quanto
a améndoa demonstraram ser passiveis de contaminagio e que o maior risco pode estar nas fragoes defeituo-
sas, como améndoas e cascas deterioradas (Vargas ez a/l., 2013). Ainda assim o método de classificagio manual
também tem comprovadamente capacidade de redugao de micotoxinas (Pacheco e Martins, 2013). Além das
técnicas industriais, o préprio consumidor pode identificar visualmente castanhas com AFL por estarem apa-
rentemente contaminadas e exclui-las, reduzindo assim a probabilidade de consumo do alimento contaminado
(Marklinder ez al., 2004). Ilustragoes de fungos contaminantes em castanha estdo na figura 1.

De um modo geral os principais géneros relacionados com a producio de micotoxinas sio Aspergillus e
Penicillium. Segundo Taniwaki ez al. (2018) os seguintes fungos estao associados a castanha-do-Brasil: A. flavus,
A. parasiticus, A. nomius, A. arachidicola, A. bombycis, A. pseudonomius, A. pseudotamari. Nem todos os fungos
associados as nozes sio produtores de micotoxinas, por outro lado, a associagio de diversos espécies com frutos
secos e sementes, por exemplo, é frequentemente relatada. A espécie Aspergillus ¢ uma das mais importantes na
deterioragao dos alimentos e na produgio de micotoxinas e adaptada ao crescimento nos trépicos, uma vez que

Figura 1. Castanha-do-Brasil visualmente deterioradas por fungos. A) Castanha-do-Brasil com casca. B) Castanha-do-Brasil
sem casca.
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espécies comuns raramente crescem <10°C e a maioria cresce fortemente a 37 °C ou acima. Além das etapas
de desidratacio para prevenir a contaminagao flngica, programas de seguranca como o de Andlise de Perigos e
Pontos Ciriticos de Controle (APPCC) e certificagdes foram adotados em algumas usinas completam a aplicacio
de exigéncias que previnem a contaminagio. Nesse contexto o monitoramento e controle das varidveis que afe-
tam o crescimento fingico e producio de toxinas sao fundamentais. Deve ser mantido o teor de umidade <15%
segundo a legislagio brasileira (Brasil, 2010) e Aw <0,70 (CAC, 2010). Quanto aos niveis de contaminagio, a
tabela 2 apresenta os relatos de diversos autores, sendo possivel perceber que diversas amostras jé beneficiadas
nao atendem aos limites maximos de AFL de 10ug/kg para castanha para consumo direto e 15ug/kg para casta-
nhas para posterior processamento, conforme a legislacio brasileira (Brasil, 2011).

3. Farinha de Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) apresenta importincia socioeconémica mundial e de acordo com a
Food and Agriclture Organization of the United States (FAO) a mandioca é considerada o terceiro alimento
energético mais importante nos trépicos, apds o arroz e milho. Em fungio da importincia histérica, a mandio-
ca é cultivada extensivamente em todos os estados brasileiros, em consequéncia das condi¢des favordveis ao seu
crescimento, e também pela sua facilidade de cultivo, adaptabilidade a diversos tipos de solo e relativa resisténcia
a periodos de estiagem (Almeida e Santos, 2011). Na regiao Norte, a cultura é tradicionalmente executada por
pequenos produtores rurais, que utilizam na maioria das vezes a mao de obra familiar, sendo de grande importancia
para a geragio de renda, e em alguns casos ¢ a tinica fonte econdmica. Rodrigues ez /. (2015) avaliaram amostras de
farinhas de mandioca (7=24) comercializadas a granel em feiras livres do municipio de Ji-Parand (RO) e inoculadas
por plaqueamento superficial em placas contendo Potato Dextrose Agar acidificado com dcido tartdrico 10%. Os
autores observaram que 75% das amostras apresentaram contaminagio por bolores sendo que dessas 8,3% apre-
sentaram contaminacio superior ao padrio estabelecido por outros autores, niao houve crescimento de leveduras
possivelmente pela baixa Aw da farinha de mandioca. Gomes ez al. (2014) avaliaram trés tipos de farinha (farinha
branca, d’dgua e Uarini) adquiridas em mercado de Manaus-Am que revelaram ser um substrato para fungos fila-
mentosos e unicelulares. A farinha do uarini foi o tipo que apresentou maior indice de contaminagao. Das amostras
coletadas (todos os tipos de farinha) foi encontrada contaminagao por fungos do género Penicillium (40%) e por
Aspergillus (38%). Em estudos realizados com farinha de mandioca foram encontrados relatos de maior frequ-
éncia dos géneros Aspergillus e Penicillium, fungos potencialmente toxigénicos (Kraemer, 1998; Lemos, 2001).
Mundim et al. (2014) analisaram o teor de cianeto residual presente em farinhas de mandioca e a influéncia sobre
o crescimento de fungos micotoxigénicos (Aspergillus e Penicillium). Assim, foram estabelecidas as concentracoes
de cianeto em amostras (7=30) de trés tipos de farinhas, Seca, D'dgua e Mista (n=30) apresentadas na figura 2. A se-
meadura dos fungos foi feita meio Saboraud sélido com pogo central (capacidade de 500 pL) onde foram aplicadas

Tabela 2. Aflatoxina em castanha-do-Brasil beneficiada e/ou pronta pro consumo avaliadas por diferentes autores.

Origem N Q:rann:isiiraadé ;ie Teor de Aflatoxina® Método Autores
Brasil

Acre 03 3000 0,86° CLAE Alvares et al. (2012)
Amazonas 20 1000 2,0-9,0¢ LC-MS-MSe¢ Pacheco e Martins (2013)
Ceard 08 NI 12,50 ccpf Moreira et al. (2014)
Distrito Federal 67 1000 36,9(<4-1.972) [€@b) Andrade et al. (2012)
Sé&o Paulo 17 1000 0,26 (<ND?-0,98)

Amazonas 22 1000 <LD" CLAE lamanaka et al. (2014)
Pard 12 1000 (<ND-140,00)

Portugal

Porto 02 50-200 N.D. LC/MS-MS Cunhaetal. (2016)

? Expresso em pg/kg; ® média (faixa); < Cromatografia liquida de alta efciéncia; ¢ Faixa (minimo e maximo); ¢ Cromatografia liquida massa-massa; ' Cromatografia
em camada delgada; ¢ ndo detectado; "Limite de deteccao de 0,05 pg/kg.



as concentragoes de 5, 10, 15 e 20 mg CN/kg e o grupo controle com solugao dgua destilada (0 mg CN/kg). As
placas foram condicionadas a 25°C durante 24, 48 e 120 horas. Houve observagao direta do crescimento fingico
e os resultados mostraram que os fungos cresceram de forma desigual de acordo com a concentragao aplicada. O
desenvolvimento inicial em todas as concentragdes, em ambos os géneros, foi pela borda das placas, no entanto,
em ritmo mais lento nas maiores doses. Apds 120 horas apenas a concentragao de 20 mg/kg nao apresentou cres-
cimento préximo 2 circunferéncia central. Desta forma, os resultados mostraram que o cianeto retardou o cresci-
mento de fungos dos géneros avaliados, com efeito dose dependente, entretanto, apenas durante um periodo curto,
indicando que possivel inibi¢ao destes tipos de fungos ocorre logo apds o preparo das farinhas e consequentemente
inviabilizando a produg¢do de micotoxinas neste periodo, assim as condigdes de armazenamento continuam sendo

a principal forma de garantia de qualidade do produto.

Em outro trabalho Mundim ez 4/. (2019) os autores citaram a ocorréncia de micotoxinas em amostras de fari-
nha de mandioca (7=30) produzidas em Coari-AM-Brasil e foram encontradas as seguintes micotoxinas em per-
centuais nas amostras: citrinina=90%, Patulina=86,6%, AFB1=86,6, AFB2=96,6, AFG1=90% e AFG2=93,3.

Figura 2. Farinhas de mandioca. A) D'dgua; B) Mista e C) Seca.

4, Farinha de Peixe e Racoes

Os primeiros relatos de mortandade em animais alimentados com ragao contaminada por fungos na regiao
Amazoénica siao de S4 e Castrillon (1974). No episédio, espécies fungicas dos géneros Aspergillus, Penicillium
e Trichoderma, foram obtidas a partir das aves necropsiadas e das ragoes administradas, em que foram a débito
22,06% das aves de uma granja situada em Manaus-Am. Segundo Atayde ez al. (2014) as espécies de Aspergillus,
Fusarium e Penicillium sao fungos toxigénicos e frequentes contaminantes de insumos e ra¢io animal. Os peixes
na piscicultura intensiva dependem totalmente da alimentagao fornecida pelo homem para crescimento e sobre-
vivéncia, sendo uma melhor qualidade dessas ragoes dependente do controle sanitdrio dos insumos utilizados na
fabricacdo, os quais sdo suscetiveis ao ataque de fungos, inclusive os micotoxigénicos.

A percepgio da problemdtica sobre fungos e micotoxinas em peixes iniciou-se no inicio dos anos 1960, quase
concomitante a associaco desses microrganismos e respectivos metabdlitos & doenca X dos perus. No Estado
do Amazonas verificou-se a toxicidade de fungos isolados de ragdes extrusadas produzidas por fébricas locais e
destinadas a piscicultura. Para os ensaios de toxicidade, foram utilizados nduplios estigio 1 de Artemia salina.
Constatou-se grave atividade biolégica dos biocompostos produzidos pela maioria das espécies isoladas, indican-
do preocupagio devido os riscos a produtividade, a satide animal e aos consumidores desses animais cultivados

(Atayde et al., 2008).

Além da ragdo, a farinha de peixe conhecida na regiao Amazdnica como piracui, foi avaliada por Kluczkovski
e Kluczkovski (2012) e estd ilustrada na figura 3.

Os autores detectaram a presenga de contaminacio por AFL e a tabela 02 traz os resultados das amostras
(n=30) avaliadas com a media de: (2) Aw: 0,65 (0,64-0,70); (b) mc: 15,5 (10,0-20,8) % e (c) Total AFLs: 10,5
(1,5-18,0) pg/kg. Das amostras, 20% foram positivas para AFL sob o Limite de Quantificagio do método
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(LOQ). Todas as amostras positivas estavam abaixo do limite do regulamento brasileiro para alimenta¢ao animal
de 50 pg/kg. As 5 (cinco) amostras positivas para AFL pertencem ao grupo de amostras com A. flavus isolado
no teste de fungos e identificadas como produtoras de AFL. Este fato confirma a associagio entre a presenca de
linhagens aflatoxigénicas e a produgio de AFL em amostras de farinha de peixe.

Figura 3. Farinha de peixe (piracui). Kluczkovski e Kluczkovski Junior (2012).

Tabela 2. Teores de atividade de dgua (Aw), umidade e AFL total em amostras de farinha de peixe comercaialiada no Amazonas
AFL pg/kga
Positivas (%) Média
30 0,65 (0,64-0,70) 15,5 (10,0-20,8) 5(20) 10,5 (1,5-18,0)

No Aw Umidade %

Fonte: Kluczkovski e Kluczkovski Junior (2013).
2 aflatoxina total (B1+B2+G1+G2)

5. Conclusoes

Apesar das condigbes ambientais da Amazonia afetarem os fungos toxigénicos, as agoes pré e pds colheita
podem atuar continuamente na preven¢io da producio de toxinas. Técnicas de secagem ainda na coleta e trans-
porte devem ser aplicadas de forma a fomentar a manutengio das atividades, especialmente as extrativistas.

As tecnologias de detoxicagio precisam alinhar as possibilidades de suprimento energético e limitagoes de
logistica da regiao amazdnica com os investimentos necessarios ara aquisi¢do de equipamentos e implamatacio
de alguns métodos de conservagio que sejam vidveis tanto para a industria quanto para o coletor de castanha
na Floresta.

Os dados de ocorréncias de micotoxinas necessitam ser acompanhados dos estudos de andlise de risco e
impacto que o consumo desses alimentos tem na saide do consumidor. Assim como ¢ necessdria uma maior
interagio com os érgaos de vigilancia sanitdria de forma que os dados obtidos na academia consigam de fato
auxiliar na definigao de politicas publicas na protecio da sadde da populagio com relagio ao armazenamento e
consumo de alimentos.
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Abstract

Capsicum products, such as chilli powder, paprika, sauces, and spice mix, have highly been consumed world-
wide. In Chile, berry fruits of Capsicum annuum L. cv. “Cacho de Cabra” are used for the manufacture of a
traditional pepper powder known as Merkén. Two alert notifications regarding the presence of Ochratoxin A
in Merkén have been reported by the Chilean Ministry of Health. These alerts have triggered concern mainly
due to the food safety of Capsicum derivative products and the health risks to which the Chilean population
consumers of Merkén may be subjected. In this context, the main aim of this work was to review the critical
points of mycotoxin contamination in the Capsicum production chain used for Merkén manufacture in Chile;
outlining the possible causal agents of mycotoxin contamination in Merkén production chain. Current nation-
al and international legislation on mycotoxin contamination in pepper and its derivative are here discussed.
Moreover, preventive and corrective measures adopted by the Chilean regulators’ agencies to control mycotoxin
in this spice are also discussed.

Key words: Mycotoxins, Ochratoxin A, Pepper, Spoilage fungi

1. Introduction

Capsicum pepper is the second largest consumed spice throughout the world, after black pepper. Its exotic
characteristics of taste, aroma, colour and pungency, as well as the multivariate forms of consumption, have
made this spice widely used in gastronomy.

As with any other crops, Capsicum pepper is also susceptible to fungal infection and mycotoxin contami-
nation. The control of water activity (a ), temperature and moisture content are essential to avoid the growth
of potential mycotoxigenic spoilage fungi, such as Aspergillus and Penicillium species (Mandeel, 2005; Ruiz-
Moyano et al., 2009).

Concerning classes of mycotoxins, aflatoxins (AFs) and ocratoxina A (OTA) are among the most important
contaminants from a consumer point of view. In addition, citrinin (CIT), deoxynivalenol (DON), patulin
(PAT), sterigmatocystin (ST) and zearalenone (ZEN) have also been detected in Capsicum products (Santos ez
al., 2010; Santos et al., 2011; Jeswal and Kumar, 2015).

In Chile, pepper powder consumption per capita reaches 5 g/day/person (Universidad de Chile, 2011). The
variety of Capsicum annuum L. cv. “Cacho de Cabra”, one of the most consumed in the country is traditionally
produced by Amerindian Mapuche Ethnicity. The Mapuche culture and their gastronomic influence is of great
importance for the identity of Chile as a country (FIA, 2010).

The production of this commodity on an industrial scale, associated with the widespread acceptance
of this product in the Chilean market, has made Capsicum-based products economically relevant for agri-
business. However, there is still a lack of information, especially on mycobiota and possible mycotoxins in
Capsicum pepper.

This chapter aims to discuss the food safety of peppers in Chile, highlighting the impact of spoilage fungi and

mycotoxin contamination on human health and agribusiness. Current national and international legislation on
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mycotoxin contamination in pepper and its derivative will be discussed. Moreover, preventive and corrective
measures adopted by the Chilean regulators’ agencies to control mycotoxin in this spice will also be discussed.

2. Capsicum annuum L. cv.“Cacho de Cabra”: Cultural importance to Chile

Merkén is a product intrinsically associated to the ancestral Mapuche Ethnicity. Mapuche is an Amerindian
Ethnicity with its communities mainly living in south-central Chile and some communities living in south-west-
ern Argentina. According to the data reported by the National Institute of Statistics of Chile, in 2016 about
1.5 million of its habitants (c.a. 8% of the whole Chilean population) identified themselves as members of the
Mapuche Ethnicity (INESTAT, 2016). Although the Mapuche Communities are disappearing at an accelerated

rate, their cultural and gastronomic influence is of great importance for the identity of Chile as a country.

Moreover, the Mapuche’s Culture has been hegemonised through the centuries, losing part of their tradi-
tion and cultural habits. To recover their Cultural Intangible Heritage, the Mapuche Communities have often
claimed the loss of their Culture, which is under risk.

Merkén is produced by families of the Mapuche Ethnicity in the central-south region of Chile, mainly in
the Region of La Araucania and is commercialised on the national and international market (FIA, 2010). The
production of Merkén by these families has been carried out mainly in an artisan form.

3. Capsicum peppers in Chile

Red peppers are among the most popularly consumed spices around the world. In the American continent,
Capsicum is described as one of the oldest cultivated plants, regarded as a prehistoric crop (Govindarajan and

Salzer, 1985).

Capsicum is a horticultural crop produced worldwide, includes more than 30 species, from which C. annu-
um, C. baccatum, C. frutescens, C. chinense and C. pubescens are the most common ones. These species encom-
pass cultivars producing a wide variety of shapes and sizes of peppers, both pungent and non-pungent, ranging
among bell peppers, jalapenos and cayenne peppers. Plants are bushy, about 60-80 cm height and semi-peren-
nials, that are grown as annuals in cultivation; usually produced in tropical and sub-tropical areas (Govindarajan
and Salzer, 1985; Mueller ez /., 2005).

In Chile, the main species of cultivated pepper is C. annuum, wich are popularly known as “4ji”. In addition,
in other countries, it is also commonly known as “chilli”, “red pepper”, “pepper”, “hot red pepper”, “tabasco”,
“paprika”, and “cayenne” (Suzuki and Iwai, 1984; Cichewicz and Thorpe, 1996).

Chilean varieties of C. annuum include pungent and non-pungent peppers. The spiciness differences in pep-
per are due to capsaicinoids presence, a secondary metabolite group that is exclusively produced in their fruits
and present throughout its development and maturity (Figure 1).

Sweet peppers varieties (e.g., Hungarian sweet wax), although less common are useded for the preparation of
pickles and paprika. Pungent varieties (e.g., Crystal, Cacho de Cabra, Cayenne S Largo, Anaheim and Chilean)

are the most cultivated and consumed due to their aroma and spiciness (FIA, 20006).

Capsicum annuum L. cv. “Chilean” is the variety with the largest cultivated area. Berry fruits of this variety
are used in agribusiness for the preparation of sauces, pasta, and dehydrated products. Cristal variety is intended
for fresh consumption and pickles (FIA, 2006).

C. annuum L. cv. “Cacho de Cabra” variety are a key element for the creation of Mekén, which is a condi-
ment widely used in Chilean gastronomy. Besides its economic importance, this variety is the one with the most
cultural impact, as it is traditionally produced by native Chilean Communities (FIA, 2000).



Figure 1. Capsicum annuum processing chain, highlighting the composition and Capsicum derivative products. Adpated:
ODEPA, 2013.

3.1. Capsicum production

Red pepper is the second largest consumed spice throughout the world, after black pepper. According to the
Food and Agriculture Organisation (FAO), in 2016, the worldwide production area for dried Capsicum was
1.798.847 ha, with a production of 3.918.159 tonnes of harvested product per year (FAOSTAT, 2018). China
is an important supplier of crushed and ground peppers. In 2016, China produced the highest amount of pep-
pers, followed by Mexico and Turkey.

In Chile, data available for production, importation and exportation are general and consider the entire
Capsicum genus in different forms (e.g., fresh, dried, ground or powdered). Capsicum cultivation extends from
Region of Arica to Araucania Region (northern to central-south, respectively), covering approximately 522
hectares of the planted area. The Chilean Regions of Coquimbo and Maule are the main producers of sweet
pepper, with 131.4 and 213.6 hectares, respectively, dedicated to this crop (FIA, 20006).

Capsicum annuum L. cv. “Chilean” is the most produced pepper at national level, corresponding to 88% of
the cultivated surface. While C. annuum L. cv. “Cacho de Cabra” is the second most-produced variety, corre-
sponding to 9% of the cultivated surface in Chilean territory. The susceptibility of this variety to spoilage fungi
is pointed to as one of the factors that can reduce production yields (FIA, 2006).

C. annuum L. cv. “Cacho de Cabra” is mainly produced in the Chilean Region of La Araucania by small local
producers. In addition, Chilean Production Development Corporation (CORFO) financed ventures such as
Chilean gourmet e Chili from Chile to promotes the production and export of Merkén (e.g., C. annuum spice).
Merkén is also sold on an industrial scale by Marcopolo, Gourmet, Sabu, and Surco, which are the leading
brands in the Chilean market.

Peppers are amongst the spices that are most susceptible to fungal contamination, especially by potentially
mycotoxigenic species. Several authors have highlighted the need for managed carefully throughout pepper
production as a strategy to prevent fungal infection.
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3.2. Process Production of C. annuum L. cv.“Cacho de Cabra”

Capsicum annuum L. cv. “Cacho de Cabra” corresponds to a local ecotype of the Region of Araucania, main-
ly destined for Mekén production. Production can be done on an artisanal and industrial scale (FIA, 2010).

The production of C. annuum L. cv. “Cacho de Cabra” begins with the selection of seeds from previous
harvests. Selected seeds are sow in a nursery from May to June (end of autumn to early winter in the Southern
Hemisphere). The selection criteria for pepper seeds must be rigorous as this step will be crucial for good pro-
duction outcome.

Unlike the industrial process, artisanal production has no strict criteria for seed selection and disinfection.
The seeds of the cultivar “Cacho de Cabra” are saved from the previous harvest to make new sowing,.

Then, from August to September (end of winter to early springer), plants are transplanted to the field for
plant growth and berry fruit production. Then, from March to April (beginning of autumn), berry fruits are
harvested. Harvesting of Capsicum fruits takes place at different stages during maturation. For the agro-industry
sector, they are usually harvested fully mature (FIA, 2010).

At this stage of advanced maturity, the pod is susceptible to mechanical damage and the action of phytoph-
agous insects, sometimes vectors of fungal spores. The advanced maturity of the pods, open wounds and rot
are considered serious damages for the elaboration of Merkén, once it can diminish the quality of the product.

Figure 2. Semi-industrial and artisanal production chain of C. annuum for Merkén production.
*Adding salt and toasted coriander Adpated: FIA, 2010.

After harvested, it is recommended that red pepper moisture content (65-80% = 0.995 a ) should be im-
mediately reduced to around 13% (=0.50 a ) by drying to inhibiting enzyme activities, fungal growth, and
mycotoxin contamination (Toontom ez al., 2012; Sanzani et al., 2016).

Berry fruits are usually dried by direct sun exposure or mechanical heat. Traditionally, peppers are dried dry-
ing by sun exposure or inside “Rucas”, that are typical Mapuche’s houses made of wood and straw. After peppers
being placed on the floor and turned several times to obtain an even drying. Artisanal drying of pepper can take
between 5 and 15 days, depending on the hours of sun and weather conditions (FIA, 2010).



Mechanical dehydration is used at an industrial scale; the temperature, air velocity and humidity-con-
trolled conditions reduces the time for microbial contamination and improves pepper quality. The high costs
of investing in equipment, maintenance, and energy costs make this approach inaccessible to small producers

(Kaleemullah and Kailappan, 2005).

Capsicum annuum can be sold whole fresh, crushed, and mixed with other spices, expanding business pos-
sibilities for Chilean traders (Figure 2). After drying, the farmers smoke the fruits, for a period close to half
an hour on a native wood fire. This process gives it a darker colour and a certain smoky flavour that, once
transformed, generates a chili pepper known as Merkén. Moreover, after grinding C. annuum L. cv. “Cacho de
Cabra” some communities add other spices to obtain the final Merkén with the producer characteristic.

The final Merkén has about 70% of pepper (with or without pepper seeds, depending on each producer),
20% of coriander seeds and other spices, and 10% sea salt. Overall, these added spices give to the Merkén a
darker colour, while the smoke process gives it a smoky flavour (FIA, 2010).

4. Merken: Internal Trade and Current Risks

Due to its high demand, nowadays Merkén is also processed industrially by Chilean Industries and sold on
the national and international market mainly by the following brands: Marcopolo, Gourmet, Sabu and Surco.
These 4 brands share about 90% of the national production and national and international markets. In addi-
tion, the Chilean startup called Chili, funded by the Corporation for the Promotion of Production (CORFO,
Chile), received financial support for the production of traditional and gourmet Merkén.

The industrialisation of the Merkén production aims to promote its standardisation and obtain a commer-
cial product of higher quality and local identity (FIA, 2010). In the year 2015, the total Chilean exportations
of Merkén reached 4.4 million US dollars, an increase of 11.3% compared to 2014 (ProChile, 2016). In that
same year, Chile produced 58% of the Merkén imported by Argentina. The production of dehydrated chili and

by-products such as Merkén, paprika, sauces, spice mix is a sector of high economic potential.

However, in recent years, the decline in domestic production, low yields in the last seasons, and high energy
costs associated with processing have resulted in a low export index of processed chili products. To try to reverse
the situation, Chile has sought to improve its competitiveness and regain its participation in the international
market, especially in Europe and the United States of America, where there is a great demand for this agrifood
product (ACHIPIA, 2018).

Among the strategic measures adopted by Chile, search for the development of more productive Capsicum
varieties, tolerant to both frosting and phytopathogens. In addition to high productivity and sensory properties,
in demanding markets, it is essential to ensure the food safety of the marketed product.

In 2017, the Chilean Ministry of Health reported two cases of Merkén contamination with mycotoxin,
mainly with OTA (Minesal, 2017). It put the market of this commodity under risk (ACHIPIA, 2018), which
has directly affected Mapuche communities” revenues. Such communities have in this spice an important source
of income for their families’ subsistence.

In addition, agribusiness sector also suffers economic losses, with the blockade of its products and mainly
the credibility lost in the international market. Similarly, the Pakistani pepper agroindustry despite the excellent
sensorial characteristics of its pepper, suffered economic regression. The high levels of mycotoxins detected in
their products have diminished their business relations. Peppers and by-products are prone to fungi contamina-
tion, including mycotoxigenic species (Igbal ez a/., 2010; Igbal ez al., 2011; Igbal ez al., 2013).

5. Mycobiota and Mycotoxin in Chilean Capsicum

Mycotoxins are low molecular weight metabolites produced by fungi that can confer risks to human and an-
imal health. Peppers and industrialised derivatives have been reported to be frequently contaminated with afla-

toxins (AFs), OTA, fumonisins (FBs), zearalenone (ZON), trichothecenes (T'CTs), and patulin (PAT). Among
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these, OTA has been one of the major fungal toxins found in pepper samples (Yogendrarajah ez a/., 2014; Cabral
et al., 2016; Khazaeli et al., 2017; Gambacorta ez 2., 2018).

Ochratoxins are a group of fungal secondary metabolites whose structure derives from a dihydromethyl-iso-
coumarin linked to phenylalanine using a peptide-like bond. OTA is the most abundant and the most toxic of
the ochratoxins’ group, which also includes ochratoxins B (OTB) and C (OTC), and other derivatives (Almela
et al., 2007). OTA is a nephrotoxic, cytotoxic, carcinogenic, teratogenic, and immunosuppressive compound.
It may also induce gene mutation, although the mechanism of genotoxicity is not clear yet. Moreover, some in-
dividual human exposure to OTA has been related to Balkan Endemic Nephropathy (BEN) syndrome (Creppy
et al., 1998; Jiménez et al., 1999; Abouzied et al., 2002; Blank et al., 2003).

The warm and humid climate in the production areas, poor hygienic conditions during production, trans-
port, packaging and storage may increase the risk of fungal proliferation and OTA contamination in peppers
(Mandeel, 2005; Paterson and Lima, 2011; Taniwaki ez 2/, 2018). In recent years some authors have referred
to the impact of climate changing on the increasing of mycotoxin production by food mycotoxigenic fungi
(Paterson and Lima, 2010; Battilani ez al., 2016; Leggieri ez al., 2017).

According to the OECD, the Chilean agriculture production has been dealing with warmer temperatures
and extreme events that are likely to be more frequent and severe (OECD/ECLAC 2016). In this context, cli-
mate changing appear as a main concerning for production of food safety, regarding mycotoxin contamination
in Chile.

In the field, proper fertilizer use and proper irrigation are key to decreasing soil-born fungi (e.g., Mucor,
Cladosporium, Harzia and Rhizopus). In addition, the implementation of good agricultural practices is import-
ant to prevent the proliferation of field pathogens as Alternaria and Fusarium. Species of both genera can cause
rot and wilt in living plants and can infect fresh fruits, especially after injury by insects or chilling, mechanical
damage (Hochmuth and Hochmuth, 2010; Yang ez 4/, 2011).

The drying stage of the pods is characterised by long periods of exposure to the sun (e.g., between 5-15 days),
where pods can be affected by changes in temperature, exposure to dust, wind and insect infestation. This time-
frame allows fungal colonisation to occur, especially by xerophilic/xerotolerant fungi (Aspergillus and Penicillium
species). In addition, poor post-harvest hygiene in storehouses can lead to further fungal colonisation and an
increase in the risk of mycotoxins contamination (Santos ez 4/., 2008).

In the industrial sector, the drying stage is automated, despite the high energy costs, the controlled condi-
tions of temperature, air velocity and humidity reduce the microbial contamination and improve chili quality.
However, OTA is very stable and can remain in the substrate even after the grinding and baking process. It is
noteworthy that, quality of Mekén is directly related to quality pods collected in the field (Costa ez a/., 2019a).

OTA is mainly produced by some species of Aspergillus and Penicillium. Aspergillus ochraceus, species be-
longing to Aspergillus section Nigri (especially A. carbonarius, but in less extension (10%) by A. niger too) and
Penicillium verrucosum, have been found as important OTA producers. Within these, A. carbonarius have been
identified as the key species responsible for OTA contamination in agri-food products. They contaminate differ-
ent crops with different distribution depending on climate conditions. Aspergillus species predominate in warm
and temperate regions while Penicillium species are frequent in colder regions. OTA production is higher at 0.98

a , regardless of the temperature level, but its production tends to rise at the optimum temperature, between 25
and 30 °C in A. ochraceus (EFSA, 2006; Wang et al., 2016).

A few years ago, A. ochraceus was considered to be the main source for OTA production in relatively warmer
regions, while 2 verrucosum being in colder ones. However, A. westerdijkiae, a potential OTA producing fungus
that is phylogenetically similar to A. ochraceus, is frequently found in tropical regions, and although it does not
grow at 37 °C, it is still considered to be one of the important OTA producers (Almela ez al., 2007; Wang ez al.,
2016). Mycotoxin production depends on each fungal strain (Rodrigues ez /., 2011). Those fungal species not
considered OTA producer become included in the “OTA producer list” if there is found the genetic requirement
for OTA biosynthesis in one of their strain. In addition, a fungal species become considered potentially ochra-
toxigenic when one of its strain is found producing OTA.



OTA has previously been reported in red pepper samples (Santos ez a/., 2010; Ham ez al., 2016), dried chilli
pod (Thirumala-Devi ez a/., 2000; Jalili and Jinap, 2012; Yogendrarajah ez al., 2014), chilli powder (Igbal ez al,
2013; Ozbey and Kabak, 2012; Rotsisen ¢t al., 2016) red pepper flakes (Tosun and Ozden, 2015), chilli sauce
(Igbal ez al., 2011), sweet pepper (Gambacorta ez al., 2018; Cagindi and Giirhayta, 2016), and paprika (Ahn ez
al., 2010; Santos et al., 2010).

Up to now, an initial overview of the mycobiota associated with C. annuum L. cv. “Cacho de Cabra” and
Merkén was realized by Costa ez al. 2019b. The authors showed that 225 fungal strains were isolated from pep-
per samples obtained at the field, dried, and smoked phases. Merkén samples were also analysed.

Fusarium spp. (23%) and Alternaria spp. (14.7%) were predominant in the field (7 = 61). Species of both
genera are considered field pathogens, growing better on substrates with a > 0.9. According to the authors,
Penicillium spp. (drying = 52.1%; smoked = 74.1%; n = 43) and Aspergillus (drymg 26%; smoked = 21.17%;
n = 85) were predominant in post-harvest. The drying and smoking phases are performed to decrease the levels
of moisture content (11.0% to 16.3%) and a_ (0.513 to 0.611) of the pepper pods. However, some species of
Penicillium and Aspergillus can grow in low a_ conditions.

Adebanjo and Shopeju (1993) showed that in fresh C. annuum, Fusarium equiseti was the main species
found, while in stored samples the incidence of both A. alternata and Fusarium spp. was low.

Casquete ez al. (2017) isolated 67 fungal species from smoked paprika samples. Both potential aflatoxigenic
Aspergillus species and PAT-producer Penicillium (P expansum and P thomii) were found. In these samples, my-
cotoxins were not detected, agreeing with other studies that had already stated that a  conditions required for
the production of mycotoxins are slightly more restricted than for growth (Magan and Aldred, 2008).

The long periods of drying and poor sanitary conditions where pepper products are stored can contribute to
this gradual increase in fungal contamination levels.

Similarly, red pepper samples, even after drying, can have an increase in populations of spoilage fungi with A. glau-
cus, A. niger and A. fumigatus being dominant (Seenappa er al., 1980; Adebanjo and Shopeju, 1993; Igbal ez 4/, 2011).

Costa et al. 2019b also analysed Mérken samples obtained at fairs and markets. Penicillium (43.47%),
Aspergillus (17%), Fusarium (4%) strains were predominant (7 = 23).

Pepper powder products are very hygroscopic. Overall, where pepper powder is sold in markets in bulk, re-
hydration can occur which would allow mycotoxigenic fungi to become active and produce mycotoxins (Santos
et al., 2010). Thus, after drying they need to be effectively packaged to prevent any increase in a Besides that,
high-quality of Merkén is directly linked to a selection of high-quality pods. '

In 2018, the Chilean Agency for Food Quality and Safety (ACHIPIA) has prepared a risk profile for Ochratoxin
A in Capsicum pepper and Merkén. However, due to scarce information available on Capsicum production and
OTA contamination levels in this product, it was not possible to carry out a risk assessment with representative
data. Recently monitoring data for mycotoxin in Capsicum from 2008-2017 were published by Foerster ez al.
(2019), paying special attention to the contamination of Capsicum consumed and produced in Chile.

According to the Chilean Mycotoxin Surveillance Program data so far, the highest level of OTA in Capsicum
(e.g., 416.3 pg/kg) was detected in a sample collected from the local market.

Similarly, Ikoma ez /. (2015) showing contamination range of 163.4-1059.2 pg/kg with an average OTA
amount of 355.6 pg/kg in dried red peppers from Chile. These concentrations exceed also the OTA limits es-
tablished by the European Commission (EC).

Contamination of Capsicum and derivative products as Merkén also causes concern as OTA levels detected
reached levels of 71.77 pg/kg (Chilean Ministry of Health- Minsal, 2017).

Rodriguez (2018) analysed mycotoxins contamination of Merkén from the farmers and markets of the La
Araucania region, Chile. The authors reported that Merkén samples showed a 100% OTA contamination,
ranged between 0.79+0.05 to 19.8120.70 pg/kg. The authors point out that only one sample has a higher OTA
concentration (19.8 £0.70 pg/kg) than those established by the EC.
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However, even at low concentration, the constant presence of OTA/AF may be a risk as it may act in synergy
with other mycotoxins. The simultaneous occurrence of different mycotoxins may increase, decrease or not act
on the toxicity of these metabolites.

In Chile, Capsicum products are also reported as highly susceptible food matrix to aflatoxins contamination.
Foerster ez al. (2019) reported that the co-occurrence of OTA and AFs in Capsicum samples corresponded to
20.6% of the samples analysed by the Chilean Mycotoxin Surveillance Program. Up to now, the highest level of
aflatoxins detected in Chilean Capsicum has been 176.4 pgl/kg.

Regarding AF contamination in Merkén, up to now, only AFB was detected (57%; 7= 13) in very low con-
centration (0.29+0.37 to 1.67+0.32 pg/kg) (Rodriguez, 2018).

The consumption of pepper by the Chilean population is high, which is estimated to be approximately
140 g/month/person. Heretofore there is no history of outbreake due to OTA or AF from Capsicum products
in Chile. However, protracted consumption of foods contaminated with OTA/AF is a risk factor for human
health. Several authors have been reported consume the Capsicum as an important risk factor for gallbladder
cancer (GBC) in Chilean women (Serra ez al., 2002; Tsuchiya ez al., 2011; Asai ez al., 2012; Ikoma et al., 2015;
Nogueira ez al., 2015).

Opverall, data on potentially mycotoxigenic mycobiota and the presence of Capsicum mycotoxins consumed
in Chile already indicate the susceptibility of this substrate. The data reported by Foerster er al. (2019) reaf-
firmed that in Chile food contamination with mycotoxins is real and more severe than projected, especially in
Capsicum. Therefore, it is urgent to update the regulation of mycotoxins in this country. In addition, a study
across all production points of Capsicum will be essential to understand the general framework of the action of
mycotoxins on this substrate. All this information is important to ensure the competitiveness of agricultural
producers in the international market and especially for the health of the Chilean population itself.

6. National and International Legislation

Maximum limits for mycotoxins in foods are determined by the legislation of own country. In Brazil, current
legislation includes MTL established for total AFs (20 pg/kg) and OTA (30 pg/kg) in Capsicum spp. (dry fruit,
whole or crushed, and mixtures of spices). In Pakistan, the regulation for AFs in chilli powder fixes maximum
tolerable limits (MTL) in 15 pg/kg for total AFs, 10 pg/kg for AFB, and, 7 pg/kg for OTA. As for Capsicum
fruits, the MTL is set at 30 pg/kg for total AFs (FAO, 2018).

The European Commission (EC) established the strictest legislation for mycotoxin in food and feed for all
countries of the European Union. The regulations for AFs in Capsicum fruits with MTL set at 10 pg/kg for total
AFs (AFB, + AFB, + AFG, + AFG,) and at 5.0 pg/kg for AFB, (Commission Regulation EU N°. 1881/20006).
The regulation was recently updated with the maximum levels of OTA in spices of 20 pg/kg for Capsicum pow-
der and 15 pg/kg for mixtures of Capsicum with other species (Commission Regulation EU N° 2015/1137).
No maximum tolerable Fusarium toxin or PAT concentration has been established for pepper powder to date.

Although it is a risk factor, up to now the Chilean legislation does not regulate the maximum limits of OTA
in spices. In Chile, the regulation for mycotoxin in spice, including Capsicum, establishes MTL set at 10 pg/kg,
only for total AFs. Similarly, in Uruguay, the legislation is established only for AFs, with MTL set at 10 pg/kg
for total AFs and at 5.0 pg/kg for AFB,.

7. Conclusions

Alternaria, Aspergillus, Fusarium, and Penicillum species were predominant in Caspsicum samples collected
in Chile. In addition, spoilage fungi from Capsicum samples were obtained from all points of the production
chain. Pointing out the susceptibility of this commodity to fungal contamination.

In the international domain, mycotoxins such as AFs, OTA, ZEN, FMs and PAT, DON, AME and AOH
have been widely detected in paprika, chilli sauce, and seasonings made out of Capsicum. OTA and AF were the
only mycotoxins analysed in Chilean peppers. In investigations carried out so far, both toxins were frequent and
were present in concentrations that exceeded the limits established by international regulation (e.g., EC, FDA).



Despite its economic relevance and high intake, there is a lack of information about the Chilean consumer
profile of Capsicum. Up to now, there is no outline of the frequency, seasonality and amount of consumption of
Capsicum, by country regions, rural and urban areas, age groups, gender and risk population.

The consumption profile, mycobiota dominate and possible mycotoxins present are essential information to
establish an action plan, which aims to contribute both to the business of the small and medium producer and
the population health. In addition, this information is essential to improve national legislation.
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Resumo

As espécies esporcdrpicas de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), filo Glomeromycota, compreendem
organismos que produzem clusters ou glomerocarpos. Inicialmente, a taxonomia do filo foi impulsionada ex-
clusivamente pela descrigao de espécies esporocdrpicas (1845 — 1974). Todavia, o periodo subsequente (1975
— 2019) foi marcado por pouca atengdo a esse particular grupo de organismos, que exige esforco amostral e
metodologia de coleta diferenciada dos demais fungos do filo. Das 317 espécies que o compde, atualmente, 87
sdo reconhecidas como esporocdrpicas e distribuidas entre as ordens Archaeosporales, Diversisporales e Glomerales.
Apesar da diversidade filogenética e alta representatividade dessas espécies no filo, existem lacunas acentuadas
no conhecimento sobre sua distribui¢io mundial e mecanismos de dispersio. A despeito das expectativas de di-
versidade para regides tropicais, as regies temperadas concentram maior nimero de espécies reportadas (60%).
No Brasil, um total de 40 espécies esporocirpicas foram reportadas, com ocorréncia catalogada para os cinco
biomas, e das quais apenas 4 foram descritas originalmente a partir de material tipo do territério. A literatura
registra ainda que a zoocoria pode ser uma estratégia chave de dispersao para esse grupo de fungos. Parcela subs-
tancial das espécies nao possui caracterizagao molecular, inviabilizando a compreensio dos aspectos evolutivos.
Apenas com investimentos em coletas, adaptadas para o hdbito peculiar das espécies esporocdrpicas, e obten¢ao
de dados filogenéticos, serd possivel elucidar questoes na sistemdtica e evolugao desse grupo de fungos.

Palavras-chave: Glomerocarpos, Glomerosporos, Micorriza, Sistemdtica.

1. Introducao

O filo Glomeromycota constitui um importante grupo de fungo componente da microbiota do solo, re-
presentado atualmente por 317 espécies, distribuidas em trés classes, cinco ordens, 16 familias e 44 géne-
ros (Blaszkowski et al., 2012, 2015, 2018, Corazon-Guivin et 2l. 2019; Goto et al., 2012; Goto e Jobim,
2019; Jobim ez al. 2019; Marinho ez al., 2014; Oechl ez al., 2011; Sieverding et al., 2014; Tedersoo ez al.
2018). Compreende os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA), simbiontes mutualistas de plantas terrestres
e Geosiphon pyriformis (Kiitz.) F. Wettst., excegdo ao grupo, por ser o tnico representante do filo que se associa
a algas do género Nostoc (Schiissler ez al., 2001).

Os FMA sio responsdveis por um fendmeno generalizado na natureza, a simbiose micorrizica, que abrange
cerca de 90% das familias vegetais (Smith & Read, 1997). Esses organismos necessitam estar associados a uma raiz
fisiologicamente ativa que forneca carboidratos e outros nutrientes para seu crescimento, esporula¢io para, assim,
completar seu ciclo de vida, sendo, portanto, reconhecidos como biotréficos obrigatérios (Stiirmer e Siqueira,
2013). O fungo, em contrapartida, fornece uma série de beneficios ao vegetal, maximizando a absor¢ao de nutrien-
tes pela planta em até 80% para o B, além de 60% de Cu, 25% de N, 25% de Zn e 10% de K (Marschne e Dell,
1994). Como consequéncia da habilidade das hifas externas dos FMA em absorver os nutrientes, favorecem maior
tolerAncia a estresses ambientais, contribuindo na recuperagio de dreas degradadas, ataque de patégenos, melhoria
na agregacao e estabilidade do solo, dentre outros atributos (Jackson e Mason, 1984; Koske ¢ Gemma, Oliveira ez
al., 2009; 1997; Rodriguez-Echeverria, 2006; Smith e Read 1997; Souza, 2007).
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Com o avanco dos estudos moleculares, notadamente das andlises filogenéticas, as tltimas décadas possibili-
taram indimeros avan¢os na compreensio da sistemdtica e evolu¢io do Reino Fungi, munindo-se de forma inte-
grativa caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas, reprodutivas e genéticas para o estabelecimento de
novos taxa (Alexopoulos, 1995; Azevedo e Vazzoler, 2015). Nesse cendrio, a taxonomia, sistemdtica e evolugao
dos FMA tém fomentado intensas discussoes devido a constante descri¢io de novas espécies, assim como, pelas
revisdes taxondmicas em curtos periodos de tempo (Blaszkowski 2012; Goto ez al., 2012; Oehl ez al., 2008,
2011; Sieverding ez al., 2014; Spatafora ez al., 2016; Tedersoo ez al., 2018).

A taxonomia de Glomeromycota é restrita as descri¢oes de espécies esporocdrpicas, periodo definido por Goto
(2009) como “fase esporocdrpica’, que vigorou de 1844 a 1974. Nesse periodo teve inicio as descrigoes das
primeiras espécies de FMA, Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul. e G. microcarpum Tul. & C. Tul. (Tulasne e
Tulasne, 1945) e resultou exclusivamente em descrigoes de espécies esporocdrpicas. Tais espécies, em sua maioria
hipbgeas, requerem técnica especial de coleta, definida por Gerdemann e Trappe (1974) como dependente de
um “instinto hipégeo”, que, basicamente, se consolida a medida em que o pesquisador desenvolve experiéncia
ao longo das expedicoes e aprende a visualiza-las em ambientes similares, vasculhando, procurando através da
serapilheira e na superficie do solo (Figura 1). Esse método demanda bastante tempo, sendo o sucesso na ob-
ten¢do de espécimes diretamente proporcional ao tempo e recursos investidos a procura, o que certamente de-
sencoraja a busca por esses organismos (Jobim ez 2/. 2019). Com o advento da técnica de peneiramento imido
e decantagio de Gedermann e Nicholson (1963), a descricio e buscas por espécies esporocdrpicas tem decaido
substancialmente tendo em vista o crescimento das descrigoes de espécies ectocdrpicas (Figura 2).

Figura 1. Coleta de espécies glomerocérpicas. A, B e C: Busca manual pelos potenciais substratos (solo e serapilheira). D:
Redeckera fulva (Berk. & Broome) C. Walker & A. SchiBler in loco; foto cedida por Wagner G. Cortez.



Figura 2. Numero de espécies esporocarpicas de FMA descritas de acordo com a fase da histérica da taxonomia de FMA
sensu Goto (2009).

2.0 que é espécie esporocarpica?

E importante destacar que a definigio de espécie esporocrpica no filo Glomeromycota compreende uma
ampla variagio morfolédgica. Etimologicamente, o termo esporocarpo significa “esporos originados de um cor-
po de frutificagdo” (esporos = semente e carpo = fruto), definido no contexto do Reino Fungi como estruturas
epigeas (acima da superficie do solo) ou hipdgeas (abaixo da superficie do solo), contendo esporos e cobertas
por uma rede de hifas (peridio), comum a diferentes filos, como Acrasiomycota, Ascomycota, Basidiomycota,
Glomeromycota e Mucoromycota (Alexopoulos ez al., 1995; Kirk ez al., 2008). No filo Glomeromycota, o termo
¢ aplicado para designar uma estrutura em que os glomerosporos se desenvolvem em aglomerados epigeos ou
hipbgeos, cobertos ou nao por um peridio, abrangendo desde espécies que possuem um arranjo estruturalmente
complexo, formando massas compactas (Glomus spp., Sclerocarpum) a moderadamente/frouxamente entrela-
cados (e.g. Rhizoglomus spp. e Diversispora spp.), assim como espécies que possuem menor complexidade (e.g.
Dominikia spp. Kamieskia spp., G. fasciculatum (Thaxt.) Gerd. & Trappe, G. glomerulatum Sieverd.), denomina-
dos clusters (Berch e Fortin, 1983; Gerdemann e Trappe, 1974; Goto e Maia, 2005; Jobim ez al. 2019; Schenck
e Pérez, 1990) (Figura 3).

Morton e Benny (1990) alertaram que o hdbito esporcdrpico é bastante varidvel e por isso deveria ser inter-
pretado com cautela. Algumas espécies glomerocdrpicas como G. macrocarpum, G. pallidum, G. tenerum tam-
bém sdo reportadas como ectocdrpicas, crescendo eventualmente em culturas (Berch e Fortin 1983; Gerdemann
e Trappe 1974; Hall 1977; McGee 1986; Schiif$ler e Walker 2010). Além disso, andlises moleculares mostraram
que vdrias espécies originalmente descritas como Glomus foram tranferidas para outros géneros (Dominikia,
Rhizoglomus) ou mesmo outras ordens (Diversisporales, Paraglomerales, Archeosporales), sugerindo alta divergen-
cia filogenética (Blaszkowski ez al., 2015, 2019; Jobim ez al. 2019; Ochl ez al., 2011).

Diante da amplitude que o termo abrange no filo, Jobim ez a/. (2019) propuseram o termo “glomerocarpo”
para restringir os aglomerados de esporos produzidos em arranjos compactos, distinguindo dos arranjos em c/us-
ters (Figura 4). Nesse contexto, o termo “esporocarpo” aplica-se de maneira generalista para espécies que formam
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Figura 3. Representacao das espécies esporocarpicas de FMA na natureza e seus veiculos de disperséo. A, B e C: Diversidade
macroscépica das espécies esporocarpicas de FMA. D, E e F: veiculos de dispersao dos propagulos de FMA na natureza. G, H.
Habito das diferentes espécies esporcarpicas de FMA na natureza.

tanto glomerocarpos quanto c/usters. Com isso, é possivel diferenciar os glomerocarpos produzidos pelos FMA,
que compreendem atualmente cerca de 54 espécies, além de inferir sua afiliagio taxondmica, assim como ocorre,

por exemplo, para os ascocarpos (Ascomycota) e basidiocarpos (Basidiomycota).

Poucos estudos tém se dedicado a descrever espécies que produzem glomerocarpos a partir de metodologia de
coleta compativel com sua natureza ecoldgica. Na histdria recente, considerando essa abordagem para busca por
espécies glomerocdrpicas, houveram poucas descobertas como, por exemplo, as descrigoes de Redeckera megalo-
carpa (D. Redecker) C. Walker & A. Schiif8ler (Redecker ez al., 2007), recoleta de Glomus segmentatum Trappe,
Spooner & Ivory (Furrazola ez al., 2017), Sclerocarpum amazonicum Jobim, Blaszk., Niezgoda, Koztowska &
B.T. Goto, Diversispora sporocarpia Chachuta, Mleczko, Zubek, Niezgoda, Koztowska, Jobim, B.T. Goto &
Blaszk (Jobim ez al. 2019) e Rhizoglomus maiae Jobim, Blaszk., Niezgoda & B.T. Goto (Blaszkowski ez al. 2019).

Além disso, hd escassez de avaliacoes sobre a complexidade estrutural e estabilidade dos caracteres das espé-
cies que formam glomerocarpos como propostas por Almeida e Schenck (1990) e Wu (1993). Parte substan-
cial das espécies descritas possuem exclusivamente dados morfolégicos (77%), somado a isso ainda ha sérias
limitagdes na obtenc¢do de informagoes moleculares dessas espécies, impedindo uma andlise da evolugdo desses

organismos. Essas limitagoes levaram muitas das espécies esporocdrpicas ao status de insertae sedis por SchiifSler
e Walker (2010).



3. Diversidade de espécies esporocarpicas

As espécies esporocdrpicas no filo Glomeromycota totalizam 87 representantes, atualmente compreendidos em
trés diferentes ordens: Archaesporales: Archaeosporaceae (1); Diversisporales: Acaulosporaceae (1) e Diversisporaceae
(11) e Glomerales: Glomeraceae (73) e Entrophoraceae (1). Isso significa, que exceto Gigasporales e Paraglomerales,
diferentes ordens do filo, incluindo a mais diversa (Glomerales), possuem representantes que formam esporo-
carpos, o que explica as diferengas morfoldgicas observadas nos representantes conhecidos e sugere ainda que a
formacio de agregados (clusters e glomerocarpos) surgiram diversas vezes na histéria evolutiva dos FMA.

Os dados conhecidos sobre distribui¢do das espécies esporcdrpicas limita a condugio de andlises biogeo-
gréficas. Existe uma assimetria quanto a ocorréncia das espécies em relagio a zona climdtica, com as regioes
temperadas concentrando 60% desses registros, padrio que se atribui principalmente a escassez de estudos e
especialistas em dreas tropicais.

Todavia, considerando as estimativas de biodiversidade para as regides tropicais, florestas tropicais sio dreas
estratégicas para o direcionamento de esfor(;os em inventdrios, uma vez que tais ecossistemas concentram diver-
sos fatores favordveis ao desenvolvimento dessas espécies como, por exemplo, alta umidade e disponibilidade
de matéria orginica bem como elevada riqueza vegetal. Isso aponta, consequentemente, a existéncia de mul-
tiplos cendrios promissores para prospecgio desses fungos (Blackwell, 2011; Hawksworth e Rossman, 1997;
Hawksworth, 2001).

Figura 4. Diversidade de esporocarpos no filo Glomeromycota. Legenda: (A) glomeroma: Sclerocarpum amazonicum Jobim,
Bfaszk., Niezgoda, A. Koztowska & B.T. Goto; barra = 1 mm; (B) glomeroma: Glomus convolutum Gerd. & Trappe; barra =1 mm;
(C) glomeroma: Glomus sp. nov.; barra = 1 mm; (D) cluster: Rhizoglomus maiae Jobim, Btaszk., Niezgoda & B.T. Goto; barra =
250 um (E) glomeroma: Glomus radiatum (Thaxt.) Trappe & Gerd.; barra = 1 mm; (F) glomeroma: R. fulva; barra = 1 mm; (G):
arranjo dos glomerosporos em Glomus ambisporum G.S. Sm. & N.C. Schenck; barra = 25 um (H) arranjo dos glomerosporos em
Glomus pachycaule (C.G. Wu & Z.C. Chen) Sieverd. & Oehl; barra = 10 um e (1) arranjo dos glomerosporos em Glomus trufemii
B.T. Goto, G.A. Silva & Oehl. barra = 40 pm.
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Nesse contexto, o Brasil desponta como uma das nagoes biologicamente mais ricas do planeta, compre-
endendo hozspors de biodiversidade da Mata Atlantica e do Cerrado (Mittermeier ez al., 2005). Estudos sobre
diversidade de FMA no pais sdo promissores, revelando muitas novas espécies (Goto et al., 2008, 2012a, b,
DPereira et al., 2015) com alta representatividade em diferentes tdxons (Goto e Jobim, 2019). O territério possui
registro de 40 espécies esporocdrpicas em seus biomas (Tabela 1), distribuidas entre as familias Archaeosporaceae,
Diversisporaceae, Glomeraceae e Entrophosporaceae. Glomus e Rhizoglomus sio os géneros mais representativos

(Figura 5), com G. macrocarpum e R. clarum sendo as espécies mais amplamente distribuidas.

Foram descritas 30 espécies de FMA a partir de material tipo brasileiro (Goto e Jobim, 2017; Jobim ez al.,
2019; Blaszkowski ez al. 2019), das quais apenas quatro sao esporocdrpicas: G. trufemii, R. natalensis, S. amazo-
nicum e R. maiae, e, dentre elas, G. trufemii e R. natalensis foram coletadas a partir da metodologia convencional
de amostragem de FMA (Blaszkowski ez al., 2014; Goto ez al., 2012b). Sclerocarpum amazonicum e R. maiae
consistem, portanto, nas nicas espécies que produzem glomerocarpo descrita no pais a partir de busca adap-
tada (Jobim ez al. 2019; Blaszkowski ez al. 2019), reforcando que espécies esporocdrpicas demandam atengio

diferenciada da comunidade cientifica.

O status atual do conhecimento sobre a distribui¢io global dos FMA ainda ¢ limitado, apesar da ubiquidade
desses organismos nos ecossistemas (Davison e al., 2015). Pouco se sabe, por exemplo, acerca da ecologia de
dispersao desses fungos. Todavia, uma vez que os glomerosporos demonstraram alta sobrevivéncia em condi-
¢oes ambientais adversas, eles podem fornecer um verdadeiro banco de propdgulos que pode eficientemente
colonizar novos ambientes, como ocorre também para sementes de plantas e mesmo esporocarpos de fungos

ectomicorrizicos (Davison et al., 2015).

Figura 5. Registro das espécies esporocarpicas de FMA: cenario brasileiro e global.



Tabela 1. Espécies esporocarpicas de FMA registradas nos biomas brasileiros: Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pampas e Pantanal.

Bioma
Espécies
Amazonia Caatinga Cerrado  Mata Atlantica Pampas Pantanal

Archaeospora myriocarpa S.M. Berch X X
Diversispora versiformis (P. Karst.) Oehl, G.A. Silva & y
Sieverd.
Dominikia aurea (Oehl & Sieverd.) Btaszk. Chwat, y
G.A. Silva & Oehl
Funneliformis monosporus (Gerd. & Trappe) Oehl, y y y
G.A. Silva & Sieverd.
Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) C. y y y
Walker & A. SchiBler
Glomus ambisporum G.S. Sm. & N.C. Schenck X X X
Glomus arborense McGee X X X
Glomus australe (Berck.) S.M. Berch X X X
Glomus brohultii Sieverd. & Herrera X X
Glomus botryoides F.M. Rothwell & Victor X X
Glomus clavisporum (Trappe) R.T. Almeida & N.C.

X X
Schenck
Glomus fuegianum (Speg.) Trappe & Gerd. X X
Glomus glomerulatum Sieverd. X
Glomus heterosporum G.S. Sm. & N.C. Schenck X X X
Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul. X X X X X
Glomus microcarpum Tul. & C. Tul. X X X X
Glomus nanolumen Koske & Gemma X
Glomus pallidum |.R. Hall X X
Glomus pellucidum McGee & Pattinson X
Glomus rubiforme (Gerd. & Trappe) R.T. Aimeida & y y
N.C. Schenck
Glomus taiwanense (C.G.Wu & Z.C. Chen) R.T. . y «
Almeida & N.C. Schenck ex Y.J. Yao
Glomus trufemii B.T. Goto, G.A. Silva & Oehl X X X
Redeckera fulva (Berk. & Broome) C. Walker & A. y y
Schissler
Rhizoglomus aggregatum (N.C. Schenck & G.S. Sm.) y y
Sieverd., G.A. Silva & Oehl
Rhizoglomus clarum (TH. Nicolson & N.C. Schenck) y . y . y
Sieverd., G.A. Silva & Oehl
Rhizoglomus fasciculatum (Thaxt.) Sieverd., G.A. y y
Silva & Oehl
Rhizoglomus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) y y y y
Sieverd., G.A. Silva & Oehl
Rhizoglomus invermaium (I.R. Hall) Sieverd., G.A. «
Silva & Oehl
Rhizoglomus irrequlare (Btaszk., Wubet, Renker & y
Buscot) Sieverd., G.A. Silva & Oehl
Rhizoglomus maiae Jobim, Btaszk., Niezgoda & B.T. y
Goto
Rhizoglomus manihotis (R.H. Howeler, Sieverd. & .
N.C. Schenck) Sieverd., G.A. Silva & Oehl
Rhizoglomus microaggregatum (Koske, Gemma & y

PD. Olexia) Sieverd., G.A. Silva & Oehl
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Tabela 1. Continuacao.

Bioma

Espécies

Amazoénia Caatinga Cerrado  Mata Atlantica Pampas Pantanal
Rhizoglomus vesiculiferum (Thaxt.) Gerd. & Trappe X X
Sclerocarpum amazonicum Jobim, Btaszk., y
Niezgoda, Koztowska & B.T. Goto
Sclerocystis coremioides Berk. & Broome X X X
Sclerocystis sinuosa Gerd. & B.K. Bakshi X X
Septoglomus constrictum (Trappe) Sieverd., G.A. y y

Silva & Oehl

Septoglomus deserticola (Trappe, Bloss & J.A.
Menge) G.A. Silva, Oehl & Sieverd.

Viscospora viscosa (T.H. Nicolson) Sieverd., Oehl &
FA.Souza

4. Dispersao de FMA

O conhecimento sobre o nicho ecolégico das espécies esporocdrpicas ainda ¢ pouco explorado. Sao reco-
nhecidos nos ecossistemas variados tipos de dispersio, dentre as quais recebem destaque a anemocoria (acio
do vento), autocoria, (préprio organismo), zoocoria (animais) e hidrocoria (pela 4gua) (Maragon ez 4l., 2010).
No Reino Fungi, particularmente para os FMA, alguns trabalhos evidenciam potenciais vetores de dispersao,
abidticos (dgua e vento) e bidticos (animais) (Bueno ez al., 2019). Apesar dos estudos nio serem direcionados
exclusivamente para espécies esporocdrpicas, a maioria dos trabalhos verificou a ocorréncia de FMA sendo dis-
persos principalmente por animais micéfagos como mamiferos de pequeno porte (Tabela 2).

Essa estratégia permite a dispersdo desses fungos, tendo em vista que os esporos ainda estdo vidveis para espo-
rulagdo apds passagem pelo trato digestivo (Bueno ez al., 2019; Mangan e Adler, 2002; Sulzbacher ez al., 2017).
No entanto, estudos que avaliam a dispersio de FMA sio limitados e, tratando-se de espécies esporocdrpicas,
nao existem trabalhos, impossibilitando predi¢coes sobre o papel desses mecanismos de dispersao.

A zona da serapilheira em que esses organismos se encontram distribuidos também pode desempenhar um
importante papel em seu modo de dispersdo, ou seja, as espécies que possuem hébito epigeo tendem a ter seus
esporos dispersos pelas correntes de ar, embora possa existir certa dificuldade devido ao peso dos esporos jd que
os FMA possuem os maiores esporos do reino Fungi (Goto & Maia 2006). Os hipdgeos sao dependentes de

Tabela 2. Diferentes tipos de dispersdo em espécies esporocarpicas de FMA. FT: floresta tropical; FC: floresta de conifera; D: deserto.

Espécies Dispersao Agentes dispersores Ecossistema Pais

D. tenera’ Zoocoria Roedores FT Austrélia

F. monosporum ? Zoocoria Roedores FC EUA

F. mosseae? Zoocoria Roedores FC EUA

G. australe’ Zoocoria Roedores FT Austrélia

G. fuegianum' Zoocoria Roedores FT Austrdlia

G. macrocarpum 3 Zoocoria Roedores FT Austrélia e Pert

G. melanosporum ? Zoocoria Roedores FC EUA

G. microcarpum »3%* Anemocoria e Zoocoria vento, {oedores € FC, D, FT EUA e Pert
artropodes

G. rubiforme ? Zoocoria Roedores FC EUA

R. canadensis? Zoocoria Roedores FC EUA

R. clarum ¢ Zoocoria Roedores FT Samoa Americana

R. fasciculatum *>° Anemocoria e Zoocoria Vento, r,oedores ¢ D FT EUA, Samoa Americana
artrépodes

S. coremioides Zoocoria Roedores FT Peru

McGee e Baczocha (1994); 2. Maser et al. (1978); 3: Janos e Sahley (1995); 4: Rabatin e Stinner (1985); 5. Warner et al. (1987); 6: Adler et al. (2017).



pequenos animais como vetores primdrios de disseminacio, como ¢ o caso das espécies esporocdrpicas, que nao
possuem mecanismo de liberagao ativa dos esporos e muitos acabam se tornando dependentes de dispersdo por
animais (Maser ez al., 1978). Além disso, para alguns pequenos mamiferos, os esporocarpos hipégeos podem
ser a principal fonte alimentar (Katarzyté e Kutorga, 2011), sugerindo que esse hébito constitui uma estratégia
desenvolvida para dispersdo, uma vez que os fungos hipégeos tém menos oportunidades que os fungos epigeos
para uma dispersao abiética eficaz (Lilleskov e Bruns, 2005).

5. Conclusoes

As espécies esporcdrpicas sao estruturalmente diversas, possuindo diferentes niveis de complexidade com
representantes em diferentes linhagens, principalmente em Diversisporales e Glomerales.

As assimetrias quanto a ocorréncia global no permite compreender o padrio de distribuigio desses organismos.
O Brasil ¢ rico em espécies esporcdrpicas apesar de apenas 4 das 30 espécies descritas formarem glomerocarpos.

Apenas com investimentos em coletas, adaptadas para o hdbito peculiar das espécies esporocdrpicas, e ob-
tencdo de dados filogenéticos, serd possivel elucidar questdes na sistemdtica e evolugao desse grupo de fungos.
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Resumo

As pesquisas com Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) na Amazdnia podem ser divididas em cinco
grupos: a) os primeiros trabalhos fizeram uma abordagem mais geral, identificando as espécies de plantas ou
comunidades vegetais que apresentavam ou nio essa associagdo com fungos micorrizicos. b) o segundo grupo
se refere aos estudos sobre as ocorréncias em plantas perenes, com énfase na sazonalidade e variagdes temporais,
tempo de uso da drea e relagdes com a fertilidade do solo. ¢) estudos que fizeram uma abordagem quanto aos
efeitos da inoculagdo no crescimento vegetal. d) estudos sobre as relagoes entre as taxas de colonizagio e teores
de nutrientes nas folhas das plantas. As duas primeiras enfatizam as interagoes e fisiologia da relagdo e as tltimas
abordam os efeitos e contribuigoes da associacio desses fungos para as plantas hospedeiras; e) o tltimo grupo se
refere aos estudos sobre a ocorréncia e diversidade dos FMAs nos ecossistemas amazonicos. Os FMAs ocorrem
naturalmente nas espécies vegetais regionais, sendo muito abundantes e com elevada diversidade e resiliéncia
nos ecossistemas da Amazdnia, predominando o género Acaulospora. No entanto, a esporulagio e a intensidade
da colonizagio e, os beneficios nutricionais em condi¢des naturais se relacionam com fatores biéticos (fungos,
plantas, interagao) e abidticos (pH, disponibilidade de nutrientes, textura, umidade do solo, precipitacio) e, a
interagio de ambos. De uma maneira geral, observaram-se ocorréncias de hifas fiingicas nas raizes das plantas,
exceto a pouca presenga ou auséncia nas raizes das plantas na regiao explorada pela Petrobrds as margens do rio
urucu, Coari, Amazonas.

Palavras-chave: Associagoes plantas-microrganismos, Ecologia microbiana, Metabolismo vegetal e microbiano.

1. Introducao

Na Amazo6nia, podem-se dividir as pesquisas com Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) em cinco fases
ou grupos, segundo Oliveira e Oliveira, 2010: a) trabalhos mais antigos, principalmente, que fizeram uma
abordagem mais geral, identificando as espécies de plantas ou comunidades vegetais que apresentavam ou nio
associagdo com fungos micorrizicos presentes naturalmente nos solos. b) a segunda fase/grupo se refere aos
estudos sobre as ocorréncias em plantas perenes, com coletas em épocas periddicas visando avaliar o efeito da
sazonalidade e variacoes temporais, tempo de uso da drea e relagdes com a fertilidade do solo. ¢) outra fase,
com poucos trabalhos publicados, teve o objetivo de avaliar os efeitos da inoculagio no crescimento vegetal. d)
nesse grupo estao inseridos os estudos sobre as relagoes entre as taxas de colonizagdo e teores de nutrientes nas
folhas das plantas, como forma de verificar como as colonizagées radiculares podem contribuir para a nutri¢io
das plantas. As duas primeiras situages abordam as interacoes e fisiologia da relagao e as tltimas, os efeitos e
contribui¢ées da associagdo desses fungos para as plantas hospedeiras; e) finalmente, o tltimo grupo envolve
estudos sobre a ocorréncia e diversidade dos FMAs nos ecossistemas amazdnicos, tendo como enfoque, as
situacoes dessa associagio no meio ambiente natural. Pode-se ainda inserir nesse tltimo grupo de pesquisas, os
resultados obtidos durante 12 anos na regiao situada as margens do rio urucu, municipio de Coari, na Base de
Operagdes Gedlogo Pedro de Moura, onde os FMAs tém dificuldades de formar hifas quando associados
as raizes das plantas, tendo por isso, pouca ou nenhuma contribuicdo para a nutricdo vegetal. De uma
maneira geral, observaram-se ocorréncias generalizadas e diversificadas de hifas fingicas nas raizes das plantas,
exceto a pouca presenca ou auséncia dessas estruturas nas raizes das plantas pesquisadas na regiao explorada pela
Petrobrds as margens do rio Urucu, municipio de Coari, Amazonas e, nas raizes das Lecitiddceas.
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Informacoes mais detalhadas sobre os fatores que determinam a ocorréncia e o mutualismo sio imprescindiveis
no entendimento e manejo dos FMAs na Amazonia.

Para nio ser repetitivo, o presente trabalho mostrard alguns resultados mais recentes, obtidos apds a edicio
do livro Micorrizas: 30 anos de pesquisas no Brasil (Siqueira ez 2/., 2010), onde se encontra a revisao de Oliveira
e Oliveira (2010) sobre as micorrizas na Amazdnia.

2. Colonizac¢odes radiculares por Fungos Micorrizicos Arbusculares

2.1. Na Regidao Metropolitana de Manaus

Boa parte das pesquisas com fungos micorrizicos arbusculares realizadas no Estado do Amazonas foi feita na
Regiao Metropolitana de Manaus, devido as facilidades de acesso. Alguns desses resultados sao apresentados a seguir.

Na tabela 1 s3o apresentadas as porcentagens de colonizagao micorrizica arbuscular, calculadas com base na
presenca das estruturas totais dos fungos (hifas, vesiculas, arbisculos e esporos) nas raizes de cacau, urucum e
aracd-boi em periodos diferentes de coleta, em pesquisa realizada em 2018.

A colonizacio radicular por FMAs variou durante o periodo de coletas e o cacau mostrou-se menos
colonizado do que o urucum e o aragd-boi (Tabela 1). Houve maior coloniza¢io radicular em setembro e
menor em junho, representando os meses mais secos, sendo junho o inicio do periodo seco e setembro, o més
com menos precipitagio durante o ano, ao se analisar dados pluviométricos anuais consolidados da regido de
Manaus (Ribeiro, 1976; Oliveira et al., 2008). Ao contririo do urucum e aragd-boi, os cacaueiros mostraram
baixas ocorréncias de FMAs no sistema radicular nos meses mais chuvosos (marco e dezembro) sugerindo mais
formacoes de novas raizes nesse periodo. As plantas apresentam, de um modo geral, duas estratégias para a
absorc¢io de dgua e nutrientes, formando mais colonizagdes em raizes mais grossas e sem ou com poucos pélos
radiculares e, menos coloniza¢oes em raizes finas e novas com grande quantidade de pélos radiculares (Reinhardt
e Miller, 1990; Fisher e Jayachandran, 1999; Liu ez al., 2015; Chen ez al., 2016). Desse modo, as presengas dos
FMAs podem servir de referéncia sobre a fisiologia radicular das espécies estudadas indicando qual ou quais
épocas do ano as plantas emitem novas raizes responsdveis pela absor¢ao de nutrientes e em quais essas emissoes
ficam limitadas, prevalecendo raizes mais espessas e velhas, com menores capacidades de absor¢ao de dgua e
nutrientes, quando entdo, as micorrizas estdo mais presentes. Assim, nas condi¢des experimentais da drea em
estudo, ¢ possivel que os cacaueiros estivessem com muitas raizes finas e novas nos meses de margo e dezembro,
com suas formagdes ocorrendo mais nos meses mais secos do ano. Baixas colonizacoes radiculares também
foram observadas no aragd-boi, mas apenas durante o més de junho.

Diversos trabalhos foram realizados na regiao de Manaus avaliando a contribui¢ao para as plantas e a sazonalidade
da colonizacio (Oliveira et al., 1999, 2003; Oliveira e Oliveira, 2003, 2004, 2005a, b), sendo esse, mais um dado
de comprovagao dessa caracteristica da associagio micorrizica em plantas de ciclo médio ou longo na regiao.

Essas diferencas entre as espécies e o efeito da sazonalidade indicam diferencas fisioldgicas entre elas, mas
também, situagoes diferentes encontradas na drea experimental. E um SAF adulto, estdvel, com mais de 15
anos de formagao, situado em uma drea de baixio com uma serapilheira consolidada, onde a umidade do solo

Tabela 1. Colonizacgao total (hifas, vesiculas, esporos e arbusculos) por FMAs em plantas de cacau, urucum e araga-boi cultivadas
em um SAF do municipio de Manaus em diferentes épocas do ano (periodo seco e chuvoso).

Epocas de Coleta’ Médias/
Espécies Mar/2018 Jun/2018 Set/2018 Dez/2018 Espécies
% Colonizacao das raizes
Cacau (Theobroma cacao) 7bB 20aAB 23aA 6bB 14b
Urucum (Bixa orelana) 30aAB 24aB 40a A 29aAB 31a
Araca-boi (Myrciaria dubia) 34aA 17aB 27 a AB 33aA 28a
Médias de épocas de coletas 24 AB 208 30A 23 AB

Obs.: Médias com letras maiUsculas iguais nas linhas ou minusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey a 5 %. Fonte: Gomes (2019).



¢ preservada pela vegetagdo e situagio de declividade do terreno. Em vista disso, essas variagoes podem ser
provenientes muito mais das diferencas fisiolégicas das plantas do que das variagées edafoclimdticas da drea
estudada. O arag¢d-boi apresentou uma maior colonizacio de raizes em periodos chuvosos. Setembro foi 0 més
em que todas as plantas apresentaram uma boa colonizagio (30%), sugerindo prevaléncia de raizes mais velhas
e mais espessas nos sistemas radiculares das trés espécies.

Esses resultados sao diferentes dos obtidos por Oliveira e Oliveira (2003), que apresentaram a menor porcen-
tagem de colonizacio em plantas de cupuaguzeiro e pupunheira no més de setembro (20,1% de colonizacio).
Nesse trabalho dos autores, a época compreendida como periodo chuvoso no més de fevereiro foi a que apresen-
tou uma maior colonizagio (24,1%) para essas culturas. No entanto, a drea experimental usada por esses autores
era de platd em um latossolo argiloso com baixa retengao de dgua. Ainda referente a coloniza¢io micorrizica
nas plantas de cupuagu e pupunha, Silva Junior ez /. (2006) obtiveram uma maior coloniza¢io da pupunheira
(43,95%) na estagao seca nos sistemas de monocultivo e agroflorestal. O cupuacu manteve sua maior coloniza-
¢40 no periodo chuvoso (21,9 %) em monocultivo. Para as plantas de bananeira, coqueiro e jatobazeiro descritas
por Costa (2010), as colonizacoes das raizes foram maiores nos periodos secos (bananeira nos meses de junho e
agosto, coqueiro em junho e o jatobazeiro em agosto respectivamente).

No entanto, algumas interferéncias edaficas foram observadas nessas colonizagoes radiculares pelos fungos
micorrizicos arbusculares (Tabela 2). Ao se analisar os dados obtidos nos meses chuvosos (marco e dezembro),
observou-se uma relacio positiva com os teores de Mg no solo rizosférico do aragd-boi. Nos meses mais secos
(junho e setembro) as relagdes foram mais abrangentes, envolvendo também o Ca rizosférico além do Mg, tanto
para o urucum como para o aragd-boi, embora com valores de r abaixo de 0,5, indicando a presenca de outros
fatores nas colonizacées radiculares.

Tabela 2. Valores r da correlagéo linear de Person entre varidveis de colonizagdo micorrizica das raizes de cacau, urucum e araga-
boi e os teores de calcio e magnésio na rizosfera das espécies nos periodos chuvosos e secos.

Cacau Urucum Araga-Boi

Ca Mg Ca Mg Ca Mg
Periodo Chuvoso
9% Colonizacao r"= -0,1243 -0,1021 -0,0215 0,0629 07714 0,3533*
micorrizica (p) 0,9463 0,6946 0,3944 0,2408 0,0005 0,0410
Periodo Seco
9% Colonizacdo r"= 0,0304 -0,1007 0,4048* 03241 0,2742%* 0,2522**
micorrizica (p) 0,2901 0,6856 0,0284 0,0500 0,0691 0,0793

(*)0,05>p>0,01; (**) 0,1 > p>0,05. Fonte: Gomes (2019).

Outro estudo foi realizado em uma drea da Refinaria de Manaus (REMAN), indicando que a colonizagio
por fungos micorrizicos arbusculares no sistema radicular das espécies coletadas na drea degradada da REMAN
variou entre as espécies e dreas amostradas (solo revegetado e solo de landfarming) (Tabela 3). A colonizagao
por hifas foi muito elevada, variando entre 73,7 % no lacre € 97,3 % na leucina, sendo bem maiores do que as
vesiculas e arbusculos. A presenca intensiva das hifas e dos arbuasculos sao indicativos de que a simbiose plantas-
fungos estd contribuindo para uma maior absor¢io de dgua e nutrientes pelas plantas, conforme j4 documen-
tado por diversos autores citados por Oliveira e Oliveira (2010). Nota-se que as porcentagens dessas estruturas
exibiram diferenca significativa entre as espécies. Com relagio as presencas de hifas, leucena, quicuio, rabo-
de-camaledo e goiaba-de-anta se mostraram com colonizagdo superior a encontrada no lacre, sem, no entanto,
diferir estatisticamente entre si. As vesiculas, por outro lado se mostraram significativamente maior nas raizes
do quicuio, com 63,8%. Esta espécie também apresentou maior porcentagem de arbusculos, mas nao diferiu
estatisticamente do rabo-de-camaleao (50,1%). Desde modo, considera-se que a associagdo micorrizica estd
contribuindo para a manutencio das espécies presentes nestas dreas.
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Silva et al. (2007) encontraram em dreas cultivadas com leucena e sabid, menos de 15 % das raizes da leucena
colonizadas por FMAs, valores bem inferiores aos mostrados na Tabela 3. Nesse trabalho, as colonizagées maio-
res podem estar ligadas ao local de coleta dessa espécie, realizada em solo de landfarming. Esta é uma prética
usada para a biorremediacio ambiental e tem por objetivo tratar residuos da industria petroquimica por meio
da incorporagio dos mesmos ao solo e introdugio de espécies de plantas que sao através das hifas que os fungos
exploram maiores volumes de solo para a absor¢ao de dgua e nutrientes.

Espécies como o lacre e a goiaba-de-anta, que na drea da REMAN se mostraram bastante colonizadas (Tabela
3), na regido de Urucu mostraram-se muito pouco colonizadas, sugerindo que os fungos micorrizicos arbuscu-
lares dessa regido tém alguma caracteristica genética que os impedem de formar bastante hifas, o que foi com-
provado no estudo de longo prazo na regio, onde no periodo de 12 anos foram estudadas mais de 40 clareiras
e dreas de florestas sempre com baixas ocorréncias de hifas sendo observadas nas raizes das plantas.

Tabela 3. Colonizagao por fungos micorrizicos arbusculares nas espécies coletadas em trés Sistemas Agroflorestais e em uma
area degradada no estado do Amazonas no més de abril de 2014.

- Hifas Vesiculas Arbusculos

Espécies o

Lacre (Vismia sp.) 73,7b 328b 55¢
Goiaba-de-Anta (Bellucia grossularioides) 90,2 a 393b 334b
Rabo-de-camaleado (Mimosa sp.) 896a 428D 50,1 a
Quicuio (Brachiaria humidicula) 935a 63,84 574a
Leucena (Leucaena leucocephala) * 979a 329b 336b

Médias 87,1 41,7 333

*Solo de landfarming. Médias com as mesmas letras nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %. Fonte: Silva (2014).

Tabela 4. Colonizacdo por fungos micorrizicos arbusculares nas espécies coletadas na Provincia de Urucu em novembro de 2006.

Espécies Hifas Vesiculas Col. Total
Clareira/Jazida %
RUC 37H
Azeitona (Sizygium jambolana DC)) 0,0 4,0 4,0
Embatiba (Cecropia peltata L, C. glaziovi Snethlage) 52 9,5 9,5
Goiaba de anta (Bellucia grossularioides (L.) Triana 34 43 43
Lacre (Vismia guianensis (Aubl.) Choisy) 0,0 772 72
Mata pasto (Senna reticulata) (Willd.) H. S. Irwin & Barneby 1.8 20,7 20,7
Médias 2,1 9,1 9,1
RUC 21/24
Azeitona (Sizygium jambolana DC.) 1,6 13,6 13,6
Goiaba de anta (Bellucia grossularioides (L) Triana 6,8 48,8 48,8
Ingéd (Inga edulis Mart.). 0,0 10,8 10,8
Lacre (Vismia guianensis (Aubl.) Choisy) 16 132 13,2
Sucupira (Bowdichia nitida Spruce) 43,6 43,6 43,6
Médias 10,7 26,0 26,0
Jazida 14
Andiroba (Carapa guianensis) Aublet 40 16,0 16,0
Acaf (Euterpe oleracea) Mart. 13,2 20,8 20,8
Mata pasto (Senna reticulata) (Willd.) H. S. Irwin & Barneby 84 20,0 20,0
Pau d'arco (Tabebuia serratifolia) (vahl) Nich. 0,0 9,6 96
Vermelhinho (Senna silvestris (Vell.) H.S. Irwin & Barneby) 64 21,2 21,2
Médias 6,4 17,5 17,5
Jazida 21
Angico (Anadenanthera peregrina (L.) Speg.) 58 13,8 13,8

Angelim pedra (Dinizia excelsa Ducke) 36 18,8 18,8




Tabela 4. Continuacao.

Espécies Hifas Vesiculas Col. Total
Clareira/Jazida %
Goiaba de anta (Bellucia grossularioides (L.) Triana 1,6 11,6 11,6
Ingé (Inga edulis Mart.) 9,2 15,2 15,2
Lacre (Vismia guianensis (Aubl.) Choisy) 04 224 224
Médias 41 16,4 16,4
Jazida 44
Angico (Anadenanthera peregrina (L.) Speg.) 71 50,7 50,7
Angelim pedra (Dinizia excelsa Ducke) 48 21,6 21,6
Azeitona (Sizygium jambolana DC)) 04 29,6 29,6
Ingé chinelo (Inga cinnamomea Spruce ex Benth. 39 259 259
Lacre (Vismia guianensis (Aubl.) Choisy) 2,8 29,6 29,6
Médias 4,2 315 315

Para comprovar isso, foi realizado um experimento no viveiro de mudas da Base de Operagoes Gedlogo
Pedro de Moura, onde amostras de solos coletados da regido de Manaus serviram de inéculos de fungos micor-
rizicos arbusculares em um latossolo da regiao de Urucu (Tabela 5).

Para a realizacao desse experimento, foram levadas 12 amostras de solos coletados da Reserva Ducke situada na
Regiao Metropolitana de Manaus, que serviram de inéculos no solo coletado de Urucu, no qual foram plantadas
duas espécies arbdreas regionais, leguminosas, a cedrorana e o ingd-de-macaco. Foram usados saquinhos de pléstico
contendo capacidade para 2 kg de solo. Como forma de comparagio, foi usada uma testemunha sem inéculo onde
estavam presentes apenas os esporos ¢ hifas dos fungos micorrrizicos arbusculares da microbiota autéctone de Urucu.

Os fungos autdctones colonizaram 10 % das raizes de ambas as espécies, sendo que no caso do ingd-de-ma-
caco, no se observou a presenga de vesiculas, apenas de hifas (tratamento testemunha).

Os fungos micorrizicos arbusculares presentes nas amostras coletadas de Manaus 1, 2, 4 e 9 proporcionaram au-
mentos substanciais de hifas nas raizes da cedrorana, enquanto que esses aumentos foram ocasionados, no ingi-de-ma-
caco, pelas amostras 3 e 6, com algumas amostras resultando em menores aumentos, como as 7, 11 e 12 na cedrorana
e amostras 2, 4 ¢ 10 no ingd (Tabela 5). As demais amostras de solos de Manaus proporcionaram iguais ou menores
colonizagoes radiculares por hifas, comprovando a baixa efetividade dos fungos micorrizicos arbusculares da regiao de
urucu e que hd também, aspectos inerentes & combinagio plantas-fungos na associagio de ambos os simbiontes.

Tabela 5. Colonizacdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares em Cedrorana (Cedrelinga catenaeformis (Ducke) e inga
de macaco (Inga sessilis) (Vell.) Mart. Epoca seca (julho de 2012).

Cedrorana (Cedrelinga catenaeformis) Inga de macaco (Inga sessilis)
Inéculos (solos) Hifas Vesiculas Col. Total Hifas Vesiculas Col. Total
%

Testemunha 10,0 10,0 10,0 ef 10,0 00 10,0 ef
Amostra 1 52,5 47,5 525a 20,0 25 20,0d
Amostra 2 550 42,5 550a 20,0 20,0 20,0d
Amostra 3 10,0 25,0 25,0 cd 52,5 0,0 525b
Amostra 4 30,0 10,0 30,0 be 27,5 2,5 27,5cd
Amostra 5 50 2,5 509 10,0 75 10,0 ef
Amostra 6 75 37,5 375b 62,5 50 62,5a
Amostra 7 17,5 2,5 17,5d 7,5 0,0 75f
Amostra 8 25 0,0 259 25 30,0 30,0c
Amostra 9 37,5 25 375b 2,5 75 75f
Amostra 10 7,5 25 751g 13,0 0,0 13,0 ef
Amostra 11 13,0 00 13,0 def 50 10,0 10,0 ef
Amostra 12 15,0 0,0 15,0 def 25 17,5 175e

Auséncia de arbusculos. Nas amostras 1 foram registrados Auséncia de arbusculos. Nas amostras 2 e 11 foram

Observagéo ) ] ) .
¢ sete esporos, amostra 2 cinco esporos. Presenca de nddulos. registrados um esporo. Presenca de nédulos.
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A presenca de néddulos em ambas as espécies indica o potencial fixador do nitrogénio atmosférico nas con-
dicoes de viveiro, esperando-se que ao serem posteriormente introduzidas nas clareiras e jazidas de Urucu, que
esse potencial se manifeste de forma significativa ao ponto de contribuir para a nutri¢io das plantas quanto as
suas necessidades de nitrogénio.

3. Conclusées
A presenga de colonizagio por fungos micorrizicos arbusculares nas raizes das plantas amazonicas é¢ muito comum.

H4 uma variagdo muito grande de colonizagio radicular por fungos micorrizicos arbusculares em plantas da
Amazonia.

Foram encontradas duas situacoes distintas quanto a presenca de hifas fingicas nas raizes: na Regiao
Metropolitana de Manaus elas sdo elevadas e, na regiao de Urucu, municipio de Coari, Amazonas, as hifas sio
ausentes ou exporddicas.

A inoculagao de mudas com fungos micorrizicos arbusculares em solos da regido de Urucu pode aumentar
a colonizagao radicular das plantas.

Apoio Financeiro
FINEP, CNPq, FAPEAM, INPA, CAPES, Petrobras.
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Resumo

A coccidioidomicose (CM) ¢ uma doenca predominantemente pulmonar que acomete o homem e virias
espécies de mamiferos, ocorrendo exclusivamente nas Américas. A CM ¢é causada por duas espécies cripticas que
apresentam um padrio de distribuigao caracteristico: Coccidioides immitis ocorre na Califérnia, Estados Unidos
e C. posadasii possui distribui¢do mais ampla, sendo encontrado no sudoeste dos Estados Unidos e demais paises
da América Latina. No Brasil, a CM est4 restrita as dreas semidridas do sertiao nordestino, onde, desde 1978,
sao descritos casos esporddicos da doenga. Apesar da gravidade das formas clinicas, a CM nio estd incluida na
relagao de doencas de notificagio compulséria em nosso pais e, assim, dados epidemioldgicos sio escassos e
fragmentados. Sabendo-se que as doencas negligenciadas tropicais correspondem a enfermidades infecciosas
/ parasitdrias que acometem populagdes economicamente desfavorecidas e que despertam pouco interesse na
industria farmacéutica, o presente artigo expde argumentos que advogam a favor da inclusio da CM na relacio
de doengas negligenciadas em nosso pais.

Palavras-chave: Doengas tropicais negligenciadas, Infecgoes flingicas, Micoses endémicas, Coccidioides immitis,
Coccidioides posadasii.

1. Introducao

A coccidioidomicose (CM) é uma micose profunda, predominantemente pulmonar, causada pelos fungos
dimérficos Coccidioides immitis e C. posadasii — espécies cripticas que possuem dreas de ocorréncia distintas: C.
immitis limita-se ao sudoeste da Califérnia, Estados Unidos e C. posadasii ocorre por todas as Américas. Até o
presente considera-se que as espécies causam doenga clinicamente idéntica (Kirland, 2016).

A CM ocorre exclusivamente nas Américas, entre as latitudes 40° N e 40° S, desde o norte da Califérnia
nos Estados Unidos até a Patagdnia Argentina. A drea mais importante de ocorréncia de CM situa-se nos
Estados Unidos, onde sao reportados aproximadamente 150.000 casos anuais da doenga (Galgiani ez a/., 2005).
Contudo, estima-se que o nimero de casos de CM naquele pais aproxima-se de centenas de milhares, uma vez
que estados onde a doenga ocorre, tais como Texas, Oklahoma e Colorado, nio realizam notificacio obrigatdria
aos 6rgaos de satde (Kollath ez 4/, 2019). A doenca impacta os custos da assisténcia médica nos EUA: anilise
de 25.000 admissoes hospitalares relacionadas 8 CM na Califérnia, entre os anos 2010 e 2011, revela gastos
superiores a dois bilhoes de d6lares (Sondermeyer ez 4/., 2013).

A segunda maior casuistica de CM ocorre no México, onde até o ano de 1994 era reportado uma média de
1.500 casos anuais. Contudo, desde 1995, a CM foi removida da lista de doengas de notificagio compulséria
naquele pais e, assim, dados clinico-epidemiolégicos podem ser acessados apenas em publicagoes cientificas
(Laniado-Laborin ez al., 2019). O pais também possui elevados indices de reatividade cutinea aos antigenos
de Coccidioides, especialmente nos estados localizados proximos a fronteira México-Estados Unidos (Kollath ez
al., 2019). Sao reconhecidas dreas autéctones de CM nas Honduras, Guatemala, Coloémbia, Venezuela, Bolivia,
Paraguai e Argentina. Apenas em 1998 o Brasil foi incluido na lista internacional de paises com dreas endémicas
da doenca (Pappagianis, 1998). Todavia, nenhum desses paises possui um sistema nacional de notificagao de
CM, o que compromete o conhecimento da epidemiologia da doenga nas Américas (Kollath ez 2/, 2019).

A CM acomete 0 homem e uma grande variedade de espécies de mamiferos, tais como cies e equinos, apds a
inalagdo de artroconidios infectantes oriundos da fase filamentosa do ciclo biolégico fingico. Os artroconidios



inalados geralmente escapam a morte mediada pela fagocitose de macréfagos pulmonares e sofrem mudangas
morfolégicas complexas, originando estruturas leveduriformes denominadas esférulas. Estas, por sua vez, sofrem
diversas divisoes mitdticas de seu niicleo, originando centenas de enddsporos em seu interior, os quais sao libe-
rados quando as esférulas se tornam maduras. Cada endésporo pode iniciar o desenvolvimento de uma nova
esférula, resultando em um crescimento exponencial do nimero de estruturas parasitdrias. Eventualmente, os
enddsporos podem retornar ao solo, onde entdo crescem na forma filamentosa, garantindo a continuidade do
ciclo biolégico do microrganismo (Chiller ez al., 2003).

A CM pode se apresentar nas formas assintomdtica, pulmonar aguda, pulmonar cronica e disseminada. Até
65% dos individuos expostos aos artroconidios nio desenvolvem manifestagdes clinicas, sendo detectados apenas
por meio de testes soroldgicos e positividade a antigenos intradérmicos. Infec¢io sintomdtica pode ocorrer em
aproximadamente 40% dos individuos expostos, apds 10 a 15 dias de incubagao. A forma pulmonar aguda pode
cursar com diversos sintomas clinicos tais como febre alta, tosse inicialmente seca que evolui para tosse produtiva,
dor tordcica tipo pleuritica, adinamia, fadiga muscular, perda de peso ponderal. Alguns pacientes podem desenvol-
ver manifestacoes tipo eritema nodoso e/ou eritema multiforme. A forma pulmonar primdria pode regredir espon-
taneamente ao curso de alguns meses, mesmo sem terapia especifica (Chiller ez a/., 2003; Galgiani ez al., 2016).

CM pulmonar primdria pode evoluir para forma cronica, com lesoes nodulares e doenca fibrocavitdria (Chiller
et al., 2003). Essa forma possui semelhangas clinicas, radioldgicas e histopatoldgicas com a tuberculose pulmonar,
doenga de grande importincia epidemioldgica em nosso meio; relatos da literatura atestam que alguns pacientes
com CM j4 foram tratados erroneamente com farmacos anti-tuberculose (Gomes ez al., 1978; Moraes ¢t al., 1988).

A CM disseminada pode ocorrer entre 1 e 5% dos individuos infectados, mesmo sem manifestagoes pulmona-
res. A doenga é mais comum em individuos com imunossupressio e surge apds disseminagao linfdtica e/ ou hema-
togénica, podendo atingir pele, ossos, aparelho urogenital e sistema nervoso central. Quando nio diagnosticada e
tratada adequadamente, a CM disseminada possui elevada letalidade (Chiller ez a/., 2003; Galgiani ez al., 2016).

2. A Coccidioidomicose no Brasil

O primeiro caso de CM no Brasil foi descrito por Gomes ¢z al. (1978), em paciente natural de Pirapiranga,
regido do semi-drido do Estado da Bahia. Um ano depois, Vianna ez al. (1979) descreveram o segundo caso
autéctone de CM em paciente origindrio de Floriano, no Estado do Piaui. Apés um intervalo de 10 anos, a
doenca é novamente detectada em paciente provindo do municipio de Jaguaribara, no Estado do Ceard (Kuhl
et al., 1996). Todos esses casos, no entanto, prescindem de confirmagao laboratorial, com diagnéstico firmado
por achado histopatolégico.

A comunidade cientifica sé voltou sua atengao para a CM apés o relato da primeira microepidemia da doen-
¢a, ocorrida em 1991, no municipio de Oeiras, Estado do Piaui, onde trés individuos e oito cies apresentaram
quadro respiratério agudo ap6s participarem de uma cacada a tatus (Wanke, 1999). Trés anos depois, Sidrim
et al. (1997) e Silva et al. (1997) relataram a segunda microepidemia de CM no Brasil, ocorrida em 1995, no
Municipio de Aiuaba, regio sudoeste do Estado do Ceard, onde quatro homens e dois caes apresentaram a
forma pulmonar da doenca apés caga a tatus. A partir dessa época, diversos autores tém relatado, de forma cada
vez mais frequente, outros casos da doen¢a no Nordeste brasileiro, especialmente nos Estados do Piaui e Ceard.
A mais recente drea de ocorréncia da CM no Brasil é o municipio de Serra Talhada, no sertao do Estado de
Pernambuco, onde quatro individuos apresentaram a forma pulmonar aguda da doenga (Aratjo ez al., 2018;
Lima-Neto, R. G., Universidade Federal de Pernambuco, comunicacio pessoal).

No Brasil, a doenca ocorre exclusivamente na regiao Nordeste, onde, desde 1978, aproximadamente 140 ca-
sos da doenca foram divulgados: Piaui, 100 casos; Maranhao, seis casos (Euldlio, 2001; Deus Filho ez 4/, 2010),
Ceard, 30 casos (Martins et al., 1997; Costa et al., 2001; Cordeiro et al., 2010; Brilhante ez 2/., 2012), Bahia,
dois casos (Euldlio, 2001), Pernambuco, quatro casos (Aratjo et al., 2018; Lima-Neto, comunicagao pessoal).

Os casos de CM ocorridos no Brasil compartilham diversas caracteristicas clinico-epidemiolégicas: além da
origem biogeogrifica (Nordeste brasileiro), todos os pacientes eram do sexo masculino, com idade variando en-
tre 11 e 82 anos, embora a maioria deles tivesse idade entre 25 a 45 anos. Os pacientes eram oriundos de regido
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semidrida da zona rural e praticamente todos participaram de cagadas a tatus pelo menos duas semanas antes
de adoecer. Quase todos os casos tiveram inicio entre os meses de setembro e janeiro, época de estiagem chuvas
no Nordeste brasileiro. Apenas dois pacientes apresentaram doenga cronica; 134 pacientes apresentaram CM na
forma pulmonar aguda. Manifestacdes cutdneas foram descritas em 32 pacientes e inclufam rea¢oes de hipersen-
sibilidade, tais como eritema nodoso e eritema multiforme (Deus-Filho ez 4/., 2010). Um paciente desenvolveu
pericardite sem envolvimento pulmonar (Brilhante ez 4/, 2008). Embora nio existam dados clinico-epidemio-
légicos oficiais, a literatura cientifica indica que apenas dois casos de doen¢a pulmonar aguda evoluiram para o
6bito, a despeito do tratamento com antifiingicos. Todos os pacientes foram atendidos em hospitais da rede do
Sistema Unico de Satide do Ministério da Saude.

2.1. Dados oficiais: um problema sintomatico

A falta de um sistema de notificagao nacional dos casos compromete o entendimento do impacto da CM em
nosso pais e impossibilita o estabelecimento de um sistema de vigilancia e controle da doenga.

A guisa de exemplo, a busca por 6bitos causados pela CM no periodo compreendido entre 1996 e 2017 no
SINAN (Sistema de Informagio de Agravos de Notificagio, Ministério da Satide) revela 48 eventos, sendo assim
distribuidos: cinco na Regido Norte, 22 na Regiao Nordeste, nove na Regido Sudeste, 11 Regido Sul e um na Regido
Centro-Oeste. Por sua vez, dados obtidos pelo DATASUS (Departamento de Informdtica do Sistema Unico de
Satde, Ministério da Sadde) mostram que, no ano de 2011, ocorreram 829 casos de CM no pais. Dados fornecidos
pelo SIH-SUS (Sistema de Internagoes Hospitalares do Sistema Unico de Satide, Ministério da Satide) mostram que,
entre os anos 2000 e 2007, ocorreram 400 casos de CM ao ano, com a maioria destes nos estados das Regioes Sule
Sudeste (MS, 2011). Em adicao, dados referentes aos casos de CM no Maranhio, Piaui, Ceard e Pernambuco nio
estao disponiveis apds busca do termo “coccidioidomicose” em home page das secretarias estaduais de satide.

Uma das mais importantes estratégias de investigagao epidemiolégica das populagoes expostas ao fungo corres-
ponde aos testes intradérmicos. Nessa abordagem, sio empregados esferulina ou coccidioidina — antigenos estruturais
obtidos das fases parasitdria e saprofitica de Coccidioides spp., respectivamente. Até o momento foram realizados apenas
dois testes dessa natureza no Brasil. Em 1991, Wanke et 4/, (1999) realizaram teste intradérmico com esferulina em 20
individuos relacionados aos casos da primeira microepidemia de CM, ocorrida em Oeiras, Piaui, encontrando reativi-
dade em apenas um deles. Em 1993, Di6genes ez a/. (1995) realizaram inquérito epidemiolégico com esferulina em 87
moradores da localidade de Poco Comprido (Jaguaribara, Ceard). O estudo demonstrou indice de reatividade ao an-
tigeno de aproximadamente 12%, sugerindo, assim, a existéncia de coccidioidomicose-infecgdo no Estado do Ceard.

Este cendrio sugere que, embora a CM ocorra hd mais de duas décadas no Nordeste brasileiro, a producio
literdria cientifica — na forma de artigos em periédicos indexados, comunica¢des em congressos e reunides cien-
tificas, dissertacdes de mestrado e teses de doutorado — nio foi capaz de despertar a atengio das autoridades
responsdveis pela vigilincia epidemiolégica da doenga em niveis municipal, estadual e federal.

3. Micoses e Doencas tropicais negligenciadas

As doengas negligenciadas correspondem a um grupo de doengas infecto-parasitdrias endémicas entre po-
pulagées com acesso limitado 4 satde e educacio e baixa renda per capita na Africa, Asia e América Latina. Sio
também conhecidas como doengas tropicais negligenciadas (DTN) e sao responsdveis por até 500 mil ébitos
anuais (Martins-Melo ¢z al., 2016). Essas enfermidades nao apenas ocorrem em situacio de pobreza, mas tam-
bém contribuem para o quadro de desigualdades, uma vez que comprometem o desenvolvimento social dos
paises afetados (MS, 2010).

As DTN ocorrem geralmente em populagoes rurais ou, ainda, em populagoes vivendo nas periferias de grandes
centros urbanos, em que as condi¢oes de infraestrutura sio precdrias (auséncia de pavimentagio, solo exposto,
etc.) e/ou que nio dispdem de saneamento bésico (abastecimento, tratamento e distribui¢io de dgua, esgotamen-
to sanitdrio e coleta de lixo). O manejo terapéutico dessas doengas baseia-se em fdrmacos com moderada ou alta
toxicidade, ou ainda, drogas que permitem apenas o controle de sinais e sintomas clinicos, mas que nio garantem
a cura da doenca. H4 pouca pesquisa voltada para o desenvolvimento de fdrmacos mais eficazes e seguros para



o tratamento das DTN. Ademais, testes de diagnéstico rédpidos e sensiveis podem nao estar disponiveis comer-
cialmente; em alguns casos, testes modernos possuem custo elevado sendo, portanto, inacessiveis as populacoes
atingidas. Os governos locais falham no controle de todas as etapas do ciclo dessas doengas, desde o combate aos
vetores / hospedeiros intermedidrios (insetos, moluscos, felinos, etc.) a notificagao dos casos, até mesmo de ébitos.
Alteragoes no meio ambiente decorrentes de a¢io antrépica direta (desmatamento, transposicao de rios, uso inten-
sivo de inseticidas na agricultura, etc) ou indireta (aquecimento de dguas ocenicas, enchentes, desertificagio, etc.)
podem facilitar a evolugio dos agentes causadores de DTN e aumentar a vulnerabilidade das popula¢ées humanas
a essas infec¢des. Em virtude da elevada endemicidade e baixa letalidade, as DTN despertam pouco interesse da
industria farmacéutica, inclusive no desenvolvimento de quimio / imunoprofildticos.

Segundo a OMS, por meio do Plano Global de Combate a Doengas Tropicais Negligenciadas 2008-2015
(Global Plan to Combat Neglected Tropical Diseases 2008-2015), sao consideradas DTN: Doenca de Chagas, tripa-
nossomose humana africana, leishmaniose, dracunculiase, equinococose, fascioliase, filariose linfdtica, oncocercose,
hanseniase, bouba, dengue, chinkungunya, raiva, sarna, esquistossomose, helmintiases transmitidas pelo solo, te-
nfase / cisticercose, tracoma, envenenamento por picada de cobra. Recentemente, a cromoblastomicose e os mice-
tomas (eumicetoma e actinomicetoma) foram incluidos na relagio de doengas negligenciadas tropicais pela OMS
(WHO, 2017). Apenas a tripanossomose humana africana e a dracunculiase nio ocorrem no Brasil.

Embora apenas o micetoma e a cromoblastomicose constituam as micoses arroladas na lista da OMS, diversos
pesquisadores advogam pela inclusio de outras infecgdes flingicas na relagio de DTN: histoplasmose, paracocci-
dioidomicose, criptococose, entomoftoromicose, Doenca de Jorge Lobo, esporotricose urbana zoonética e esporo-
tricose associada a HIV (Freitas ez al., 2014; The Neglected Histoplasmosis in Latin America Group, 2016; Molloy
et al., 2017; Queiroz Telles er al. 2017; Rodrigues, 2018; Falci ez al., 2019; Grifliths ez al., 2019). Segundo os
autores, essas infecgoes acometem populagoes socialmente vulnerdveis, que padecem da falta de politicas de satde
globais para o controle dessas doengas, as quais sao financeiramente pouco atrativas para a industria farmacéutica.

No Brasil, estima-se que as doengas flingicas graves acometem mais de trés milhoes de individuos (Giacomazzi
et al., 2015), trazendo grande impacto ao sistema de satide: o custo do tratamento pode ultrapassar 400 mil reais
por paciente (Borba ez al., 2018).

4, A coccidioidomicose é uma doenca negligenciada

A despeito do grande niimero de casos nos Estados Unidos, a CM ¢ entendida como uma doenca negli-
genciada naquele pais, haja vista o nimero reduzido de pesquisas sobre tema (Kirkland, 2016). Uma vez que
a primo-infecgao confere imunidade permanente, a CM ¢é uma doenga de grande potencial imunoprevenivel.
Contudo, os estudos sobre uma vacina capaz de evitar a doenga, reduzir a sua incidéncia ou prevenir as formas
graves em grupos de risco, no avancaram muito desde 1960 (Kirkland, 2016). A produgao de uma vacina mo-
derna e segura possui custos elevados com testes clinicos, patentes e produ¢io em larga-escala, fazendo necessdria
colaboracio direta com a industria farmacéutica. No entanto, as companhias farmacéuticas tém revelado pouco

interesse até 0 momento, provavelmente devido ao fato de que a CM ¢ uma doenca geograficamente limitada
nas Américas (Kirland, 2016).

No Brasil, a CM ocorre em dreas rurais do semidrido Nordestino, geralmente distantes das sedes administra-
tivas dos Estados. Sao regides que possuem baixos IDH' e que sofrem hd décadas com a desertificacio da terra, o
éxodo rural e estagnagio econémica. As populagoes atingidas pela CM possuem pouca visibilidade social e nao
tém acesso adequado aos servigos de atengdo primdria em satide. Observa-se também pouco interesse dos érgaos
de vigilancia epidemiolégica, haja vista a auséncia de um programa de notificagio compulséria dos casos da
doenga. A CM enquadra-se no grupo das doencas 6rfas, posto que acomete um nimero reduzido de individuos,
sendo de interesse limitado para médicos e pesquisadores (Lauer, 2017).

1 *IDH, Indice de Desenvolvimento Humano. Indicador criado pela ONU para avaliar qualidade de vida e desenvolvimento
econdmico de uma populagio. Os resultados variam de 0, para uma dada populagio sem desenvolvimento e 1,0, para uma popula-
¢do plenamente desenvolvida. Em 2017, o IDH do Brasil foi 0,759 e a regiao com maior indice concentrou-se no Distrito Federal,
com IDH 0,824. Em contrapartida, os estados com casos de CM possuem IDH bastante inferiores: Ceard, 0,682; Pernambuco,
0,673; Piaui, 0,646. Para fins comparativos, o Estado de Alagoas situa-se no extremo inferior dessa escala, com IDH 0,631.
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5. Conclusées
A CM ¢ uma infecgao grave que ocorre no semidrido do Sertdo nordestino.

A doenga ¢é provavelmente sub-detectada no Brasil, embora tenha notificagao sugerida por tratar-se de agravo
inusitado.

Os dados ora apresentados indicam que a CM se enquadra na defini¢io de doenca tropical negligenciada.

Faz-se necessdrio o desenvolvimento de politicas publicas de prevencio e controle da doenga, além de maior
incentivo as pesquisas cientificas.

A CM precisa ganhar importincia no ensino das doengas infecciosas nas faculdades médicas publicas e pri-
vadas no Brasil.
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Abstract

Sporotrichosis is the main subcutaneous mycosis in Brazil, caused by pathogenic dimorphic fungi of the
Sporothrix complex, which infect humans and other animal species, especially cats. There has been a high num-
ber of cases in the state of Rio de Janeiro, Brazil, since 1998 which is considered the largest ongoing zoonotic
transmission epidemic in the world. From 1998 to 2017 were diagnosed at the Evandro Chagas National
Institute of Infectious Diseases (IN1)/Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz) 4,916 feline and 244 canine cases. In
addition, over 5000 human cases were diagnosed at INI between 1997 and 2015. The standard reference test for
the diagnosis of sporotrichosis is based on isolation and identification of Sporothrix spp. in clinical specimens,
but is not always possible, especially in cases of unusual manifestations of infection. Recently, based on the phe-
notypic and genotypic characteristics studies, was proposed Sporothrix complex which encompasses 7 cryptic
species: Sporothrix schenckii stricto sensu, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. luriei, S. pallida and S. chilensis.
However, these characteristics may vary among species, making fundamental the correlation between molec-
ular data and phenotypic characteristics in the identification of Sporothrix complex species, which highlights
the importance of polyphasic taxonomy. Additionally, we reinforce the value of the experimental studies of the
virulence among species, so that we can understand the different biological behaviors of species that infect mam-
malian hosts and hereafter, the immune response of these hosts to the infection with Sporothrix complex species.

Keywords: Sporothrix, Polyphasic taxonomy, Eexperimental model, Virulence, Compulsory notification.

1. Introduction

Sporotrichosis is the most common subcutaneous mycoses in Brazil caused by thermodimorphic pathogen-
ics fungi of the genus Spororhrix that infects humans and animals, mainly felines (Lopes-Bezerra ez al., 2018;
Gremiao et al., 2017).

Infection generally occurs after traumatic inoculation of fungus found in soil, plants, and organic matter
into skin or mucosa. Another form of infection includes the zoonotic transmission, which has been associated
with scratches or bites from animals, especially cats (Barros ez al., 2011).

The first epidemic of zoonotic sporotrichosis related to cats was identified in Rio de Janeiro State, Brazil, in
1998 (Gremiao et al., 2017) and Sporothrix brasiliensis has been the most prevalent etiological agent, but other
species also circulate in minor proportions (Rodrigues ez al., 2013; Almeida-Paes ez al., 2014).

In humans, the lymphocutaneous form is the most frequent clinical presentation followed by the cutaneous
fixed form. However, unusual manifestations, including disseminated and severe disease leading to death, might
occur (Almeida-Paes et al., 2014; Freitas et al., 2014).

In Rio de Janeiro, sporotrichosis affects a large at-risk population, which includes HIV-infected patients,
constituting the largest case series of co-infection sporotrichosis-HIV reported to date (Freitas ez al., 2010;
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Freitas et al., 2014). Disseminated cases in non-immunosuppressed patients have been more common than
previously reported for other regions, which is likely associated with the multiple scratches from the diseased
cats and a greater virulence of S. brasiliensis (Freitas et al., 2015).

The clinical manifestations of feline sporotrichosis range from a single skin lesion that can progress to mul-
tiple lesions and even fatal systemic involvement. A higher occurrence is found in adult male, mongrel and
unneutered cats. Nodules and ulcers are the most common lesions, and respiratory signs and mucosa involve-
ment are frequently described (Gremido ez al., 2015). The majority of the cats become infected after fights
and/or contact with other diseased cats (Schubach ez 4/, 2004). Generally, different from the classical route of
infection, transmission of Sporothrix spp. among cats occurs via direct inoculation of yeast cells, which are more
virulent than the mycelial form and represents a successful type of dispersal of the disease (Rodrigues ez 4.,
2013), including zoonotic transmission.

In contrast to the high frequency of feline sporotrichosis cases in Brazil, especially in Rio de Janeiro, this
mycosis sporadically affects dogs. These animals usually develop less severe clinical forms than cats, often with
clinical signs similar to those of other infectious diseases (Madrid ez al., 2012). Dogs are infected by traumatic
inoculation of Sporothrix in colonized material due to their soil-digging habits, as well as by scratching or biting
by infected cats (Guterres ez al., 2014).

2. Etiologic agent

Sporothrix schenckii sensu lato is an ascomycetous dimorphic organism (Ascomycota, Pyrenomycetes,
Ophiostomatales, Ophiostomataceae) that is found in substrates like living and decaying vegetation, animal
excreta, and soil (de Beer ez a/, 2016). This fungus is phenotypically characterized by the ability to produce
sessile dematiaceous conidia, in most species, along with hyaline sympodial conidia in its filamentous form, and
cigar-shaped yeast-like cells in parasitism or when cultured at 35-37°C on specific culture media (Marimon e#
al. 2007). Until 2007, this species was recognized as the sole agent of sporotrichosis (Lopes-Bezerra ez al. 2006).
Recently, de Beer and colleagues (2016) reported that the 51 fungal species included in the genus Sporothrix can
be grouped in at least five well-supported “species complexes” and a “pathogenic clade” containing the species
(Sporothrix schenckii, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa and Sporothrix luriei) (de Beer ez al., 2016) asso-
ciated to cases of sporotrichosis in the world (Chakrabarti ez a/., 2015).

Among the pathogenic species in the genus Sporothrix, Sporothrix pallida (formerly S. albicans), Sporothrix
mexicana, Sporothrix chilensis and Sporothrix stenoceras, are considered occasional opportunists, and these species
are found in other lineages of this genus, but not considered as primary pathogens (de Beer ez 4/., 2016).

3. Molecular epidemiolgy of sporotrichosis in Brazil and compulsory notification

Human and animal sporotrichosis was subject to compulsory notification only in some states or municipal-
ities of Brazil, and because of this its real ocurrence have been underestimated. In adittion, it is underdiagnosed
in humans and cats and dogs.

High rates of cat-transmitted sporotrichosis due to Sporothrix brasiliensis have been reported in Rio de
Janeiro since 1998. Nowadays, this state is a hyperendemic area of sporotrichosis (Gremiao ez al., 2017). In the
period of 1998 to 2017, 4,916 feline and 244 canine cases of sporotrichosis were diagnosed at the National
Institute of Infectious Diseases (INI/FIOCRUZ) (Figueiredo et al., 2017; Gremiao ez al., 2017). Furthermore,
more than 5.000 humans’ cases of sporotrichosis were diagnosed in the period of 1997 to 2015 (Falcao, 2018).

Rio de Janeiro was the first state where human and animal sporotrichosis have become a notifiable disease
(2013 and 2014, respectively). Even with the geographical expansion of the disease to several states of Brazil,
compulsory notification has been made in the states of Rio Grande do Norte and Pernambuco, in addition to
the municipalities of Guarulhos (state of Sao Paulo), Conselheiro Lafaiete and Belo Horizonte (state of Minas
Gerais), Salvador (state of Bahia) and Joao Pessoa (state of Paraiba). A map of occurrence and notification of
humans and/or animal cases in Brazil was constructed based on the review of studies in literature (Gremiio et
al., 2017; Falcdo ez al., 2018) (Figure 1).



Human cases of sporotrichosis in our country were caused by S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, and S.
schenckii (Almeida Paes ez al., 2014; Freitas ez al., 2014, Ferreira ez al., 2012; Montenegro ez al, 2014, Rodrigues
et al., 2014; Oliveira et a/, 2013, Oliveira MM ez al, 2013; Oliveira et al., 2011; Madrid et 2/, 2010; Oliveira
et al., 2010). However, S. brasiliensis is the prevalent etiological agent of sporotrichosis in Brazil in humans and
felines cases (Oliveira ez al, 2011; Rodrigues ez al., 2013; Boechat ez a/, 2018). The occurrence of S. brasiliensis
in cats was described in all the states in the southeastern region of Brazil, Rio de Janeiro (Boechat ez al., 2018;
Souza ez al., 2018; Macédo-Sales er al., 2018; Rodrigues ez al., 2013), Sao Paulo (Montenegro ez al., 2014;
Rodrigues ez al., 2013), Minas Gerais (Rodrigues ez /. 2013) and Espirito Santo (Aratjo e al., 2015; Oliveira
et al., 2013). S. albicans and S. schenckii were isolated from cats with sporotrichosis (Rodrigues ez al., 2013;
Oliveira ez al., 2011), while S. luriei was isolated from a dog in Rio Grande do Sul (Oliveira ez al., 2011).

Figure 1. Occurrence and notification of humans and/or animal cases of sporotrichosis in Brazil.

4. Diagnosis of sporotrichosis

The diagnosis of sporotrichosis in humans and animals is supported by association of epidemiological data,
clinical signs, patient’s history and laboratorial exams. However, up to now the fungal culture is reference stan-
dard for diagnosis from clinical specimens obtained of lesions like pus, secretions or fragment of skin or mucosal
lesions (Pereira ez al., 2015). Unlike cats (high fungal load in the lesions), the best results for fungal isolation in
dogs are obtained from skin biopsy samples (Schubach ez 4/, 2006) (Table 1). Demonstration of thermodimor-
phism is essential to confirm the diagnosis. Molecular tools are required for the recognition of cryptic species
(Oliveira 2011, Rodrigues ez 4., 2016).

It is essential the early diagnosis of feline sporotrichosis, to guarante that the appropriate prevention measures
will be employed for owners, especially those in a higher risk, such as immunosuppressed people. Moreover,
the treatment should be started promptly, since it generally induces a rapid decrease of fungal load, suggesting
a reduction in the risk of zoonotic transmission of Sporothrix (Miranda ez al., 2018).
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Table 1. Diagnosis of sporotrichosis

Clinical specimens Direct MYCOLOGICAL (KOH) CYTOLOGY GROCOTT/PAS/Quick Panoptic Fungal Culture

Reference standard

Low sensitive for the diagnosis / Low fungal load in the lesions : o
Humans ) : 7 X ) o Problem obtained positive culture-->
Difficult direct examinations Difficult direct examinations . )
disseminated cases
) ) ) ) I~ . ) ) Reference standard
: High fungal load in the lesions/  Cytologic examination--> preliminary diagnosis o L
Felines I S . o Swab specimen’s similar sensitivity
Favoring direct examination High sensitivity (79 to 85%) o
compared to skin biopsy
" : : ) : Reference standard
: Low sensitive for the diagnosis / Low fungal load in the lesions ) -
Canines ) : o o Problem obtained positive culture-->
Difficult direct examinations Low sensitivity (32%)

fungal load is usually low

5. Virulence profile of pathogenics species of Sporothrix genus and experimental models

The study of infectious diseases requires the use of adequate host to reproduce in vivo infection (Brunke ez al.,
2015). In selecting a specific vertebrate model of fungal infection relates, the choice of host, the fungal strain used
for inoculation, the inoculum size and the route of administration represent critical variables for experimental
outcomes (Hohl, 2014). Mammals, especially rodents, have been served as basis for several researches in recent
decades. However, it has been observed an increase of the studies involving pathogenic fungi, with the use of al-
ternative experimental models such as the vertebrate Danio rerio - zebrafish (Chao et al., 2010; Tobin ez al., 2012),
non-parasitic nematode Caenorhabdite elegans (Breger et al., 2007), and the insects Galleria mellonella (Cotter et al.,
2000; Jacobsen, 2014) and Drosophila melanogaster (Glittenberg et al., 2011; Limmer et al., 2011).

Notwithstanding, the use of experimental non-mammalian models keep controversial, because it is not
known how well they are capable of predicting the potential for virulence of pathogens in humans or other
mammals (Brunke ez al., 2015). Also, there are some tips associated with these systems. First and foremost, the
body temperature of non-mammalian hosts is generally lower than in humans. Since many microbial virulence
factors are expressed in human body temperature, this difference constitutes an important obstacle to the use
of alternative models (Brunke ez 4/, 2015). Thus, laboratory mice represent the host species of choice for most
questions related to mycologic infections.

As mentioned earlier, Sporothrix dimorphism is a virulence factor directly related to the ability of the fungus
to survive and acquire parasitic form at host body temperature. Since the 1940s, experimental Sporothrix infec-
tion in a mammalian model has been reported predominantly in several mouse strains. Most of these studies
describe intraperitoneal, intravenous and especially subcutaneous as the preferred routes of inoculation, as this is
the classic form of sporotrichosis transmission. Few studies describe inhalation, intratracheal and intrathoracic
as routes of infection. It is noteworthy that, only from the 2000s, studies were started with the species belong-
ing to the Sporothrix complex. (Table 2). Previous studies in murine model suggested S. brasiliensis is the most
pathogenic species of Sporothrix genus (Arrillaga-Moncrieff ez al., 2009). However, a study using patients with
local and invasive forms of sporotrichosis caused by S. brasiliensis and S. schenckii in hyperendemic area of Rio
de Janeiro, regardless the clinical form, there was a trend toward shorter treatment durations in patients with
sporotrichosis caused by S. brasiliensis, than the cases due to S. schenckii (Almeida-Paes ez al., 2014).

Despite the variety of the studies mentioned above, using experimental models of Sporothrix infection, none
of them describe the infection simultaneously with the seven species of the Sporothrix complex in immunocom-
petent mice, with the objective of drawing a panel indicating the degree of virulence of each species. Similarly,
there are no studies demonstrating the inoculation of S. schenkii stricto sensu and S. brasiliensis species, the most
frequent in the largest sporotrichosis epidemic in the world, which occurs in Rio de Janeiro, in a chemically im-
munosuppressed murine model, since this condition mimics the immunological status of patients undergoing
the most invasive forms of sporotrichosis.

In this sense and as perspective to improve the understanding of this mycosis, our group has been developing
studies (data not yet plublished) that aim to evaluate differences in virulence profile among the seven species of
the complex, identified by polyphasic taxonomy, inoculated in an immunocompetent murine model. Since several



characteristics may vary among species, is fundamental the correlation between molecular data and phenotypic char-
acteristics in the identification of species of the Sporothrix complex. Additionally, considering the epidemiological
importance of S. schenkii stricto sensu and S. brasiliensis species and the sporotrichosis as a primary marker of HIV
infection (Freitas er al., 2012), we have also been used immunosuppressed murine model infected with these two
species. In parallel to the virulence studies, we phenotypically evaluated the cells involved in the immune response
against fungal infection. Among our perspectives is the functional characterization of these cells, in order to elucidate
mechanisms of the immune response and the potential use of cytokines as a marked disease prognosis that can be
used in the prevention or treatment of fungal infections. Thus, we also reinforce the value of the experimental studies
of the virulence among species, so that we can understand the different biological behaviors of species that infect
mammalian hosts and hereafter, the immune response of these hosts to the infection with Sporozhrix complex species.

Consideration should always be given trying to reduce the number of animals per experimental procedure in
a study, replace animal use when possible, and refine methods already described to minimize animal discomfort
are imperative. Thus, the constant challenge of animal experimentation is the search for a cheap model, easy to
handle and maintain, and especially that allows the evaluation of biological phenomena that can be compared

to the course of the disease in question.

Table 2. Review of Sporothrix spp. experimental infection in mammalian models

Species Decade Authors Model ioelchon
route
Backer (1947); Shintani J. et al. (1956); Norden (1957); Hasenclever et Mice: Swiss, Rock-
Sporothrix schenckii 1940-1960 al. (1959); Howard and Orr (1963); Mackinnon et al. (1964); Sethi and feller SCio. iv.inh
s.|. S. Svar. luriei Shwarz (1965); Sethi (1966); Beland et al. (1968); Conti-Diaz and Civila Rabbit, 1P 1V DR
(1969); Ajello and Kaplan (1969) Guinea Pig
Roberts and Larsh (1970); Sethi (1972); Block et al. (1973); Blumer et al.
(1973); Charoenvit and Taylos (1979); Kwon-Chung (1979), Hachisuka ) ) )
and Sasai (1980, 1981); Dickerson et al. (1983); Kobayashi and Ishizaki Gume:a;;lqgs,ts:abblt,
S.schenckiis.l. S. (1984); Kazanas (1986); Miyagi and Nishimura (1986); Schaude and ) . SGip, iv.
1970- 1990 ) Mice: Nude, Swiss, )
cyanenses Meingassner (1986); Kutsen et al. (1987); Kan and Bennett (1988); it
o ) ) oo CF,NMRI, BALB/c,
Shimizu et al. (1989); Sigler et al. (1990); Dixon et al. (1992); Shiraishi et \CWR NYLAR C3H
al. (1992); Capriles et al. (1993); Lei et al. (1993); Yoshiike et al. (1993); ’ B
Carlos et al (1993; 1999); Tachibana et al. (1998; 1999).
Fernandes et al. (2000; 2008); Da Silva et al. (2001); Lima et al. (2003);
Hu et al. (2003); Kajiwara et al. (2004); Brito et al. (2004; 2011);
Nascimento and Almeida (2005); Nobre et al. (2005); Kong et al. (2006);
Maia et al. (2006); Meinerz et al. (2008); Antunes et al. (2009); Carlos et
al. (2009); Teixeira et al. (2009); Arrillaga-Moncrieff et al. (2009); Sassa,
MF. et al. (2009); Teixeira, PAC. et al. (2010); Xu, t. et al. (2010); Madri,
S cchenckiisl. IM. et al. (2010)); Frapco etal. (2011); Zhang et al. (2011); Lacerda et al. Mice: C57B1/6,
N (2011); Fernandez-Silva et al. (2012); Castro et al. (2012); Mendoza et
S. schenckii s.s. o TS-TR/Ab/HETs,
g al. (2012); Romo-Lozano et al. (2012); Verdan et al. (2012); Negrini et :
S. brasiliensis; . . ) : : BALB/c, ICR, Swiss,
< dlobosa- 2000-2019 al. (2012; 2014); Fernandes et al. (2013); Alegranci et al. (2013); Castro OF-1,CF , Kunming SC.ip, v, itc
glovosd etal (2013); Rodrigues et al. (2014); De Almeida et al. (2015; 2017a, v ' L
S. pallida (formerly) ) : : Wistar Rat
< albicans b); Almeida-Paes et al. (2015); Ferreira et al. (2015); Flores-Garcia et Hamster/ Mondo-
) ; al. (2015); Gongalves et al. (2015); Rodrigues et al. (2015; 2016); Ishida : N9
S. mexicana lian Gerbil,

etal (2015); Mario et al. (2015); Cruz-Choappa et al. (2016); Huang et
al. (2016); Castro et al. (2016); Alba-Fierro et al. (2016); Portuondo et
al (2016); Castro et al. (2017); Oliveira et al. (2017); Della Terra et al.
(2017); Gongalves et al. (2017); Cheng et al. (2017); Burian et al. (2017);
Batista-Duharte et al. (2017; 2018); Manenteet al. (2017); Jellmayer et
al. (2017); Manente et al. (2018); Rossato. et al. (20183, b; 2019); Ishida
etal (2018)

i.v. — Intravenous route; i.p. — Intraperitoneal route; i.t. Intrathoracic route; inh. — Inhalatory route; i.tc — Intratracheal route; SC — subcutaneous route; S. schenckii
s.l. = Sporothrix schenckii sensu lato; S. schenckii s.s — Sporothrix schenckii stricto sensu; S.s var. luriei — Sporothrix schenckii var. luriei

1
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6. Conclusions

Zoonotic transmission of S. brasiliensis in Rio de Janeiro and the increasing number of cases of the disease in
Brazil represent a challenge for researchers and health professionals. We believe that the compulsory notification
should be mandatory in all states of Brazil, since this information could be used to investigate cases that could
prevent the spread of further human and animal cases, to assess the effects of public health interventions, as well
as, to facilitate the early identification of outbreaks.

We further believe that it is necessary to accurately identify the new circulating species of Sporothrix sp.,
and to this aim we emphasize the use of polyphasic taxonomy. In addition, it is essential to better understand
their biological behavior and thus we reinforce the importance of using experimental models that reproduce the
interaction of the fungus with mammalian host.
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Resumo

Um estudo sistemdtico de fungos fitopatogénicos relacionados a plantas da divisao Preridophyta no Brasil
foi realizado. Plantas desta divisio, comumente conhecidas como samambaias, tém ligacoes evolutivas diretas
com as primeiras plantas vasculares que apareceram no final do periodo Devoniano. Espécimes oriundos de
diferentes biomas brasileiros, durante sete anos de estudo, foram coletados. O total de 180 isolados fingicos,
recuperados de 140 espécies de plantas hospedeiras em 135 diferentes localidades resultaram na descrigao de 23
novas espécies, a saber Bloxamia cyatheicola, Cercospora samambaiae, Clypeosphaerella sticheri, Inocyclus angularis,
Lachnopsis catarinensis, L. dicksoniae, Neoceratosperma alsophilae, N. cyatheae, Paramycosphaerella blechni, P cya-
theae, P dicranopteridis-flexuosae, P sticheri, Phaeophleospora pteridivora, Pseudocercospora brackenicola, P parana-
ensis, P serpocaulonicola, P trichogena, Rhagadolobiopsis thelypteridis, Scolecolachnum pteridii, Xenomycosphaerella
diplazii, Zasmidium cyatheae, Zymochalara cyatheae, e Z. lygodii, incuido nestas, cinco novos géneros. Os tra-
balhos resultaram ainda na proposi¢io de 13 novas combinagdes; 11 novas associagoes fungo-hospedeiro, além
da epitipificagao da espécie Caliciopsis maxima, que possibilitou seu posicionamento filogenético. O presente
trabalho permite uma melhor compreensio da biodiversidade de microfungos relacionada a plantas da divisio
Preridophyra no Brasil.

Palavras-chave: Biodiversidade, Cercosporoides, Neotrépicos, Parmulariaceae, Samambaias tropicais.

1. Introducao

O desafio de se estimar o tamanho da diversidade da micobiota mundial foi abordado pela primeira vez no
trabalho pioneiro de Hawksworth (1991). Desde entao, varios trabalhos tém lidado com estimativas do niimero
de fungos existentes no mundo (Hawksworth e Rossman, 1997; Hyde, 2001; Hawksworth, 2001; 2004, Bass e
Richards, 2011; Blackwell, 2011; Fisher ez al., 2012). Seja qual for o tamanho desta diversidade, desafio maior
estd em descrever as espécies de fungos antes que as alteragoes globais impostas pela atividade humana levem-nas
a extingao. Estratégias e metodologias de coleta e descri¢ao de fungos desconhecidos para a ciéncia foram desen-
volvidas e livros inteiros foram dedicados a este tema, como exemplo Mueller ez a/. (2004). Uma estratégia para a
expansio do conhecimento sobre os fungos existentes € a de se estudar a micobiota associada a espécies de plantas
selecionadas (Alves ez al., 2010; Rocha ez al., 2010) ou a grupos de plantas para as quais a micobiota é ainda pouco
conhecida. Um desses grupos é composto pelas espécies brasileiras de pteridéfitas, objeto deste estudo.

Na classificacio de Smith ez a/. (2006), a Divisao Pteridophyta, excluindo-se as Licéfitas (Lycopodiophyta),
representa um grupo incluindo 38 familias, aproximadamente 300 géneros e mais de 9.000 espécies. No Brasil,
existem cerca de 1.360 espécies conhecidas, porém estima-se que existam ainda mais (Lista de Espécies da Flora
do Brasil, 2020). Duas espécies se destacam por serem consideradas plantas invasoras de importincia mun-
dial: Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon (Dennstaedtiaceae), e Salvinia molesta D.S. Mitch. (Salviniaceae)
(Holm ez al., 1996). Outra espécie de grande destaque no Brasil é Dicksonia sellowiana Hook. (Dicksoniaceae),
planta arborescente que no passado foi comum em dreas de Mata Atlantica e que, atualmente, encontra-se
incluida na lista de espécies ameacadas de extin¢ao da flora brasileira (Biondi ez 4/, 2009) devido a exploragao
excessiva para uso como substrato vegetal e fabricacio de vasos.
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No entanto, em sua grande maioria, espécies nativas pertencentes a divisao Pteridophyta tém pouca
e o1 ] b . 7 . . JoR .
visibilidade”, sendo desconhecidas do publico e apenas referidas por nomes genéricos como samambaias,
avencas e xaxins. Talvez por isso nao tenham sido até hoje objeto de qualquer estudo sistemdtico por micologistas
e fitopatologistas. E importante ressaltar que mesmo para a micobiota das espécies citadas como mais conheci-
das, sabe-se muito pouco acerca dos fungos que a colonizam.

Dentre os reinos em que sdo classificados os organismos que compoe a biodiversidade global, os fungos
representam uma porgao geralmente negligenciada pela ciéncia. Estima-se que menos de 10% das espécies
existentes ¢ conhecida (Blackwell, 2011). A grande lacuna de conhecimento existente no campo da micologia
representa um notével paradoxo quando se tem amplo reconhecimento de que os fungos desempenham papel
fundamental na ecologia e manutenc¢ao dos ecossistemas (Dighton, 2003; Stamets, 2005). Sua fun¢io nao estd
somente relacionada ao seu papel primordial no nivel tréfico dos decompositores — fundamentais para processos
biogeoquimicos, como a ciclagem de nutrientes, vital para a manutengao e homeostase da biosfera (Grandi,
2004; Grandi e de Valois Silva, 2006), mas também ocupando grande diversidade de nichos ecolégicos, man-
tendo relagoes de extrema relevincia com plantas, animais e outros organismos, inclusive com outros fungos. No
que tange a associagdo com as plantas, os fungos podem estabelecer relagoes simbidticas mutualisticas — como
nas micorrizas, nas colonizagdes endofiticas e nos liquens; comensalistas — como nos epibiontes que ocorrem
epifiticamente sobre plantas; ou ainda como parasitas como no caso dos fungos fitopatogénicos.

Em funcio das elevadas perdas impostas por fungos fitopatogénicos a plantas cultivadas, toda uma discipli-
na (Fitopatologia), foi construida desde meados do século XIX, com uma orientagio fortemente pautada no
entendimento de associagdes de fungos fitopatogénicos com plantas cultivadas. O estudo dos fungos fitopato-
génicos teve entio como foco os prejul'zos causados por sua agao, e assim, tais organismos foram tratados como
exclusivamente maléficos aos interesses humanos. Entretanto sob um olhar mais cauteloso e abrangente pode-se
constatar que as injarias provocadas pela a¢io dos fungos (doenga) sobre determinada planta é um processo co-
mum e natural e que, as devastadoras epidemias responsdveis pela perda de producio em ambientes agricolas, é
fruto da forma de agricultura baseada em monoculturas, escolhida pelo homem. Em busca da padronizacio do
produto final, o atual modelo de agricultura lancou mao da uniformidade aplicada em todos seus termos: gené-
tica, ambiental, de tratos culturais, etc. Este ambiente uniforme, quando favordvel a determinado patégeno, tem
por consequéncia o desenvolvimento de doenga em larga escala e consequentemente (caso nenhuma intervencao
seja realizada) a perda significativa da produgao.

Fungos fitopatogénicos inspiram, justificado temor, nao s pelos vultosos prejuizos impostos a produgio
agricola, mas também catdstrofes ambientais impostas a espécies vegetais em ecossistemas naturais, resultantes
geralmente da introdugao de espécies fiingicas exéticas. Dentre alguns dos exemplos notédveis, podem ser citados
a “doenca de Jarrah” desencadeada pela introducao de Phytophthora cinamomi na Austrilia; a destruigao da cas-
tanheira norte americana por Cryphonectria cubensis; a “doenca holandesa do olmo” na Europa e EUA causada
por Ophiostoma ulmi (os dois Gltimos introduzidos a partir da Asia) (Money, 2006); as recentes epidemias ora
em progresso na Califérnia pelo avango de Phytophthora ramorum origindria da Europa (Rizzo et al., 2002) e a
mais recente destruicao de freixos (Franxinus excelsior) na Inglaterra, ocasionada pelo fungo Chalara fraxinea,
o qual destruiu mais de 100.000 individuos arbéreos de novembro de 2012 a janeiro de 2013 (BBC, 2019).
Apesar da nocividade dos fungos fitopatogénicos permear a literatura fitopatoldgica, sua ampla maioria nio tem
qualquer relevincia para a produgio agricola e florestal. Hd inclusive espécies de fungos fitopatogénicos que sao
desejdveis, como é o caso dos fungos que vem sendo estudados ao longo dos tltimos quarenta anos como agentes
de controle bioldgico de plantas daninhas (Barreto ez al., 2012).

Nesta disciplina aproveita-se o papel dos fungos fitopatogénicos como biorreguladores de espécies de plantas
em ecossistemas naturais. Seja por intermédio de introdugoes de tais fungos em situagdes onde a planta hospe-
deira (esta sim, indesejdvel por algum motivo) escapou de seus inimigos naturais, seja por manipulacio visando
a magnificagao do impacto produzido pelo fungo, almeja-se a inversao da légica usual, fazendo, pois, dos fungos
fitopatogénicos, espécies benéficas. Além da revisdo mais recente sobre o uso de fungos para o controle bioldgico
de plantas daninhas (Barreto ez al., 2012) vdrias outras revisoes completas foram publicadas sobre este tema,
desde a primeira experiéncia prética efetuada no inicio dos anos de 1970 (Hasan, 1974; Huffaker, 1976; Hasan,



1980; Evans, 1987; Adams, 1988; Ayres e Paul, 1990; Evans e Ellison, 1990; Charudattan, 1991; Tebeest ez /.,
1992; Hallett, 2005; Ghosheh, 2005).

O presente trabalho contempla o estudo de fungos associados a diferentes espécies da divisio Pteridophyta
encontradas no Brasil, incluindo tanto a citada invasora de importincia mundial Preridium arachnoideum subsp.
arachnoideum, quanto Dicksonia sellowiana, espécie nativa ameagada de extinsio. Durante os levantamentos
feitos na regido sudeste e sul do Brasil por fungos associados as duas espécies-alvo principais, todas as opor-
tunidades que se apresentaram de coleta de fungos associados a pteridéfitas foram aproveitadas. Desta forma,
espécies de importantes géneros como Adiantum, Anemia, Blechnum, Ctenitis, Cyathea, Gleichenella, Gleichenia,
Lygodium, Macrothelypteris (um género exético), Niphidium, Pecluma, Pteris, Rumohra, Serpocaulon, Sticherus e
Thelypteris foram coletadas e estudadas.

2.Secoes de interesse

Este trabalho se relaciona a vérios aspectos taxondmicos de microfungos que tanto possuem conhecida im-
portincia como agentes causais de doengas em plantas agricolas — como ¢ o caso de cercosporoides e membros
da familia Mycosphaerellaceae, (p. ex.: agentes causais de manchas foliares em cultivos agricolas) quanto fungos
de menor importincia econémica, mas que ainda se apresentam como pouco conhecidos pela ciéncia (como os
membros da ordem Asterinales e da ordem Coryneliales).

2.1. Novidades taxondmicas na familia Parmulariaceae

A familia Parmulariaceae abriga fungos ascomicetos, parasitas obrigatérios de diversos hospedeiros. Apesar
de ter sido tema de diversos estudos e monografias, acredita-se ainda ser pouco conhecida e muitos téxons da fa-
milia ainda aguardam serem descobertos. Na presente se¢ao, duas novidades taxondmicas foram apresentadas: a
nova espécie Inocyclus angularis e o novo género e sua espécie, Rhagadolobiospsis thelypteridis, ambos encontrados
em associa¢do com plantas da divisao Pteridophyta no Brasil. Informagoes acerca de sua distribui¢io, marcado-
res morfoldgicos-chave, bem como um detalhado estudo da ontogenia do ascoma de Rhagadolobiopsis, e outras
informagoes foram apresentadas no trabalhos de Guatimosim ez al. (2014a, 2014b).

2.2, 0 posicionamento filogenético da ordem Asterinales

Espécies das familias Asterinaceae e Parmulariaceae sio parasitas obrigatérios que crescem em associagao
com os tecidos do hospedeiro e produzem ascos bitunicados em ascomas externos, na superficie do hospedeiro.
Sua classificagao até os dias atuais se deu através, basicamente, de caracteristicas morfoldgicas, as quais muitas
vezes constituem um sistema de classificagio artificial e impreciso. Na presente se¢io, é apresentada uma ani-
lise filogenética baseada nas regioes gendmicas ITS e LSU, das espécies tipo de Asterinaceae e Parmulariaceae,
bem como outros géneros relacionados, permitindo o posicionamento da ordem Asterinales dentro da classe
Dothideomycetes. As informagoes completas podem ser encontradas em Guatimosim ez al. (2015).

Figura 1. Rhagadolobiopsis thelypteridis em Thelypteris serrata.
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Figura 2. Inocyclus angularis em Pleopeltis astrolepis.

Figura 3. Parmularia styracis em Styrax ferrugineus.

2.3. Espécies de cercosporoides, e suas formas sexuais, em pteridéfitas

Fungos cercosporoides representam um dos mais amplos grupos de hifomicetos e pertencem as familias
Mycosphaerellaceae e Teratosphaeriaceae. Tratam-se de agentes causais de doengas que afetam importantes cul-
turas. No presente estudo, um levantamento sistemdtico deste grupo de fungos, atacando plantas da divisio
Pteridophyta ¢ apresentado. Através de uma minuciosa andlise de caracteres morfolégicos e bioquimicos, da
relagio patdgeno-hospedeiro, dos padrées de distribuigao destes organismos, bem como da andlise filogenética
de cinco regides gendmicas (Actina, Calmodulina, Fator de Elongacio-la, ITS e LSU), foram identificadas
21 espécies fingicas causando doencas em 18 espécies de plantas hospedeiras. Um novo género, 16 novas es-
pécies e 8 novas recombinagoes foram propostas, revelando uma rica diversidade de fungos atacando plantas
de Pteridophyta, no Brasil. As descrigoes completas, bem como, as interessantes andlises sobre a aevolu¢io
deste grupo de fungos comparadas com a evolugio de seus hospedeiros, podem ser encontradas no trabalho de
Guatimosim ez 2/ (2016a).

Figura 4. Cercospora samambaiae em Thelypteris dentata.



Figura 5. Clypeosphaerella sticheri em Sticherus bifidus.

Figura 6. Neoceratosperma alsophilae em Alsophila sp.

Figura 7. Neoceratosperma cyatheae em Cyathea delgadii.

Figura 8. Paramycosphaerella blechni em Blechnum serrulatum.
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Figura 9. Paramycosphaerella cyatheae em Cyathea delgadii.

Figura 10. Paramycosphaerella dicranopteridis-flexuosae em Dicranopteris flexuosa.

Figura 11. Paramycosphaerella sticheri em Sticherus penniger.

Figura 12. Phaeophleospora pteridivora em Serpocaulon triseriale.



Figura 13. Pseudocercospora brackenicola em Pteridium arachnoideum.

Figura 14. Pseudocercospora paranaensis em Cyathea atrovirens.

Figura 15. Pseudocercospora serpocaulonicola em Serpocaulon triseriale.

Figura 16. Pseudocercospora trichogena.
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Figura 17. Xenomycosphaerella diplazii Diplazium sp.

Figura 18. Zasmidium cyatheae em Cyathea delgadii.

2.4. Microfungos em pteridofitas

Um levantamento sistemdtico de fungos patogénicos a samambaias tropicais foi realizado ao longo de sete
anos, contemplando a maior parte das regiées do Brasil. Com base na morfologia, relagao fungo-hospedeiro e
filogenia molecular inferida a partir de sequéncias de DNA de duas regices genomicas (ITS e LSU), espécies
pertencentes ao complexo de espécies reconhecido como fungos lachinoides, Chalara e Bloxamia foram identifi-
cados. A presente se¢io contempla a descrigao e ilustragao de seis novas espécies para a ciéncia a saber: Bloxamia
cyatheicola, Lachnopsis catarinensis, L.s dicksoniae, Scolecolachnum pteridii, Zymochalara lygodii e Z. cyatheae.
Ademais, é apresentado também a epitipificagio de Caliciopsis maxima, uma espécie brasileira de morfologia
distinta e bastante interessante. Todas as informagoes podem ser encontradas nos trabalhos de Guatimosim e#
al. (2016b) e Crous et al. (2018).

Figura 19. Bloxamia cyatheicola em Cyathea delgadii.



Figura 20. Lachnopsis catarinensis em Dicksonia sellowiana.

Figura 21. Lachnopsis dicksoniae em Dicksonia sellowiana.

Figura 22. Scolecolachnum pteridii em Pteridium arachnoideum.

Figura 23. Zymochalara cyatheae em Cyathea delgadii.
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Figura 24. Zymochalara lygodii em Lygodium volubile.

Figura 25. Caliciopsis maxima em Niphidium crassifolium.

3. Conclusoes

O estudo sistemdtico de fungos associados a pteridéfitas, inédito para o Brasil, resultou em diversas novida-
des em todos os niveis taxonémicos. Sob o ponto de vista objetivo, 100 novas sequéncias das regides gendmicas
ITS e LSU, 57 novas sequéncias da regiao genémica ACT, 77 novas sequéncias da regido gendmica TEE, 14
novas sequéncias da regido gendémica CAL bem como 11 novas sequéncias da regido genémica B-Tub, foram
geradas e depositadas em banco de dados publico.

Antes deste trabalho, cerca de 48 fungos eram conhecidos como associados a plantas da divisio Preridophyta
no Brasil. O trabalho aqui realizado, aumentou de forma significativa este nimero e forneceu novas informagoes
moleculares que podem ser tteis para uma melhor compreensio da evolu¢io dos grupos de fungos apresentados.

A presente pesquisa indica claramente o valor cientifico de estudos de microfungos focados em determinado
grupo de plantas hospedeiras, como fonte de novidades micoldgicas. Ele também confirma que micologistas
nos trépicos ainda tém dado pouca atengao aos fungos em hospedeiros vegetais que tém limitada relevancia eco-
ndémica, como samambaias. Fungos de pteridéfitas no Brasil e em outras regioes tropicais, parecem representar
uma parte importante de uma micobiota altamente diversificada, a qual ainda aguarda ser descoberta.

Apesar de nenhum ensaio que buscasse comprovar a patogenicidade das espécies descritas ter sido reali-
zado, diversos fungos destacaram-se como tendo aparente potencial como agentes de biocontrole inundativo
para Preridium arachnoideum, podendo-se citar o impacto das doengas causadas por duas espécies a saber:
Pseudocercospora brackenicola e Phoma sp. Estes dois fungos crescem em meio de cultura e ao serem inoculados
massalmente sobre a planta-alvo tendem a produzir niveis severos de doenga que podem levar as plantas 2 mor-
te. Ademais, a ferrugem causada pelo fungo Urediniopsis pteridis (amplamente distribuida no Brasil) também
aparenta causar severos danos a Preridium.

Estudos adicionais sdo necessdrios a fim de se elucidar o real potencial dos fungos aqui descritos e relatados
como possiveis agentes de biocontrole.
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Resumo

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA), famosos pela formagao de simbiose com raizes da maioria das
familias de plantas, sio comuns em quase todos os ecossistemas terrestres. Entretanto, os ambientes aqudticos
tém sido pouco investigados principalmente quanto a diversidade desses microrganismos benéficos. Apesar da
notdria negligéncia nas pesquisas sobre diversidade de FMA em dreas alagadas, hd informagoes que requerem
atencdo. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi inventariar espécies de FMA em 7 ambientes aqudticos lénticos,
oligotréficos do estado do Rio Grande do Norte, Brasil. Para isso, sedimento rizosféricos de 10 familias de ma-
créfitas aqudticas foram coletados, os glomerosporos extraidos por peneiramento imido e centrifugagio em dgua
e sacarose 50%, montados em laminas para microscopia, identificados e quantificados. Surpreendentemente,
105 espécies foram observadas distribuidas em 5 ordens, 11 familias e 21 géneros. A maior frequéncia foi das
familias Acaulosporaceae ¢ Glomeraceae, com os géneros Acaulospora e Glomus como mais representativos.
Ambispora appendicula foi a Gnica espécie comum as 7 lagoas. Os indices de diversidade foram elevados, exceto
para a Lagoa do Boqueirao e Lagoa Azul, que apresentaram maiores indices de dominéncia. Os hospedeiros
hidréfitos com maior riqueza foram Cyperaceae e Lentibulariaceae. O niimero de tdxons encontrado ¢ elevado,
assim como a esporulagio, revelando o potencial dos ecossistemas aqudticos em abrigar ampla riqueza de FMA.

Palavras-chave: Ambientes lénticos, Diversidade, Macréfitas aqudticas, Micorriza.

1. Introducao

A micorriza, formada pelos Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) e raizes da maioria das familias de
plantas conhecidas, é um tipo de associagao simbidtica muito comum na natureza, tendo em vista que esses
organismos coevoluiram desde o inicio da colonizacdo dos ambientes terrestres pelas plantas, a cerca de 500
milhées de anos (Redecker ez a/., 2000; Krings ez al., 2015). Na micorrizologia, intimeras vezes parafrascamos
J.L. Harley dizemos que as plantas, ao invés de raizes, possuem micorrizas. Tal afirmagao poderia refletir, além
da funcionalidade desses organismos, a sua onipresenca, ja documentada em todos os continentes, diversos ecos-
sistemas, colonizando a maior parte das familias de plantas terrestres (Brundrett, 2009; Steiginger e al., 2019).
Entretanto, poderia essa assertiva se estender também aos ambientes aqudticos?

A relevancia da simbiose se deve especialmente a protegdo e ao maior aporte de nutrientes que esses fungos
oferecem aos hospedeiros, recebendo em troca, produtos do metabolismo fotossintético (Parniske, 2008), be-
neficio capaz de justificar a considerdvel aten¢ao que tem sido dada aos FMA em ecossistemas terrestres, princi-
palmente com objetivo de entender sua biologia, ecologia, e embora com menores esforgos, sua taxonomia e di-
versidade, com novos téxons descritos e reorganizados nas tltimas décadas (Oehl ez 4/., 2011, Goto ez al., 2012,
Blaszkowski ez al., 2015, Symanczik ez al., 2018, Jobim ez al., 2019). Comparativamente aos ambientes terres-
tres, pouca importancia tem sido dada para o entendimento desse grupo de fungos em ambientes aqudticos.

A maior parte da superficie do planeta é constituida por ecossistemas aqudticos e embora menos de 3% deles
(Pedrozo e Kapusta, 2010) correspondam a ecossistemas continentais (lagos, lagoas, rios, riachos, pocos, brejos
etc.), compreendem habitats para muitos organismos, entre eles, as macréfitas aqudticas. Macréfitas aqudticas
correspondem aos vegetais macroscopicos, cujas partes fotossintéticas estdo continuamente, ou por um periodo,
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parcial ou totalmente submersas ou flutuantes na dgua (Cook, 1996). As primeiras macréfitas investigadas fo-
ram nio micotréficas (Khan, 1974), sendo o primeiro registro da associagao nesses hospedeiros feito apenas trés
anos depois por Sondergaard e Laegaard (1977).

Mais de quatro décadas se passaram e em decorréncia do nimero limitado de trabalhos desenvolvidos, ainda
nao ¢é possivel compreender a dinidmica de funcionamento da simbiose nesses ecossistemas. Especula-se que a
associa¢do atue como uma importante adapta¢io para a manutengio da comunidade de macréfitas, crescendo
em sedimentos pobres em nutrientes como os lagos oligotréficos (Moora ez al., 2016). O entendimento da
diversidade, por sua vez, ¢ insuficiente, com poucos paises, biomas e condi¢des explorados, sendo os trabalhos
em sua maioria restritos as zonas temperadas (Miller e Bever, 1999, Kennedy ez al., 2002, Wang et al., 2010).

Neste capitulo apresentamos, além de um breve histérico sobre o conhecimento dos FMA em ambientes
aqudticos, resultados sobre a diversidade a partir de inventdrios conduzidos em ambientes aqudticos [énticos
oligotréficos no estado do Rio Grande do Norte, regido Nordeste do Brasil.

1. 0 que ja conhecemos: um breve histoérico do estudo dos FMAs em ambientes aquaticos

Os primeiros estudos que efetivamente envolveram a ocorréncia de FMA em dreas aqudticas datam do inicio
da década de 70, relatando a auséncia da associagio para todas as hidréfitas analisadas (Khan, 1974). Pesquisas
posteriores mostraram a presenga da associagdo endomicorrizica em ambientes aqudticos eutréficos e oligotréfi-
cos (Sondergaard e Laegaard, 1977, Bagyaraj ez al., 1979), contrariando o cendrio inicial da época.

A década posterior marca o inicio dos questionamentos ecoldgicos para relacionar fatores biéticos e abidticos
que influenciam a ocorréncia desses fungos. Nessa perspectiva, varidveis como profundidade, pH e hospedeiros
vegetais foram analisadas (Keeley ez a/., 1980, Chaubal ez al., 1982, Clayton e Bagyaraj, 1984, Farmer, 1985).
Além disso, a partir de abordagens experimentais, investigou-se os efeitos dos FMA no crescimento de plantas
aqudticas como, por exemplo, em Ranunculus spp. Contudo, os resultados mostraram que os fungos nao foram
eficientes em promover o crescimento dos hospedeiros (Tanner e Clayton, 1985).

Os estudos com o objetivo de entender a importincia da associagdo em macréfitas continuaram na década
de 90 (Ragupathy ez al., 1990), agora expandindo para hospedeiros sob influéncia de ambientes salinos e longos
periodos de inundagao (Sengupta e Chaudhuri, 1990, Wigand e Stevenson, 1994). Somando-se a isso, novas
varidveis ambientais foram testadas, por exemplo, o potencial redox (Khan, 1993) e dindmica do gradiente da
dgua (Stevens e Peterson, 1996, Miller e Bever, 1999). Até esse momento, o foco das andlises permanecia nas
abordagens ecolégicas (Wetzel e Van der Valk, 1996, Wigand e Stevenson, 1997, Wigand ez 4/., 1998, Cooke
e Lefor, 1998, Nielsen e al., 1999), mas concomitantemente, tiveram inicio as primeiras revisoes sobre o tema
(Khan e Balik, 1995), salientando a necessidade de mais pesquisas ecolégicas e uma nova fase compreendida
pelos trabalhos sobre diversidade.

Na virada do século, surgiram trabalhos mostrando o potencial das micorrizas na restauracio dos ecossiste-
mas aqudticos (McHugh e Dighton, 2004). Os estudos sobre diversidade, ainda em nimero limitado, trouxe-
ram significativas contribui¢oes, aumentando o niimero de espécies reportadas (Marins ez a/., 2009, Rodrigues
e Anuradha, 2009, D’Souza e Rodrigues, 2013). O periodo é ainda marcado pelo pioneirismo nas pesquisas
em biologia molecular, as quais mostraram a presenca de diversas familias, além de téxons virtuais, incluindo
sequéncias de novas espécies (Baar ez al., 2011, Moora et al., 2016, Ban ez al., 2017). Aliados aos estudos morfo-
légicos, os estudos moleculares permitiram a descricao da primeira, e até o momento tnica, espécie oriunda de
sedimentos aqudticos, Rhizoglomus melanum, em ambiente [éntico da Noruega (Sudovd ez al., 2015).

3. FMA em ecossistemas aquaticos do Rio Grande do Norte

3.1 Area de estudo e amostragem

Foram inventariadas sete lagoas do litoral do estado do Rio Grande do Norte, regido Nordeste do Brasil,
distribuidas em 5 municipios: Extremoz (Lagoa de Genipabu), Maxaranguape (Lagoa Azul), Nisia Floresta
(Lagoa de Alcaguz, Lagoa de Arituba e Lagoa do Carcard), Parnamirim (Lagoa do Jiqui ) e Touros (Lagoa do
Boqueirdo), representadas na figura 1.



Os ecossistemas aqudticos do Rio Grande do Norte representam 3,4% da extensio hidrolégica do Brasil,
ocupando a regido hidrogréfica Atlantico Nordeste (Agéncia Nacional de Aguas, 2019) e se distribuem em dreas
influenciadas pelos subdominios climdticos imido, semitimido e semidrido (Moura, 2007, Diniz e Pereira,
2015). Na maioria das regides estudadas hd predominincia do bioma Mata Atlantica, um dos principais hotspots
mundiais, que em termos de riqueza de FMA jd soma 128 espécies reportadas (Jobim ez al., 2018), com excecio
da Lagoa do Boqueirio e Azul, sob dominio do semidrido.

Entre os anos de 2016 e 2018, solos rizosféricos de diferentes familias de macréfitas aqudticas foram coleta-
dos (0-20 cm). Os solos foram levados para o laboratério onde foram submetidos a0 método de peneiramento
tmido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e centrifugacio em dgua e sacarose 50% (Jenkins, 1964) para extracio
dos glomerosporos, posteriormente montados em laminas permanentes, quantificados e identificados seguindo

bibliografia especifica.

Figura 1. Mapa de localizagdo das areas de estudo. 1: Lagoa do Boqueirdo. 2: Lagoa Azul. 3: Lagoa de Genipabu. 4: Lagoa do
Jiqui. 5: Lagoa de Alcaguz. 6: Lagoa do Carcara. 7: Lagoa de Arituba.

3.2 Diversidade de FMA

Um total de 105 espécies de FMA, distribuidas em 5 ordens, 11 familias e 21 géneros foram encontradas
nos diferentes ambientes investigados. Na figura 2 verifica-se o perfil de representatividade das ordens, familias

e géneros de FMA.

Aproximadamente 317 espécies compoem o filo Glomeromycota (Goto e Jobim, 2019), das quais 126
pertencem a ordem Glomerales e 93 a Diversisporales com suas familias Glomeraceae e Acaulosporaceae e os
géneros Glomus e Acaulospora com maior nimero de espécies. Tendo em vista a maior riqueza desses géneros,
assim como sua capacidade de adaptagio em diferentes ambientes (Carrenho, 1998), atribui-se maior frequéncia
encontrada para esses grupos na condigio terrestre como, por exemplo, em fitofisionomia de Mata Atlantica
(Andrade et al., 2000, Aidar et al., 2004, Bonfim et al., 2013, Pereira et al., 2018). E evidente a similaridade
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entre os ambientes terrestres e aqudticos, jd que essas ordens (40,95% e 26,66%), familias (37,14% e 22,85%) e
géneros (19,04% e 21,90%) também ocorrem com maior frequéncia nas condigoes aqudticas estudadas. Outros
trabalhos desenvolvidos na condigao aqudtica, tanto em dreas temperadas (Khai e Ziwei, 2006, Baar e al.,
2011), quanto tropicais (Marins et 4/, 2009) apontaram os mesmos representantes.

A espécie com maior nimero de ocorréncias foi Ambispora appendicula (Spain, Sieverd., N.C. Schenck) C.
Walker, presente nas sete lagoas. Acaulospora tuberculata Janos & Trappe, Ambispora leptoticha (N.C. Schenck
& T.H. Nicolson) Walker, Vestberg & A. Schiissler (fase glomoide) e Glomus spinuliferum Sieverd. & Oehl
ocorreram em seis e Rhizoglomus clarum (T.H. Nicolson & N.C. Schenck) Sieverd., G.A. Silva & Oehl ocorreu
em cinco. Com excecio de Glomus spinuliferum, as demais ja foram registradas na condicio aqudtica e sio co-
mumente encontradas em ecossistemas terrestres. Ambispora appendicula, Acaulospora tuberculata e Rhizoglomus

clarum por exemplo, estio entre as espécies com ampla distribuigio nos ecossistemas brasileiros (Souza ez al.,
2008; Goto et al., 2010, Jobim et al., 2016, 2018, Marinho ez /., 2018).

Figura 2. Representatividade (%) das espécies de FMA por ordens (A), familias (B) e géneros (C) em lagoas do Rio Grande do
Norte, Brasil.



Até o momento, em torno de 80 espécies de FMA foram registradas em condi¢ées aqudticas em todo o mun-
do (dados nio mostrados), quantidade inferior a riqueza presente nas sete lagoas investigadas. Considerando
cada ponto de coleta individualmente, é possivel notar que o niimero de espécies (Figura 3A) principalmente
na Lagoa de Alcaguz (50) e Lagoa de Arituba (49) ¢ superior 2 média encontrada em outros estudos para ecos-
sistemas aqudticos. Miller e Bever (1999) e Kai e Ziwei (2006), por exemplo, encontraram sete e onze espécies,
respectivamente, Baar ez al. (2011) e Moora et al. (2016) através de dados de sequenciamento ambiental, encon-
traram 23 e 47 espécies respectivamente.

Mesmo com nimero de trabalhos limitado, as 4reas aqudticas tropicais tém exibido seu potencial em abrigar
ampla riqueza de FMA. Rodrigues e Anuradha (2009) identificaram 17 espécies e D’Souza e Rodrigues (2013)
28, sendo este ultimo o maior nimero jd identificado por meio de abordagem morfolégica. Para o Brasil, o
Unico inventdrio foi conduzido na regiao Sul do pais, revelando 27 espécies (Marins ez al., 2009).

Figura 3. Numero de espécies (A) e de esporos (B) de FMA (1500 g de solo) nos 7 ambientes aquaticos avaliados no Rio
Grande do Norte, Brasil.

Os glomerosporos sdo estruturas quiescentes que germinam em condigdes apropriadas e constituem as
unidades de identifica¢io das espécies de FMA (Goto e Maia 2006, Maia et a/., 2010). Estudos tém investigado
os fatores que afetam a taxa de esporulagio e tém encontrado relagao principalmente com fatores fisico-quimi-
cos do solo como pH e nutrientes (Ramos ez al., 2008, Moreira e Siqueira, 2002). Porém, a umidade do solo
também tem sido considerada um fator determinante, com relagio inversamente proporcional, onde a taxa de
esporulagio diminui com o aumento da umidade (Khan, 1974), uma das razdes pela qual poucos trabalhos
foram realizados nesses ambientes quando comparados aos ecossistemas terrestres. Quantificamos apenas os
esporos vidveis ao total (14.786 em 10.500 g de solo, com varia¢io de 0,05 a 2,7 por g de solo), apresentando
o somatério para cada uma das lagoas (figura 3B). O ntimero ¢ maior, sobretudo para a Lagoa Azul. Chaubal
et al. (1982), em diferentes pontos alagados encontraram de 0,12 a 0,68 por g’ e em diferentes dominios nos
ambientes terrestres j4 foi detectado resultado similar ao encontrado neste trabalho. Na Caatinga, Sousa ez al.
(2014), por exemplo, jd encontraram de 0,1 a 0,9 esporos por g de solo e Silva ez a/. (2016) encontraram 2,7
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na Mata Atlantica. A maior taxa de esporulagio e niimero de espécies mostra a adapta¢io desses organismos a
condi¢oes alagadas.

Ademais, os indices de diversidade de Shannon, apresentados na tabela 1, também sdo elevados para a maio-
ria das lagoas.

Menores indices foram encontrados na Lagoa do Boqueirao e Lagoa Azul, que em contrapartida, apresen-
taram maiores indices de dominéncia. Ao estabelecer uma relagio com o niimero de esporos, a presenca de
espécies dominantes ¢ facilmente observada (Figura 3). Lagoas com maiores niimeros de esporos nao necessaria-
mente indicam maior nimero de espécies. A Lagoa Azul, por exemplo, apresentou o maior nimero de esporos
e menor nimero de espécies se comparada a Lagoa de Alcaguz e Lagoa de Arituba. A Lagoa do Boqueirio, por
sua vez, também apresentou alta esporula¢io e menor niimero de espécies em relagio as demais.

Tabela 1. indices de diversidade e dominancia de FMA nas
sete lagoas do Rio Grande do Norte, Brasil.

Local/Lagoa Shannon Dominancia
Azul 0,92 0,59
Alcacuz 2,57 0,13
Avrituba 2,46 0,17
Boqueirdo 0,05 0,98
Carcarad 1,87 0,22
Genipabu 1,97 0,24
Jiqui 1,63 0,25

3.3 Hospedeiros vegetais

Os 14.786 esporos e as 105 espécies de FMA estavam presentes na rizosfera de representantes de 10 fami-
lias vegetais: Alismataceae, Araceae, Cabombaceae, Characeae, Cyperaceae, Lentibulareaceae, Menyanthaceae,
Nymphaeaceae, Pontenderiaceae e Xyridaceae. A familia vegetal com maior representatividade em riqueza de

FMA foi Cyperaceae (40 spp.) seguida de Lentibulareaceae (24 spp.) (Figura 4.).

A familia Cyperaceae ¢ reconhecida como nao micotréfica ou pouco suscetivel & micorriza¢io (Gerdemann,
1968, Hirsch e Kapulnik, 1998) em condicoes terrestres, e em condigoes submersas, Khan (1974) também a
considerou nio micotréfica. Entretanto, Muthukumar ez /. (2004) mostraram indices significativos de coloni-
zagao micorrizica em membros dessa familia. A familia Lentibulareaceae, por sua vez, abriga abriga espécies de
habito particular carnivoro e teve dois representantes contemplados em estudos na condigao submersa tropi-
cal: Utricularia reticulata Smith., na qual nao foi detectada colonizagio e presenca de esporos em sua rizosfera
(Radhika e Rodrigues, 2007), e Utricularia sp. que se apresentou micotréfica (Chaubal ez al., 1982).

Figura 4. Numero de espécies de FMA identificadas na rizosfera das familias de macréfitas aquaticas.



A familia Characeae foi a menos expressiva com apenas duas espécies de FMA registrada em sua rizosfera.
Nela estdo agrupados representantes das algas verdes, sendo citada em apenas um estudo em regido aqudtica
subtropical (Igbal ez al., 1988). Xyridaceae é a tinica familia sem relatos anteriores em estudos envolvendo FMA
nos sistemas aquaticos.

4, Conclusoes

Os ecossistemas aqudticos, especialmente 1énticos oligotréficos, sdo tao ricos e diversos em espécies de FMA
quanto os ecossistemas terrestres nas zonas tropicais.

As ordens Glomerales e Diversisporales possuem maior representatividade nos dois ambientes, assim como
os géneros Acaulospora e Glomus.

Algumas espécies de FMA sio compartilhadas entre diferentes lagoas, sobretudo, aquelas que também sao
generalistas em condi¢oes terrestres.

A taxa de esporulagio ¢ similar e/ou superior ao alto nimero encontrado em ecossistemas terrestres.

Todavia, lagoas com maiores nimeros de esporos, nao necessariamente apresentam maior nimero de espé-
cies, tendo em vista que algumas possuem maiores indices de dominéncia.

O numero de espécies de FMA varia com as familias vegetais.

Apesar de citada como nao micotrdfica, a familia Cyperaceae na condigio aqudtica abriga grande niimero de
espécies de FMA em sua rizosfera.
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Resumo

As florestas tropicais desempenham um papel importante na regulagio do clima, dada sua alta diversidade
biolégica, que é fundamental nos ciclos de carbono e dgua. No entanto, eles também sio os mais ameagados
pelas mudangas climdticas no uso da terra e no clima. Os macrofungos desempenham papéis importantes como
micorrizas e degradadores, e é por isso que eles sdo elementos-chave nos ecossistemas, no entanto até hoje sao
pouco estudados. O presente trabalho apresenta a andlise do uso de macrofungos como indicadores biolégicos
em diferentes ecossistemas na Guatemala. Os primeiros estudos objetivaram avaliar a freqiiéncia de fungos de-
gradadores em relagao ao tipo de habitat, remanescente e caracteristicas da paisagem. Posteriormente, estudos
de andlise dos padroes de frutificagao na floresta nublada foram realizados. E nos tltimos anos, a relagio entre a
diversidade de macrofungos com atributos de vegetagio e varidveis microclimdticas foi avaliada. Para as florestas,
os macro-rotiferos degradantes respondem negativamente a perda de habitat. Nas florestas nubladas, os padroes
de frutificagio mostram uma forte relagio entre a abundancia de basidiomas e a temperatura. Além disso, a fre-
quéncia de macrofungos foi mais relacionada ao didmetro da copa, assim como a maior biomassa em locais com
maior frequéncia de espécies arbéreas. Para as florestas secas, a composi¢ao dos macrofungos foi altamente rela-
cionada aos atributos da vegetacdo, enquanto as varidveis microclimdticas nao apresentaram relagao significativa.
Portanto, esses resultados mostram que os macrofungos podem ser utilizados como indicadores na avalia¢io do
estado de conservacio das florestas, bem como os efeitos das mudancas climdticas.

Palavras-chave: Fungos degradadores, Micorrizas, Fenologia, Mudanca no uso da terra, Biomassa.

1. Introducao

A fragmentacio e a perda de habitat nas florestas tropicais sdo hoje as ameagas mais diretas a diversidade bio-
légica (Fahrig, 2003, Gesit e Lambin, 2002, Gibbs ez al., 2010). Essas atividades antrépicas aceleram a mudanga
climdtica que estamos vivenciando hoje, causando mudancas na composicio da diversidade biolégica. As flores-
tas tropicais sao ecossistemas caracterizados por sua alta diversidade bioldgica, considerada a mais produtiva, que
fornece servi¢os como a reciclagem de carbono e dgua e a regulacio do clima. Dada a crescente perda de habitat e
a mudanga climdtica no uso da terra, esses fatores correm o risco de se tornarem insubstituiveis sem um manejo
adequado e de maneira sustentdvel (Myers, 1991, Geist e Lambin, 2002, Gibbs, ¢z al., 2010). A América Latina
¢ uma das regiées com maior taxa de perda de florestas tropicais, com o sul do México ¢ o norte da Guatemala
apresentando as maiores taxas de desmatamento nas tltimas décadas (Mendoza e Dirzo, 1999, Hayes, Sader e
Schwartz, 2002, Wassenaar e outros, 2007, Diaz-Gallegos, Mas, Veldzquez, 2010, Aide e outros, 2013).

Os indicadores biolégicos permitem avaliar o estado e a funcio dos ecossistemas ao longo do tempo, usando
indicadores como plantas, fungos e animais (Noss, 1990, Pearson, 1994, Lauwton, e outros 1998, Pearman e
Weber, 2007). Dos téxons com maior diversidade nesses ecossistemas estdao os fungos, que fornecem uma série
de servigos ecossistémicos como: regulagio do clima, assisténcia na produg¢ao primdria, degradagio de material
vegetal, reciclagem de carbono, nitrogénio e fésforo (Swift, 1982). Dighton, 2003; Tlalka ez a/., 2008). Apesar
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de sua importincia, os fungos nao sio utilizados hoje como indicadores bioldgicos, principalmente devido a
dificuldade taxonémica em sua determinagio. No entanto, existem grupos que tém uma funcio especifica no
ecossistema, como ¢ o caso daqueles pertencentes a familia Marasmiaceae, que é um componente importante
das florestas tropicais, sendo os grupos mais numerosos da ordem Agaricales. Eles sdo principalmente decom-
positores, contribuindo assim substancialmente para o processo de reciclagem de carbono, uma vez que a se-
rapilheira representa um volume considerdvel nesse ecossistema (Singer, 1979; Hawksworth e Colwell, 1992;
Cannon e Kirk, 2007; Braga-Neto, ez al., 2008). No entanto, apesar de sua importincia funcional neste ecos-
sistema, a resposta dos macrofungos a perturbacoes antrépicas e mudancas climdticas tem sido pouco estudada
(Morris e Robertson, 2005, Lodge ez al., 2008). Da mesma forma, ectomycorrhizas assegurar a estabilidade das
florestas, porque a sua fungio principal é aumentar o crescimento da planta através do aumento da produgio de
dgua e nutrientes, bem como de manutenc¢io e maturagio de vegetacio (Peterson ez al., 2004). Por outro lado,
vérios estudos propoem que a fenologia ¢ um indicador sensivel de mudancas climdticas recentes, no entanto, a
resposta fenoldgica a essas mudangas nao é compartilhada pelos membros de uma comunidade. Para os fungos,
os eventos fenoldgicos incluem a formagao de basidiomas e o crescimento vegetativo das hifas (Moore ez al.,
2008). Este ultimo evento dificulta a realizagao de estudos fenolégicos com fungos, uma vez que sao geralmente
encontrados sob o solo ou outros substratos, sendo os basidiomas geralmente utilizados para esse fim (Biinten ez
al., 2012). Portanto, documentar a diversidade de grupos funcionais e avaliar sua resposta 8 mudanga no uso da
terra, bem como as varidveis microclimdticas, tem sido uma das abordagens durante a tltima década da equipe
de pesquisa. Neste sentido, o presente trabalho apresenta uma compilagio dos diferentes trabalhos realizados
neste periodo em diferentes ecossistemas da Guatemala e a resposta dos macrofungos a diferentes condi¢oes
climdticas e atributos de vegetagao e paisagem. Isso, a fim de avaliar o potencial de indicadores de qualidade de
habitat e mudanca climdtica, para que possam ser usados como uma medida indireta dos processos de recicla-
gem e satde dos ecossistemas.

2. Material e Métodos

2.1. Areas de estudo

Selva, Ecoregion Lachud, Alta Verapaz, Guatemala: A ecorregido de Lachud estd localizada no municipio de
Cobén, Alta Verapaz, faz parte da verdadeira floresta correia, com clima quente e hiimido em que a tempera-
tura média anual é de 30 ° C (no mdximo de 41 ° C e um minimo de 15 ° C), humidade relativa anual atinge
91,02%, e a estagao chuvosa se estende ao longo do ano com uma precipitagio média anual de 3.000 mm.

(CONAP, 2003).

2.2. Cloud Forest, Biétopo para a conserva¢ao do Quetzal, Baja Verapaz, Guatemala

O Bidtopo Universitdrio para a Conservagio do Quetzal (BUCQ), parte da Sierra de las Minas, estd locali-
zado entre os municipios de Salamd e Purulhd, Baja Verapaz. Essa floresta nublada tem temperatura média de
19,49 ° C, umidade relativa de 90,7% e precipitagio média anual de 2.069,8 mm (CECON, 2010).

2.3. Floresta Seca, Sanarate, El Progreso, Guatemala

As florestas secas s3o caracterizadas por uma sazonalidade muito acentuada, durante a estagao seca as drvores
perdem a folhagem, recuperando-a durante a estagio chuvosa. Os dados foram obtidos na fazenda privada La
Curena em San Juan Village, Sanarate, El Progreso.

2.4. Resposta de macrofungos degradadores a perda de habitat e configuracdo da paisagem em Selva.

Uma anilise da resposta de 6 espécies da familia Marasmiaceae foi realizada; Caripia montagnei (Berk.)
Kuntze, Gymnopus neotropicus (Singer) J.L. Mata, Marasmiellus volvatus Singer, Marasmius helvolus Berk.,
Marasmius tageticolor Berk. e Trogia cantharelloides (Berk ex Sacc.), em relagdo ao habitat tipo (floresta, floresta
secunddria, culturas perenes e dreas abertas) durante 2004 ¢ 2011 (Quezada, 2005, Quezada ez a/, 2013.), ta-
manho e forma do remanescente (Lépez, 2009) e diferentes condicoes da paisagem (Quezada ez al., 2013). A



partir do banco de dados de colecio do herbdrio da BIGU fungos - USSG digitalizadas em Microsoft Excel °, a
escolha das frequéncias das espécies de Marasmiaceae coletadas na Ecorregido Lachud desde 2004. Foi analisados
os tipos de hdbitat, os quais foram agrupados em quatro tipos: floresta (SE), floresta secunddria (BS), cultura de
sombra permanente (PC) e dreas abertas (AA).

Figura 1. Localizacao das éreas de estudo

As demais caracteristicas foram analisadas para as mesmas propostas por Lépez (2009): grande quadra-
do (CQ), pequeno quadrado (CP), grande retAngulo (RG), pequeno retingulo (RP). Para avaliar a paisagem,
apenas a cobertura florestal por paisagem foi considerada (PL1=100, PL2= 98%, TZE= 42%, UBV = 65%,
FER=85%, PRO=22%; PDC=20%; SLL=32% Quezada ez /., 2013). Além disso foram selecionadas varidveis
fisicas Quezada (2005), Lopez (2009) e Quezada ez a/, 2013) que relatam a frutificacio de basidiomas: serapi-
lheira, porcentagem de luz por habitat, porcentagem de luz no remanescente e cobertura de drvores por paisa-
gem. A freqiiéncia relativa das espécies selecionadas foi plotada em relagio ao tipo de habitat, tamanho e forma
do remanescente e da paisagem. A frequéncia relativa das espécies selecionadas foi representada graficamente
em relagio ao tipo de habitat, tamanho e forma do remanescente e da paisagem. Anilise de escalonamento
multidimensional foi utilizada NMDS para verificar a distribuicio de tipo de habitat de espécies 2004 ¢ 2011, o
tamanho e a forma do restante, e composi¢ao da paisagem (Kindt e Coe, 2005). Subsequentemente, regressoes
lineares simples foram realizadas com as mesmas varidveis, com a subseqiiente avaliacio das hipéteses (Kutner,
et al., 2005). Finalmente, regressoes lineares simples foram realizadas para avaliar o efeito da porcentagem de
luz por tipo de habitat, porcentagem de luz por remanescente e cobertura de drvores por paisagem. O Critério
de Informagio de Akaike (Akaike Information Criterion) foi usado para selecionar os modelos que melhor se
ajustam aos dados (Burnham e Anderson, 2002, Crawley, 2006, Tsujino ez a/., 2009). Os programas Microsoft
Office Excel 2010° ¢ R 3.0.2 (pacotes MASS, CAR e VEGAN) foram usados para processar as informagoes (R
Development Core Team, 2011).
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2.5. Resposta de macrofungos a estrutura da vegetacao e variaveis microclimaticas na Floresta Nublada

Os resultados de Papa (2015) sao apresentados para aquelas coletas de cogumelos realizadas uma vez por més
durante a estagio chuvosa (junho-outubro) de 2014 em trechos longitudinais de 50 x 20 m2, localizados em
cinco altitudes diferentes (1700-2100 masl) separadas umas das outras por uma distdncia de 50 m. Dentro de
cada transecto foram estabelecidas cinco subparcelas circulares de 2,5 m de raio, espagadas uma da outra a cada
12,5 m. A biomassa dos corpos frutiferos foi obtida pela pesagem de cada um em uma balanca digital, conside-
rada uma medida de produtividade. Herrera (2017) dd continuidade ao estudo de Pope (2015), incorporando
o uso de registradores de temperatura e umidade, para avaliar a fenologia em quatro transectos. Colecgoes de
fungos Agaricomycotina foram realizadas com dois dias durante os meses de Julho a Setembro de 2015. Herrera
(2017) registou a data e a presenga de cada fungo, também o nimero de basidiomas recolhidos em cada amos-
tragem de toda as espécies de fungos. A média das medidas microclimdticas dos dois dias anteriores a cada coleta
foi realizada para determinar sua relagio com a formagio de basidiomas.

Papa (2015) avaliou dados sobre a frequéncia relativa de espécies de fungos ectomicorrizicos em cada um
dos transectos e a biomassa relativa dos fungos em cada local. Da mesma forma, foram obtidos dados sobre a
freqiéncia de espécies arbéreas, a ETA média de cada espécie por transecto, a altura e o didmetro do dossel.
Anilises de agrupamento hierdrquico e NMDS foram realizadas para avaliar mudancas na composigio espacial
dos fungos e sua biomassa e as espécies arbéreas da drea. Ao NMDS de freqiiéncia de fungos micorrizicos e de
biomassa foi adicionada a andlise de envfit com os dados de freqiiéncia e estrutura da vegetacio. Para avaliar a
fenologia, Herrera (2017) obteve uma matriz de distincia usando os dados de densidade dos basidiomas de cada
familia, em seguida, uma NMDS foi feita usando a distncia de Bray-Curtis. Posteriormente, foram realizados
testes de correlagdo de Pearson para determinar a relagio das varidveis ambientais com a densidade dos basidio-
mas. Por fim, foram realizadas regressoes lineares com as familias dos macrofungos selecionadas para descrever
sua relagio com as varidveis microclimdticas. Para estas andlises estatisticas utilizamos o programa estatistico R e

os pacotes estatisticos MASS e VEGAN (R Core Team, 2017).

2.6. Resposta dos macrofungos a estrutura da vegetacao e as variaveis microclimaticas na
Floresta Seca

Hernandez (2019) realizou o primeiro estudo macrofungos em Floresta seca, visando a resposta para a es-
trutura e composicao de varidveis de vegetagao e de microclima através de uma luz adicional de temperatura e
humidade. Para isso, o autor estabeleceu nove parcelas de 20 x 50 m. Amostragens macrofungos foram realizadas
a cada trés dias durante a estagao chuvosa (abril a agosto de 2017), sendo realizadas 26 - 27 amostragens por
parcela. Para as andlises, utilizou-se a freqiiéncia relativa das espécies macrofingicas e os dados de composigao e
estrutura da vegetagao para cada uma das parcelas. Posteriormente, a anélise da alteracio na composigio espago-
temporal das espécies macrofingicas foi realizada por meio de um agrupamento hierdrquico e gerenciamento de
NMDS. Nesta tltima andlise, a funcio Envfit juntou-se relacionar com riqueza macrofungos variando estrutura
e composi¢io da vegetagio (rico, abundante e DAP e altura) e microclima (temperatura ambiente varidveis,
humidade relativa e luz), que ajustam vetores ou fatores ambientais em uma ordem (Zeleny e Schafers, 2011).
Ambas andlises foram realizadas utilizando o pacote VEGAN, no programa R, versao 3.5.2.

3. Resultados

3.1. Resposta de macrofungos degradadores a perda de habitat e configuracao da paisagem em Selva.

As frequéncias relativamente mais elevadas de espécies reportadas na selva, enquanto florestas secunddrias
e cultura de sombra permanente de baixa frequéncia de espécies e em dreas abertas, apenas G. neotropicus e T.
cantharelloides presente uma vez (Figura 2a, 2¢). Os remanescentes florestais nao apresentam diferenca entre as
freqiiéncias das espécies (Figura 2e) e as paisagens com menor cobertura possuem apenas trés espécies e a menor
freqiiéncia (Figura 2g). As anilises de gestao NMDS tém uma tendéncia de espécies distribuidas em habitats
cobertura de drvore (2b, 2d), a forma e tamanho do restante nio manifestam qualquer padrio (Figura 2f)
significativa, apenas os remanescentes de tamanho menor estdo mais longe do agrupamento das espécies. Nas
paisagens, observa-se que as espécies estao agrupadas naquelas que apresentam o maior percentual de cobertura
de drvore (Figura 2g). De acordo com as quatro regressoes lineares feitas com a frequéncia de espécie para cada



uma das varidveis avaliadas e considerado tipo de habitat (2004: AIC = 115,85, BLUZ = 0238; 2011: AIC =
93166, BLUZ = 0,17) observa —se que os pressupostos de normalidade, homocedasticidade e auséncia de valores
extremos. Os valores de R? ajustados mostraram que as regressoes que consideram o tipo de habitat explicam
entre 17 e 23% da variagio observada (Tabela 1). Dezoito regressoes mais simples de que as regressoes lineares
foram obtidos consideraram a porcentagem de luz do tipo de habitat (2004) (AIC = 22336, BLUZ = 0,600),
a porcentagem de luz da floresta remanescente (AIC = 14753, BLUZ = 0,936) e percentagem de cobertura de
drvores de paisagem (AIC = 49570, BLUZ = 0,582) para M. helvolus, e a percentagem de luz tipo de habitat
(AIC = 9621, BLUZ = 0,879) para T. cantharelloides pressupostos de normalidade, homocedasticidade e ausén-
cia de valores extremos. Os valores de R* obtidos para M. helvolus mostraram que a regressao que considera a
percentagem de luz explica 60% da variagao observada, da mesma forma, a regressio da luz média explica 93%
e a regressao usando a cobertura arbdrea explica 58% da variacio observada. Isto mostra que M. helvolus é uma
espécie sensivel a mudangas no tipo de habitat, tamanho e forma do remanescente e tipo de paisagem. Por outro
lado, a regressao da luz média explica 87% da variagao observada para a presenca de 7. cantharelloides.

Figura 2. A-D Frequéncia relativa de seis espécies de fungos da familia Marasmiceae em relacao ao tipo de habitat em 2004
(a) € 2011 (c); forma e tamanho do remanescente em 2005 (e); e tipo de paisagem (g) na Ecorregido de Lachua. E-G Analise
Multidimensional Nao-Métrica de Escalonamento (NMDSs) para a freqiiéncia relativa de seis espécies de fungos da familia

Marasmiaceae em relacdo ao tipo de habitat em 2004 (b) e 2011 (d); forma e tamanho do remanescente em 2005 (f); e tipo de
paisagem (h) na Ecorregido de Lachua.

Tabela 1. Regressoes lineares simples para a frequiéncia relativa de seis espécies de fungos da familia Marasmiaceae em relagao
ao tipo de habitat (Quezada, 2005); remanescente (Lopez, 2009) e paisagem (Quezada et al., 2013).

. L Variavel R? Parametro Erro
Indicador Ano Variavel dependente Predictora  ajustado Valor p e [l AlC
Habitat 2004 frequéncia de espécies Tipo de habitat 0.238 0.03° 4.256 1.388 115.85
Remanescente 2005 frequéncia de espécies Forma e 003 052 38501 19667 93163
tamanho
Habitat 2011 frequéncia de espécies Tipo de habitat 0.17 0.07° 2282 0.863 93.166
Paisajem 2011 frequéncia de espécies Paisajem -0.01 0.50 3.167 1.867 291.34

a. nivel de significancia p <0,01 b. nivel de significancia p <0,05

3.2. Influéncia da estrutura da vegetacao e variaveis microclimaticas na Floresta Nublada

Papa (2015) coletou um total de 134 espécimes correspondendo a 82 morfoespécies e 4 espécies, Lactarius
indigo L., Laccaria major G.M. Mueller, Calostoma cinnabarina Desv. e Leotia lubrica (Scop.) Pers, que repre-
senta uma cobertura de amostragem de 0,163. As familias que apresentaram maior riqueza foram Russulaceae,
Cortinariaceae e Boletaceae. A composicio dos fungos mostrou uma baixa relagao com a estrutura da vegetagao.
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Os pontos p3, p4 e p9 apresentaram relacdo com o didmetro da copa das drvores (12 = 0,307, p = 0,29). Estes
pontos apresentam os didmetros das copas das drvores menores dos demais. A freqiiéncia (r2 = 0,05, p = 0,8),
estatura (12 = 0,03, p = 0,9) e didmetro 2 altura do peito (12 = 0,07, p = 0,77) ndo apresentaram forte relagio
com a freqiiéncia dos fungos (Figura 3a).

Tabela 2. Regressoes lineares simples para a freqliéncia relativa de seis espécies de fungos da familia Marasmiaceae em relacdo
a porcentagem de luz por tipo de habitat (Quezada, 2005); porcentagem de luz no remanescente (Lopez, 2009); cobertura de
arvores por paisagem (Quezada et al., 2013).

Indicador Ano Variavel dependente P\rI:driii\tI::a ajuthza do Valor p Peirt?rr:ae(t’r: paE(rirr(;o AIC

Tipo de habitat 2004 C. montagnei Luz* 0.143 0.345 -2.149 1.754 23.557
Remanescente 2005 C. montagnei Prom luz 0.764 0.081 0.912 0.278 13.192
Paisajem 2011 C. montagnei Cobertura 0.079 0513 4.441 6.390 54.105
Tipo de habitat 2004 G. neotropicus Luz* 0.193 0320 -2.228 1.701 23.309
Remanescente 2005 G. neotropicus Prom luz 0.294 0.629 -0.274 0.486 17.653
Paisajem 2011 G. neotropicus Cobertura 0.160 0.861 0614 3.368 43.860
Tipo de habitat 2004 M. volvatus Luz* -0.040 0.446 -0.170 0.181 5.395
Remanescente 2005 M. volvatus Prom luz -0.464 0.844 0.134 0.601 19.346
Paisajem 20M M. volvatus Cobertura -0.005 0.364 -0.576 0.587 15.906
Tipo de habitat 2004 M. helvolus Luz* 0.600 0.143a 3.536 1.506 22336
Remanescente 2005 M. helvolus Prom luz 0.936 0.021b 2264 0338 14.753
Paisajem 2011 M. helvolus Cobertura 0.582 0.016b 49,570 4813 49.570
Tipo de habitat 2004 M. tageticolor Luz* 0.247 0.294 -0.158 0.112 1.570
Remanescente 2005 M. tageticolor Prom luz 0.053 0.392 0334 0.308 14.009
Paisajem 2011 M. tageticolor Cobertura -0.165 0.946 -0.063 0.908 22.897
Tipo de habitat 2004 1. cantharelloides Luz* 0.879 0.041 -1.468 0.307 9.621

Remanescente 2005 T cantharelloides Prom luz -0.471 0.862 0267 1.353 25.835
Paisajem 2011 T cantharelloides Cobertura -0.147 0.761 -1.331 4185 47332

a. Nivel de significancia p <0,01 b. Nivel de significancia p <0,05 * Resultados na varidvel transformada

A biomassa dos basidiomas foi maior em um dos pontos com maior altitude (p2), seguido por p11, p9 e p4.
A biomassa pode ser formada em dois grupos, um com alta similaridade conformado pelos sitios p3, p4, p6 e p9.
Naio houve evidéncia de separacio dos locais por altitude (figura 3b). Uma relacio entre a biomassa e a estrutura
da vegetagao foi evidenciada. A relagdo mais forte foi observada com a freqiiéncia das plantas (r2 = 0,382, p =
0,2), seguida pela altura média (r2 = 0,319, p = 0,25). Por outro lado, o didmetro a altura do peito (DAP) ¢ o
didmetro da coroa foram as varidveis que apresentaram a menor relagio (r2 = 0,129, p=0,6 e r2 = 0,2, p = 0,45,
respectivamente). Os locais de maior altitude nao apresentaram relagao com a estrutura (Figura 3c).

Para a avaliagao da fenologia, Herrera (2017) coletou 228 amostras de fungos que compreendem um total
de 4 espécies (Lactarius indigo L., Hygrocybe cantharellus (Schwein.) Murril, Marasmius siccus Schwein Ex. P
e Laccaria major G.M. Mueller) e 116 morfoespécies representando 18 familias do clado Agaricomycotina. As
familias Russulaceae, Cortinariaceae, Marasmiaceae e Mycenaceae foram as mais ricas. Os sitios A e B tiveram
o maior nimero de basidiomas produzidos durante a amostragem, com um total de 399 e 229 basidiomas,
respectivamente. Por outro lado, os sites C e D apresentaram uma produ¢io muito baixa, com um total de 63 e
35 basidiomas, respectivamente. Os locais de maior altitude (A e B) tinham uma faixa de temperatura mais fria,
enquanto os locais de menor altitude (C e D) tinham uma faixa de temperatura 0,001), mas possui uma fraca
relagio com a humidade relativa (r = 0,10, p = 0,074, (Figura 4b). Constatou-se também que das 18 familias



Figura 3. (a) Analise de classificacdo por NMDS (stress 0.132) baseada na frequiéncia de fungos com os vetores que indicam
sua relacdo com a estrutura da vegetagdo.

Frequéncia = frequéncia média de plantas por transecto, DAP = didmetro a altura média do peito, Altura = altura média, D_copa = didmetro
médio da copa das érvores, (b) Anélise hierarquica de agrupamentos baseada em dados de biomassa (Indice de Morisita-Horn, método de
distancia minima de Ward). (c) Analise de manejo de NMDS (estresse 0,139, r2 = 0,85) com dados de fungos de biomassa com vetores que

indicam sua relacao com a estrutura da planta.

amostradas a familia Hygro phoraceae apresenta maior correlagio com a temperatura (r = -0,69, p = 7,551e-
10). A familia Hygrophoraceae apresentou uma relagao inversa com a temperatura (Figura 5¢), indicando que a
abundancia de basidiomas diminui & medida que a temperatura do local aumenta.

3.3. Influéncia da estrutura da vegetacao e variaveis microclimaticas na Floresta Seca

Hernandez (2019) registou na estagio chuvosa de 2017 para o centro curena ecoldgico, um total de 594
amostras de Basidiomycota, distribuidas em 36 familias, 74 géneros e 181 morfoespécie. As familias que apre-
sentaram maior riqueza foram Agaricaceae (53), Marasmiaceae (29) e Polyporaceae (16). Andlise gestio NMDS
e correlagbes Envfit com base na frequéncia absoluta de espécies macrofungos (estresse = 0,133868, R adj =
0,854) e a estrutura de dados varidvel e composi¢io de vegetago e varidveis do microclima formam trés grupos.
Varidveis de maior incidéncia apresentada na presen¢a de macrofungos sio riqueza em espécies de plantas mé-
dios DAP (Figura 5), a incidéncia inferior e altura média e varidveis climdticas abundincia média. A vegetacio
apresentou semelhante ao macrofungos padrio (Figura 5). As principais varidveis que determinam este agru-
pamento, estdo composi¢ao varidvel (riqueza e abundancia) seguido estrutura (altura média e média DAP). As
varidveis ambientais também apresentam menor incidéncia (Figura 5). Portanto, a composicio e estrutura da
vegetagdo tém alta incidéncia na composi¢ao de macrofungos.

Figura 4. (a) Distribuicao dos dados de temperatura nos quatro locais de coleta durante o periodo de amostragem (b) NMDS
Os vetores representam a relacdo entre a abundancia de basidiomas e as varidveis ambientais. O comprimento do vetor
indica a correlagao entre a variavel ambiental (T = temperatura, UR = umidade relativa) e a abundancia de basidiomas. O

vetor de temperatura apresentou um valor de p <0,05, enquanto o vetor de umidade relativa obteve um valor p> 0,05. (b)
Modelo de regresséo linear da abundancia de basidiomas de Hygrophoraceae com temperatura.
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Figura 5. Caracteristicas das parcelas avaliadas em relacdo as espécies macro-fingicas e as variaveis avaliadas. a) Andlise do
agrupamento hierdrquico dos locais de coleta (Morisita Horn Index, método de distdncia minima de Ward) b) Andlise
gerencial NMDS (stress 0,1333681, R aj = 0,854) com base na frequéncia relativa das morfoespécies de macréfagos. As
varidveis de estrutura da vegetagio e microclimas representados por vetores azuis c. Parcelas agrupadas hierarquicamente
de espécies vegetais d) Andlise de manejo NMDS (stress = 0.07955661) para vegetagao.

4. Conclusoes

O presente estudo demonstra o efeito da perda de habitat e mudanga no uso da terra em fungos em decom-
posic¢io de serapilheira. Da mesma forma, a influéncia do estado de conservagio das florestas para a manutengio
do microclima ¢ evidente, bem como a frutificagdo das espécies degradadoras e micorrizas. Das atuais ameagas
da diversidade bioldgica, a perda de habitat ¢ a mais evidente e, com ela, a aceleracio das mudancas climdticas.
Portanto, considerando que as florestas tropicais s2o ecossistemas que dependem de interagoes bidticas para manter
sua estabilidade, vale a pena incorporar fungos em estratégias de conservacio, uma vez que estes podem fornecer
informagdes sobre a velocidade de reciclagem de nutrientes em o solo e cadeias troficas em ambientes florestais.
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Resumo

Corantes téxteis sao compostos coloridos, classificados de acordo com o modo de fixagao a fibra, sendo os reati-
vos os mais expressivos no mercado mundial. Esses corantes formam ligagdes covalentes com as fibras dos tecidos,
proporcionando tingimento estdvel. A maioria dos corantes reativos possui grupo croméforo azo e antraquinona,
geralmente sdo anidnicos e reconhecidos pela recalcitrancia e alta solubilidade em dgua. Durante o banho de tin-
gimento, parte do corante ¢ descartada nos efluentes, assim faz-se necessdria a remogao previamente ao despejo no
ambiente. A aplicacio de Basidiomicetos em tratamento de descoloragio é promissora, pois esses tém um sistema
enzimdtico ligninolitico extracelular e inespecifico, constituido por enzimas ligninoliticas e compostos de baixa
massa molar, capazes de degradar diferentes compostos xenobidticos, incluindo corantes., Avaliou -se o efeito dos
extratos enzimadticos, contendo lacase de Peniophora cinerea, Pleurotus ostreatus e Trametes villosa sobre a descolora-
¢do in vitro de Cl Reactive Blue 222. Modelo tedrico de lacase foi usado para compreender, i silico, as interagoes
estabelecidas entre a enzima e o corante. Os extratos dos fungos descoloriram o corante em 2 horas de contato
in vitro, tendo-se verificado correlagio positiva entre a atividade de lacase ¢ a descoloragio. Isso demonstra que as
lacases apresentam potencial para o tratamento de efluentes téxteis, associado a agilidade, visto que o tempo de re-
tengao hidrdulica foi inferior aquele comumente observado. Os testes 77 silico indicaram a ocorréncia de interacoes
de hidrogénio evidenciando que a lacase é capaz, nao s6 de descolorir, mas também degradar o corante estudado.

Palavras-chave: Descoloracio, Lacase, MnP, Idade fisiolégica, Corante reativo diazo.

1. Introducao

Dentre os vérios tipos de corantes téxteis existentes, a classe dos corantes reativos apresenta aplicagio expressiva
no mercado mundial, devido principalmente & ampla gama de tonalidades de cores, facilidade de aplicagao e baixo
consumo de energia durante o processo industrial. Estruturalmente, a maioria dos corantes reativos contém grupa-
mentos azo e antraquindnicos, funcionalmente, esses corantes formam ligagio quimica covalente com a fibra téxtil,
o0 que proporciona estabilidade quimica para o tingimento. No entanto, os corantes reativos estdo dentre os princi-
pais corantes aniénicos, que correspondem também aos mais problemdticos, por serem altamente soltveis em dgua
e nio serem removidos pelo tratamento convencional de efluentes. Esses corantes formam grupos vinil-sulfona, que
durante o tingimento se ligam 2 fibra téxtil, embora essas ligagdes jd estejam formadas, o grupo vinil-sulfona sofre
hidrélise espontinea e, como os produtos dessa hidrélise ndo apresentam qualquer afinidade com as fibras, nao
formam ligagdo covalente, ficando dissolvidos no efluente de saida dessa etapa do processo (Zaharia e Suteu, 2012;
Kyzas et al., 2013). Assim, a remogio de corantes dos efluentes industriais ¢ um dos problemas enfrentados pelo
setor téxtil, devido principalmente a diversidade desses compostos, que contém grupos quimicos diferentes, invia-
bilizando a aplica¢ido de um procedimento tinico no tratamento desse tipo de efluente (Kunz ez al., 2002; Aguiar
e Ferraz, 2011). Vdrios microrganismos, incluindo fungos, bactérias e algas, vem sendo avaliados na descoloragio
e na degradagio de corantes sintéticos (Santos ez al., 2005; Isik e Sponza, 2007; Haroun e Idris, 2009; Ali, 2010;
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Chequer ez al., 2013), contudo os fungos ligninoliticos apresentam vantagens, por produzirem mecanismo enzimd-
tico ligninolitico extracelular e inespecifico, capaz de catalisar a degradagio de diferentes compostos xenobidticos,
incluindo corantes (Bergsten-Torralba ez al., 2009; Faraco ez al., 2009; Aguiar ez al., 2010; Bibi e Bhatti, 2012;
Kalpana ez al., 2012; Pakshirajan e Kheria, 2012; Malachova ez al., 2013; Moreira-Neto ez al., 2013; Mukherjee ez
al., 2013). O mecanismo ligninolitico desses fungos inclui as trés enzimas principais Lignina Peroxidase (LiP, EC
1.11.1.14), Peroxidase dependente do Manganés (MnP, EC 1.11.1.13) e Lacase (EC 1.10.3.2), todas com agio
catalitica conhecida (Dong, 2009), que pode ser otimizada em tratamento de efluentes. A produgao desse meca-
nismo ligninolitico pode ser induzida por de compostos considerados indutores e pelo ajuste da concentracio de
fontes de carbono e nitrogénio. Ainda a adigao de dcidos graxos ao meio de cultivo favorece a peroxidagao de dcidos
graxos insaturados, promovendo geracio de radicais livres, como o radical peroxila (OOR), que apresenta elevado
potencial de oxidagio (Ten Have e Teunissen 2001; Hammel ez a/., 2002; Srebotnik e Boisson, 2005; Arantes ¢
Milagres, 2007; Aguiar e Ferraz, 2011) que pode melhorar o nivel de descoloracio de corantes.

Recentemente foi avaliada a capacidade de espécies de Basidiomicetos em descolorir o corante reativo anta-
qunonico CI Reactive Blue 19, sendo que Peniophora cinerea, Pleurotus ostreatus e Trametes villosa foram selecio-
nados por apresentarem potencial biotecnolégico para degradagao desse corante téxtil em condigao de alta sali-
nidade e pH alcalino, associado a um tempo de retengio hidrdulica reduzido (Neto ez al., 2011; Moreira-Neto
et al., 2013). Nesse trabalho buscou-se elucidar o envolvimento de lacases de Basidiomicetos na descoloracio do
corante CI Reactive Blue 19 por meio de estudos i vitro e in silico.

2. Metodologia

2.1. Basidiomicetos

Foram empregados os fungos Peniophora cinerea (CCIBt2541), Pleurotus ostreatus (CCIBt2347) e Trametes
villosa (CCIBt2628), pertencentes a Colegao de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de
Botanica (CCIBt). As culturas fungicas foram mantidas em meio sélido BDA (Batata Dextrose Agar), sob re-
frigeracio a5 + 0,2 ° C.

2.2. Corante

O corante téxtil utilizado foi CI Reactive Blue 222 (Figura 1), obtido comercialmente pela Golden Tecnologia,
avaliado em solugao aquosa, e que foi preparado em temperatura ambiente com dgua deionizada.

2.3. Tratamento de descoloracao

A descoloragio in vitro de diferentes concentragoes de corante (0,03%), 0,0003%, 0,00003%), por extratos fin-
gicos obtidos em diferentes idades fisioldgicas, para identificar a concentragio de corante e a idade fisioldgica 6ti-
mas para promover os maiores valores de descoloragio pelas enzimas extracelulares dos Basidiomicetos estudados.

2.4. Sistemas de Cultivo e Obtencao do Extrato Bruto

Os Basidiomicetos foram cultivados em meio liquido constituido de 0,049g/L CuSO » 0,2¢g/L KHPO,,
0,05g/L MgSO,, 0,016g/L MnSO,, 1,2% de sacarose, como fonte de carbono, 0,1% de oxalato de amdnio,
como fonte de nitrogénio (Vitali ez al. 2018), e 2,5% de emulsao de 6leo de soja : Tween 20 (9:1, viv) como
fonte de dcido graxo insaturado (Matheus e Bononi, 2002). As fontes de dcido graxo foram adicionadas para
estimular a peroxidagao lipidica e a formacio de espécies reativas de oxigénio no meio de cultura. O meio liqui-
do foi esterilizado por via imida a 121 © C, durante 20 minutos. Apds resfriamento, 5 discos de micélio (@ =
0,9cm), constituido de micélio flingico em fase exponencial de crescimento, cultivado em Batata Dextrose Agar,
contendo 1% de pé de serragem, foram inoculados e os frascos foram incubados a 28 + 2 © C, por 3, 7, 10,
14, 21 e 30 dias. Apds a incubagio, o extrato bruto foi separado da biomassa por filtragio a vdcuo, seguido de
centrifugagio a 10.000 rpm, por 10 minutos, a 20 © C (Centrifuga EPPENDORF — Mod. 5804 R), conforme
descrito por Ballaminut ez a/. (2009).



Figura 1. Estrutura molecular do corante Cl Reactive Blue 222.

2.5. Determinacao de Biomassa

Determinada por massa seca em termobalangca (MARTE, ID50), a 105 °C por 40 minutos.

2.6. Determinacdes enzimaticas

Atividade de lacase foi determinada pela oxidagao do ABTS, de acordo com Ballaminut e Matheus (2007),
em que uma unidade enzimdtica correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pMol de substrato
por minuto.

2.7.Descoloracao in vitro

Em tubos de ensaio foram adicionados 10 pL da solu¢ao de corante nas trés concentragdes (0,03%, 0,0003%,
0,00003%) e 990 pL de extrato enzimdtico bruto. Os tubos foram incubados por 2 horas, 228 + 2 ¢ C. Em
seguida, os tubos foram aquecidos a 100 ° C por 10 minutos, para inativa¢do do complexo enzimdtico. A des-
coloragao foi determinada pela variagio de absorbincia a 610 nm. O célculo da descoloragio foi realizado usan-
do a equacio descrita por Moreira-Neto e al. (2013). Como controle da agio enzimdtica utilizou-se extratos
aquecidos a 100 ° C por 10 minutos em banho-maria.

2.8. Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico Minitab' 17, em que as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, sempre protegidas por andlise de varidncia (ANOVA), com a < 0,1. Os dados porcentuais foram
transformados conforme Vieira e Hoffmann (1989). A anilise de covariincia entre as atividades enzimdticas e a
descoloragio foi realizada pelo uso o coeficiente de correlagio de Pearson (p), que varia de 0 a 1 para correlagao
bem fraca (0,00 a 0,19); correlagao fraca (0,20 a 0,39); correlagio moderada (0,40 a 0,69); correlagao forte
(0,70 a 0,89); correlagao muito forte (0,90 a 1,00).

2.9. Simulacao de Docking Molecular

Um modelo teérico da lacase de P ostreatus foi construido por meio da técnica de modelagem por homologia
utilizando a sequéncia e o modelo cristalogréfico da lacase obtidos nos banco de dados NCBI (AAR21094.1) e
Protein Data Bank (PDB ID 2HRG), respectivamente por meio do servidor Swiss model (https://swissmodel.
expasy.org/). O modelo foi validado pelo PROCHECK (grifico de Ramachandran) e pelo ANOLEA. O servidor
Ghecom (http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/) foi aplicado para a predigao de sitios de ligagao na estru-
tura da enzima. A estrutura secunddria do ligante ReactiveBlue foi obtida no Pubchem, e apartir dela foi construida
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a estrutura 3D e feita a otimizagao da geometria pelo software DiscoveryStudio. Os arquivos com as coordenadas
atdmicas (.pdb) foram enviados para simulagio de docking molecular via servidor Patchdock (https://bioinfo3d.
cs.tau.ac.il/PatchDock/), sendo selecionado o modo proteina-ligante com um agrupamento por RMSD de 1.5
angstrons. Os complexos obtidos foram analisados visualmente pelo software VMD — Visual Molecule Display.

3. Resultados e Discussao

Os trés fungos avaliados produziram lacase, sendo que maiores valores de atividade de lacase foram produ-
zidas por P cinerea, aos 30 dias (821 U.L"), diferindo significativamente de 7. villosa e P ostreatus (p = 0,000).
As mdximas atividades de lacase 7. villosa e P cinerea foram, respectivamente, de 474 U.L" e 223 U.L", apés 14
dias de incubacio, com diferenca altamente significativa dos demais tempos avaliados (p = 0,000). Em estudo
de descoloragio de corante Poly-R 478 também foi observado que Peniophora sp. e P ostreatus apresentaram
maiores atividades de lacase em comparagao com as demais espécies de Basidiomicetos (Alberts ez al., 2009),
corroborando com o observado nessa pesquisa. Shankar e Shikha (2012), em estudo com Peniophora sp. obser-
varam que a maior produgio de lacases ocorreu apds 22 dias de incubagao, corroborando assim com os dados
aqui apresentados, os quais mostraram maiores valores dessa atividade enzimdtica em periodos de incubac¢io a
partir dos 14 dias.

Na Figura 2 estd apresentada a relagao entre a produgio de lacase e biomassa de P. ostreatus, T. villosa e P
cinerea durante os 30 dias de incubagio em meio liquido, demonstrando que P. ostreatus apresentou a menor
relagao. Os maiores valores de atividade de lacase foram verificados para P cinerea aos 14 dias de cultivo, enquan-
to P ostreatus produziu os menores valores de lacase. A biomassa produzida nos cultivos dos fungos aumentou a
partir do 7 © dia de incubagao, sendo maior entre 21 e 30 dias, com diferenca altamente significativa dos demais
tempos (p = 0,000). 7. villosa e P cinerea apresentaram maiores quantidades de biomassa, com mais de 30 g.L"!,
diferindo estatisticamente entre si e de 2 osteatus (p = 0,000), que produziu mdxima biomassa de 23 g.L"!, com
crescimento ativo durante todo tempo de incubagio. Ainda, P ostreatus demonstrou melhor capacidade de cres-
cimento quando comparado com Moreira-Neto ez al. (2013), que observaram apenas 0,778 g.L'' de biomassa
produzida por P osreatus, 0,96 g.L'! por T. villosa e 1,35 g.L'! por P cinerea, aos 7 dias de incubagdo, com essas
mesmas linhagens de Basidiomicetos em meio minimo. Do mesmo modo, a linhagem de P cinerea produziu
2,26 g.L'! de biomassa no estudo de Silvério ez al. (2013), entretanto, essas espécies de fungos com a mesma
idade fisiolégica produziram 14, 26 e 21 g.L'! de biomassa, respectivamente. Dessa forma, nota-se que elevada
biomassa pode ser atribuida a adi¢io da emulsio de dleo e Tween 20, que provavelmente favoreceu o aumento
da biomassa fingica durante cultivo.

A descoloragao de CI Reactive Blue 222 nao diferiu estatisticamente entre os extratros obtidos dos diferentes
fungos (» > 0,1), nem entre os tempos de incubagio avaliados (p = 0,380), exceto na maior concentragio de
corante (0,03%). Os maiores valores de descoloragio foram verificados a partir dos extratos obtidos aos 30 dias
de cultivo, nas menores concentragoes de corante (0,0003% e 0,00003%), com diferenca estatistica dos demais
tempos (p < 0,05). P cinerea apresentou maior descoloragao na menor concentragio do corante (0,00003%) (p
0,000). P ostreatus e T. villosa apresentaram os maiores valores de descolora¢ao na maior concentragao de co-
rante (0,03%) com probabilidade de 0,141 e 0,079, respectivamente, todos com extratos de 30 dias (Figura 3).

O tempo de incubac¢io do Basidiomiceto também foi objeto de estudo de Ballaminut ez a/. (2014), que ava-
liaram a degradagio de pentaclorofenol em solo por Lentinus crinitus, usando critérios qualitativos para selegio
de idade fisioldgica de indculo. Quatro dos critérios citados por esses autores podem ser aplicados a esse estudo,
sao eles: maior atividade de lacase no tempo inicial do tratamento; maior biomassa; e maior de degradagao.
Considerando esses critérios, os extratos obtidos com 30 dias de incubagio das trés espécies de fungos foram
adequados para a aplicacio de tratamento de efluentes contendo o corante CI Reactive Blue 222. A andlise de
correlacio entre a produgio de lacase (U.g de biomassa™) em funcio da descoloracio (% de descoloragao/g de
biomassa. L) com o coeficiente de correlagao de Pearson (p) e probabilidade (p) estio apresentados na Tabela 1.
Correlagao positiva foi verificada entre atividade de lacase de P cinerea e a descoloragio nas diferentes concentra-
¢oes de corante avaliadas. Para P cinerea s6 foi observada correlagio positiva fraca, para a menor concentragao de
corante. Nas demais concentragoes nao foi evidenciada correlacio entre a producio enzimdtica e a descoloragao.
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Figura 2. Relacdo entre a producéo de lacase e biomassa de P. ostreatus, T. villosa e P. cinerea durante crescimento em meio
liquidoa28+2°C, por3,7,10, 14,21 e 30 dias.

Figura 3. Descoloracdo do corante Cl Reactive Blue 222 obtido a partir do cultivo de P. ostreatus, P. cinerea e T. villosa durante
incubacdo de 0, 3,7, 10, 14, 21 e 30 dias aplicados as concentracdes iniciais de 0,03% (m), 0,0003% (e), 0,00003% (A).
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Tabela 1. Correlagao entre atividade enzimatica nos extratos brutos de Basidiomcetos e descoloragao in vitro, por grama de
biomassa seca.

Basidiomiceto Coeficinte de Pearson (p) Correlacdao Probabilidade e B
) (%) corante (%)
-0,400 negativa moderada 0,081 91,9 0,03
Peniophora cinerea -0,301 negativa fraca 0,196 80,4 0,0003
0,005 positiva bem fraca 0,984 16 0,00003
0,200 positiva fraca 0,384 61,6 0,03
Trametes villosa -0,131 negativa bem fraca 0,572 42,8 0,0003
-0,334 negativa fraca 0,139 86,1 0,00003
0,719 positiva forte 0,000 100 0,03
Pleurotus ostreatus 0,314 positiva fraca 0,165 83,5 0,0003
0,534 positiva moderada 0,013 98,7 0,00003

Essa pesquisa apresenta dados importantes sobre a descoloragio in vitro do corante CI Reactive Blue 222,
visto que o periodo de contato entre o extrato enzimdtico e o corante foi de apenas 2 horas. Em pesquisas seme-
lhantes a essa, também foram obtidos altos valores de descoloragao, no entanto em maior periodo de incubagio.
Na descoloragio iz vitro de 200 mg. L' de CI Reactive Blue 19 por lacase de Polyporus sp. houve descoloragio
completa, nas condigoes 6timas, contudo somente apés 72 horas de contato 7 vitro. Arshi et al. (2013) avalian-
do a descoloragao de 3 diferentes corantes, por fungos isolados de solo, empregaram 0,01% de cada corante e
observaram mdximas descoloracoes a partir do 52 dia de contato. Si ez /. (2013) avaliando a descoloragao de di-
ferentes corantes em meio sélido por até 10 dias, empregaram 0,005% de corante e observaram maiores valores
de descoloracio apds 3 dias de incubagio. Nesse contexto, os extratos brutos, produzidos por P cinerea 1. villosa
e P ostreatus, apresentam elevado potencial para aplica¢do na descoloragio de corantes reativos, uma vez que
estes fungos foram capazes de descolorir significativamente o corante mesmo em concentrago elevada (0,03%).

A Figura 4 apresenta imagem da simulagio de docking molecular entre o modelo tedrico da lacase de P ostre-
atus e o corante CI Reactive Blue 222, em que o referido corante foi capaz de se atracar ao sitio ativo da enzima.
Esse teste indicou a geragio de complexos lacase - CI Reactive Blue 222 com energia de ligagao negativa, na
faixa de -592,85 KJ/Mol, evidenciando que a reagao de degradagao do corante CI Reative Blue 222 pela lacase
¢ termodinamicamente vidvel.

Os residuos do modelo teérico da lacase que interagiram com o corante e estabeleceram interagoes de hidro-
génio e as interagoes interatdmicas foram identificados e estao apresentados na Tabela 3. Verificou-se o estabele-
cimento de 5 interacoes de hidrogénio entre a molécula de corante e 0 modelo tedrico da lacase nos residuos de
isoleucina (residuo 25), glutamina (residuo 71) serina (residuo 163), aspartato (residuo 172), alanina (residuo
176). A anilise dos resultados obtidos no servidor Ghecom permitiu identificar que os residuos de amino4ci-
dos que estabeleceram interagdes de hidrogénio com o corante compdem o provdvel sitio catalitico da lacase.
Considerando que as intera¢oes de hidrogénio tém fun¢io importante na estabilizagao da reacio entre a enzima
e o ligante (Joy ez al 2000), esses dados demonstramque a lacase é a responsdvel, nao sé pela descoloracio, mas
também pela degradagao do CI Reactive Blue 222.

Estudos in silico para avaliar o potencial de lacases para descoloragao/degradagao de corantes tem associa-
do energia de ligagao negativa e ocorréncia de interacoes de hidrogénio (Hsu ez @/ 2012; Sridhar ez a/ 2013;
Srinivasan ez 2/ 2019). Testes empregando a estrutura tridimensional da lacase de Rigidoporus sp. apresentaram
energia livre para a degradagao de sete diferentes corantes associado ao estabelecimento de 1 a 3 interagoes de

hidrogénio (Sridhar ez 2/2013).

Ainda, vale salientar que a agao de compostos de baixa massa molecular tem sido relatada como responsi-
veis pela descoloracio de corantes (Moreira-Neto e al., 2013; Moreira ez al., 2014). No entanto, os resultados
obtidos nesse estudo contribuem para o entendimento da interacdo entre a lacase de 2 ostreatus e do corante CI
Reactive Blue 222 e reforga a importincia das lacases em tratamento ambiental, uma vez que demonstra a efetiva
agao desta enzima no processo de descoloragao/degradagao.



Figura 4. A) Lacase complexada ao ligante Cl Reactive blue 222. B) Diagrama das interacdes interatdmicas entre aminodacidos
da Lacase e o corante Reactive Blue 222. Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 3. Ligacdes de hidrogénio entre a lacase e o corante.

Residuo (n°) AA Distancia H-A Distancia D-A Atomo doador Atomo receptor
25 ILE 2.21 3.04 3838 [0] 4[0]

71 GLN 3.62 4.08 326 [N] 3838 0]

163 SER 2.29 3.01 3821 [0] 1051 [N]

172 ASP 340 372 3827 (0] 1125 [N]

176 ALA 2.24 3.08 3847 [N] 1154 [N]

Legenda: AA: aminoacido envolvido na ligacdo identificados pelo cédigo de trés letras, sendo ILE: isoleucina, GLN: glutamina,
SER: serina, ASP: aspartato, ALA: alanina. Distancia H-A: distancia entre o 4tomo aceptor e 0 4tomo de hidrogénio; Distancia
D-A: distancia entre o 4&tomo doador e o 4tomo de hidrogénio. Atomo doador e Atomo receptor: nimero que 0 4tomo
ocupa na cadeia proteica sequido pela identificacdo do dtomo. Nz nitrogénio; O: oxigénio.

Esse estudo pode contribuir para o desenvolvolvimento de tecnologias de enzimas provenientes de fungos
Basidiomicetos para biorremediagio de efluentes. A relevincia do desenvolvimento de tais tecnologias possibilita a
aplicagio de enzimas livre de células, evitando a introdugio de organismos aldctones nas dreas a serem remediadas.

4, Conclusoes

O uso de concentra¢io elevada de CI Reactive Blue 222 nao inibe a descoloragao desse corante pelas lacases
de P cinerea, P ostreatus e 1. villosa avaliadas;

A lacase de P ostreatus estd diretamente relacionada a descoloragio do corante CI Reactive Blue 222, sendo
que os dados computacionais confirmam a relevincia dessa enzima na degradacio do corante devido ao estabe-
lecimento de 5 interagoes de hidrogénio entre as referidas moléculas;

O melhor entendimento sobre comportamento da lacase em relagio ao corante estudado CI Reactive Blue
222 possibilita o desenvolvimento de tecnologias enzimdticas, livre de células para aplicagao em processos de
tratamento de efluentes.
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Resumo

Mundialmente reconhecidos como suporte da biodiversidade da Natureza, os manguezais ocupam cerca de
150.000 km?, distribuidos em 123 paises, em zonas tropicais e subtropicais. Aproximadamente 7% da drea ocupada
encontram-se no Brasil, desde 0 Amap4 até o Santa Catarina. Apesar do elevado nivel de salinidade e das variagoes
das marés, os mixomicetos compoem a microbiota dos manguezais, comportando-se como lignicolas, corticicolas
e foliicolas. Estudos recentes em manguezais africanos demonstraram que podem atuar como biorremediadores,
colaborando para a manuten¢ao da qualidade do ambiente, além de terem potencial como bioindicadores. O pri-
meiro registro, publicado em 1969, relata a presenca de Arcyria cinerea em troncos mortos de Rhizophora mangle
infestados por Phellinus gilvus, no Havai. Até 1999, registros esporddicos informavam a ocorréncia de 11 espécies,
em manguezais norte-americanos e asidticos. Atualmente, sabe-se que representantes de todas as subclasses e ordens
de mixomicetos habitam manguezais na Asia, Africa, América do Norte, Central e do Sul. Tem-se registro de 47
espécies, 22 géneros e 10 familias, destacando-se Stemonitaceae e Trichiaceae. Cerca de metade das espécies sao raras,
embora sejam frequentes em outros ecossistemas. Estudos desenvolvidos no Brasil avaliaram a associagio dos mi-
xomicetos com Avicennia germinans, A. shaueriana, Conocarpus erectus, Laguncularia racemosa e Rhizophora mangle.
Espécies r-estrategistas, como Echinostelium minutum, habitam a casca das drvores vivas e o folhedo aéreo, enquanto
as K-estrategistas, menos frequentes, desenvolvem-se em troncos mortos, como Lycogala epidendrum e Fuligo sep-
tica. Andlises moleculares poderdo determinar a presenca dos mixomicetos no solo e na vegetagio periodicamente
submersa, contribuindo para um melhor entendimento da sua diversidade em microhabitates ainda inexplorados.

Palavras-chave: Myxomycetes, Microbiota de mangue, Avicennia, Conocarpus, Laguncularia, Rhizophora.

1. Introducao

Os mixomicetos constituem um grupo monofilético de Amebozoa inicialmente classificado na divisao
Myxomycota do Reino Fungi (Ainsworth ez al., 1973; Stephenson e Rojas, 2017) devido as semelhangas morfolé-
gicas dos esporocarpos e ao fato de compartilharem muitos microhabitates, como troncos mortos e folhedo de solo.

As pesquisas sobre a ecologia dos mixomicetos tiveram inicio nos anos 1980, a maioria desenvolvida em regioes
temperadas da Europa e América do Norte (Rojas ez a/l., 2014) mas ainda existem muitos tipos de ambientes e
microhabitates tropicais onde a mixobiota foi pouco pesquisada, como por exemplo o ecossistema de manguezal.

Mundialmente reconhecidos como suporte da biodiversidade da Natureza, os manguezais sio caracteristicos
de regides tropicais e subtropicais, constituindo uma zona de transi¢ao entre o ambiente terrestre e o marinho,
totalizando uma drea aproximada de 150.000 km? (Ministério do Meio Ambiente, 2018). O Brasil destaca-se
como o terceiro pais com a maior drea de manguezal do mundo, distribuida desde a Regiao Norte, que abriga
80% dos manguezais, até a Regido Sul (Agra et al., 2015; Ferreira e Lacerda, 2016).

Esses ambientes apresentam niveis de temperatura e umidade favordveis ao desenvolvimento dos mixomice-
tos e microhabitates comumente encontrados em florestas tropicais. Todavia, a salinidade elevada e a instabili-
dade decorrente da variagio das marés restringem a ocupagio de virios deles, como os troncos mortos caidos, e
torna quase invidvel a ocupagio de outros, como o folhedo de solo.

A degradacio do ecossistema provocada pelo desenvolvimento urbano, fazendas de cultivo de camarao e
atividades portudrias tem estreita ligacio com a pobreza das comunidades que habitam as zonas costeiras, sendo
necessdrias medidas que visem a restauragio e manutengio da biodiversidade dos manguezais (Ministério do



Meio Ambiente, 2018). Estudos recentes em manguezais africanos demonstraram que os mixomicetos podem
atuar como bioindicadores e como biorremediadores, colaborando para a manutengio da qualidade do ambien-
te (Kryvomaz e Andrusishina, 2017). Pesquisas desenvolvidas no Brasil registraram a presenca desses organismos
em microhabitates oferecidos por drvores caracteristicas dos manguezais, pertencentes aos géneros Rhizophora
L., Avicennia L., Laguncularia Gaertn. f. e Conocarpus L., revelando uma insuspeitada diversidade de espécies

(Damasceno ez al., 2009, 2011; Cavalcanti ez al., 2014, 2016; Agra ez al., 2010, 2015).

Apresenta-se neste capitulo uma sintese do conhecimento existente sobre a mixobiota de manguezais, com
especial aten¢do para os microhabitates ocupados, baseada em revisao da literatura mundial e na experiéncia dos
autores, decorrente de pesquisas realizadas nas duas dltimas décadas em manguezais brasileiros.

2. Microhabitates ocupados pelos mixomicetos

No estdgio tréfico do ciclo de vida, os mixomicetos se apresentam como mixamebas ou mixoflagelados
uninucleados, haploides, que se multiplicam por divisoes bindrias no substrato onde ocorreu a germinagao do
esporo. No estdgio trofico seguinte, que se inicia pelo zigoto originado da fusio de isogametas (raramente por
apomixia), o mixomiceto se apresenta como uma massa protoplasmdtica sem forma definida, multinucleada,
movel, de vida livre, de dimensdes microscdpicas (protoplasmédio) ou visivel a vista desarmada (afanoplasmé-
dio e faneroplasmddio). A dura¢io de cada estdgio tréfico depende tanto da espécie quanto das condi¢des do
microhabitate ocupado. Em ambas as fases, os mixomicetos so fagotréficos, predominantemente bacterivoros,
muito sensiveis as variagdes de luminosidade, niveis de acidez e umidade do ar e do substrato. A capacidade de
formar microcistos na fase ameboflagelada e esclerdcios na fase plasmodial permite aos mixomicetos sobrevive-
rem a condi¢des adversas e ocuparem microhabitates com caracteristicas ecoldgicas instdveis.

A fase esporulante, quando os mixomicetos sdo fixos e apresentam forma definida, se inicia pela maturagao
do plasmédio ou ¢ induzida por alteragées nas condigoes ambientais, principalmente tipo de luz e disponibili-
dade de alimento. Os esporangios, etdlios, pseudoetélios e plasmodiocarpos, com dimensées e morfologia ca-
racteristicas para cada espécie, podem ser diminutos (€ 1mm), como em Echinostelium de Bary (Echinosteliales)
e Licea Schrad. (Liceales), ou atingir 0,5 m, como os etédlios de algumas espécies de Amaurochaete Rostaf.
(Stemonitales) e Fuligo Haller (Physarales).

Os esporos variam em quantidade por esporocarpo (8 a 21000) e didmetro (4-20 pm), e podem permanecer
vidveis por longos periodos, conforme a espécie e as condigoes do ambiente onde ocorreu a esporulagio. Esporos
e microcistos sao dispersos por correntes de ar, d4gua da chuva e animais invertebrados ou vertebrados, atingindo
longas distincias e permitindo que os mixomicetos se distribuam em diversos tipos de ecossistemas, alguns bem
restritivos, como desertos e manguezais.

Nos diferentes ecossistemas que habitam, os mixomicetos interagem com as plantas, vivas ou mortas, que
lhes servem de substrato e com as varidveis abiéticas do ambiente, utilizando diferentes estratégias para ocupar
os microhabitates neles disponiveis. Considerando os esquemas de sele¢io propostos por MacArthur (1962), as
espécies que se enquadram no sistema K ocupam microhabitates que nio sofrem grandes variagoes e estao inse-
ridos em ambientes com maior umidade e com boa disponibilidade hidrica por periodos prolongados, tais como
troncos mortos ¢ folhedo do solo. As espécies K-estrategistas apresentam longo periodo na fase plasmodial,
possibilitando desenvolver esporocarpos de maiores dimensées, como etdlios de Fuligo septica (L.) EH. Wigg. e
Lycogala epidendrum (L.) Fr. O sistema r compreende microhabitates menos estdveis, relativamente efémeros ou
que oscilam rapidamente entre condigoes favordveis e desfavordveis, tais como fezes de herbivoros e a casca de
drvores vivas, sujeitas, dentre outros fatores, a interferéncia dos ventos e alta luminosidade, que influenciam na
perda mais rdpida de umidade do substrato.

As espécies de mixomicetos que ocupam esses ambientes, como as corticicolas e as presentes no folhedo
aéreo, apresentam curto ciclo de vida (1-3 semanas), nimero reduzido de pequenos esporocarpos (< 2 mm),
formados por protoplasmédios ou, mais raramente, por pequenos afanoplasmdédios e faneroplasmédios (< 2
mm) e sdo capazes de responder rapidamente as variagoes nas condigoes do ambiente, formando microcistos ou

esporulando (Everhart e Keller, 2008).
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As diferentes estratégias de vida e a longa viabilidade dos esporos permitem as cerca de 1000 espécies conhecidas
(Lado, 2005-2019) ocuparem diferentes ecossistemas em diversos microhabitates, com significativas variagoes de
pH, umidade, luminosidade e temperatura, sendo classificadas como lignicolas, corticicolas, foliicolas, floricolas,
fimicolas, suculenticolas, miceticolas, muscicolas, liquenicolas e nivicolas (Rojas ez al., 2014). As espécies mais
conhecidas, com ampla distribui¢ao mundial, sio comumente lignicolas (troncos de drvores mortos) e formam es-
porocarpos de fécil observacio no campo, como Arcyria denudata (L.) Wettst., Hemitrichia calyculata (Speg.) M.L.
Farr, H. serpula (Scop.) Rostaf. ex Lister (Trichiales), Fuligo septica (Physarales), Lycogala epidendrum (Liceales) e
Stemonitis splendens Rostaf. (Stemonitales). O ciclo de vida dessas espécies ¢ relativamente longo e permanecem
por meses na fase de faneroplasmédio ou afanoplasmdédio, na superficie ou no interior de troncos e galhos mortos,
caidos ou presos na planta-mae, comportando-se como K-estrategistas (Agra ez al., 2015). O ciclo de vida das
espécies que apresentam protoplasmédio, ou pequenos faneroplasmoédios e afanoplasmédios é geralmente curto,
completando-se em poucas semanas. Tais caracteristicas, as enquadram entre as r-estrategistas, como as dos géneros
Echinostelium, Clastoderma A. Blytt, Cribraria Pers., Licea e Macbrideola H.C. Gilbert.

3. Mixobiota de manguezal

3.1. Historico dos estudos sobre a mixobiota de manguezais

Devido ao fato de ocuparem os mesmos ambientes e substratos dos macrofungos, a presenca de mixomice-
tos em manguezais comegou a ser documentada no final dos anos 1960, em pesquisas micolégicas no Havai,
quando esporangios de Arcyria cinerea (Bull.) Pers. foram coletados sobre ramos e caules mortos de Rhizophora
mangle L., caidos no solo, infestados por Phellinus gilvus (Schw.) Pat. (Kohlmeyer, 1969). Na lista de espécies co-
letadas no atol Aldabra, Oceano Indico, Ing e Hnatiuk (1981) citam espécimes de Physarum stellatum (Massee)
G. Martin e 2 globuliferum (Bull.) Pers. coletados em casca de “mangrove poles’, sem indicar a qual das espécies
de mangue que ocorrem na ilha Picard pertenciam as amostras. Todavia, na revisdo sobre a fitossociologia dos
mixomicetos, ao tratar das espécies que habitam manguezais, Ing (1994) comenta que apenas se dispunha do
registro de Arcyria denudata (L.) Wettst., embora tenha se baseado no artigo de Kohlmeyer (1969).

Até 1998 as informagdes restringiam-se a manguezais norte-americanos (Havai) e asidticos (China), base-
adas em coletas acidentais de espécimes esporulados sobre troncos mortos, pertencentes aos géneros Arcyria
EH. Wigg. (Trichiaceae), Ceratiomyxa ]. Schrot. (Ceratiomyxaceae), Licea Schrad. (Liceaceae) e Physarum Pers.
(Physaraceae), totalizam 11 espécies (Kohlmeyer, 1969; Lee e Baker, 1973; Chung ez al., 1998).

Os registros seguintes tratam da ocorréncia de mixomicetos em manguezais brasileiros, iniciados em 1999
na Reserva Bioldgica de Pacatuba, em Sergipe, com o relato de seis espécies presentes no cértex de R. man-
gle e Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaertn., representando as Echinosteliaceae, Liceaceae, Physaraceae,
Stemonitaceae e Trichiaceae (Bezerra ez al., 1999). A primeira revisao sobre mixomicetos associados a mangue-
zais, a nivel mundial, realizada com base na literatura e em material coletado no Brasil, listou seis familias, dez
géneros e 15 espécies, sendo cinco associadas a R. mangle, uma ao basidiomiceto Stereum hirsutum (Willd.:Fr.) S.
Gray e 11 a L. racemosa, nos estados do Amapd, Pard, Pernambuco e Sergipe (Cavalcanti ez al., 2000). Os regis-
tros para manguezais de Porto Rico efetuados por Novozhilov ez /. (2001), Nieves-Rivera e Stephenson (2004)
e Nieves-Rivera (2005), obtidos em estudos que também abrangiam outros ecossistemas, ampliaram o nimero
de géneros [Diderma Pers., Stemonitopsis (Nann. -Bremek.) Nann. -Bremek., Stemonitis Roth] e acrescentaram
espécies de Didymiaceae (1), Echinosteliaceae (1), Physaraceae (2), Stemonitaceae (2) e Trichiaceae (2) a lista
elaborada por Cavalcanti ez a/. (2000).

Em pesquisa sobre macrofungos desenvolvida em manguezal da ilha de Santa Catarina, Regido Sul do Brasil,
Trierveiler-Pereira ez al. (2008) coletaram espécimes de mixomicetos sobre a casca do tronco de Avicennia schaue-
riana Stapf. & Leechm ex Moldenke, identificados como Stemonitis fusca Roth, S. splendens Rostaf. e Physarum
pezizoideum (Jungh) Pav. & Lag.

Uma série de estudos foi iniciada nos estados de Pernambuco e Maranh3o, exclusivamente direcionados a4 mixo-
biota de manguezais, resultando no acréscimo de seis géneros e 21 espécies, esporuladas sobre R. mangle, L. racemosa,
Avicennia germinans (L.) L. e Conocarpus erectus L., ampliando o conhecimento sobre a ocupagio de microhabitates
(Damasceno et al., 2009,2011; Cavalcanti ez al., 2014, 2016; Agra ez al., 2015; Barbosa e Cavalcanti, 2019).



O registro de Lycogala epidendrum efetuado por Savillo (2015) constitui a primeira referéncia de mixomice-
tos em manguezais nas Filipinas e L. conicum Pers. foi assinalada pela primeira vez para a mixobiota do ecossis-
tema. Recentemente, a ocorréncia de Hemitrichia serpula na ilha Praslin, arquipélago das Seychelles foi relatada
por Kryvomaz e Andrusishina (2017), constituindo o primeiro registro publicado para a Africa.

3.2. Espécies ocorrentes em manguezais

As informagées sobre a mixobiota de manguezais aumentaram significativa desde o primeiro registro em
troncos mortos efetuados no Havai. Atualmente, sabe-se que representantes de todas as subclasses e ordens ha-
bitam manguezais na Asia, Africa, América do Norte, Central e do Sul, destacando-se as Stemonitales, Trichiales
e Physarales. A andlise das publicacbes disponiveis indica que 47 espécies, distribuidas em 22 géneros e 10
familias tem registros em escala global, a maioria obtidos no Brasil, nos estados do Amapd, Maranhao, Pard,
Pernambuco, Santa Catarina e Sergipe. A Tabela 1 retine as espécies assinaladas até o momento, indicando os
paises para os quais foram referidas e fontes da literatura; a nomenclatura adotada segue Lado (2005-2019) e as
familias estao listadas em ordem alfabética, assim como os respectivos géneros e espécies.

A ordem Ceratiomyxales, que abrange quatro espécies (Lado, 2005-2019), foi assinalada apenas uma vez,
em estudo sobre fungos de manguezais no Havai realizado por Lee e Baker (1973). O espécime obtido foi iden-
tificado apenas a nivel de género, mas, provavelmente, pertence a C. fruticulosa, espécie cosmopolita e de ampla
distribuicdo em regioes tropicais.

As duas familias que compéem a ordem Echinosteliales tem representantes no ambiente de manguezal,
onde ocorrem Echinostelium aff. colliculosum (O.E Mill.) T. Macbr., E. minutum de Bary (Echinosteliaceae) e
Clastoderma debaryanum A. Blytt (Clastodermataceae), citadas por Nieves-Rivera (2005) para a Ilha Magueyes,
em Porto Rico, Cavalcanti ez al. (2014) para o manguezal de Rio Formoso, em Pernambuco, e Agra ez al. (2015)
para a ilha de Sao Luis, no Maranhao.

Liceales compreendem as familias Liceaceae, com um género e 76 espécies, Cribrariaceae, com dois géneros e
47 espécies, e Reticulariaceae, com cinco géneros e 36 espécies (Lado, 2005-2019). As trés familias estao repre-
sentadas em manguezais da China (Licea), Filipinas (Lycogala Adans.) e Brasil (Cribraria, Licea, Lycogala), porém
com raros registros (Chung ez al., 1998; Bezerra ez al., 1999; Cavalcanti et al., 2000, 2014, 2016; Agra et al.,
2010, 2015; Savillo, 2015; Barbosa e Cavalcanti, 2019). Na lista de Cavalcanti ez 4/. (2000) para manguezais de
Pernambuco  Licea kleistobolus G. W. Martin. constituiu novo registros para o Brasil, esporulada sobre tronco
vivo de L. racemosa, em Ipojuca, litoral sul de Pernambuco.

A ordem Physarales, a mais numerosas em géneros (16) e espécies (394), tem sido assinalada em manguezais
desde a década de 1970, com registro de uma espécie nao identificada de Physarum (Physaraceae) no Havai
(Lee e Baker, 1973). As duas das trés familias da ordem estao representadas em Porto Rico por dois géneros e
trés espécies, citadas por Nieves-Rivera (2005), com base em espécime de Diderma effusum (Schwein.) Morgan
(Didymiaceae) coletados na Ilha Magueyes, mar do Caribe, e de Physarum album (Bull.) Chevall. e P poly-
cephalum Schwein., obtidos por Novozhilov ez a/. (2001) no manguezal da Playa San Agustin. No Brasil, tem-se
registro de dois géneros e duas espécies de Didymiaceae e quatro géneros e cinco espécies de Physaraceae, ocor-
rentes em manguezais do Sudeste, na Ilha de Santa Catarina, e Nordeste, no estudrio do rio Formoso e rio dos
Passos litoral sul de Pernambuco, na REBIO de Santa Isabel, em Pacatuba, Sergipe, e litoral de Alcantara, no
Maranhio (Bezerra ez al., 1999; Cavalcanti ez al., 2005, 2014, 2016; Trierveiler-Pereira ez al., 2008; Agra et al.,
2015). Physarum pezizoideum (Jungh.) Pavill. & Lagarde ¢ o Gnico representantante das Physaraceae citado por
Trierveiler-Pereira ez al. (2008), porém, no herbdrio FLOR, onde os autores depositaram os espécimes, nio foi
localizada exsicata dessa espécie. No acervo, constam duas exsicatas de 2 compressum Alb. & Schwein. (FLOR
31882, Trierveiler-Pereira, L.; Maccarini, T.B. 161; FLOR 31883, Trierveiler-Pereira, L.; Baltazar, J.M. 191),
coletadas no mangue do Itacorubi, Ilha de Santa Catarina, em janeiro e fevereiro de 2006, que provavelmente
correspondem ao registro publicado em 2008.

O primeiro registro da ocorréncia de espécies de Stemonitales em manguezais foi efetuado por Lee e Baker
(1973), que relatam a ocorréncia de uma espécie nao identificada de Stemonitis, coletada sobre tronco morto, no
Havai. Nieves-Rivera e Stephenson (2004) referem a ocorréncia de Stemonitis splendens em R. mangle para Porto
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Tabela 1. Mixomicetos com registro de ocorréncia em manguezais no Brasil e no mundo.

Familia Espécie Pais/fonte*
Ceratiomyxaceae Ceratiomyxa fruticulosa (O.F. Mall.) T. Macbr. Havai?
Clastodermataceae Clastoderma debaryanum A. Blytt Brasil (PE)™!
o Cribraria confusa Nann. -Bremek. & Y. Yamam. Brasil (MA, PE)™
Cribrariaceae o
Cribraria violacea Rex Brasil (MA)™
Diachea leucopodia (Bull.) Rostaf. Brasil (PE)>"
Didymiaceae Didymium clavus (Alb. & Schwein.) Rabenh. Brasil (PE)®
Diderma effusum (Schwein.) Morgan Porto Rico®
) ) Echinostelium aff colliculosurn K.D. Whitney & H.W. Keller Brasil (PE)®
Echinosteliaceae - - - - -
Echinostelium minutum de Bary Brasil (MA)™  Porto Rico®
Licea kleistobolus G.W. Martin Brasil (PE)®
Liceaceae Licea scyphoides T.E. Brooks & H.W. Keller China®
Licea testudinacea Nann. - Bremek. Brasil (PE)'®
Badhamia sp. Brasil (SE)*
Fuligo septica (L) FH. Wigg. Brasil (MA)™
Physarella oblonga (Berk. & M.A. Curtis) Morgan Brasil (PE)"®
Physarum auriscalpium Cooke Brasil (PE)™
Physarum echinosporum Lister Brasil (PE)"?
Physaraceae -
Physarum album (Bull.) Chevall. Porto Rico®
Physarum pezizoideum (Jungh.) Pavill. & Lagarde Brasil (SC)°
Physarum polycephalum Schwein. Porto Rico®
Physaum tenerum Rex Brasil (PE)™®
Physarum roseum Berk. & Broome Brasil (MA, PE)">*
) ) Lycogala conicum Pers. Flipinas'
Reticulariaceae - :
Lycogala epidendrum (L.) Fr. Brasil (MA)"*
Colaria arcyrionema (Rostaf) Nann. -Bremek. ex Lado Brasil (MA, PE)>'214
Comatricha pulchella (C. Bab.) Rostaf. Brasil (PE)'2"
Comatricha tenerrima (M.A. Curtis) G. Lister Brasil (MA) ™
Macbrideola scintillans H.C. Gilbert Brasil (PE)™
Stemonaria fuscoides Nann. -Bremek. & Y. Yamam. Brasil (PE)101213
Stemonaria irregularis (Rex) Nann.- Bremek., R. Sharma & Y. Yamam. Brasil (PE)'2'210
Stemonitaceae Stemonitopsis reticulata (H.C. Gilbert) Nann. -Bremek &Y. Yamam. Brasil (PE)'?
Stemonitopsis typhina (FH. Wigg.) Nann.-Bremek. Porto Rico®
Stemonitis flavogenita E. Jahn Brasil (PE)™
Stemonitis fusca Roth Brasil (PE, SC)
Stemonitis herbatica Peck Brasil (PE)"
Stemonitis splendens Rostaf. Brasil (PE, SC) °13 Porto Rico’®
(

Stemonitis virginiensis Rex

Brasil (PE)

Arcyria cinerea (Bull.) Pers.

Havai' China’Brasil (PE)'*' Porto Rico %*

Trichiaceae A. denudata (L.) Wettst. China®Brasil (AP, PE)*'
A.incarnata (Pers. ex J.F. Gmel.) Pers. Porto Rico®
A. pomiformis (Leers) Rostaf. Brasil (PE)°
A. virescens G. Lister Havai’
Hemitrichia calyculata (Speg.) Farr Brasil (PE)"

Trichiaceae Hemitrichia serpula (Scop.) Rostaf. Brasil (PA)> Seychelles'”
Oligonema flavidum (Peck) Peck Brasil (MA)™
Perichaena chrysosperma (Curr.) Lister Porto Rico®

Perichaena depressa Lib.

Brasil (PE, SE) **'* Porto Rico®

*Fontes:1. Kohlmeyer, 1969; 2. Lee e Baker, 1973; 3.Chung et al,,

al, 2014;14. Agra etal,, 201

1998; 4. Bezerra et al., 1999; 5. Cavalcanti et al., 2000; 6. Novozhilov et al,, 2001; 7. Nieves-Rivera e
Stephenson, 2004; 8. Nieves-Rivera, 2005; 9. Trierveiler-Pereira et al, 2008; 10. Damasceno et al,, 2009; 11. Agra et al, 2010; 12. Damasceno et al, 2011; 13. Cavalcanti et
5;15. Savillo, 2015; 16. Cavalcanti et al, 2016; 17. Kryvomaz e Andrusishina, 2017. 18. Barbosa e Cavalcanti, 201

9.19. Este trabalho.



Rico e os primeiros trabalhos desenvolvidos no Brasil informam a presenca de uma espécie nao identificada de
Comatricha Preuss. coletada sobre tronco morto de R. mangle e Collaria arcyrionema (Rostaf.) Nann. - Bremek.
ex Lado, esporulada sobre L. racemosa (Bezerra et al., 1999; Cavalcanti ez al., 2000). Duas das trés espécies assi-
naladas por Trierveiler-Pereira ez /. (2008) no manguezal da ilha de Santa Catarina, no sul do Brasil, Stemonitis
fusca e S. splendens, pertencem as Stemonitales. Nos estudos desenvolvidos em manguezais do litoral sul de
Pernambuco, predominam as espécies de Stemonitales, algumas referidas pela primeira vez para a América do
Sul, como Stemonaria fuscoides Nann. - Bremek. & Y. Yamam. (Damasceno ez 4/., 2009, 2011).

As Trichiales compreendem 14 géneros e cerca de 174 espécies, e destacam-se entre os Myxomycetes por
possuirem esporocarpos mais conspicuos, de coloragio geralmente vistosa e de tamanho ficil de serem observa-
dos a olho desarmado. Pertence as Trichiales o primeiro registro de mixomiceto em manguezal, Arcyria cinerea
(Bull.) Pers. no Havai (Kohlmeyer, 1969), espécie tipicamente encontrada em diversos microhabitates flores-
tais tropicais, de hdbitos generalistas e com maior niimero de registros em manguezal (Tab.1). Outras espécies
do género Arcyria compdem ainda mais da metadade dos registros de espécies desta ordem nesse ecossistema,
merecendo destaque A. virescens G. Lister (Lee e Baker, 1973), s6 registrada no Havai, A. Incarnata (Pers. ex
J.E. Gmel.) Pers., apenas registrada em Porto Rico (Novozhilov ez al., 2001) e A. pomiformis (Leers) Rostaf.,
apenas registrada no Brasil (Cavalcanti ez /., 2000). Entre outros destaques da ordem neste ecossistema estao
Hemitrichia calyculata (Speg.) Farr, coletada em Pernambuco (Brasil), cujos esporocarpos foram coletados em
associa¢do com besouros do género Baeocera, o que anteriormente foi registrado apenas por Lemos ez a/. (2010)
em fragmento de Floresta Atlantica. O primeiro registro de Oligonema flavidum (Peck) Peck neste ecossistema a
nivel mundial foi obtido no manguezal de Alcantara, no Maranhio, sendo a primeira referéncia da espécie para
o Brasil (Agra ez al., 2015).

3.3. Microhabitates ocupados

Rhizophora mangle (Rhizophoraceae), conhecida como mangue vermelho, ¢ uma das espécies mais comuns
de manguezal, encontrada em dreas de salinidade média; pode atingir até 19 m de altura e apresenta tronco com
didmetro médio de 30 c¢m, sustentado por tipicas raizes escoras (Maia ez al., 2005). Avicennia schaueriana e A.
germinans, conhecidas como mangue-preto, siritiba ou mangue-canoé, apresentam alta tolerincia ao sal, podem
atingir até 11 m de altura e apresentar troncos com cerca de 20 cm de didmetro. Conocarpus erectus, o mangue de
botao, pode chegar a 10 m de altura, com tronco de 30 cm de didmetro e sdo geralmente encontrados na borda
do manguezal onde a influéncia salina é mais baixa ou intermedidria (Damasceno ez a/., 2009; Cavalcanti ez al.,
2016). Os individuos de Laguncularia racemosa, conhecida como mangue-branco, mangue-manso ou tinteiro,
atingem até 12 m de altura com tronco de até 30 cm de didmetro, e habitam dreas entre a borda e o interior
do manguezal, com tolerincia intermedidria a salinidade (Cavalcanti ez 4/, 2016). A distribui¢do em diferentes
faixas de salinidade das espécies de manguezal com mais registros de ocorréncia de mixomicetos em diferentes
paises, R. mangle, C. erectus e L. racemosa, pode influenciar a presenca e diversidade de espécies nos microhabi-
tates que oferecem. Apenas uma espécie de mixomiceto foi registrada por Cavalcanti ez a/. (2016) no folhedo
aéreo em individuos de A. germinans no manguezal do Rio Formoso, em Pernambuco; no mesmo local e perio-
do de estudo, trés géneros e trés espécies foram observados nos raminhos do folhedo aéreo e na casca do tronco
vivo em individuos de L. racemosa e maior nimero de géneros (5) e espécies (7) foi encontrado em todos os
microhabitates analisados nos individuos de R. mangle, presentes nas zonas de salinidade baixa ou intermedidria.

Os primeiros relatos da presenca de mixomicetos em manguezais basearam-se em espécimes coletados sobre
troncos e ramos mortos (Kohlmeyer, 1969; Lee e Baker, 1973; Chung ez al., 1998; Novozlov ez al., 2001), porém
os estudos direcionados para investigar a mixobiota de manguezais no Brasil mostram que o folhedo aéreo e a casca
do tronco de drvores vivas constituem os microhabitates preferenciais para a maioria das espécies (Damasceno et
al., 2009,2011; Cavalcanti ez al., 2014, 2016; Agra et al., 2015). Apenas 22% das espécies representantes das or-
dens Liceales, Stemonitales e Trichiales, ocupam o microhabitate oferecido por galhos e troncos mortos, caidos ao
solo ou ainda presos na planta-mae, acima da linha da maré e 16% foram registradas no componente lenhoso do
folhedo aéreo (Tab. 2-5). A maioria dessas espécies é cosmopolita e predominantemente lignicola em outros ecos-
sistemas, como Arcyria cinerea e Hemitrichia serpula (Trichiaceae), Fuligo septica, Physarum album e P polycephalum
(Physaraceae), Lycogala epidendrum (Reticulariaceae), Stemonitis fusca e S. splendens (Stemonitaceae).
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Rojas e al. (2014) comentam que apesar do folhedo de solo e o folhedo aéreo serem constituidos basica-
mente pelo mesmo tipo de substrato — folhas e raminhos mortos, restos de flores e frutos — as mixobiotas a eles
associadas sao distintas. Na mixobiota de manguezal conhecida até o momento, entre as trés espécies que ocu-
pam o follhedo de solo, Stemonitis fusca, Stemonaria fuscoides (Tab. 2) e Physarum echinosporum (Tab. 3), apenas
a primeira foi também assinalada em folhedo aéreo.

As pesquisas realizadas em manguezais brasileiros evidenciam que, embora facam parte da microbiota, cerca
de metade das espécies sao de rara ocorréncia ou pouco frequentes (Damasceno ez al., 2011; Cavalcanti ez al.,
2014, 2016; Agra et al., 2015). A diversidade taxonomica ¢ baixa, seja a relacionada com a espécie de foréfita
analisada, seja com o tipo de microhabitate ocupado (Cavalcanti ez al., 2016).

Tabela 2. Plantas de manguezal utilizadas como substrato para desenvolvimento de mixomicetos da ordem Stemonitales.

Planta Espécie/substrato* Fonte**
Avicennia germinans Stemonaria irreqularis 10
Avicennia schaueriana  Stemonitis fusca '; Stemonitis splendens ! 5
Collaria arcyrionema '; Comatricha pulchella '*; Macbrideola scintillans '; Stemonaria fuscoides *,
Conocarpus erectus Stemonaria irreqularis ', Stemonitis flavogenita *; Stemonitis fusca "-**%7; Stemonitis herbdtica 7-8
Stemonitis splendens "3, Stemonitopsis reticulata ®
Laguncularia racemosa  Collaria arcyrionema'; Stemonitis fusca ® 1-10
Rhizophora mangle 7C‘o//ar/a ar;yr/gngma ! C;)matr/'chlav tener;ima ', Stemonaria fuscoides '; Stemonitis herbatica % Stemonitis splendens 2:;1
; Stemontis virginiensis © Stemonitis sp. 910
N&o indicada Stemonitopsis typhina® 2

*Substratos: 1= casca do tronco vivo. 2= folhedo aéreo. 3=folha do folhedo aéreo. 4 = folhedo de solo. 5=néo informado. 6= raminhos do folhedo

aéreo. 7= tronco morto.
**Fontes: 1. Cavalcanti et al, 2000; 2. Novozhilov et al, 2001; 3. Nieves-Rivera e Stephenson, 2004; 4. Nieves —Rivera, 2005; 5. Trierveiler-Pereira et al,, 2008; 6.
Damasceno et al, 2009;7. Damasceno et al, 2011; 8. Cavalcanti et al, 2014; 9. Agra et al, 2015; 10. Cavalcanti et al, 2016.

Tabela 3. Plantas de manguezal utilizadas como substrato para desenvolvimento de mixomicetos da ordem Physarales.

Planta Espécie/substrato” Fonte™

Avicennia germinans ~ Diderma effusum * Physarum sp* 4

Avicennia schaueriana  Physarum pezizoideum''

5
Conocarpus erectus Diachea leucopodia *; Physarum auriscalpium '; P echinosporum *; P roseum * 6
Laguncularia racemosa  Diachea leucopodia '; Didymium clavus ' 2

1

Rhizophora mangle Badhamia sp.’; Fuligo septica®; Physarum sp.1¢; Physarum sp.2 %, P auriscalpium 3; P roseum '; P tenerum'' 78

N&o informada Physarum album ¢; P polycephalum © 3

*Substrato: 1= casca do tronco vivo. 2=folha do folhedo aéreo. 3 = folhedo de solo. 4=ndo informado. 5= raminhos do folhedo aéreo. 6 = tronco morto.
**Fontes: 1. Bezerra et al, 1999; 2. Cavalcanti et al, 2000; 3. Novozhilov et al, 2001; 4. Nieves -Rivera 2005; 5. Trierveiler-Pereira et al, 2008; 6. Cavalcanti, | 2014; 7.
Agra, 1 2015; 8. Cavalcanti et al,, 2016.

Tabela 4. Plantas de manguezal utilizadas como substrato para desenvolvimento de mixomicetos da ordem Ttrichiales.

Planta Espécie/substrato” Fonte™
Avicennia germinans — Arcyria cinerea *; Perichaena chrysosperma ®; P depressa 6
Conocarpus erectus Arcyria cinerea **; A. denudata *; Hemitrichia calyculata '; Perichaena depressa * 7
Laguncularia racemosa  Arcyria pomiformis ; Perichaena depressa ' 3-4-9

. S . . L . . 1-2-4-5
Rhizophora mangle Arcyria cinerea *%; A. denudata '; A. incarnata®; A. virescens °; Hemitrichia serpula ©; Oligonema flavidum © 89
Néo indicada Arcyria incarnata ; Hemitrichia serpula * 5

*Substrato: 1= casca do tronco vivo. 2=folha do folhedo aéreo. 3=néo informado. 4= raminhos do folhedo aéreo. 5= raiz viva acima da linha da maré. 6= tronco
morto.

**Fontes: 1. Kohlmeyer, 1969; 2. Lee e Baker, 1973; 3. Bezerra et al,, 1999; 4. Cavalcanti et al., 2000; 5. Novozhilov et al, 2001; 6. Nieves-Rivera, 2005; 7. Cavalcanti et
al, 2014; 8. Agra et al,, 2015; 9. Cavalcanti et al, 2016;10. Kryvomaz e Andrusishina, 2017.



Deve-se considerar a possibilidade dos plasmédios, microcistos, esclerécios e esporos serem capazes de so-
breviver na por¢io periodicamente submersa da vegetacio. Estudos empregando novas técnicas, como andlises
moleculares, que tém permitido acessar a diversidade de fungos e bactérias em seus substratos originais, poderao
determinar a presenga dos mixomicetos no solo e na vegetagio periodicamente submersa, sem necessidade de
coletar esporocarpos, propiciando um melhor entendimento da sua diversidade em microhabitates ainda inex-
plorados no manguezal.

Tabela 5. Plantas de manguezal utilizadas como substrato para desenvolvimento de mixomicetos das ordens Ceratiomyxales,
Echinosteliales e Liceales.

Planta Espécie/substrato” Fonte™
Avicennia germinans ~ Cribraria sp.'; Echinostelium minutum 3 6
Conocarpus erectus Clastoderma debaryanum '; Cribraria confusa ' 7-9
Laguncularia racemosa  Echinostelium aff coliiculosum '; Echinostelium sp.'; Clastoderma debaryanum*; Licea sp.'; L. kleistobolus ' 3-4

. Ceratiomyxa sp. *; Clastoderma debaryanum **; Cribraria confusa '; C. violacea '#; Licea testudinacea *; 1-8
Rhizophora mangle ) .

Lycogala epidendrum 10-1213

N&o informada Licea scyphoides *; Lycogala conicum 8 Lycogala epidendrum © 2-11

*Substrato: 1= casca do tronco vivo. 2=folha do folhedo aéreo.3=ndo informado. 4= raminhos do folhedo aéreo. 5= raiz viva. 6 = tronco morto.
**Fonte:1. Lee e Baker, 1973; 2. Chung et al,, 1998; 3. Bezerra et al,, 1999;4. Cavalcanti et al,, 2000; 6. Nieves —Rivera, 2005; 7. Damasceno et al., 2009; 8. Agra et al.,
2010; 9. Cavalcanti et al, 2014; 10. Agra et al, 2015; 11. Savillo; 12. Cavalcanti et al, 2016; 13. Barbosa e Cavalcanti, 2019.

4. Conclusoes

Pesquisas de campo e laboratério evidenciam que representantes de todas as subclasses e ordens de mixomi-
cetos podem se desenvolver no ambiente de manguezal, ocupando microhabitates oferecidos, direta ou indire-
tamente, pelas espécies arboreas tipicas do ecossistema, comportando-se como foliicolas e corticicolas, menos
comumente como lignicolas e, raramente, como miceticolas.

Considerando o niimero de géneros e espécies, as familias melhor representadas sao Stemonitaceae, Trichiaceae
e Physaraceae. Com exce¢ao de Arcyria cinerea e A. denudata, que ocorrem tanto em manguezais asidticos como
americanos, a maioria das espécies até agora assinaladas tém apenas um ou dois registros, embora muitas sejam
cosmopolitas e algumas delas frequentes em outros ecossistemas florestais.

A revisdo apresentada neste capitulo deixa evidente que a mixobiota de manguezal necessita ser mais explo-
rada e as informagdes aqui apresentadas podem constituir ponto de partida para pesquisas direcionadas a uma
melhor compreensio do papel dos mixomicetos nesse ecossistema.
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Resumo

Foram investigados aspectos ecolégicos da comunidade de mixomicetos de diferentes fitofisionomias de duas
unidades de conservagio (UC) do Bioma Cerrado: a Floresta Nacional de Silvania (FLONA), no municipio de
Silvania e a Reserva Ecolégica da UEG (REC/UEG), em Andpolis, ambas no estado de Goids, Brasil. Na pri-
meira UC foram amostradas as fitofisionomias cerradio e mata de galeria e na segunda, mata de galeria e mata
meséfila. A amostragem de mixomicetos na REC/UEG foi baseada na coleta de esporocarpos no campo, e na
FLONA, os esporocarpos foram obtidos a partir da coleta e incubagio de substratos em cAmara imida. As co-
munidades de mixomicetos foram comparadas, utilizando-se as abordagens de avaliagio ecoldgica (abundancia,
riqueza, diversidade, similaridade e equabilidade). Na FLONA, foram obtidos 32 espécimes, distribuidos em 18
espécies, 13 géneros e seis familias; na REC/UEG foram 58 espécimes, 19 espécies, 10 géneros e oito familias.
Em ambas as UC, a mata de galeria apresentou a maior riqueza ¢ maior indice de diversidade de Shannon-
Wiener e de Simpson. A REC/UEG apresentou maior similaridade entre as suas fitofisionomias (Ss = 0,54) do
que a FLONA (Ss = 0,28). Os dados sugerem que o tipo fitofisiondmico afeta a comunidade de mixomicetos, de
modo que a mata de galeria ¢ a mais propicia ao desenvolvimento desses organismos, possivelmente com maior
disponibilidade de microhdbitats favordveis. Este trabalho traz os primeiros subsidios para novas abordagens
ecoldgicas sobre mixomicetos em fitofisionomias do Cerrado, contribuindo para o seu monitoramento dentro
de biomas especificos, como ¢ o caso do Cerrado.

Palavras-chave: Diversidade, Ecologia, Myxomycetes.

1. Introducao

Os estudos sobre os mixomicetos em paises neotropicais vém aumentando nos ultimos anos, ainda que pre-
valecam aqueles de natureza taxonémica. As pesquisas de abordagens ecoldgicas estio concentradas no México e
na Costa Rica (Rojas e Stephenson, 2008; Estrada-Torres ez a/, 2009; Rojas ez al., 2011; Rojas e Valverde, 2015).
No Brasil, praticamente nao hd informagoes sobre a ecolologia desses organismos, sendo que os poucos traba-
lhos que pontuam aspectos ecoldgicos sao focados nos tipos de habitats (substratos) utilizados por eles (Rufino
e Cavalcanti, 2007; Ferreira e Cavalcanti, 2011; Cavalcanti ez /., 2016; Lima e Cavalcanti, 2017).

O Brasil ¢ composto por diversas formagdes vegetacionais e, entre estas, encontra-se o bioma Cerrado, que
ocupa 24% do territorio brasileiro e é apontado como a savana tropical mais rica do mundo (Aguiar ez a/., 2004;
Klink e Machado, 2005). Atualmente sio conhecidas 246 espécies de mixomicetos no Brasil; cerca de 40% delas
sdo descritas para o Cerrado (Cavalcanti, 2019). O Cerrado ¢ caracterizado por diversas formas fitofisionémi-
cas, constituindo um mosaico vegetacional, onde estio presentes fisionomias com formagoes do tipo savana, a
qual estd subdividida em cerradao, cerrado sensu stricto, campo sujo e campo limpo, intercalados por matas de
galeria, florestas estacionais, campos rupestres e veredas de buritis (Ribeiro e Walter, 2008). Este trabalho teve
por objetivo investigar comparativamente a mixobiota em diferentes fitofisionomias do Cerrado, considerando
diferentes pardmetros ecoldgicos.
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2. Metodologia

2.1. As areas estudadas

Os estudos foram conduzidos em duas Unidades de Conservagio (UC) do Cerrado, a Floresta Nacional
(FLONA) de Silvania, e a Reserva Ecolégica da Universidade Estadual de Goids (REC/UEG) (Figura 1). A
FLONA ¢ uma UC de uso sustentavel e esta localizada entre as coordenadas 16°38’30, 46” S e 48°39°3, 11 "W,
no municipio de Silvania, na regido leste do estado de Goids, a 88 km de Goiénia, a capital do estado ¢ 177 km
de Brasilia, a capital do pais (Figura 1). Ocupando uma drea de 466,55 hectares, e com aproximadamente 900m
de altitude, a FLONA ¢ constituida pelas fitofisionomias cerrado sensu stricto, mata meséfila, cerradao, campo
sujo, vereda, mata semidecidua e mata de galeria (Plano de manejo FLONA, 2012). Nesta 4rea, foram estudadas
as fitofisionomias mata de galeria e cerradio. A mata de galeria é caracterizada por uma paisagem associada aos
cursos d’dgua dos corregos Estiva, ao norte; Marinho, a leste e o Rio vermelho, ao sul; formando um corredor
fechado com predominancia de espécies arbdreas que formam um dossel continuo. O cerradio é constituido de
vegetagdo com caracteristicas escleréfilas, de grande variagao no estrato arbéreo, incluindo estratos arbustivos e
herbaceos, influenciados pelas condi¢oes de luminosidade.

A REC/UEG, também conhecida como “Trilha do Tatu”, estd localizada dentro das dependéncias do campus
de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas (CCET) da Universidade Estadual de Goids (UEG), situado no municipio de
Anidpolis, estado de Goids, as margens

Figura 1. Localizacao das areas estudadas. O tracejado representa a area de distribuicdo do bioma Cerrado em territério
brasileiro e os pontos a localizacdo das unidades de conservagdo amotradas. REC/UEG = Reserva Ecoldgica da Universidade
Estadual de Goids. FLONA = Floresta Nacional de Silvania.

do Km 98 da BR153, entre os paralelos 16°23°40”S e 48°57°32”W. Possui aproximadamente 15 hectares,
cortados transversalmente pelo cérrego Barreiro, e é coberta por vegetagao nativa do bioma Cerrado, incluindo
fragmentos de formagoes florestais: mata de galeria, mata meséfila, cerrado ralo e uma drea de pasto abandona-
do, sendo que grande parte da drea é formada por cerrado sensu stricto. Nesta drea foram estudadas as fitofisiono-
mias mata de galeria e mata meséfila. A mata de galeria é caracterizada por uma vegetagao arbérea que margeia
o cérrego Barreiro e nao apresenta caducifolia durante a estagao seca. A mata meséfila, também referida como
mata seca ou semidecidua, apresenta diversos niveis de caducifolia na estago seca.



2.2. Amostragem de mixomicetos

Para a amostragem de mixomicetos nas dreas estudadas, foram lancadas aleatoriamente 5 parcelas de 25 m? (5x5
m), nos primeiros 100 m adentrando a vegetagao na FLONA, e ao longo de um transecto de 150 m da borda para
o interior na REC/UEG. Na FLONA foram coletadas amostras de substratos nos vértices de cada parcela. Na REC/
UEG, cada parcela foi explorada por 15 min para a coleta de amostras de esporocarpos visualizados em campo.

2.3.Tratamento das amostras

No laboratério, cada amostra de substrato procedente da FLONA foi fracionada em trés réplicas, e estas
incubadas em cAmara imida, conforme metodologia utilizada por Stephenson e Stempen (1994). Estas cAmaras
umidas foram monitoradas duas vezes por semana, durante trés meses, quanto ao surgimento de esporocarpos
de mixomicetos. Esses esporocarpos obtidos em cAmara timida, bem como aqueles coletados diretamente em
campo na REC/UEG, foram acondicionados em caixinhas de papelao, fotografados sob estereomicroscépio e
microscépio dptico, caracterizados quanto a macro e micromorfologia, identificados taxonomicamente e herbo-
rizados, integrando o acervo de mixomicetos do herbario HUEG.

2.4. Andlise ecoldgica

Para cada fitofisionomia estudada, foram determinados: frequéncia absoluta e relativa de cada espécie, rique-
za, composicao de espécies, tipo de esporocarpo, indice de Shannon-Wiener, indice de Simpson e a Equabilidade
de Pileou.

O Indice de Shannon-Wiener (H’) foi obtido segundo a relacio H'= -X piln (pi), onde:
p,_proporgao da i-ésima espécie;

In = logaritmo natural ou neperiano;

p, ¢ obtido pela relagio p. = n/N, onde:

n. = niimero de individuos da espécie i;

N = ntmero total de individuos amostrados.

Para o Indice de Simpson (D’), foi considerado D’ = 1/XPi%, onde:

pi = abundéncia relativa (proporg¢ao) da espécie i na amostra

pi=ni/N

ni = nimero de individuos amostrados da i-ésima espécie;

N
Para a Equabilidade de Pileou (E’), E’ = H’/In, onde:
H’ = indice de diversidade de Shannon

numero total de individuos amostrados;

In = niimero total de espécies amostradas.

Para aferir o padrao de semelhanca entre as dreas, foi considerado o Indice de Serensen (Ss), em que Ss = 2¢/

(a+b)), onde:
a = numero total de espécies na drea 1;
b = nimero total de espécies na drea 2;

¢ = namero de espécies comuns entre as dreas 1 e 2.
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3. Resultados e Discussao

Na FLONA, foram obtidos 31 espécimes e 18 espécies, as quais estdo distribuidas em 14 géneros, sete fami-
lias e seis ordens. Destas espécies, trés foram comuns a ambas as fitofisionomias, cinco ocorreram exclusivamente
em cerrado e nove exclusivamente em mata de galeria. Arcyria cinerea foi a espécie mais frequente (Tabelas 1 e
2). Cerca de 73% das espécies encontradas apresentam esporocarpos do tipo esporangio, 12% plasmodiocarpo,
5% colunar, 5% etdlio e 5% pseudoetdlio; sendo que na mata galeria 67% ¢ do tipo esporingio, 17% plasmo-
diocarpo, 8% etédlio e 8% pseudoetilio; no cerradao, 89% ¢é do esporangio e 11% colunar (Figura 2 A).

Na REC/UEG foram obtidos 58 espécimes e 19 espécies, as quais estdo distribuidas em 10 géneros, oito
familias e cinco ordens. Destas espécies, sete foram comuns a ambas as fitofisionomias, sete exclusivas & mata de
galeria e cinco exclusivas & mata meséfila. As espécies mais frequentes foram A. denudata, Ceratiomyxa fruticu-
losa, Hemitrichia calyculata e Physarum album (Tabelas 1 e 2). Cerca de 80% das espécies possuem esporocarpos
do tipo esporingio, 5% etdlio, 5% colunar, 5% pseudoetélio e 5% plasmodiocarpo. Na mata de galeria 74% sio
do tipo esporingio, 18% plasmodiocarpo e 8% colunar; na mata meséfila 75% sio do tipo esporangio, 17%
plasmodiocarpo e 8% colunar (Figura 2B).

Tabela 1. Distribuicdo das espécies de mixomicetos encontradas em duas Unidades de Conservacao do Cerrado, a Floresta
Nacional de Silvania (FLONA) e a Reserva Ecolégica da Universidade Estadual de Goids (REC/UEG), segundo a posigao taxondmica
e o padrao de ocorréncia nas fitofisionomias estudadas. CE = Cerradao, MG = Mata de galeria, MM = Mata mesdfila. Valores
numéricos = abundancia de espécies.

Frequéncia
Ordem Familia Espécies FLONA REC/UEG
CE MG MG MM
Ceratiomyxales Ceratiomyxaceae  Ceratiomyxa fruticulosa 2 4 5
Echinsteliales Clastodermataceae Clastoderma debaryanum 1

Cribraria cf. intricata 1

) Cribrariaceae -
Liceales C. microcarpa 2

Reticulariaceae Lycogala epidendrum 2
Diderma effusum 1

Didymium cf. clavus 1
Didymiaceae D. iridis 1
D. squamulosum 2
Physarales D. nigripes 1
Physarum album 1 4
P nucleatum
P viride 1 1 2
Physarum sp.
Arcyria cinerea 5 2
A. denudata 2
Hemitrichia calyculata
H. serpula
Metatrichia vesparium 1
Perichaena calongei 2
P chrysosperma 1
Trichia cf. papillata 2
Comatricha elegans 1
Enerthenema papillatum 1
Paradiacheopsis longipes 1
Stemonitis fusca 1
Stemonitales Stemonitidaceae  Stemonitis cf. virginiensis 3
Stemonitis sp1 1
Stemonitis sp2 1
Stemonitis sp3 1
Stemonitpsis cf. hyperopta 1 1

Physaraceae

Arcyriaceae

N — | w|— === ]w

Trichiales

N | — || O | W

Trichiaceae




Tabela 2. Dados ecolégicos das comunidades de mixomicetos em duas Unidades de Conservacao do Cerrado, a Floresta
Nacional de Silvania (FLONA) e a Reserva Ecolégica da Universidade Estadual de Goias (REC/UEG). CE = Cerradao, MG = Mata

de galeria, MM = Mata mesdfila.

Unidades de Conservac¢do

Dados ecoldgicos FLONA REC/UEG
CE MG Total MG MM Total
Abundancia 17 15 32 37 21 58
Riqueza 9 12 18 14 12 19
Espécies comuns a ambas fitofisionomias 27% 37%
Espécies exclusivas 50% 33% 36% 26%
Arcyria denudata
Espécies mais frequentes Arcyria cinerea Ceran'_omy ).«] fruticulosa
Hemitrichia calyculata
Physarum album
indice de Shannon-Wiener (H) 2 24 2,2 19
indice de Simpson (D) 03 0,9 0,9 08
Equabilidade de Pileou (E') 09 09 09 09
Similaridade de Serensen (Ss) 0,28 0,54

No que diz respeito aos parAmetros ecoldgicos avaliados, a comparagao entre as diferentes fitofisionomias amos-
tradas mostrou riqueza e indice de diversidade (Indice de Shannon-Wiener e Indice de Simpson) maior na mata de
galeria, do que nas outras fitofisionomias (Tabela 2). A Equabilidade de Pielou nao diferiu entre as fitofisionomias
e o valor estimado (E’= 0.9) indica uniformidade na distribui¢io individuos/espécies (Magurran, 1988).

A REC/UEG apresentou maior similaridade entre as suas fitofisionomias (Ss = 0,54), do que a FLONA (Ss =
0,28) (Tabela 2). Segundo Stephenson (1989), o valor desse indice varia de 0 a 1, sendo que 0 indica que nao hi
espécies comuns a ambas as localidades comparadas, portanto, nio existe similaridade, por outro lado, quanto
mais préximo de 1, maior é a similaridade entre as localidades.

Em ambas as UCs estudadas, a mata de galeria apresentou maior indice de diversidade, frequéncia e riqueza
de espécies do que a mata mesdfila e o cerradao (Tabela 2). Esses resultados sao semelhantes aqueles encontra-
dos em estudos envolvendo outros grupos taxondmicos também influenciados pelas condigées microclimd-
ticas, como liquens e briéfitas. Rodrigues e Carregaro (2013) coletaram 175 exemplares de liquens em duas

Figura 2. Distribuicdo dos tipos de esporocarpos encontrados nas dreas estudadas. A: Floresta Nacional de Silvania (FLONA),
B: Reserva Ecoldgica da Universidade Estadual de Goias (REC/UEG).
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fitofisionomias de Cerrado, em Ciristalina-GO, sendo 140 encontrados em mata de galeria e 35 em campo sujo.
Rios ez al (2016) estudaram a diversidade de bridfitas em quatro fitofisionomias de Cerrado, na Area de Protecio
Ambiental Morro do Macaco, no municipio de Ipord-GO, encontrando 37 espécies, sendo 16 em mata de ga-
leria, 14 em mata meséfila, 11 em cerrado rupestre ¢ 8 em campo rupestre.

Mesmo utilizando-se metodologias de amostragem distintas, as UCs estudadas apresentaram alta simila-
ridade em relagdo ao niimero de espécies (Ss = 0,54), mas divergiram em relagio & composicio de espécies,
compartilhando apenas 6 espécies em comum, sendo que dessas espécies comuns, quase todas eram comuns ao
tipo fitofisiondmico comum a ambas, a mata de galeria. Ao comparar o cerradio com a mata meséfila, apenas
2 espécies foram comuns. Isso evidencia que a composigao floristica e a consequente condi¢do ambiental deter-
minada pela fitofisionomia condiciona a comunidade de mixomicetos. Em todas as fitofisionomias amostradas,
houve predominio de esporocarpos do tipo esporingio, sendo ainda mais evidente no cerradao.

4, Consideracoes finais

Os resultados obtidos mostraram que a fitofisionomia interfere na comunidade de mixomicetos, mesmo
alterando a metodologia de amostragem e a localidade amostrada, a mata de galeria se mostrou mais propicia ao
desenvolvimento desses organismos, pois os pardmetros de riqueza, abundancia e diversidade foram superiores
nesta fitofisionomia do que na mata meséfila ou no cerradao. Possivelmente isso se deva a maior disponibilidade
de microhdbitats favordveis proporcionados nesse ambiente, tais como, maior taxa de umidade, sombreamento
e diversidade de substratos, os quais seriam decorrentes da presenca de curso d’dgua e da maior densidade de
espécies arbéreas. Estes sio os primeiros estudos sobre a ecologia de mixomicetos no bioma Cerrado, o que
fornecerd subsidios para novas pesquisas com essa abordagem, contribuindo para o monitoramento destes orga-
nismos dentro de biomas especificos, como ¢é o caso do Cerrado.
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Resumo

Os mixomicetos constituem um grupo com metabolismo muito particular que sintetizam metabdlitos de gran-
de interesse por apresentarem atividades bioldgicas variadas, como é o caso da atividade antimicrobiana. Apesar
do seu potencial bioldgico, sao relativamente pouco explorados do ponto de vista quimico e bioldgico. Visando
detectar atividade antimicrobiana e gerar maior conhecimento sobre os mixomicetos, este estudo objetivou isolar,
identificar e testar a atividade antimicrobiana de metabélitos produzidos pelo plasmédio de Physarella oblonga.
Extratos orginicos foram obtidos por imobilizagao plasmodial e submetidos a testes quimicos e bioldgicos para
avaliar a composi¢ao quimica e o potencial antimicrobiano da espécie. Os testes de cromatografia em camada
delgada revelaram a presenca de antraquinona e B-sitosterol. Os resultados de cromatografia liquida de alta efici-
éncia confirmaram a presenga de antraquinona e a revelagdo com reagentes especificos confirmaram a presenga de
B-sitosterol, bem como detectaram polifendis no extrato bruto de Physarella oblonga. O fracionamento do extrato
permitiu isolar duas bandas cromatogréficas, com Rf 53 (Fragao A) e 30 (Fragao B), sendo esta identificada, através
de reveladores especificos, como pertencente a classe dos polifendis. Os testes antimicrobianos demonstraram que
Physarella 0blonga produz metabdlitos com grande potencial antibidtico, uma vez que inibiram bactérias e fungos
de interesse clinico, como Staphylococcus aureus e Candida albicans, e amplo espectro de agio, inibindo bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas, dlcool-dcido resistente e fungos leveduriformes.

Palavras-chave: Myxomycetes, Metabolismo secunddrio, Metabdlitos antimicrobianos.

1. Introducao

Os mixomicetos sintetizam metabdlitos de grande interesse por apresentarem atividades bioldgicas variadas,
como anticancerigena, antioxidante, antiparasitdria e antimicrobiana (Huynh ez @/, 2017). Estes metabdlitos
bioativos podem ser utilizados como matéria prima para a produgdo de novos firmacos, o que faz dos mixomi-
cetos um excelente material para pesquisas nessa drea.

Uma das linhas que vem avancando nos tltimos anos é a pesquisa por metabélitos com agio antimicrobiana.
Isto em fung¢do do grave problema de satide publica que se enfrenta atualmente, a resisténcia microbiana aos
antibidticos utilizados na clinica médica, o que vem gerando a necessidade de novos produtos no mercado far-
macéutico (Murray et al., 2016; Tortora et al., 2017). Essa necessidade aumentou o interesse nas pesquisas por
produtos naturais focando, principalmente, em grupos de organismos ainda pouco explorados.

Neste sentido, os mixomicetos constituem um grupo inovador, pois desenvolvem um metabolismo muito
particular que sofre influéncia dos diferentes estdgios do seu ciclo de vida e das ripidas respostas que apresentam
a varia¢oes ambientais bidticas e abi6ticas (Wang ez /., 2017).

Dentre as classes de metabdlitos mais promissoras, do ponto de vista antimicrobiano, encontram-se alcaloi-
des, esteroides, terpenoides, flavonoides, entre outros compostos de natureza fenélica, resultantes do metabolis-
mo secunddrio dos mixomicetos (COSTA, 2017). Apesar do seu potencial, estudos sobre a natureza quimica e
a atividade antimicrobiana de metabdlitos produzidos por mixomicetos s3o relativamente raros. Os primeiros



a detectarem esta atividade foram Locquin e Prévot (1948) ao avaliarem substincias produzidas por algumas
espécies de mixomicetos, entre as quais Fuligo septica (L.) Wigg., cujos principios ativos foram reportados como
antraquinonas e denominados de fuligéides E e H.

A partir dai, alguns trabalhos foram desenvolvidos, como os de Sobels (1950), Hashimoto ez al. (1994),
Chiappeta et al. (1999), Herrera et al. (2011) e Costa (2017), entre outros. A maioria desses trabalhos foi rea-
lizada com esporocarpos de mixomicetos, o que dificulta a obtencio de metabélitos em quantidade suficiente
para dar sequéncia aos testes necessdrios para sua identificagio e possivel aplicagio medicinal, uma vez que o
esporocarpo ¢ uma fase onde o metabolismo encontra-se reduzido e restringe-se, em grande parte, ao acimulo
de substancias produzidas durante a fase plasmodial, limitando assim a continuidade dos estudos.

Visando contribuir com o estudo dos mixomicetos ¢ levando em consideracio o potencial antimicrobiano de
algumas espécies, como Physarella 0blonga (Berk. & M. A. Curtis) Morgan, para a qual ja foram referidos com-
postos com atividade antimicrobiana (Nair e Zabka, 1966; Ribeiro ez al., 2002), e considerando-se ainda que
a fase plasmodial ¢ a mais promissora na sintese desses compostos, objetivou-se nesse estudo isolar e identificar
metabdlitos antimicrobianos a partir de extratos plasmodiais de Physarella 0blonga.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta e Condicées de cultivo

O faneroplasmédio de Physarella oblonga, coletado em seu ambiente natural, foi cultivado em cAmara-imida
sobre papel de filtro umedecido com dgua destilada estéril, sendo mantido & temperatura ambiente (25 + 3° C),
na auséncia de luminosidade e em pH variando de 4,5 a 5,0, durante um més, de acordo com Ribeiro ez. 4.
(2003). Neste periodo, foram realizadas transferéncias semanais do plasmédio, de uma cAmara-timida a outra,
sendo, a cada transferéncia, adicionado 5 mg de flocos de aveia esterilizados, utilizados como fonte de alimento.
Apés um més de cultivo, 30 mg da biomassa imida do plasmédio foram imersas em 4 mL de meio liquido
(extrato de malte 3%), e mantidas em agitagao por 1 min a 400 rpm. Os fragmentos plasmodiais assim obtidos
foram submetidos a um processo de imobilizagao, utilizando-se 10 g caulinita como matriz de enclausuramento,
e 25 mL de acetato de sédio 1 mM (pH=4,5), como precursor metabdlico (RIBEIRO ez. /., 2003). O expe-
rimento de imobilizagao foi mantido & temperatura ambiente (25 + 3 °C), na auséncia de luminosidade e sob
oxigenagio constante.

2.2. Extracao organica

Eluatos plasmodiais foram obtidos durante um més, sendo coletados diariamente, nos primeiros 7 dias, pas-
sando, posteriormente, para coletas semanais até o final do experimento (Ribeiro ¢z a/.,2003). Os eluatos foram
submetidos 4 extra¢io organica com 25 mL de éter/acetato de etila (65:35 v/v) em pH 4,5 (Pereira ez al., 1995).
Os extratos obtidos a partir de cada eluato plasmodial foram reunidos e evaporados a temperatura ambiente (25
°C t 3 °C) até peso constante, resultando em um dnico extrato plasmodial bruto.

2.3. Analise quimica

2.3.1. Fracionamento do extrato bruto

O extrato bruto foi submetido a cromatografia em coluna de sephadex LH-20, de modo a obter fracoes iso-
ladas. A coluna foi empacotada com acetato de etila e eluida, inicialmente, com esta fase mével, passando-se, em
seguida, para metanol. A fragio obtida com acetato de etila foi recromatografada duas vezes, no mesmo solvente,
até obten¢io de uma fragao pura (Fragdo A). A fragao metandlica foi também recromatografada duas vezes com
metanol/acetato de etila (70:30 v/v), obtendo-se outra fracio (Fracio B).

2.3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato bruto (2 mg/mL) e as fragées A e B isoladas (1 mg/mL) foram cromatografadas em placa de sil\ca

gel 60 F,, _ . (Merck), utilizando-se como eluente o sistema de solventes tolueno/acetato de etila/dcido férmico
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(8,0:1,5:0,5 v/v/v). Como referéncia, foram utilizados os padrées antraquinona e f-sitosterol. As bandas obtidas
no cromatograma foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV) a 254 nm e 366 nm e, em seguida, reveladas com
dcido sulfurico a 10%, em aquecimento a 100°C por 10 min.

2.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para os ensaios em CLAE, o extrato bruto (1 mg. m L"), as fragoes isoladas (0,1 mg.mL") e o padrio antra-
quinona (0,1 mg.mL") foram injetados em cromatégrafo liquido HITACHI, acoplado a um detector de UV
da marca CG a 266 nm. As condicbes de andlise consistiram em coluna de fase reversa RP18, com volume de
injegao de 20 pL; fase mével: metanol/dgua/dcido acético (80:19,5:0,5 v/v/v); fluxo de 1,0 mL.min"'; tempera-
tura ambiente (25 + 3 °C) e atenuagio 6,0 (Legaz e Vicente, 1983).

2.3.4. Determinacao da natureza quimica dos metabélitos

O extrato bruto e as fragoes isoladas foram analisados por cromatografia em camada delgada, desenvolvida
com sistemas e reagentes especificos, conforme o grupo quimico pesquisado (Aradjo, 2002). Os compostos
pesquisados foram: alcaloides, esteroides e polifenéis. A tabela 1 apresenta o procedimento estabelecido para
cada grupo quimico.

Tabela 1. Grupos quimicos pesquisados em extratos plasmodiais de Physarella oblonga e respectivos sistemas de eluicdo e
revelacdo.

Grupos Quimicos Sistema Eluente Revelagéo

Alcaloides Dragendorff

Tolueno/Acetato de etila/Acido férmico (80:15:5 v/v/v)

(Pilocarpina) (Wagner & Bladt, 1996)
Esteroides Tolueno/Acetato de etila Liebermann
(B-sitosterol) (90:12 v/v) (Wagner & Bladt, 1996)
Polifendis NEU

Tolueno/Acetato de etila/Acido férmico (80:15:5 v/v/v)

Flavonoides (Quercetina) (Wagner & Bladt, 1996)

2.4. Atividade antimicrobiana

Os testes antibacterianos foram realizados com cepas padrao da American Type Culture Collection (ATCC) e
do Departamento de Antibi6ticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). Cepas de Staphylococcus
aureus Rosenbach (ATCC 29213), Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn (UFPEDA 16), Pseudomonas aerugi-
nosa (Schroeter) Migula (ATCC 9027), Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers (ATCC 25922) e
Mycobacterium phlei Lehmann & Neumann (UFPEDA 71), foram utilizadas como representantes de bactérias
Gram positivas, Gram negativas e dlcool-dcido resistentes. No grupo de fungos leveduriformes, foram testados

isolados clinicos de Candida albicans (Robin) Berkhout e Candida tropicalis (Castellani) Berkhout.

Os ensaios foram realizados em triplicata, através do teste de difusio em meio sélido, segundo Bauer ez /.
(1966). Discos de papel (6 mm@) foram impregnados com 25 pL do extrato bruto e das fragées isoladas, na con-
centragdo de 1 mg/mL e 2 mg/mL, ajustados a pH 7,0. Em seguida, os discos foram depositados em placas de
Petri (9 cm@) contendo 15 mL de meio agar Miieller-Hinton previamente inoculado com 50 pL de cada suspen-
sio microbiana na concentragio de 107 UFC/mL. Discos impregnados com os respectivos solventes utilizados
na solubilizacio dos extratos e fracoes foram aplicados como controle negativo. Como controle positivo, foram
utilizados os antibiéticos Cefalotina (30 pg) e Amicacina (30 pg) nos ensaios antibacterianos, e Anfotericina B
(100 pg) nos ensaios antifingicos.

As placas de Petri foram mantidas sob refrigeragio a 8 °C, durante 24 h (Chiappeta ez al., 1999). Apés este
periodo, foram incubadas a 30 °C e 37 °C, respectivamente, para leveduras e bactérias, durante 24 h. Os resul-
tados foram avaliados pelas medidas dos halos de inibi¢io formados em torno dos discos e expressos pela média
das trés repetigdes.



3. Resultados e Discussao

O cromatograma (CCD) do extrato bruto do plasmédio de Physarella oblonga revelou a presenga de sete
bandas cromatogréficas, com valores de Rf (x100) = 69, 62, 53, 47, 30, 22 ¢ 9. O fracionamento do extrato
forneceu duas fragdes significativas, segundo a polaridade da fase mével empregada; sendo que a fracio eluida
com acetato de etila isolou a banda com Rf 53 (Fragio A) e a elui¢io metandlica a 70% isolou a banda com Rf
30 (Fragao B). Os padrdes antraquinona e B-sitosterol, utilizados como referéncia, apresentaram valores de Rf e
coloragao compativeis com as bandas de Rf 69 e 47, respectivamente (Figura 1).

A andlise do extrato bruto por CLAE, revelou trés picos de absor¢ao, com tempos de reten¢io (Tr) de 2,94
min, 5,98 min e 8,31 min. O primeiro corresponde ao Tr do metanol, sendo, portanto, detectadas apenas dois
metabdlitos, um com Tr=5,98 e outro com Tr=8,31, o qual coincidiu com o Tr do padrio antraquinona aplicado
como referéncia (Figura 2), corroborando com os dados de CCD e confirmando a presenca deste composto nos
extratos plasmodiais de Physarella oblonga. Os demais metabdlitos contidos no extrato bruto, bem como as fra-
¢oes A e B nio foram detectadas por CLAE, mesmo apds 78 min de elui¢io, provavelmente, por nio terem sido
eluidas pelo sistema de solventes utilizado e nem detectadas pelo comprimento de onda empregado neste teste.

Dentre os grupos quimicos pesquisados, foi possivel detectar a presenca do esteroide B-sitosterol no extrato
bruto de Physarella oblonga, concordando com os dados de CCD que mostraram a correspondéncia da banda de
Rf47 com o padrio de B-sitosterol aplicado como referéncia (Figura 1), o que confirma a produgio deste meta-
bélito por Physarella oblonga. Embora o teste para polifendis tenha detectado esta classe de compostos no extrato
bruto e revelado a fragao B como pertencente a essa classe, os mesmos nao apresentaram correspondéncia com o
flavonoide quercetina aplicado como referéncia, o qual nio foi eluido pelo sistema eluente utilizado (Figura 3).

A andlise do extrato bruto por CLAE, revelou trés picos de absor¢ao, com tempos de retengao (Tr) de 2,94
min, 5,98 min e 8,31 min. O primeiro corresponde ao Tr do metanol, sendo, portanto, detectadas apenas dois
metabdlitos, um com Tr=5,98 ¢ outro com Tr=8,31, o qual coincidiu com o Tr do padrio antraquinona aplicado
como referéncia (Figura 2), corroborando com os dados de CCD e confirmando a presenca deste composto nos
extratos plasmodiais de Physarella oblonga. Os demais metabdlitos contidos no extrato bruto, bem como as fra-
¢oes A e B nao foram detectadas por CLAE, mesmo apés 78 min de eluigio, provavelmente, por nio terem sido
eluidas pelo sistema de solventes utilizado e nem detectadas pelo comprimento de onda empregado neste teste.

Figura 1. Cromatograma do extrato bruto e das fracées isoladas do plasmdédio de Physarella oblonga. (1) Extrato bruto, (2) Fracao
isolada com acetato de etila - Fracdo A, (3) Fragdo isolada com metanol a 70% - Fracao B, (4) Antraquinona e (5) B-sitosterol.
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Dentre os grupos quimicos pesquisados, foi possivel detectar a presenca do esteroide B-sitosterol no extrato
bruto de Physarella oblonga, concordando com os dados de CCD que mostraram a correspondéncia da banda de
Rf 47 com o padrio de B-sitosterol aplicado como referéncia (Figura 1), o que confirma a produgio deste meta-
bélito por Physarella oblonga. Embora o teste para polifenéis tenha detectado esta classe de compostos no extrato
bruto e revelado a fragao B como pertencente a essa classe, os mesmos nao apresentaram correspondéncia com o
flavonoide quercetina aplicado como referéncia, o qual nio foi eluido pelo sistema eluente utilizado (Figura 3).

A banda isolada na fra¢do A nio apresentou correspondéncia com nenhum dos grupos quimicos pesquisa-
dos, ndo sendo possivel atribuir a natureza quimica deste metabdlito. Por outro lado, a banda isolada na fragio
B apresentou correspondéncia com a classe de polifendis, como j4 citado anteriormente, sugerindo sua inclusio
nesta classe de compostos.
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Figura 2. Cromatograma em CLAE do extrato bruto (A) obtido a partir do plasmdédio de Physarella oblonga, (B) Antraquinona
e (C) Tempo de retencdo do metanol.

Figura 3. Cromatograma revelado para deteccdo de polifendis: extrato plasmodial de Physarella oblonga (1), fracéo B, isolada
com metanol a 70% (2) e Quercetina (3). A coloracdo da fracdo B indica a classe de polifendis.
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Estes dados se aproximam aos que jd foram referidos para Physarella oblonga, como os compostos fenéli-
cos citados por Nair e Zabka (1966). A antraquinona também jd foi referida para esta espécie por Ribeiro ez
al. (2002), sendo comprovada no presente trabalho, tanto pelos dados de cromatografia em camada delgada
(CCD) como liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os compostos esteroides jd foram citados para algumas espécies
de mixomicetos, inclusive Physarella oblonga, para a qual foi referenciado o esteroide stigmasterol (Herrera ez al.,
2011). Esta, porém, ¢ a primeira referéncia de B-sitosterol para a espécie aqui estudada.

Os testes antimicrobianos mostraram o potencial antibiético tanto do extrato bruto como das fragoes isola-
das, sendo a fragio B a de maior potencial inibitério (Tabela 2). Todos os microrganismos testados apresentaram
susceptibilidade, com exce¢ao de E. coli que se mostrou resistente a todas as amostras de Physarella oblonga.
Embora a inibi¢ao tenha sido evidente em ambas as concentracoes, foi notadamente, mais ativa a 2 mg/mL,
principalmente frente a S. aureus, B. subtilis e M. phlei; por outro lado P aeruginosa apresentou pouca sensibili-
dade as amostras testadas, nao se observando diferencas significativas com o aumento da concentragio (Tabela
2). Estes dados estao de acordo com vérios trabalhos que relatam maior resisténcia de bactérias Gram-negativas.

As duas espécies de leveduras mostraram-se extremamente sensiveis as substncias produzidas pelo plasmé-
dio de Physarella oblonga nas duas concentragoes empregadas (Tabela 2). Isto confirma a acentuada sensibilidade
das espécies de Candida as substincias produzidas por mixomicetos, como ji evidenciado nos trabalhos desen-

volvidos por Guimaraes ez al. (1989), Albuquerque (1998), Chiappeta (1999) e Huynh et /. (2017).

Estes resultados demonstram que o potencial antimicrobiano de Physarella oblonga esta relacionado prin-
cipalmente a produgdo de polifendis, uma vez que a fragio B apresentou maior agao inibitéria. Embora as
substancias correspondentes 4 antraquinona e ao esteroide (B-sitosterol) ndo tenham sido isoladas, ¢ provavel
que contribuam para a agao antimicrobiana do extrato plasmodial bruto de Physarella 0oblonga, visto que autores
como Locquin e Prévot (1948) e Chiappeta (1999), sugerem estes compostos como agentes antimicrobianos
encontrados em outras espécies de mixomicetos.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana do extrato bruto e de fragdes isoladas do mixomiceto Physarella oblonga.

Halos de inibicao (mm)

Microrganismos E. F F ATM
1 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL
Bacillus subtilis 12 17 12 16 14 18 40*
Staphylococcus aureus 16 22 18 22 19 25 20*
Pseudomonas aeruginosa 9 1 11 13 12 13 15%
Escherichia coli 0 0 0 0 0 0 41*
Mycobacterium phlei 13 17 12 15 15 18 30%*
Candida albicans 20 23 18 19 22 26 25%**
Candida tropicalis 22 23 20 20 24 29 27%*%

E, - Extrato bruto; F, - Fracdo isolada com acetato de etila; F, — Fragdo isolada com metanol a 70%; ATM — antimicrobiano; *Cefalotina (30 pg); **Amicacina (30
Hg); ***Anfotericina B (100 pg).

4, Conclusao

Physarella oblonga ¢ um mixomiceto com potencial para produzir metabdlitos antimicrobianos como
Antraquinona, f -sitosterol e polifendis, que apresentam amplo espectro de agao, uma vez que inibiram o cres-
cimento de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, dlcool-dcido resistentes e fungos leveduriformes.
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Resumo

Os Recursos Humanos formados em Micologia ou dreas afins ao estudo dos fungos ainda sdo poucos no
Brasil. Com objetivo de entender o quanto a regiao Sul contribui tradicionalmente para formagao na Pés-
Graduacio do pais foram realizadas consultas ao catdlogo de teses e dissertacoes da CAPES em dois periodos
(anterior e posterior 2 2010). A pesquisa foi realizada no 4mbito do colégio de Ciéncias da Vida, onde estao os
Programas de Pés-Graduagao avaliados pelas distintas dreas das Ciéncias Agrdrias, Bioldgicas e da Satde. Em um
primeiro momento somente Trabalhos de Conclusio de Cursos (TCCs: teses/dissertagoes) de PPGs académicos
foram consultados e quase 6 mil trabalhos do territério nacional foram encontrados citando a palavra “Fungos”
no titulo, resumo ou palavras-chave, s6 de 2010 pra cd. Destes, mais de 20% sao de TCCs desenvolvidas em
PPGs da regiao Sul do Brasil. Outros termos de grupos taxonémicos e funcionais e genéricos foram consultados
e os resultados sdo apresentados. A grande maioria dos TCCs ndo utilizam os fungos como objeto principal
de estudo, ou seja, utilizam como modelos para trabalhos bioquimicos, expressdo génica, atividades
microbianas, entre outros. A producdo relacionada a micologia € menor nos mestrados profissionais que
nos académicos. O volume de TCCs e formacio de RH no pais, em alguns casos, pode ser cinco vezes maior
a partir de 2010 quando comparado com o periodo anterior a 2010. Por fim, uma visdo geral sobre a micologia
ambiental nos PPGs da drea de Biodiversidade do Sul do Brasil é apresentada.

Palavras-chave: Micologistas, Mic6logos, Mestres, Doutores, Fungos.

1. Introducao

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a fundagio do Ministério
da Educagio (MEC) tem por missdo a expansio e consolidagio da pds-graduagio em todo o territério brasi-
leiro (CAPES, 2019). O gigantesco Colégio de Ciéncias da Vida da CAPES, onde estao as Ciéncias Agrdrias,
Bioldgicas e da Satude, retine mais de 1370 Programas de Pés-Graduagio (PPGs). Mesmo assim, os Recursos
Humanos (RH) formados com especialidade na drea da Micologia ou dreas afins ao estudo dos fungos ainda sao
poucos no Brasil (Maia 2003, 2015; Peixoto ez al., 2000).

A formagio de recursos humanos em nivel de pds-graduagao tem grande relevincia na abordagem e gera-
¢ao de conhecimento acerca de temas importantes como o reconhecimento da biodiversidade (Borges, 2008).
Quando se trata de biodiversidade sabe-se que os organismos do Reino Fungi estdo entre os mais inexplorados
do planeta, visto que de acordo com estimativas menos de 7% das espécies do grupo sio conhecidas (Blackwell,
2011; Hawksworth e Lucking, 2017). Por outro lado, os fungos sao bastante reconhecidos quanto a sua impor-
tAncia ecoldgica na ciclagem de nutrientes, importancia cientifica em dreas como fisiologia ¢ medicina, sendo
que desde 2010 mais de um quarto dos prémios Nobel nessas dreas foram para trabalhos envolvendo leveduras,
e industrial, visto que 60% das enzimas utilizadas em processos industriais sio oriundas de fungos (Webster e

Weber, 2007; Watkinson ez /., 2015; Willis, 2018).

Historicamente a formacio e desenvolvimento inicial da micologia brasileira teve contribui¢io fundamental
dos europeus em suas viagens 2 América do Sul, e posteriormente a participagao dos préprios brasileiros (Reitz,

1949; Fidalgo, 1968; Loguercio-Leite, 1990). Dada a importancia dos PPGs na formacio de RH especialistas
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em micologia, bem como da geracio de conhecimento e o potencial de descobertas para organismos do Reino
Fungi, estudos que tratem dos indicadores de produgio relacionados a micologia (trabalhos de conclusao de cur-
s0) das Pds-graduagoes sdo importantantes para o entendimento da evolugio e distribuicao desse conhecimento
no Brasil. Nesse contexto, com objetivo de entender o quanto a regido Sul vem tradicionalmente contribuindo
para formacio na Pés-Graduagio do pais foram realizadas consultas ao Catdlogo de Teses e Dissertacoes da
CAPES. O cenirio resultante desta investigacio é aqui apresentando e comentado.

2. Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no 4mbito do colégio de Ciéncias da Vida, onde estao os PPGs avaliados pelas dis-
tintas dreas das Ciéncias Agrérias, Bioldgicas e da Sadde. Através do Catdlogo CAPES (CAPES, 2019) foram
consultados Trabalhos de Conclusao de Cursos (TCCs: teses/dissertacoes) de PPGs académicos e de Mestrados
Profissionais de todo o Pais e especificamente daqueles da regido Sul. Foram utilizados terminologias especificas
da Micologia, como “Fungos”, “Fungi” e “Micologia”. Outros termos de agrupamentos taxondmicos, funcio-
nais e genéricos também foram consultados. Os resultados foram separados em dois periodos, dos registros das
décadas de 80 e 90 até 2009 (incluindo dados de 2009) e a partir de 2010, incluindo dados deste ano até o
presente, cujos dados registrados eram de até 2018. A referida pesquisa foi realizada em maio de 2019.

Por fim, uma visdo geral sobre a micologia ambiental no dmbito dos PPGs da drea de Biodiversidade do Sul
do Brasil é apresentada e comentada.

3. Resultados e Discussao

3.1. Mestrados e Doutorados Académicos

A partir de 2010 foram produzidas quase 6 mil dissertacoes/teses (somente académicos) em que tiveram o
termo “Fungos” sendo citado no titulo, resumo ou palavras-chave. Destes, mais de 20% (>1200) sao de TCCs
(maior proporgao de dissertagoes) desenvolvidas em PPGs da regiao Sul do Brasil (Fig. 1).

Ao utilizar o termo “Fungi”, ou seja, a categoria mais alta no sistema de classificagiao que enquadra taxonomi-
cmanete a linhagem dos fungos (Webster e Weber, 2007; Watkinson ez a/., 2015), um pouco mais de 3 mil re-
gistros sao contabilizados. Destes, 22% sio de dissertagoes (maior proporgao) e de teses produzidas nos PPGs da
regido Sul. Ainda, um pouco mais de 50 dissertagoes/teses (somente académicos) tiveram o termo “Micologia”
sendo citado e apenas 12% destas sio da regiao Sul.

A medida que se utilizam termos mais restritos 2 drea de estudo dos fungos os registros diminuem consi-
deravelmente, demonstrando que a grande maioria dos TCCs nao utilizam os fungos como objeto principal
de estudo, mas principalmente como modelos para trabalhos bioquimicos, de expressao génica, de atividades
microbianas, entre outros. Desta forma, é sabido que nem todos os Mestres/Doutores dessas dissertacoes/teses
obtiveram sua especialidade em Micologia. No entanto, os fungos, por sua vez, estdo envolvidos em uma grande
quantidade de TCCs e demonstram alto potencial para pesquisa e forma¢io de RH. Tal resultado era esperado
dado o leque de aplicacio dos fungos, especialmente na inddstria (Esser e Bennett, 2002; Willis, 2018).

Fica mais claro ainda esse potencial, quando sao comparados os periodos de producio de TCCs, onde ¢é
possivel obsevar que nos tltimos anos o niimero de TCCs ¢ considerado muito maior (Fig. 2). Vale ressaltar que
no mesmo periodo houve um crescimento geral no nimero de PPGs e consequentemente no niimero de TCCs
no Brasil (Cirani ez al., 2015), o que pode indicar que esse aumento dos TCCs relacionados a micologia tem
influéncia externa ao aumento do interesse nos fungos.

Quando as palavras chave para a busca sao os termos referentes aos grandes grupos taxonémicos tradicionais
do Reino Fungi (Alexopoulos ez /. 1996), o total de trabalhos (Fig. 3) ¢ ainda menor do que comparado com
o termo “Fungi”, apontando mais uma vez que boa parte dos trabalhos nao utilizam os fungos como principal
objeto de estudo. Basidiomycota e Ascomycota foram os dois termos mais abundantes em citagoes, sendo que
mais uma vez aproximadamente 20% das citagdes sio oriundas de TCCs realizados na regiao Sul.



Figura 1. Numero de teses/dissertacdes com termos “Fungos’, “Fungi” e “Micologia” produzidos a partir de 2010 no Brasil e
representatividade dos Programas de Pés-Graduacao da regiao Sul.

Figura 2. Numero de teses/dissertacdes com termos “Fungos’, “Fungi” e “Micologia” produzidos até e a partir de 2010 no Brasil
e representatividade dos Programas de P6s-Graduacao da regido Sul.

E importante salientar aqui que alguns dos filos pesquisados sao aparentemente subamostrados, dado o baixo
numero de trabalhos produzidos, como no caso dos grupos Glomeromycota, Zygomycota e Chytridiomycota.
Mais marcante ainda ¢ o fato de que nenhum trabalho realizado no sul do Brasil desde 2010 apresenta as pala-
vras Zygomycota e Chytridiomycota. Essa observago se apoia no fato de que o conhecimento acerca de deter-
minado grupo de fungos estd diretamente relacionado com o nimero de mic6logos especialistas no grupo em
questao (Blackwell, 2011; Hawksworth e Lucking, 2017). Ainda, mais uma vez observa-se o grande crescimento
da produgao a partir de 2010 (Fig. 4).

A utilizacio de palavras chave relacionadas a caracteristicas funcionais dos fungos (Fig. 5), ou seja, a “fun¢ao”
desses organismos nos ecossistemas, demonstra que com excegao do termo “entomopatégenos’, a contribuicio
da regido Sul na produgao de TCCs foi mais uma vez préxima a 20% da produgio total. Os fungos “fitopaté-
genos” foram o grupo funcional mais citado na producio tanto da regio Sul como do Brasil como um todo.
Esses organismos caracterizados por serem patégenos de plantas. A abundancia de registros desse grupo pode
estar relacionada com o fato de que esses organismos podem causar grandes prejuizos econdmicos, sendo por
isso amplamente estudados (Savary ez al., 2012; Freire, 2015).
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Figura 3. Numero de teses/dissertagcdes com termos dos grandes grupos taxondmicos (filos) tradicionalmente reconhecidos
no Reino Fungi produzidos a partir de 2010 no Brasil e representatividade dos Programas de Pés-Graduagao da regiao Sul.

Figura 4. Numero de teses/dissertagdes com termos dos grandes grupos taxondmicos (filos) tradicionalmente reconhecidos no
Reino Fungi produzidos até e a partir de 2010 no Brasil e representatividade dos Programas de Pés-Graduacéo da regido Sul.

Figura 5. NUmero de teses/dissertacdes com termos dos grandes grupos funcionais de fungos produzidos a partir de 2010
no Brasil e representatividade dos Programas de Pés-Graduacao da regidao Sul.



Por outro lado, grupos com reconhecida importincia ecolégica foram menos citados, como as “micorrizas”
e “decompositores”, indicando que os trabalhos com viés aplicado predominam em relacio a trabalhos ecoldgi-
cos. Mais uma vez, quando comparamos os nimeros de teses/dissertagdes com termos dos grandes funcionais
de fungos produzidos até e a partir de 2010 no Brasil, bem como representatividade dos PPGs da regiao Sul,
percebemos a partir de 2010 houve um aumento considerdvel quando utilizados alguns dos termos (Fig. 6).

Figura 6. Numero de teses/dissertagdes com termos dos grandes grupos funcionais de fungos produzidos até e a partir de
2010 no Brasil e representatividade dos Programas de Pés-Graduacao da regiao Sul.

Ao se utilizar termos genéricos como palavras chave (micose, mofo, bolor, macrofungos e microfungos)
nota-se que os termos mais citados foram micose e mofo (Fig. 7). E sabido que tribos indigenas residentes em
territorio brasileiro sdo micofilicas (Cardoso ez al., 2010), no entanto nio existe um estudo sobre a populacio
geral, sendo assim, mais estudos (etnomicologia) seriam necessirios para testar se esse resultado estd relaciona-
cionado ao fato de que essas palavras s3o as mais conhecidas popularmente, ou se a maior utiliza¢io de termos
com conotagio negativa (doengas ou destrui¢io de materiais de interesse do ser humano) estdo relacionadas a
uma percepg¢ao negativa da sociedade em relacio aos fungos.

Quanto a representatividade da regido Sul levando em consideracio essas palavras chave, merece destaque
que cerca de 40% das citagoes do termo “macrofungos” sio oriundas da regido Sul, o que pode ser reflexo
da presenca de programas de Pés-graduagio comprometidos com a formagio de especialistas em micologia.
Adicionalmente, mais uma vez nota-se o grande incremento na produgio a partir de 2010 (Fig. 8).

Figura 7. Numero de teses/dissertacdes com termos de agrupamento genéricos de fungos produzidos a partir de 2010 no
Brasil e representatividade dos Programas de Pés-Graduacgéo da regido Sul.
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Figura 8. Niumero de teses/dissertacdes com termos de agrupamento genéricos de fungos produzidos até e a partir de 2010
no Brasil e representatividade dos Programas de Pés-Graduacao da regido Sul.

3.2. Mestrados Profissionais

Quanto aos mestrados profissionais observa-se que o nimero de citagoes de termos relacionados a micologia
¢ inferior a0 nimero de citagdes nos mestrados académicos nas trés palavras chave utilizadas na pesquisa (Fig.
9). Além disso, a contribuigao relativa da regiao Sul nesse segmento também ¢é menor do que nos mestrados
académicos (Fig. 9). Uma vez que muitos dos mestrados profissionais em biologia sio voltados para a formacio
de professores é de fundamental importincia fomentar o estudo dos fungos nesse 4mbito, pois essa seria uma
importante estratégia para contribuir com a difusio do conhecimento e popularizacio desses organismos pela
sociedade (PROFBIO, 2019).

3.3. ARegiao Sul e a Micologia Ambiental

Especificamente na drea da Biodiversidade/CAPES existem 24 PPGs em funcionamento na regiio Sul e a
grande maioria estd voltada para as Areas Bisicas Zoologia e Ecologia, existindo apenas trés da Boténica, onde, de
modo geral, pesquisadores da diversidade em Micologia estao tradicionalmente inseridos (Fig. 10). No entanto,
atualmente, nem todos apresentam Micdlogos credenciados realizando pesquisas e formando RH em Micologia.

Neste contexto, os PPGs em Botinica da UFRGS (PPGBOT - Universidade Federal do Rio Grande do Sul),
da UFPR (PPGBOT - Universidade Federal do Parand) e em Biologia de Fungos, Algas e Plantas da UFSC
(Universidade Federal de Santa Catarina) formaram ou ainda vém formando especialistas na drea da Micologia.
Ainda, em 2019, foi recomendado pela CAPES o PPG em Biodiversidade da FURB (Universidade Regional de

Blumenau) que também se propoe, em uma de suas linhas de pesquisa, 4 formagao em Micologia.

Destes, o PPG em Botinica da UFRGS ¢ o mais antigo, foi criado em 1969. Dos seus cursos de Mestrado
e de Doutorado j4 foram formados mais de 350 profissionais, sendo a maioria dos Mestres (250 dissertagoes).
Atualmente, dentre os 25 docentes (PPGBOT/UFRGS, 2019) estd a Dra. Rosa Mara da Silveira, mic6loga dedica-
da ao ensino, pesquisa e formagio de RH. Também, neste PPG, hd o histérico da atuacio de outras duas grandes
especialistas, as Dras. Maria Henriqueta Homrich e Rosa Trinidad Gerreiro, que participaram da formagio de mais
de 20 Mestres (uma dissertagio em andamento) e 22 Doutores (cinco teses em andamento) do Programa (Fig. 11).

Em relagio ao PPG em Botanica da UFPR, foi fundado em 1979 e se dedica a formar RH com seu curso de
Mestrado (PPGBOT/UEFPR, 2019). O histérico da atuagao de especialistas na drea da micologia se d4 a partir
de dois especialistas, a Dra. Sionara Eliasaro e o Dr. Vagner Gulart Cortez, os quais totalizam orientagio em 27
dissertagoes concluidas (Fig. 11). Infelizmente, atualmente nao hd micélogos credenciados no PPG do Parand.



Figura 9. Numero de dissertacdes de cursos de Mestrado Profissional das areas do Colégio de Ciéncias Bioldgicas (agrarias,
bioldgicas e saude) e da area Multidiciplinar (MD) da CAPES com termos “Fungos’, “Fungi” e “Micologia” produzidos no Brasil a
partir de 2013 e representatividade dos Programas de Pés-Graduacéo da regido Sul..

Figura 10. Numero de Programas de Pds-Graduacao da regiao Sul da area de Biodiversidade da CAPES, com respectivo
numero por Estado.

Por fim, o atual PPGFAP/UFSC (ex Biologia Vegetal) em 1999, formando mais de 200 Mestres. Neste con-
texto, a Profa. Dra. Clarice Loguercio-Leite foi quem iniciou os estudos e formacio em Micologia no Programa.
A partir de 2010, além de uma profunda transformacio no PPG, que culminou inclusive na mudang¢a do nome
do PPG e definigao da drea de concentragio “Biologia de Fungos, Algas e Plantas”, foi criado o curso de dou-
torado em 2017. Atualmente, atuam no ensino, pesquisa e formagio de RH no PPG a Dra. Maria Alice Neves
e o Dr. Elisandro Ricardo Drechsler dos Santos, que juntos com a grande contribuicio dada pela Dra. Clarice,
totalizam orientagao de 42 dissertacoes (34 mestres) e cinco teses de doutorado em Micologia no Programa (Fig.
11), bem como outras 14 (cinco em andamento) teses em outros PPGs.

De modo geral, a grande maioria destes mais de 100 profissionais formados nestes PPGs do Sul do Brasil (da
drea de Biodiversidade da CAPES) estdo exercendo a micologia como professores de ensino basico ou superior
publico/privado e/ou como pesquisadores, alguns doutorandos ou pés-doutorandos ou na iniciativa privada.
Também h4 profissionais autdbnomos ou atuando em empresas/industrias para fornecimento de bens ou servigos
através dos fungos para a sociedade.
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Figura 11. Numero de teses/dissertacdes dos Programas de P6s-Graduacdo da regido Sul relacionados a Botanica da
Biodiversidade, drea de avaliacdo da CAPES.

4, Conclusoes

Os Programas de Pés-Graduagio académicos da regido Sul contribuem com cerca de 20% da producio na-
cional de teses/dissertacoes que envolvem organismos do Reino Fungi.

A maior parte dessa produgao nio ¢ especializada em micologia e os Mestrados Profissionais carecem de mais
estudos envolvendo fungos, o que seria fundamental para uma potencial disseminagio do conhecimento sobre
esses organismos em todas as esferas da sociedade.
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Resumo

Os cogumelos sao amplamente apreciados devido as suas propriedades nutricionais e medicinais. Contudo, o
seu consumo ainda é baixo em alguns paises, incluindo o Brasil, devido ao seu elevado custo, muitas vezes associado
a baixa produgio no pais. A produgao de cogumelos, normalmente, se dd via cultivo axénico utilizando-se residuos
agroindustriais. Contudo, o cultivo liquido tem se mostrado promissor, principalmente quando se objetiva bio-
moléculas com possivel aplicacio industrial (enzimas do complexo lignocelulolitico, proteinas e polissacarideos).
Assim, considerando o nimero limitado de investiga¢oes acerca dos cogumelos amazonicos, estudos envolvendo a
producio desses fungos em diferentes residuos lignoceluldsicos, assim como a sintese de biomoléculas sdo essenciais
do ponto de vista de conhecimento de espécies novas e de suas potencialidades, contribuindo para a preservacao
deste bioma, assim como para o uso adequado das espécies. A partir de resultados preliminares, obtidos de projetos
de pesquisa desenvolvidos no Laboratério de Cultivo de Fungos Comestiveis, do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazdnia, pode-se inferir que algumas espécies nativas da Amazdnia apresentam grande potencial para a produgio
de enzimas ligninoliticas (lacase, lignina e manganés peroxidases) e de polissacarideos. Adicionalmente, estudos
envolvendo a deteccio de proteinas e/ou glicoproteinas ainda estdo sendo conduzidos, tanto a partir dos corpos de
frutificacdo, produzidos em cultivo sélido utilizando-se residuos regionais, como da biomassa micelial e/ou caldo
de fermentagio submersa. Diante do exposto, linhagens de cogumelos amazoénicos apresentam grande potencial
para produgdo em larga escala, visando atender o mercado local de cogumelos. Adicionalmente, desponta para uma
importante obten¢io de biomoléculas ativas de aplicagao industrial.

Palavras-chave: Cogumelo, Enzimas ligninoliticas, Amazdnia.

1. Introducao

Os macromicetos, popularmente conhecidos como cogumelos, sio reconhecidamente apreciados em todo o
mundo devido as suas propriedades nutricionais e medicinais desde os tempos antigos, a datar do periodo Paleolitico
(Shirur e Shivalingegowda, 2015). H4 relatos de que os romanos consideravam os cogumelos como “alimentos dos
Deuses”, ao passo que os primeiros egipcios os tinham como “um presente do Deus Osiris”. Os chineses, por sua
vez, consideravam-nos “o elixir da vida”, sendo estes, os grandes consumidores de cogumelos e conhecedores de
suas propriedades nutricionais e medicinais (Smith ez a/., 2002; Furlani e Godoy, 2005, Sales-Campos, 2008).

Historicamente, os cogumelos tém sido bastante consumidos, principalmente, devido aos beneficios que
proporcionam a satide. Contudo, com o advento dos avangos tecnoldgicos, s6 recentemente suas moléculas bio-
ativas tém sido isoladas e caraterizadas, testada as suas bioativadades e, entdo, confirmada a sua eficiéncia sobre
o tratamento de algumas doengas e/ou outras aplicagoes biotecnoldgicas (Smith ez al., 2002).

Apesar de sua grande importancia para variados fins, seja alimenticio e/ou medicial, o seu consumo ainda ¢
baixo em alguns paises, uma vez que em muitos lugares ndo faz parte da culindria local, ou por falta do conheci-
mento de suas propriedades, por crenga popular quanto a sua natureza venenosa e, principalmente, pelo elevado
custo de mercado (Shibata e Demiate, 2003; Bett e Perondi, 2011).

Quanto a produgio, o Brasil nao ¢ considerado um grande produtor, tampouco consumidor. Contudo, sua
grande diversidade de espécies, com énfase na Amazdnia, tem despertado bastante interesse do ponto de vista de
prospec¢do de novas espécies com potenciais inovagoes alimentares ou suplementos funcionais, bem como de



moléculas com aplicabilidade nas industrias farmacéuticas e biotecnolégicas (Elisashvili, 2012; ANPC, 2013;
Sales-Campos, 2013).

Deste modo, muitas pesquisas envolvendo cogumelos tém sido direcionadas, inicialmente, ao isolamento de
espécies, otimizagdo do processo de cultivo e produgio (fermentagio submersa e sélida) e, posteriormente, na
prospeccio de moléculas bioativas com possivel aplicagao industrial, inserindo-se nesse cendrio, enzimas de des-
polimerizagao ligninolitica, amplamente aplicadas nas industrias de biopolpagao, xenobidticos e biorremediacio
(Mielgo ez al., 2001; Maciel ez al., 2010).

No 4mbito da Floresta Amazdnica, apesar de sua magnitude em diversidade de espécies, a micobiota ainda ¢ in-
suficientemente estudada, contudo, algumas espécies de cogumelos tém sido consideradas promissoras para o cultivo
e comercializagio, entre elas, Pleurotus ostreatus, Lentinus strigosus, Polyporus sp.; Auricularia spp., Lentinula rephani-
ca, Panus striguellus (sinonimia Lentinus striguellus), Favolus brasiliensis (Sales-Campos, 2008; 2013; Komura, 2016).

Pleurotus corresponde ao género com grande nimero de espécies com maior potencial de cultivo em regides
onde a predominancia do clima ¢ quente e imido, como a regidao Norte. Isto se deve ao fato de que sio co-
gumelos mais rusticos, de ficil adaptagio, manutencio, menor custo de cultivo, além de sua alta eficiéncia na
decomposicio de residuos agroindustriais e/ou madeireiros (Sales-Campos, 2008; Cardoso, 2013). Entretanto,
existem muitas espécies de clima frio, exigindo maiores investimentos tecnolégicos.

A produgio de cogumelos, normalmente, se dd via cultivo tradicional (em toras) e cultivo axénico, nos quais
se utilizam substratos formulados a partir de residuos agroindustriais (residuos de préticas agricolas, agroflorestais
e madeireiros), sendo que o ultimo requer condi¢des controladas de temperatura, umidade e luminosidade (Sales-
Campos, 2008; Elisashvili, 2012). Contudo, o cultivo liquido (fermentagao submersa) tem se mostrado promissor,
principalmente quando o objetivo ¢ a obten¢io de moléculas bioativas de aplicagio industrial, uma vez que neces-
sita de um tempo relativamente curto, menor espaco e redugao de contaminagées (Trapp ez al., 2018). Neste cul-
tivo, normalmente, utilizam-se meios sintéticos e/ou meios alternativos que, em condicio de otimizagdo, seguem
parAmetros fisico-quimicos (concentragio de carbono, nitrogénio, oxigénio, tempo de fermentagio) estritamente
definidos, de modo a proporcionar o madximo de produ¢io da molécula ou composto bioativo alvo.

Independente da forma de produgio, os cogumelos, de modo geral, tém sido investigados acerca da sua po-
tencialidade em sintetizar um grande arsenal de moléculas de importincia farmacoldgica e biotecnolédgica, com
destaque para as enzimas do complexo lignocelulolitico (celulases e peroxidases), proteinas e/ou glicoproteinas
(proteases, inibidores de proteases e lectinas), polissacarideos (incluindo polissacaropeptideos e proteoglicanos),
além de metabdlitos secunddrios como os compostos fenélicos, dcidos, terpendides, sesquiterpenos, alcaloides,
esterdis, agentes quelantes de fons metdlicos e vitaminas (Erjavec et al., 2012; Erjavec ez al., 2016).

Nesse sentido, considerando a importincia dos cogumelos como uma prdtica econdmica, assim como na
obtengio de metabdlitos bioativos de importincia industrial, torna-se imprescindivel a investigacio acerca de
novos organismos e novas moléculas, dando destaque para a bioprospec¢io em regioes tropicais, incluindo a
Amazonia, onde pouco se conhece quanto ao nimero de espécies e suas potencialidades, contribuindo, desta
maneira, para a preservagdo deste bioma, assim como para o uso adequado das espécies.

2. Producao de cogumelos

Nos dltimos anos, a produ¢io de cogumelos tem aumentado exponencialmente, sendo 30 vezes superior
em relagdo a produgio reportada em 1978, passando de 1 bilhao de quilograma para 34 bilhoes de quilograma
em 2013. Este fato deve-se, principalmente, ao rdpido aumento na taxa de consumo de cogumelos per capita,
especialmente apés 1997 (Royse ez al., 2017).

Entre os principais produtores e consumidores de cogumelos no mundo, destaca-se a China, sendo respon-
sdvel por cerca de 87% do total da produgao, correspondendo a, aproximadamente, 30 bilhées de quilogramas
(ano de 2013), enquanto o restante da Asia produz cerca de 1,3 bilhées de quilogramas. Estados Unidos e outros
paises s3o responsdveis pela produgio de 3,1 bilhées de quilogramas (Royse ez a/., 2017).
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No que diz respeito as espécies produzidas, o género Lentinula é o mais cultivado mundialmente (repre-
senta cerca de 22% dos cogumelos cultivados), sendo Pleurotus, o segudo mais cultivado, juntamente com
Auricularia, correspondendo a 19 e 17% dos cogumelos cultivados mundialmente, respectivamente. Agaricus e
Flammulina representam 15 e 11% da producao (Royse ez al., 2017).

O Brasil ainda no é um pais autossuficiente na produ¢io, mas o interesse ¢ o consumo de cogumelos vém
crescendo nos dltimos anos. Entre os maiores produtores no pais, destaca-se o estado de Sao Paulo (Mogi das
Cruzes, Pinhalzinho, Ibitina, Sorocaba, Salto, Cabretva, Juquitiba e Valinhos) e Parand (Castro, Tijucas e Curitiba)
e, alguns registros nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, sul da Bahia, Pernambuco, Brasilia e Rio Grande
do Sul, totalizando cerca de 300 produtores, majoritariamente micro e pequenos produtores (Guimaraes, 2017).

Inicialmente, os cogumelos eram obtidos a partir de sua colheita na natureza, posteriormente, sua producio
passou a ser de forma rustica, a partir de indculos introduzidos em troncos de madeira. Por volta da década de
60, ficou estabelecida a produgio de cogumelos utilizando-se serragens de madeira e/ou residuos agroindustriais,
bem como gramineas, sendo essa tltima técnica conhecida como “Jun-Cao” (Cardoso, 2013).

2.1. Cultivo sélido ou fermentagao em estado sélido

O cultivo sélido consiste, basicamente, em dois tipos: a) em que os substratos, normalmente residuos agrico-
las e/ ou gramineas sao fermentados naturalmente (compostagem) e passam por um processo de pasteurizagao,
sendo posteriormente inoculados, incubados e levados 2 fase de producio, b) cultivo axénico, que consiste na
utilizagao de subprodutos provenientes de préticas agricolas e/ou florestais como bagaco de cana e serragem, dos
quais sao formulados os substratos, esterilizados em autoclaves a 121°C, inoculados, incubados e levados a sala
de producio. O processo ¢é realizado em condi¢des ambientais controladas (temperatura, umidade, luminosida-
de, circulacio de ar, etc).

Entre os parimetros importantes a serem considerados em um cultivo sélido, a composi¢io do substrato
exerce importancia decisiva no processo produtivo, uma vez estd estritamente relacionado ao teor de umidade e
balanco carbono/ nitrogénio e, consequentemente, ao desenvolvimento do cogumelo. Em condigoes axénicas, o
contetido de dgua no substrato deve variar entre 70 e 80%, de forma a proporcionar a absor¢ao de nutrientes pe-
las hifas fiingicas, assim como viabilizar a ocorréncia das reagoes metabdlicas essenciais para o desenvolvimento
dessas hifas, garantindo a colonizagao uniforme e completa de um substrato, para posterior formagao dos corpos
de frutificagao (Figueird, 2009; Gaitén-Herndndez ez al., 2017).

O carbono, em particular, consiste em um elemento quimico essencial para a formagio de estruturas (base para a
sintese de proteinas e outras moléculas) e composicio de células que irdo formar o corpo de frutificagio (compoem
cerca de 50% da massa seca dos cogumelos), ao passo que, o nitrogénio ¢ essencial para a formagio de proteinas dos
corpos de frutificagdo, entretanto, quando em altas concentracoes no susbstrato, esse elemento quimico pode inibir a
produgio de hifas e, consequentemente, a colonizagao do substrato e desenvolvimento do fungo (Cueva ez al., 2017).

Assim, um dos aspectos primordiais para a selecio do substrato a ser utilizado em um cultivo sélido é a
relagdo carbono/nitrogénio, j& que apresenta papel fundamental no crescimento dos cogumelos, influenciando
diretamente a taxa de colonizagao micelial de um substrato, uma vez que determinam as propriedades fisico-qui-
micas, como tamanho, porosidade e trocas gasosas (Cueva et al., 2017; Jin et al., 2018). E importante ressaltar
que, a escolha e o preparo do substrato de cultivo muitas vezes dependem da espécie fingica, da disponibilidade
e custo do residuo, sendo assim, imprescindivel determinar o residuo que proporciona maior produgao de cogu-
melos, aliado & melhor composi¢io nutricional do mesmo e a redugao de custos (Sales-Campos, 2008).

Entre os diferentes métodos de cultivo sélido desenvolvidos, a técnica chinesa conhecida como “Jun-Cao”,
onde “jun” significa cogumelo e “cao” significa grama, apresenta importantes aspectos sobre o processo de
produgio, de forma a aumentar a biomassa produzida e redugio do tempo de frutificagio (Rolim ez al., 2014).

Essa técnica visa basicamente a utilizacio de matérias-primas de fécil aquisi¢ao, como por exemplo as grami-
neas. Desta forma, além da possibilidade de geracio de um produto de alto valor nutritivo, funcional, comercial
e industrial, como o cogumelo, contribui para diminui¢io de impactos ambientais gerados pelo descarte de resi-
duos provenientes do processamento agroindustrial, além de esses substratos pés-cultivo poderem ser utilizados



para diversos outros fins, como na composicio de ragoes animais, biorremediagio e adubagio orginica (Sales-

Campos, 2008; Saad et al., 2017).

Seguindo a temdtica de cultivo axénico e o bioma Amazdnico, algumas pesquisas tém sido conduzidas,
primeiramente com linhagens locais e comerciais, visando ao aproveitamento de residuos lignocelulésicos da
Amazénia, dada a grande diversidade de espécies vegetais, com intuito de obter uma maximizagao na produgio
e composicio nutricional de cogumelos, pritica ainda nao muito desenvolvida na regiao e, futuramente, dire-
cionar aspectos do cultivo para a sintese e obten¢io de moléculas bioativas com possivel aplicagao industrial.

2.2. Cultivo liquido ou submerso

Os primeiros relatos de aplicagao de cultivo liquido com cogumelos datam de 1948, conduzidos por Humfeld
e, posteriormente, desenvolvido por Humfeld e Sugihara entre 1949 e 1952, com a finalidade de se reduzir cus-
tos e obter uma produgio em larga escala (Sugihara e Humfeld, 1954).

O cultivo liquido, também conhecido como fermentagao submersa, tem se destacado como uma alternativa
para a produgio de biomassa micelial e seus metabdélitos bioativos, devido s suas potenciais vantagens, incluin-
do a necessidade de menor espaco fisico, menor tempo e diminui¢ao da contaminagao (Kim ez a/., 2002; Shih
et al., 2007). Esse tipo de fermentacio ¢ adotado, principalmente, quando o enfoque é obter um principio ativo
e/ou aplicar suas propriedades nutritivas como um suplemento alimentar, ou firmaco (Rathore ez al., 2019).
Contudo, diferentemente da fermentagio sdlida, o produto final obtido ¢ uma biomassa micelial, constituida,
basicamente por hifas (constituem o corpo vegetativo do fungo) (Smith ez /., 2002; Clementino & Rosado,
2011). Adicionalmente, muitos dos compostos bioativos tém sido obtidos a partir do caldo de cultivo, sendo,
portanto, um dos principais alvos da pesquisa cientifica atual.

Os estudos envolvendo a fermentagao submersa de cogumelos tém sido direcionados, principalmente, para
a otimizagdo do processo, onde inclui-se a composi¢ao dos meios de crescimento (concentragio de carbono,
nitrogénio e minerais), agitagio, temperatura, pH, densidade e morfologia do inéculo. No caso especifico do
uso de biorreatores para o processo fermentativo, leva-se ainda em consideragio parimetros como a demanda de
oxigénio, taxa de agitacdo e aeragao (Rubel, 20006).

Nesse sentido, a partir de variagoes nas condigoes de fermentagio submersa, o metabolismo do fungo pode ser
induzido a produzir determinados compostos, assim como, pode favorecer o acimulo de biomassa (Bettin, 2010).

O processo de otimizagdo submersa ainda ¢ escasso, sendo a maioria dos resultados voltados a produgao de
exopolissacarideos, antimicrobianos e compostos antioxidantes, onde os pardmetros como temperatura, pH
inicial, agitagio, fonte de carbono, concentracio de macro e micronutrientes, taxa de inoculagio ¢ tempo de
cultivo tém sido relatados como influenciadores diretos da fermentagio liquida e produ¢io de compostos bioa-
tivos (Kim ez al., 2002; Berovic e Podgornik, 2019).

Desta forma, considerando a necessitadade de um tempo reduzido de uma fermentagao submersa, quando
comparado ao cultivo sélido (podendo prolongar-se por meses), é possivel a realizagao de alteragdes desses pa-
rAmetros fisico-quimicos a cada novo cultivo liquido, com a finalidade de otimizar a produgio de biomassa e/
ou outros produtos de interesse (compostos bioativos), sem que haja aumento excessivo nos custos (Elisashvili,
2012; Abdullah ez al., 2013). Para tanto, normalmente, estes testes sao realizados em frascos pequenos, sob con-
digoes estdticas ou agitadas, variando-se a composi¢ao do meio, de forma a determinar as melhores condigoes
de cultivo (melhor resposta de biomassa micelial e/ou compostos), para posterior escalonamento em biorreator,
reduzindo o risco de falha no processo a nivel industrial.

Apbés a determinagao dos pardmetros 6timos do cultivo liquido de um cogumelo, utiliza-se biorreatores vi-
sando o aumento da escala produtiva do fungo, ou antibidticos, enzimas, horménios, entre outros compostos de
aplicacio industrial (Camelini ez a/., 2014; Berovic e Podgornik, 2019). Virios tipos de biorreatores estao dispo-
niveis no mercado, cujo principio é a agitagdo e aeracio do sistema, podendo ser de bandejas, tambor rotatério
e tambor agitador, com aeragio nio-for¢ado, ou ainda, biorreatores de leito fixo, fluidizado, agitado e tambor de
balango, com aeracio forcada (Camelini ez al., 2014; Svobodovéd e Novontny, 2018).
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Em escala industrial, normalmente, utiliza-se birreatores de fermentagao aerada, sendo 90% representados pelo
tipo tanque agitado tradicional. Os outros 10% constituem os biorreatores pneumdticos, sem agitacdo mecanica,
como por exemplo airlift e coluna de bolhas. A vantagem no uso desses tltimos biorreatores ¢ que evitam proble-
mas de cisalhamento das células, muitas vezes ocasionados pelo alto grau de agitacio das pés do agitador, necessirio
para promover a transferéncia de massa e oxigénio, nos biorreatores de tanque agitado (Camelini ez a/., 2014).

Entre os principais produtos, provenientes da fermentagio submersa de cogumelos, destacam-se as protei-
nas, enzimas, dcidos, antibidticos, polissacarideos, alcaloides, esterdis e triterpenoides, além da biomassa para a
utilizagdo como suplemento alimentar (Elisashvili, 2012; Berovic e Podgornik, 2019).

Outra aplicagio importante para a fermenta¢ao submersa é a sua utilizagdo como inoculante para a produgao
de cogumelos comestiveis, em cultivo sélido. Essa prética, tem se tornado importante uma vez que possibilita a
redugio do tempo de preparo do “spawn” (“semente” no cultivo sélido, cuja finalidade é a adaptacio do fungo
ao substrato de cultivo), além de melhorar o rendimento dos cogumelos (Liu ez al., 2018).

Em relagio a obten¢io de biomassa nutritiva, que pode ser utilizada como suplemento alimentar, alguns estu-
dos tém sido conduzidos com o objetivo de verificar se 0 micélio de um cogumelo, produzido sob condi¢oes de
fermentacio submersa, apresenta as mesmas caracteristicas nutritivas do corpo de frutificagdo, assim como simi-
laridade entre constituintes (Confortin, 2006), incluindo teor de nitrogénio, proteina, glicogénio, dcidos graxos,
agucares e cinzas. Assim, a fermentacio submersa desponta para uma importante introdu¢io de cogumelos no
mercado brasileiro, pela gera¢io de biomassa para fins alimentares e ou nutratracéutico (Sales-Campos, 2013).

E importante ressaltar que, apesar das vantagens da fermentacio submersa de cogumelos, a eficiéncia e quali-
dade produzida de biomassa e/ou compostos bioativos ¢ dependente da espécie fliingica, assim como do método
e pardmetros fisico-quimicos adotados durante o crescimento.

3. Principios bioativos dos cogumelos

Os cogumelos sao bem conhecidos pelas suas propriedades nutracéuticas, sendo altamente apreciados pelos
seus atributos imunomodulatério, antioxidante, antimicrobiano e antitumoral e, muitas vezes, consumidos
principalmente pelos seus beneficios, do que pelo seu sabor (Abdullah ez /., 2017). Adicionalmente, sdo con-
siderados importantes fontes fibras, incluindo quitina, hemiceluloses, mananos e polissacarideos conhecidos

como B-glicanos (Abdullah ez 4l., 2017).

Um composto nutracéutico é definido como uma substincia, um alimento ou parte de um alimento respon-
sdvel por proporcionar beneficios a satide, incluindo prevengio ou tratamento de doengas (Barros ez al., 2008).
Os principais compostos com propriedades nutracéuticas e/ou medicinais reportados nos cogumelos compre-
endem os terpenos, polissacarideos, proteinas biologicamente ativas, antioxidantes, além de fibras, minerais e
vitaminas, que despontam para o combate de vdrias doengas degenerativas (Kumar, 2019; Rathore ez 4/, 2019).

Os polissacarideos constituem a classe de biomoléculas mais investigada em cogumelos, sendo alguns desses
biopolimeros (principalmente B-glucanas ou heteropolissacarideos) comercializados como antitumorais, imu-
noestimuladores ou profildticos (Erjavec ez al., 2012; Ma et al., 2019). Quimicamente, esses compostos s3o
formados por unidades de monossacarideos unidos por ligagdes glicosidicas e, estruturalmente, fazem parte da
composicio de parede celular, além de servir como reserva energética, ou ainda, podem ser excretados extrace-
lularmente como mecanismo de prote¢ao celular (Li ez 4/., 2018).

Entre os polissacarideos provenientes de cogumelos, o mais comum e mais estudado ¢ o lentinano, isolado
da espécie Lentinus edodes, ou comumente conhecida como shiitake. Este polimero é composto de uma cadeia
principal de residuos B-(1,3) -D-glicose com grupos laterais B-(1,6)-D-glicose, apresentando peso molecular em
torno de 500 kDa (Giavasis, 2014; Li ez al., 2018). Da espécie Ganoderma lucidum se obtém o ganoderano, um
polissacarideo muito apreciado pela medicina tradicional asidtica. A espécie Pleurotus ostreatus também tem sido
apontada como potencial candidata para o desenvolvimento de compostos nutracéuticos e dela, tem-se extraido
o pleurano, que consiste em B-(1,3/1, 6) -D-glicanos insoltveis (Giavasis, 2014).



Do ponto de vista aplicado, esses polissacarideos tém sido intensamente investigados no tratamento do cin-
cer, estimulo do sistema imune, assim como sua atividade profildtica contra quimio e/ou radioterapia, atividade
antimicrobiana e na regulagio e prevencio da hiperglicemia e hipercolestrolemia (Giavasis, 2014).

Compostos de origem proteica provenientes de cogumelos, por sua vez, além da importincia farmacoldgica,
apresentam grande importincia nas industrias de tecidos (celulases), detergentes (proteases e lipases), alimentos
(amilases, pectinases, proteases e celulases) e de couro (proteases e lipases) (Souza ez al., 2008).

Enzimas ligninoliticas, como as celulases e peroxidades, vém sendo aplicadas em indmeros processos indus-
triais, como por exemplo, na descoloragao de diversos corantes, na degradagao de poluentes organicos, branque-
amento de polpa de celulose e na produc¢io de combustiveis de segunda geragao (Kuhad ez al, 2011).

As celulases compreendem o grupo de enzimas responsdveis pela hidrélise da celulose, principal compo-
nente estrutural de materiais lignocelulésicos, a partir de um complexo multienzimdtico envolvendo a agdo de
endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases, até a completa quebra do polimero (Bentil ez /., 2018). Em
contrapartida, as peroxidases sao responsédveis pela degradacio da lignina, sendo envolido, nesse processo, a par-
ticipagio de trés enzimas oxidativas, lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase (Durdn, 2004).

A lacase tem sido uma das enzimas de degrada¢ao do complexo ligninolitico mais investigadas devido & sua
capacidade em oxidar uma grande variedade de substratos organicos e inorganicos, como mono, di e polifendis,
aminofendis, metoxifendis, além de complexos metdlicos, sendo este tltimo, o principal interesse de sua aplica-
¢ao biotecnoldgica (Upadhyay ez al., 2016).

No que concerne a proteinas bioativas provenientes de cogumelos, pode-se citar as lectinas, proteases, inibi-
dores de proteases, proteinas imunomoduladoras, inativadoras de ribossomo, polimeros e proteinas antimicro-
bianas (Erjavec ez al., 2012; Valverde et al., 2015). Entre sua aplica¢io firmaco-industrial, destaca-se a atuacio
antiproliferativa, antitumoral, imunomodulatéria e inibitéria da transcriptase reversa do HIV-1, além das ativi-
dades bactericidas, fungicidas e antiviral (Li ez a/., 2018; Zhang ez al., 2014).

Outro grupo de extrema importincia sio as proteases ou peptidases, responsdveis pela hidrélise de ligagoes
peptidicas de proteinas (Sabotic e Kos, 2012). A ocorréncia de proteases em todos os organismos vivos sugere a sua
participagdo fundamental no metabolismo e regula¢ao de muitos processos bioldgicos, como por exemplo, na regu-
laao da expressao génica, replicagio do DNA, transporte de proteinas, crescimento e diferenciacao celular (Sabotic
e Kos, 2012). Assim, as proteases compreendem o grupo de enzimas mais exploradas industrialmente, sendo prin-
cipalmente, aplicadas na industria de detergentes, laticinios, carnes, panificacio, couro e do leite (Pimenta, 2018).

Além das moléculas jd citadas, os compostos antioxidantes provenientes de cogumelos tém sido intensamen-
te estudados, uma vez que o estresse oxidativo ocasionado pelo desequilibrio no metabolismo e uma produgio
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) podem acarretar em uma série de distirbios como diabetes,
artrite, mal de Parkinson, Alzheimer e problemas de envelhecimento (Kozarski ez al. 2015). Assim, os cogu-
melos surgem como uma alternativa nas defesas antioxidantes, podendo ser usados diretamente por meio da
suplementacio, reduzindo, assim, o nivel de estresse oxidativo. Muitos cogumelos tém sido reportados por
apresentar propriedades antioxidantes, tanto nos micélios como nos corpos de frutificagao, com énfase para o
género Agaricus, Boletus, Ganoderma, Lentinus, Pleurotus ¢ Termitomyces (Kozarski et al., 2015; Sales-Campos e
Nascimento, 2015; Sales-Campos et. al., 2017).

Os compostos fendlicos compreendem a principal classe de moléculas com atividade antioxidante isoladas
de cogumelos e apresentam em sua estrutura anéis aromdticos com uma ou mais hidroxilas, capazes de doar
um hidrogénio a um radical livre (Dubost ez al., 2007). Assim, as propriedades antioxidantes desses compostos
proporcionam a diminuigao dos niveis de radicais livres, estabiliza¢io de fons metdlicos e modula¢io de enzimas
antioxidativas do organismo vivo (Ozcan ez al., 2014).

4. Potencial biotecnolégico de cogumelos amazonicos

No que diz respeito aos cogumelos amazonicos, estudos acerca de sua produgio em diferentes sistemas
(fermentagao sélida e liquida), suas propriedades nutracéuticas, assim como de seus compostos bioativos ainda
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sa0 escassos, principalmente quanto ao processo de otimizagio da fermentagio submersa visando a sintese de
moléculas especificas para produgio em escala industrial. Neste contexto, a maioria dos estudos envolvendo co-
gumelos amazonicos se detém a investigar a presenca de compostos bioativos a partir dos corpos de frutificagio
coletados na prépria floresta e/ou a partir de micélios crescido sob meio sélido em placas.

Desta maneira, estudos iniciais de cultivo de cogumelos selvagens sdo importantes para o entendimento do
metabolismo do fungo, assim como para se obter uma maximiza¢io da produgao. De posse desses dados, pode-
se tomar decisoes acerca de outras potenciais aplicabilidades dos cogumelos produzidos, incluindo a obtencio
de moléculas bioativas e/ou obtengao de um alimento nutracéutico. Nesse sentido, as primeiras pesquisas a
serem desenvolvidas devem ser conduzidas no sentido de selicionar residuos e espécies mais aptas a producio e
de composi¢ao nutricional superior.

Diante desse cendrio, estudos tém sido realizados no Laboratério de Cultivo de Comelos Comestiveis
(LCEC), do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, com o objetivo de selecionar espécies (nativas ou
comerciais) e residuos regionais, como serragens de madeira e/ou residuos provenientes da agroindustria, com o
objetivo de otimizar o processo produtivo de cogumelos. Assim, reunindo dados dessa linha pesquisa, pode-se
inferir que, uma espécie de Pleurotus ostreatus, nativa da Amazonia, quando cultivada de modo axénico em en-
gaco de banana apresentou maior eficiéncia bioldgica (EB) na cultivar thap-maeo (53,44%), seguido da cultivar
prata-ana (30,12%). Quando cultivado em casca de tucuma, esse fungo apresentou EB de 33,61% e, aplicando
a técnica Jun-Cao, utilizando-se como substrato uma mistura de campim-elefante e cajui, a BE foi de 86,4%.
Nesse tltimo experimento, também foram testadas outras espécies amazdnicas nesse mesmo substrato, sendo
a BE encontrada para Pleurotus ostreatusroseus de 46,9%, ao passo que, para Lentinus strigosus nao foi obtida
a producido de primoérdios, necessdrios para o desenvolvimento do corpo de frutificagao. Em outro estudo, os
indices de eficiéncia bioldgica (EB) Lentinus strigosus, cultivados em trés diferentes substratos formulados (subs-
trato a partir de serragem de cajui; pau-de-balsa e marupd) foram: 58,58; 47,50 e 37,95%, respectivamente.

Em cultivo axénico, utilizando-se a uma linhagem comercial de Pleurotus, variando os residuos na formulagao
do substrato, o cogumelo apresentou maior produtividade, com eficiéncia biolégica (BE) de 126,6% em residuo de
pupunheira; 99,8% em cana-de-agticar; 94% em marupd e 64,6% em pau-de-balsa. Adicionalmente, em diferentes
cultivares de banana, a maior EB foi para o pseudocaule deThap maeo (62%). Suas composi¢des centesimais tam-
bém variaram com o substrato de cultivo, o que indica a necessidade de formulagoes para obtencgio da molécula alvo.

No que concerne aos estudos envolvendo compostos bioativos desses cogumelos, ainda sao poucos os tra-
balhos realizados visando a obtencdo dessas moléculas, contudo, recentemente, tém sido alvo dos projetos de
mestrado e doutorado desenvolvidos no laboratério, sendo assim, muitos dados ainda nio foram publicados.

A partir de resultados preliminares pode-se inferir que a espécie Pleurotus ostreatus, nativa da Amazdnia,
apresenta grande potencial para a produgio de enzimas responsdveis pela degradagao do complexo ligninolitico,
expressando pico mdximo de atividade de lacases no quinto dia de cultivo em residuo do engago e pseudocaule
de banana. Ainda sobre essa mesma linhagem flngica, foi possivel avaliar a produgao de polissacarideos quando
cultivado em cajui, assim como para outra espécie nativa, Lentinus strigosus. Em residuo de marupd, P ostreatus
também apresentou potencial em produzir polissacarideos, contudo, em menores proporgoes.

Outro fungo amazonico, Trametes cubensis também desponta para o potencial em produzir enzimas degrada-
tivas onde, em cultivo sélido, apresentou maiores atividades para a lacase no substrato composto de bagaco de
cana e solugdo nutritiva de Karp. Em contrapartida, quando cultivado em meio liquido, essa atividade é superior
em meio malte. A atividade de lignina peroxidase expressa por 7. cubensis foi maior em bagago de cana mistu-
rado com marupd (cultivo sélido) e em meio Czapek contendo ABTS (cultivo liquido). A atividade manganés
peroxidase também foi maior em bagaco de cana misturado com marupd (cultivo sélido), contudo, no cultivo
liquido, o meio malte contendo sulfato de cobre resultou nos maiores valores.

No que diz respeito as biomoléculas de origem proteica dessas linhagens de cogumelos da Amazénia, estudos
envolvendo a detecgdo da atividade de proteases, inibidores de proteases e lectinas ainda estao sendo conduzidos,
tanto a partir dos corpos de frutificagio, produzidos em cultivo sélido utilizando-se residuos regionais, como da
biomassa micelial e/ou caldo de fermentagoes submersas. A partir dos resultados obtidos nesses experimentos,
pretende-se ainda proceder ensaios de otimizagao e, posteriormente, escalonamento em biorreator.



De posse da potencialidade dos fungos amazonicos, principalmente de Pleurotus ostreatus, em produzir enzimas
hidroliticas do complexo ligninolitico, e com o objetivo de fechar a cadeia do processo de reciclagem de residuos
provenientes do processamento madeireiro ¢/ou agroindustrial, de forma a reduzir possiveis impactos ambientais,
pesquisas estdo sendo conduzidas no sentido de aproveitar os residuos pés-cultivo do cogumelo, ou seja, jd com a
parte indigerivel desse material hidrolisada, no processo de formulagio de ragio animal e produgio de papel.

5. Conclusao

Diante do exposto, linhagens de cogumelos amazoénicos apresentam grande potencial para produgao em
larga escala, visando atender ao mercado local de cogumelos, além de colaborar na cadeia de reciclagem de resi-
duos descartados no meio ambiente. Adicionalmente, desponta para uma importante obten¢ao de biomoléculas
ativas de aplicagao industrial.
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Resumo

Os macrofungos (cogumelos) sao um grupo especial de fungos, pelo seu tamanho macroscépico, variedade
de formas, cores, tamanhos e produgao de milhdes de esporos. Na natureza, existem além de cogumelos comes-
tiveis e medicinais, os téxicos, venenosos e alucinégenos que também tém propriedades farmacoldgicas e podem
ser utilizados como tratamento complementar, nas mais diversas patologias clinicas, entre elas, o autismo e o
cancer. E um produto natural com elevadas propriedades nutricionais e medicinais que necessitam de cuidados
especiais, para que seus nutrientes e principios ativos, mantenham-se inalterados, caso contrdrio, ocorrerd um
desencadeamento de processos bioquimicos que culminardo com a deterioragio do mesmo e consequente redu-
¢ao das suas atividades nutricéuticas. A grande variabilidade genética de cogumelos cultivados e nativos, existen-
tes em todo o mundo, representa uma fonte proteica essencial para a saide humana. A sua importincia na satide
humana ¢ devido  presenca nio somente de proteinas de alto valor bioldgico, presentes na sua composigao qui-
mica como também de vitaminas e elementos minerais tais como: fésforo, magnésio, célcio e ferro, entre outros.
Os cogumelos- corpo frutifero, micélio ou esporos- apresentam intimeras aplicagoes cientificas e tecnoldgicas,
como na industria alimenticia, farmacéutica e na agricultura. Sua relevincia nutricional estd relacionada as
proteinas de alta qualidade, aos carboidratos, aos lipideos, as vitaminas e as fibras. Além disso, esses organismos
sdo fontes importantes de substincias bioativas e apresentam diversas propriedades medicinais: antitumoral, an-
tiviral, anticoagulante, antioxidante, antimicrobiana, entre outras. Os firmacos produzidos pelo Ganoderma lu-
cidum, Agaricus blazei e Flammulina velutipes, possuem atividades antitumorais, anti-AIDS, anticolesterol, etc.,
vem sendo comercializados a um elevado preco, principalmente em paises asidticos e europeus. Os macrofungos
tém sido utilizados na imunoterapia, dentro da medicina complementar. A utilizacio de algumas espécies tem
dado excelentes respostas, mesmo em uso isolados, em conjunto com terapias ou tratamento convencionais.

Palavras-chave: Macromicetos, antitumoral, substincias bioativas.

1. Introducao

Os macrofungos tém sido considerados um grupo especial de fungos pelo seu tamanho macroscépico,
distinto corpo de frutificacio e producio de bilhdes de esporos. Suas frutificacbes podem ser de cores vivas
(amarelo, laranja, vermelho, violeta ou verde) escuras (marrom ou preto) ou sem coloragio (branco ou hiali-
no), de consisténcia carnosa frégil a coridcea resistente, morfologia bastante varidvel e formas curiosas (Urben e

Oliveira, 1998) e (Urben ez al., 2017) (Figura 1).
Na antiguidade, os fungos tiveram um importante papel cultural no Oriente, Grécia e na América Central.

Sao conhecidos pelos povos asidticos, desde os primérdios da sua histdria, seja pela sua toxidez ou pelas suas
propriedades nutricionais e medicinais. O homem primitivo ja se alimentava desses macromicetos no periodo entre
5.000 a 4.000 anos a.C. e logo aprendeu a valorizd-los como alimento (Zhanxi, 1995; Urben ez al., 2004, 2017).

Os fungos fazem parte da terapia chinesa hd muitos séculos. Os seus efeitos nutricionais foram registrados no
livro “SHEN NUNG’S HERBAL”, escrito h4 2.000 anos (Amazonas, 1999, Urben ez /., 2004, 2017).

Os cogumelos e os seus beneficios também foram relatados por escritores gregos e romanos, entre eles,
Hipdcrates o “Pai da Medicina”, no século IV a.C. Os fungos medicinais, como por exemplos: Ganoderma lu-
cidum é conhecido na China, hd mais de 2.000 anos, Poria cocos, 1.800 anos e Auricularia polytricha, 500 a 600
anos d.C. (Zhanxi, 1995; Urben, et al., 2004, 2017).
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Eles representavam uma classe especial de alimentos. Os gregos acreditavam que a forca dos guerreiros nas
batalhas era proveniente dos cogumelos que eles consumiam; os faraés no Egito consideravam os cogumelos
como sendo um alimento dos deuses; para os romanos representavam um prato especial que s era servido em
ocasies festivas e os chineses consideravam um alimento sauddvel e acreditavam que fosse o “elixir da vida”

(Chang e Miles, 1989, Urben ez 4l., 2017).

Figura 1. Formas, cores e texturas variadas.

Apesar dos cogumelos serem considerados um alimento especial, algumas espécies também podem ser t6-
xicas, alucinégenas, venenosas e medicinais (Figura 2). Existem relatos de intoxicagio e morte na América e
Europa devido ao consumo de cogumelos silvestres. Os sintomas causados pela ingestao de cogumelos téxicos
ou venenosos sao: vomito, diarreia, dores gastrointestinais, depressio, fotofobia e disfungao hepdtica aguda. No
México, os fungos alucinégenos também sio conhecidos como psicotrdpicos ou neurotrépicos, eram usados
pelos indios em rituais religiosos e também como medicamentos. O género Psilocybe, comum naquele pais, era
considerado um produto divino (Aurora, 1986; Alberto, 2010).

2. Valor Nutricional dos Cogumelos

A importincia da nutri¢ao humana, assim como os beneficios dos suplementos dietéticos tém sido altamente
estudados por cientistas no mundo inteiro, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida e prevenir doencas.
A escolha da linhagem, do substrato, do composto, os diversos estdgios de desenvolvimento do basidiocarpo e
as condigoes climdticas sdo fatores fundamentais para que haja uma melhor absor¢ao de nutrientes e producio
de principios ativos nos cogumelos (Urben, 2004; Albert6, 2008; Urben ez al., 2017).

Os cogumelos de maior teor nutricional sao baseados no indice de aminodcidos essenciais. O indice nutri-
cional desses macrofungos supera o de vegetais e legumes (Campos, 2011).

De um modo geral, os macrofungos sio constituidos de 90% de dgua, apresentam elevados teores em proteinas,
vitaminas (B1 e C), ribloflavina, niacina e biotina. Contém todos os 21 aminodcidos essenciais, os quais 0 homem
necessita para sua nutri¢ao. Apresentam altas concentragdes de isoleucina, leucina, lisina e histidina, que estao pre-
sentes na carne em baixos teores. S30 ricos em sais minerais (fosforo, potdssio, célcio, sédio e ferro) de baixo valor
calérico (30 cal/100g de cogumelos desidratados). Os cogumelos apresentam entre 3,5 e 4,0 % em peso fresco
e de 30 2 50% em peso seco de proteina. As fibras presentes na parede celular dos cogumelos tém agao laxativa.
Ajuda na digestdo e atua na remogio de residuos e toxinas intestinais, reduzindo os riscos de cincer de cdlon,
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Figura 2. A) Ganoderma lucidum; B) Tremella fuciformis; C) Amanita muscaria; D) Psilocybe mexicana

reto ¢ enfermidades corondrias, entre outras. O contetido de fibras ¢ também varidvel entre as espécies. O fungo
Flammulina velutipes, por exemplo, tem em torno de 4% em peso seco de fibras enquanto que algumas espécies de
Auricularia podem apresentar até 20%. (Bado, 1994; Alberto, 2008; Urben et al., 2017).

3. Acidos Graxos

O consumo de alimentos ricos em dcidos graxos/lipideos (gorduras) pela populagio, tem sido uma grande
preocupagio por parte dos médicos em virtude do elevado indice de doengas cardiovasculares e circulatérias.
Novos hdbitos de vida vém sendo adotados, como os alimentos de baixo teor calérico, entre eles, os cogumelos
que tém se revelado um alimento saudédvel e benéfico para a satdde. (Urben ez al., 2017).

4., Alimentos funcionais e nutracéuticos

O é&xito na aceitagdo de produtos especiais, como os alimentos funcionais e nutracéuticos, reside nas evidén-
cias sobre os efeitos sauddveis de certas substdncias contidas nos alimentos, reforgando a ideia de que a alimenta-
¢a0 é um fator critico para a manutengio da satde e redugao do risco de certas doengas. Entre os vdrios conceitos
existentes, podem ser definidos como: nutracéuticos, alimentos ricos em nutrientes que sao consumidos frescos
ou desidratados, enquanto os nutricéuticos sio utilizados na forma de cdpsulas ou tabletes como suplementos
dietéticos. J4 os fdrmacos sio usados terapeuticamente com acompanhamento médico e sio ministrados por via
oral, topica ou injetdvel (Urben ez al., 2017).

5.Valor Medicinal dos Cogumelos

Numerosas espécies de cogumelos, além de possuirem valores nutricionais, tém efeitos terapéuticos ou me-
dicinais, como exemplos: Cogumelo da Vida, Princesa, Piedade ou Himematsutake (Agaricus blazei), Shiitake
(Lentinula edodes), Macaco branco (Hericium erinaceus) e Talo veludo (Flammulina velutipes).



Embora os cogumelos medicinais sejam utilizados pelos povos asidticos hd muitos anos, o valor medicinal
dos fungos, s6 mereceu atengao mundial em 1927-1929, quando o médico e bacteriologista inglés, Alexander
Fleming, trabalhando com uma bactéria denominada Streprococcus sp. em condigoes de laboratério, verificou
que o fungo Penicillium sp. (contaminante do ar atmosférico) secretava uma substincia, a penicilina, que inibia
o crescimento da bactéria.

O interesse pelos cogumelos, por terem propriedades nutricionais e medicinais, aumentou a partir da década
de 1970, com pesquisas sobre os seus efeitos terapéuticos realizadas principalmente no Japao, China, Franca e
Estados Unidos.

Sao considerados alimentos funcionais e sio reconhecidos pelo seu valor nutricional e pelos beneficios que
proporcionam a satde, dai serem denominados de nutracéuticos. Sio consumidos frescos ou desidratados.

Figura 3. A) Cogumelo da Vida, Princesa, Piedade ou Himematsutake (Agaricus blazei), B) Shiitake (Lentinula edodes), C)
Macaco branco (Hericium erinaceus) e D) Talo veludo (Flammulina velutipes).

Por possuir atributos medicinais, além dos nutricionais eles fazem parte do grupo dos nutricéuticos, cogu-
melos que apresentam diversas propriedades farmacoldgicas. Podem ser consumidos como suplementos dieté-
ticos, tanto para prevengio, como para o tratamento de vdrias doencas. Sao utilizados na forma de cdpsulas ou
tabletes como suplementos dietéticos.

6. Farmacos

Os farmacos (preparagoes quimicamente definidas com propriedades medicinais especificas), derivados dos
cogumelos, sao utilizados para o tratamento de doengas especificas. Os mais conhecidos sao: o Lentinan (L. edo-
des), Krestin (Trametes versicolor) e Schyzophylan (Schyzophyllum commune) (Urben ez al. 2004 e Albert6 2008).
(Urben ez al. 2017). Sao usados terapeuticamente com acompanhamento médico e sio ministrados por via oral,
topica ou injetdvel (Amazonas, 1999; Urben ez 4/., 2004, 2017)

Dentre os principios ativos, os mais estudados pelos cientistas, sao as glucanas, geralmente presentes nos
cogumelos em grandes quantidades. Como exemplo, a 8-D-glucan, um polissacarideo existente no micélio
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e nos corpos frutiferos dos cogumelos. Sua acio estd diretamente ligada ao aumento das células de defesas do
H . <« . bl . . 7 . . .
organismo, conhecidas como “Natural Killer” (NK) que fortalecem o sistema imunolégico, criando um sistema

de protecio contra virus, bactérias, fungos e parasitas.

As glucanas também combate s toxinas do organismo e atua com um poderoso antioxidante que previne o
envelhecimento das células. Eficiente como tratamento complementar do cAncer.

Os cogumelos também tém atividade antiviral, podendo ser usado no tratamento de AIDs. Estudos com
Ganoderma lucidum indicam que os dcidos triterpénicos, extraidos deste fungo, tem efeito sobre o HIV. Atuam
sobre a membrana celular, dificultando a entrada do virus nas células (Miles e Chang, 1997).

6.1. Efeitos farmacolégicos de Ganoderma lucidum (Figura 4)

Analgésico; antialérgico; bronquite (efeito preventivo); anti-inflamatério; antibacteriano; antioxidante (eli-
mina os radicais livres); antitumoral; antiviral; baixa a pressao sanguinea; baixa o teor de colesterol no sangue;
baixa o teor de glicose no sangue (diabetes); auxilia na depressao, atuando no sistema nervoso central; antifadiga;
artrite; arteriosclerose; AIDS; atividade anti-tlcera; hepatite B - restaura as funcoes do figado.

Figura 4. Ganoderma lucidum

6.2. Efeitos farmacoldgicos de Agaricus blazei (Figura 5)

Atividades: anti-trombocitica; antitumoral; antiviral; antialérgico; AIDS; prevenc¢ao de diabetes; controle
de colesterol alto; doengas do aparelho circulatdrio, digestivo, urindrio e respiratério; edema; hepatite; sinusite;
rinite; menopausa; lupus; diminui a pressao sangul’nea; arteriosclerose e 0Steosporose.

Reagoes: No inicio do tratamento podem ocorrer reagoes de cardter transitério como: diarréia, prisao de ventre,
sonoléncia, etc. Estas reagoes estio ligadas a desintoxicagao do organismo e a recuperagio dos 6rgaos debilitados.

Figura 5. Agaricus blazei



6.3. Efeitos farmacoldgicos de Lentinula edodes (Figura 6)

Atividades: antitumoral ; estimulante do sistema imunoldgico; ativa as células de defesa do organismo (NK
= Natural Killer); antiviral/HIV; antibacteriana; melhora as fung¢ées do figado; ajuda a produzir anticorpos para
hepatite B; efeito cardiovascular - baixa teores de colesterol e lipideos no sangue.

Figura 6. Lentinula edodes

6.4. Efeitos farmacoldgicos de Pleurotus ostreatus (Figura 7)

Atividades: antitumoral; baixa os teores de lipoproteinas no plasma sanguineo e baixa os teores de colesterol
e triglicerideos no figado; relaxante muscular e antiviral.

Figura 7. Pleurotus ostreatus

7. Consideracodes Finais

A grande variabilidade genética de cogumelos cultivados e nativos, existentes em todo o mundo, representa
uma fonte de proteinas, vitaminas, minerais, fibras e carboidratos, com baixo teor de lipideos, o que os torna
um alimento adequado para ser incorporado em dietas do baixo teor calérico. Por isso, os cogumelos sio tradi-
cionalmente usados em paises orientais como alimentos e para o tratamento de diversas doengas.

Substincias como o polissacarideo Lentinan, uma 3-1,3-glucana isolada de Lentinula edodes, com ativida-
de antitumoral, e a eritadenina, também produzida por esse fungo, com atividade anticolesterol tém atraido
a aten¢do de médicos e cientistas. Os farmacos produzidos a partir de Ganoderma lucidum, Agaricus blazei e
Flammulina velutipes possuem atividade antitumoral, antiviral/HIV e anticolesterol e sao comercializados a um
elevado preco, principalmente nos paises asidticos e europeus.

Os cogumelos tém sido utilizados na imunoterapia, dentro da medicina complementar. A utilizagio de
algumas espécies tem dado excelentes respostas, mesmo em usos isolados ou em conjunto com as terapias ou
tratamentos convencionais.
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A ciéncia tem progredido no desenvolvimento de novos tratamentos de doengas, descobrindo a natureza dos
compostos bioativos e seus mecanismos de agao para serem usados em beneficios da satide humana.
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Resumo

Os fungos corticioides apresentam basidiomas geralmente ressupinados com himenéforo liso, mas apesar da
aparente simplicidade macromorfolégica, estes organismos possuem uma vasta variedade micromorfolégica no
himénio, subhiménio e subiculo. Sao de grande importincia ecolégica, pois participam ativamente da ciclagem
de nutrientes nos ecossistemas onde se encontram. No Brasil, ainda sao escassos os estudos sobre a diversidade
desses fungos, sendo relatadas 350 espécies no pais, das mais de 1800 registradas para o grupo. Com o objetivo
de ampliar o conhecimento sobre a diversidade de fungos corticioides no pais, foram realizadas revisées de ma-
terial depositado nos Herbdrios URM e O, revisoes de literatura, coletas em 13 estados abrangendo Amazénia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica e confirmacio das identificagoes por comparagio de sequéncias de DNA.
Com isso, 465 espécies distribuidas em 166 géneros estio listadas atualmente para o Brasil. Dentre essas, cinco
sa0 reportadas como novas ocorréncias para os Neotrépicos, 17 para o Brasil, 20 para o Nordeste, nove para
a Amazdnia, uma para o Cerrado, 29 para a Caatinga e duas para a Mata Atlantica. As andlises das sequéncias
obtidas nos mostraram uma nova combinacio em Phlebiopsis, uma nova combinacio em Rhizochaete, uma nova
espécie de Ceraceomyces, uma de Corticium, trés novas de Lyomyces, uma de Lopharia, trés de Trechispora, uma
de Xylobolus e cinco novas espécies de Xylodon. Os resultados demonstram que, apés a adi¢io de sequéncias de
espécimes brasileiros aliada a andlises morfoldgicas, hd uma alta e ainda desconhecida diversidade desses orga-
nismos nos ecossistemas brasileiros.

Palavras-chave: Basidiomycota, Fungos ressupinados, Macrofungos, Taxonomia

1. Introducao

Pertencentes ao filo Basidiomycota, os fungos corticioides sdo caracterizados por apresentar basidiomas ge-
ralmente ressupinados e com himenéforo liso. Apesar da similaridade macromorfoldgica entre as espécies, es-
ses organismos sio, na maioria dos casos, de origem polifilética (Larsson, 2007). De modo geral, as espécies
apresentam-se essencialmente ressupinadas a efuso-reflexas, mas, embora menos constantes, hd também as que
apresentam basidioma cupulado ou até mesmo estipitado. Apesar da simplicidade dos basidiomas, estes fungos
possuem, além das estruturas férteis, uma vasta variedade de microestruturas estéreis no himénio, subhiménio e
subiculo, tais como asterohifidios, hifidios, gloeocistidios, cistidiolos e leptocistidios.

O conhecimento sobre a relevincia dos fungos em ecossistemas florestais permite afirmar que a maior parte
dos fungos corticioides, assim como outros Agaricomycetes, estd envolvida na degradagio da madeira a partir da
decomposigio de substratos como a celulose ou lignina (Hjortstam ez al., 1987; Parmasto ez al., 2004; Floudas ez
al., 2012; Nagy ez al., 2016). O aparato enzimdtico desses organismos, bem como a nutrigao peculiar observada
nos fungos, estd diretamente relacionado a ciclagem de nutrientes nas florestas, atuando ativamente na manu-
ten¢do dos ecossistemas terrestres (Gilbertson, 1980; Webster ¢ Weber, 2007). Algumas espécies, no entanto,
sdo relatadas como fitopatdgenas (Stalpers e Loerakker, 1981; Larsson, 2007).

Sdo relatadas mais de 1800 espécies para o grupo, distribuidas em aproximadamente 250 géneros conheci-
dos, mas grande parte dos trabalhos publicados com enfoque em fungos corticioides é proveniente das regioes
temperadas do hemisfério norte (Donk, 1964; Larsson, 2007; Bernicchia e Gorjén, 2010) e pouco se sabe
sobre a diversidade e as relacoes filogenéticas desses fungos provenientes de regides tropicais. Estudos sobre esse
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grupo no Brasil sio encontrados nos trabalhos de Hjortstam e Ryvarden (2007), Baltazar e Gibertoni (2009),
Drechsler-Santos et al. (2009, 2013), Gomes-Silva e Gibertoni (2009), Gibertoni e Drechsler-Santos (2010),
Gorjén e De Jesus (2012), Baltazar ez a/. (2013, 2014, 2015, 2016, 2017), Chikowski ez a/. (2016, 2017), Koch
et al. (2018), Leal-Dutra ez al. (2018) e Ordynets ez al. (2018). Esses trabalhos reportam a ocorréncia de cerca
de 350 espécies destes fungos no pais, das quais apenas cinco sao registradas em dreas da Caatinga, enquanto as
demais sdo relatadas para o Cerrado, Mata Atlantica e Amazdnia. Além disso, alguns desses trabalhos, por meio
de sequéncias de DNA, definiram espécies e géneros e relagdes filogenéticas entre tdxons.

O pouco conhecimento sobre as espécies neotropicais limita a compreensao global dos processos de distri-
buigao de espécies, bem como posicionamento filogenético de diversos grupos, demostrando a necessidade de
maiores esfor¢os para o estudo desses organismos. Desse modo, o objetivo deste trabalho ¢ divulgar o status
da diversidade de fungos corticioides no pais, a partir de revisao de herbdrios URM e O, coletas em dreas da
Amazbnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atl4ntica, bem como a adi¢io de sequéncias de DNA de espécimes brasi-
leiros as andlises filogenéticas.

As coletas foram realizadas no periodo de 2007 a 2018 em vdrias dreas do Brasil (Tabela 1). Para a deter-
minagio das espécies foram utilizadas literaturas especializadas préprias para cada grupo tais como Hallenberg
(1985), Boidin & Lanquetin (1987), Chamuris (1988), Hjortstam & Ryvarden (1990), Larsson (1996),
Nakasone (1997) e Nuafiez & Ryvarden (1997). A nomenclatura seguiu as bases de dados Index Fungorum
(www.indexfungorum.org), Mycobank (www.mycobank.org) e artigos mais atuais sobre alguns tixons.

Os estudos de biologia molecular seguiram-se a partir da extragdo do DNA dos espécimes de interesse de
acordo com o protocolo de Goés-Neto et al. (2005), amplificagao das regides do DNA ribossomal ITS e LSU
(Lima-Janior ez al., 2014) e sequenciamento na Plataforma Tecnoldgica de Gendmica e Expressao Génica do
Centro de Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco. Apés obtidas as sequéncias, as andlises
filogenéticas foram realizadas em soffwares especificos, a partir da comparac¢io com sequéncias de referéncia de-
positadas em bancos de dados publicos (GenBank ¢ UNITE).

Anteriormente, cerca de 350 espécies de fungos corticioides eram registradas para o Brasil. Apds as revisoes
de literatura, de herbdrios, das coletas em campo e confirmagio das identificagdes por comparagio de sequéncia
de DNA, um total 465 espécies distribuidas em 166 géneros estao listadas atualmente. Dentre essas, cinco espé-
cies sdo reportadas como novas ocorréncias para os Neotr6picos, 17 para o Brasil, dentre elas Phlebia ludoviciana
(Burt) Nakasone & Burds., antes s6 relatada para América do Norte (Nakasone & Burdsall Jr., 1982) (Figura 1),
20 para o Nordeste, nove para a Amazdnia, uma para o Cerrado, 29 para a Caatinga e duas para a Mata Atlantica
(Chikowski ez al., 2019 — submetido).

As andlises das sequéncias obtidas indicaram uma nova combinagio em Rhizochaete Gresl., Nakasone &
Rajchenb.: R. sulphurosa (Bres.) Chikowski, K.H. Larss. & Gibertoni (Figura 2) (Chikowski ez a/., 2016); uma
nova espécie de Ceraceomyces: C. atlanticus Chikowski & K.H. Larss. (Figura 3) (Chikowski ez /., 2017); uma
nova combinagao em Phlebiopsis Jilich: P amethystea, antes pertencente a Hjortstamia Boidin & Gilles (Figura
4); uma nova espécie de Corticium Pers.; uma nova espécie de Lopharia Kalchbr. & MacOwan (Figura 4), trés
novas espécies de Lyomyces P. Karst., (Figura 5), trés novas espécies de Trechispora, uma nova espécie de Xylobolus

P. Karst. (Figura 6) (Crous ¢ al. — no prelo) e cinco novas espécies de Xylodon (Pers.) Gray (Figura 5).

A partir dos dados obtidos podemos afirmar que o Brasil apresenta grande diversidade de fungos corticioides,
contudo trabalhos futuros em regides ainda nio contempladas sdo imprescindiveis para ampliar o conhecimento
sobre espécies desse grupo. Novas espécies e géneros foram descobertos e é muito provdvel que ainda hd uma
grande diversidade desses organismos a ser explorada.

Embora fundamentais para a delimitacio de espécies, os dados morfolégicos utilizados na identificagio de
membros corticioides constituem-se como ferramenta limitada para alguns espécimes, sendo indispensdvel a
utilizagao de sequéncias de DNA e de andlises filogenéticas.

Nesse ambito, a regido 28S rDNA fornece dados robustos para a delimitagio de alguns géneros, mas nao
para espécies. O uso das regides ITS e LSU apresenta uma resolugio limitada para a delimitagio de novos gé-
neros, sobretudo em ordens mais amplas, como Hymenochaetales, Polyporales ¢ Russulales. Para incrementar
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Tabela 1. Estados, municipios, coordenadas geogréficas das areas de coleta (FLONA=Floresta Nacional, PARNA = Parque Nacional,
PE = Parque Estadual, RESEX=Reserva Extrativista, REBIO=Reserva Bioldgica, RPPN = Reserva Particular do Patriménio Natural).

Estados Areas de coleta Municipio Coordenadas Geogréficas
AMAZONIA
RESEX Cazumba-Iracema Sena Madureira 09028265, 69°27'09"0
Acre FLONA do Macaua Sena Madureira 09048'42"S, 69°29'25"0
FLONA de Sao Francisco Sena Madureira 09°51'42"S, 69°29'25"W
Alagoas REBIO de Pedra Talhada Quebrangulo 09°15'32"S, 36°25"12"W
Amapé FLONA do Amapé Porto Grande 00°55'34"N, 51°35'45"0
REBIO Lago Piratuba Cutias 01°49'06"N, 50°26'51"0
Maranhao RESEX do Ciriaco Cidelandia 05°10'27"S, 47°46'54"0
Estacdo Cientifica Ferreira Penna Melgago/Portel 01042'24"S, 51027'34"0
FLONA de Caxiuana Melgago 01047'32"S,51026'02"0
Pard FLONA Saraca-Taquera Trombetas/Oriximina 01020'57"S, 57°15'46"0
Hydro de Paragominas Paragominas 03°13'40"S, 47°46'50"0
Ilha de Cotijuba Belém 01°13"13"S, 48°32'18"0
Parque Ambiental de Belém Belém 01023'29"S, 48°23'00"0
Base de Selva Guararapes Porto Velho 08°43'32"S, 63°50'00"0
FLONA do Jamari [tapua do Oeste 09011'29"S, 63°05'04"0
Rondonia Parque Natural Municipal Olavo Pires Porto Velho 08°41'14"S, 63°52'05"0
Sitio Primavera Porto Velho 08°41'34"S, 63°52'05"0
Sitio do“Seu Careca” Porto Velho 08037'32"S, 63°57'49"0
CAATINGA
Serra da Jiboia Santa Teresinha 12°51'0"S,39°28'08" O
Bahia - Curagd 08°59'34'S, 39°53'60"0
- Maracés/Milagres 12°52'14"S,39°51'4"0
PARNA Chapada da Diamantina Abaira/Itaeré 13°14'31"S,41°40'7"0
FLONA do Araripe/Apodi Crato 07°21'55"S, 39°26'26"0
Ceard Serra de Ibiapaba Tiangud 03°52'47"S,40°57'50"0
RPPN Nao me deixes Quixadd 04°48'14'S, 38°58'07"0
Paraiba Reserva Estadual Mata do Pau-Ferro Areia 06°58'12"S, 35°42'15"0
PARNA Vale do Catimbau Buique 08°24'00"S, 37°09'30"0
Pernambuco Sitio Carro Quebrado Triunfo 07°50'17"S, 38°06'06"0
Sitio Santo Antonio (Cabo de Santo Agostinho 08°15'13"S, 35°03'37"0
Piauf PARNA Serra das Confusdes Caracol 09°7'30"S, 43°48'11"0
Rio Grande do Norte PARNA da Furna Feia Apodi 05°3'30"S, 37°3039"0
CERRADO
Mato Grosso do Sul Parque Estadual do Prosa Campo Grande 20°27'04"S, 54°33'41"0
RPPN/UFMS Campo Grande 20°30'28"S, 54°37'02"0
MATA ATLANTICA
Alagoas REBIO Pedra Talhada Quebrangulo 09°14'40"S, 36°25'35"0
Paraiba FLONA da Restinga de Cabedelo (Cabedelo 07°00'46"S, 30°50'40"0
REBIO Guaribas Mamamguape 06043'12"S, 35°10'55"0
7 GAC Olinda 08°00'03"S, 34°51'42"0
Campus da UFPE Recife 08°03'59"S, 34°56'64"0
Mata do Estado Caruaru 07°035'27"S,35029'27"0
Jardim Botanico do Recife Recife 08°04'41"S, 34°57'35"0
Pernambuco PE Dois Irmaos Recife 08°00'26"S, 35°56'49"0
PE Jodo de Vasconcelos Sobrinho Caruaru 0802210, 36°01'40"0
Refugio Ecoldgico Charles Darwin Igarassu 07°49'42"S,34°52'29"0
REBIO de Saltinho Tamandaré 08044'13"S,35010'11"0
RPPN Frei Caneca Jaqueira 08°42'41"S, 35°50'30"0
Serra do Contente Gravatd 08012'40"S, 35°34'04"0
PE Dunas do Natal Natal 05048'42"S,35011'32"0

Rio Grande do Norte

RPPN Mata da Estrela

Bafa Formosa

06°22'10"S, 35°00'28"0

Sergipe

PARNA Serra de Itabaiana

Areia Branca

10048'22"S, 37°22'29"0

Fonte: Lira (2016), Chikowski (2019).



168

a confiabilidade das andlises, é necessdrio o uso de mais marcadores, tais como os do barcode secundério (rpbl,
rpb2 e zefl) para elucidar o posicionamento e a identificagdo dos géneros dentro das familias as quais pertencem
(Floudas & Hibbett 2015, Vellinga ez 2/ 2016).

Figura 1. Reconstrucao filogenética de espécies em Meruliaceae baseada em anélises combinadas das regides ITS e LSU do
rDNA, demonstrando a ocorréncia de espécimes Phlebia ludoviciana no Brasil.
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Figura 2. Reconstrucéo filogenética de fungos corticioides baseada em sequéncias da regido LSU, demonstrando o
posicionamento de R. sulphurosa no género correspondente (Chikowski et al., 2016).
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Figura 3. Reconstrucdo filogenética baseada em sequéncias da regido LSU, demonstrando o posicionamento de
Ceraceomyces atlanticus no clado de Ceraceomyces s.s. (Chikowski et al., 2017).
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Figura 4. Reconstrucao filogenética de Dentocorticium, Lopharia, Phlebiopsis e Porostereum baseada na analise combinada
das regides ITS e LSU do rDNA, demonstrando o posicionamento da nova espécie de Lopharia e a nova combinagao
Phlebiopsis amethystea como uma nova espécie no género.
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Figura 5. Reconstrucao filogenética de Schizoporaceae (Hymenochaetales) baseada em sequéncias da regiao LSU,
demonstrando o posicionamento das provaveis espécies novas de Lyomyces e Xylodon.



Figura 6. Xylobolus brasiliensis. A - Basidioma (espécime tipo), B — Basidiosporos, C — Acanthohifidios, D - Reconstrucao
filogenética baseada na anélise combinada das regides ITS e LSU do rDNA, demonstrando o posicionamento de X. brasiliensis
como uma nova espécie no género. Escalas: A=1mm, B =5 pume C=30 pm.
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Resumo

Os fungos cifeloides correspondem a homobasidiomicetos relacionados ao conceito morfolégico tradicional do
género Qyphella e no passado, estiveram agrupados na familia polifilética Cyphellaceae. Atualmente, cerca de 120
espécies distribuidas em 40 géneros sao conhecidas e aceitas. As espécies cifeloides podem produzir basidiomas com
diferentes morfologias, como por exemplo: discoide, tubuliforme, cupuliforme ou globoso. O himenéforo ¢é geral-
mente liso e os basidiomas crescem sobre matéria vegetal em decomposicio. O objetivo desse trabalho ¢ apresentar
o atual estado de conhecimento da diversidade de fungos cifeloides que ocorrem no Brasil, apresentando uma lista
de espécies e comentdrios sobre sua distribui¢do, além de discutir espécies duvidosas e excluidas. No total, sdo re-
gistradas para o pais, 48 espécies distribuidas em 23 géneros. O Rio Grande do Sul ¢ o estado com maior niimero
de espécies citadas, especialmente devido aos estudos de J. Rick. Entretanto, novas coletas sao necessdrias principal-
mente para confirmar a ocorréncia de téxons duvidosos registrados na literatura. O Brasil é um pais megadiverso e
provavelmente novos téxons serdo descobertos como resultado de novos inventdrios.

Palavras-chave: Cyplella, Cyphellaceae s./., Micota Neotropical, Taxonomia de fungos

1. Introducao

E de conhecimento entre os micélogos que o niimero de espécies flingicas descritas atualmente (cerca de
144.000 spp.) corresponde apenas 2 uma pequena por¢io da diversidade real do Reino Fungi, cuja estimativa
de espécies ¢ de 5 a 6 milhées (Blackwell, 2011; Taylor ez a/., 2014; Cannon ez al., 2018). Ainda, algumas espé-
cies de fungos, especialmente aquelas que produzem grandes basidiomas ou que sao de interesse comercial (ex.
espécies utilizadas na medicina ou na alimenta¢io), sio melhor conhecidas que outras espécies inconspicuas.

Os fungos cifeloides correspondem a um desses grupos de fungos cujo estudo vem sendo negligenciado por
muitos mic6logos. Apesar de serem classificados como macrofungos, muitas espécies produzem basidiomas tao
diminutos (com menos de 0,5 mm de didmetro) que os espécimes sé siao encontrados em campo devido ao
habito gregirio dos basidiomas.

A maioria das espécies de fungos cifeloides produz basidiomas muito similares aos discomicetos (um dos
tipos de ascoma dos ascomicetos), j& que os basidiomas sdo cupuliformes a discoides e com himenéforo liso

(Donk, 1966).

A primeira espécie de fungo cifeloide descrita para o Brasil foi Gyphella puiggarii Speg. [atualmente Calyptella
puiggarii (Speg.) W.B. Cooke (Cooke, 1961)], descrita por Carlos Spegazzini baseando-se em um espécime co-
letado em 1888 por Juan Igndcio Puiggari em Apiai, SP (Spegazzini, 1889).

Ainda no século XIX, trés espécies brasileiras foram descritas por Hennings: Cyphella punctoidea Henn. [atu-
almente Seticyphella punctoidea (Henn.) Agerer] de Blumenau, SC (Hennings, 1897); Cyphella bakeriana Henn.
(= Cabyptella bakeriana (Henn.) W.B. Cooke] e Qyphella paraensis Henn. [= Nochascypha paraensis (Henn.)
Bodensteiner] de Belém, PA (Hennings, 1908). Cyphella subceracea Henn., também descrita em Hennings
(1897), corresponde a uma espécie de Favolaschia (Donk, 1959).

Adicionalmente, novas espécies cifeloides from descritas para o Sul do Brasil por J. Rick no inicio e meados
do século XX (Rick, 1906, 1931, 1959, 1960); e para o Norte do Brasil por Singer (1989) e Gorjén e Jesus
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(2014). Ainda, h4 registros de espécies de fungos cifeloides para o pais nos trabalhos de Viégas (1945), Meijer
(2006), Putzke (1994, 2002), Albuquerque ez al. (2007), Sulzbacher ez al. (2008, 2009), e outros.

Com o intuito de apresentar a situagio atual do conhecimento de fungos cifeloides no Brasil, um levan-
tamento bibliogrifico foi realizado e as espécies citadas para o pais sio apresentadas. Ainda, sdo apresentados
resultados oriundos de nossos estudos com espécimes de fungos cifeloides depositados no Herbdrio PACA, onde
muitas colegoes e tipos de J. Rick ainda nao haviam sido revisados.

2. Taxonomia de fungos cifeloides

Os fungos chamados de cifeloides correspondem a um grupo morfolégico de homobasidiomicetos (basidiomi-
cetos que nao possuem o basidio septado) de origem polifilética com aproximadamente 120 espécies. Estdo rela-
cionados ao conceito morfolégico tradicional do género Cyphella Fr., e no passado estiveram agrupados na familia
Oyphellaceae Lotsy (Donk, 1959; Cooke, 1961; Reid, 1964; Agerer, 1983; Singer, 1986; Bodensteiner ez al., 2004).

Inicialmente, foram agrupados em trés géneros: Cyphella Fr., Solenia Pers. e Porotheleum Fr. (Cooke, 1961),
porém, atualmente mais de 40 géneros de fungos cifeloides sio reconhecidos (Bodensteiner ez 4/., 2007).

De acordo com dados moleculares apresentados por Bodensteiner ez al. (2004), os fungos cifeloides sao
formas reduzidas de espécies agaricoides ancestrais, e possuem de 10 a 12 origens independentes dentro do clado
dos eu-agaricos (Agaricales). Muitos géneros ainda nao foram incluidos em familias (incertae sedis).

A espécie tipo de Qypbella, C. digitalis (Alb. & Schwein.) Fr., foi originalmente descrita como Peziza digitalis
Alb. & Schwein, o que demonstra a proximidade morfoldgica desses basidiomas com discomicetos. Donk (1966)
diz que os fungos cifeloides podem ser caracterizados como discomicetos com basidios. Uma diferenca que pode ser
notada no campo é que os ascomas dos discomicetes estao virados para cima, enquando os basidiomas dos fungos
cifeloides estao virados para baixo, devido as diferentes estratégias de liberagio de esporos dos ascos e basidios.

As espécies de fungos cifeloides produzem basidiomas muito pequenos, geralmente com poucos milimetros (Fig.
1), podendo apresentar diferentes morfologias, como por exemplo: discoide, tubuliforme, cupuliforme ou globosa.

Os basidiomas apresentam himenéforo geralmente liso ou com veias, e externamente sao formados por hifas
especializadas (Fig. 2), que segundo Agerer (1986), corresponde a caracteristica morfolégica mais importante
para a circunscrigio dos géneros.

Os basidiomas se desenvolvem principalmente sobre matéria orginica vegetal morta: grama, folhas, galhos
e outros pequenos substratos. Apesar do tamanho diminuto, os basidiomas s3o encontrados em campo porque
possuem o habito gregdrio.

3. Diversidade de fungos cifeloides no Brasil

Uma lista de espécies de fungos cifeloides citados para o Brazil foi compilada baseada numa investigacao
intensa de literatura, incluindo estudos publicados por brasileiros e estrangeiros. No total, sdo 48 espécies, dis-
tribuidas em 23 géneros (Tabela 1).

O estado do Rio Grande do Sul é o que possui o maior nimero de espécies registradas, principalmente devi-
do aos estudos de J. Rick, que coletou e identificou espécies no inicio e meados do século XX (Trierveiler-Pereira
et al., 2019a). Ainda, foram adicionados os resultados oriundos dos nossos estudos com espécimes cifeloides
preservados no Herbdrio PACA (Trierveiler-Pereira ez al., 2019a, b).

Os géneros de fungos considerados cifeloides sao aqueles apresentados por Bodensteiner (2006), com a
adi¢io do género de heterobasidiomiceto Hezeroscypha (Agerer e Oberwinkler, 1979). Essa lista apenas inclui re-
gistros de espécies identificadas até nivel especifico. Na coluna ‘Observagao’, foi incluido o nome do basiénimo
ou sinénimo quando esse foi o nome citado na publicagio. A nomenclatura e nomes de autores estao de acordo
com base de dados Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).
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Figura 1. Exemplos de fungos cifeloides. A: Resupinatus sp. 1; B: Lachnella subfalcispora; C: Resupinatus sp. 2; D: Phaeosolenia
platensis. Escala =2mm.

Figura 2. Exemplos de diferentes tipos de hifas que podem formar a superficie externa dos basidiomas dos fungos
cifeloides. A: hifas com cristais arredondados; B: hifas com cristais aciculares e apice flageliforme; C: dendrohifidios; D: hifas
pigmentadas com apice curvado ou espiralado; E: elementos hifais retangulares a cuboides.
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Tabela 1. Espécies de fungos cifeloides citados para o Brasil.

Espécie Localidade Referéncia Observacao
Aleurodiscus hakgallae (Berk. & Br.) Donk RS Donk (1959)
A. mirabilis (Berk. & M.A. Curtis) Hohn PR Meijer (2006)
Aphyllotus campanelliformis Singer RS Putzke (2002)
Arrhenia retiruga (Bull.) Redhead PR Meijer (2006)
Calathella columbiana Agerer SC Sulzbacher et al. (2008)
Calyptella australis (Speg.) W.B. Cooke BR Cooke (1961) Cyphella australis Speg.
C. bakeriana (Henn.) W.B. Cooke PA Cooke (1961) Cyphella bakeriana Henn.
C. cf. flava Singer PR Meijer (2006)
C. cf. pteridophytorum Singer PR Meijer (2006)
C. puiggarii (Speg.) W.B. Cooke SP Cooke (1961) Cyphella puiggarii Speg.
Cellypha goldbachii (Weinm.) Donk PR Meijer (2006)
Chromocyphella muscicola (Fr.) Donk MG Albuguerque et al. (2007)
Cyphella congregatissima Rick RS Rick 1 959);Tr(i§(r)v1egi;e)r-Pereira etal precisa ser combinada para Seticyphella
Flagelloscypha malmei W8, Cooke RS Cooke (1961); Trierveiler-Pereira et al. fragmobasidiomiceto
(2019b)
Glabrocyphella sp. RS Trierveiler-Pereira et al. (2019b) possfvel espécie nova
G. epileucina (Sacc.) W.B. Cooke BR Cooke (1961) Cyphella epileucina Sacc.
G. palmarum (Berk. & M.A. Curtis) W.B. Cooke RS Rick (1959) Cyphella palmarum Berk. & M.A. Curtis
G. rubescens W.B. Cooke RS Cooke (1961)
Henningsomyces candidus (Pers.) Kuntze BR Rick (1960); Cooke (1961) Solenia candida Pers.
H. minimus (Cooke & W. Phillips) Kuntze RS Trierveiler-Pereira et al. (2019a) Solenia minima Rick
Lachnella alboviolascens (Alb. & Schwein.) Fr. BR Cooke (1961)
L. subfalcispora D.A. Reid RS Rick (1959); Trierveiler-Pereira et al Cyphella grisea Rick
(2019a)
L. villosa (Pers.) Donk sp Vidgas (1945) citado como Cyphella villosa (Pers.) P. Crouan &
H. Crouan
Maireina crispula Rick RS Cooke (1961) Pertence a?nggirS?;:gf%%%‘;S DA Reid
M. regnelliana W.B. Cooke RS Cooke (1961); Bodensteiner (2006)
Merismodes ochracea (Hoffm.) D.A. Reid BR ngize<$99(,)i])); citado conﬂ(:(/)’ff;;ej\c/\;;gﬁceggﬁ/s ochracea
Nochascypha paraensis (Henn.) Bodensteiner PA Bodensteiner & Agerer (2003) Mairen%/ﬁ;gigz /fssm(iizsrfn ?W,g:;COOke
Bononi et al. (1981) cita como P densa (Berk.)
Phaeosolenia platensis Speg. RS, SP Rick (1960); Sulzbacher et al. (2009)  W.B. Cooke; Rick (1960) como Solenia endophila
(Ces.) Fr.
Porotheleum cinereum Pat. RS Rick (1960); McDonald (2015)
P cubense Berk. & M.A. Curtis RS Rick (1960); Cooke (1957)
P, griseum (Rick) Rick RS Rick (1 960);Tr<i§(r)\;e9i\ae)r—Pereira etal precisa ser combinada para Resupinatus
st s
Porotheleum leucobombycinum W.B. Cooke RS Cooke (1957)
Rectipilus natalensis (Cooke) Agerer RS Trierveiler-Pereira et al. (2019b)
R. stromatoides Gorjon AM Gorjon & Jesus (2014)
Resupinats yalnus Singe Thom, Moncatvo. o ger (1969 Stigmatoermahyalnum Singe
R. poriaeformis (Pers.) Thorn, Moncalvo & RS PE Cooke (1957); Rick (1960); Thorn et al. - Porotheleum poriaeforme (Pers.) W.B. Cooke; = P
Redhead ' (2005); Nogueira-Melo et al. (2011)  incanum Kalchbr. de acordo com Cooke (1957)
R stictoideus (3peg) Nakasone o Rick (1 95D9C));nr\5|é]D905n9a)id (2015) Cort/ciurrCJyVCZtetls/?efri/i/C'[(%IrZii SSE??.'I& Trotter
R. subrhacodium Singer RS Putzke (1994)
R. trichotis (Pers.) Singer BR McDonald (2015)




Tabela 1. Continuacao.

Espécie Localidade Referéncia Observacao
Rimbachia paradoxa Pat. AM Putzke (1994)

. . Rick (1959); Cyphella punctoidea Henn Flagelloscypha
seticyphella punctoidea (Henn.) Agerer o Cooke (1961); Agerer (1983) punctoidea (Henn.) W.B. Cooke
Solenia pezizoidea Rick RS Rick (1 960);Tr<|§(r)\g§r—Perewa etal precisa ser combinada para Maireina
S. porioides (Alb. & Schwein.) Sacc. RS Rick (1960) posicionamento genérico precisa ser elucidado
S. rickiana W.B. Cooke RS Cooke (1961) posicionamento genérico precisa ser elucidado
S. subfasciculata Henn. & E. Nyman RS Rick (1960) posicionamento genérico precisa ser elucidado
S. subnivea W.B. Cooke BR Corner (1961) posicionamento genérico precisa ser elucidado
Wiesnerina horrida Héhn SP Corner (1961)

Os nomes dos estados brasileiros estdo abreviados de acordo com as siglas: RS — Rio Grande do Sul, SC - Santa Catarina, PR — Parand, SP — Sao Paulo, MG — Minas
Gerais, PA — Pard, AM — Amazonas. Quando na literatura o estado brasileiro ndo foi citado, a localidade foi definida como BR (Brasil).

4, Registros duvidosos e espécies excluidas

- Arrbenia cupuliformis P. Henn., citada para Sao Leopoldo, RS (Putzke, 1994): espécie nio foi considerada
por Redhead (1984) no seu estudo sobre o género Arrhenia;

- Qyphella aeruginascens P. Karst., coletada no R]: de acordo com Cooke (1961), a espécie ¢ provavelmente
sinénima do liquen Lecidea irregularis Fée;

- Qyphella subgrisella Rick, descrita para o RS (Rick, 1959): nenhuma exsicata registrada como Cyphella
subgrisella foi encontrada na cole¢io de Rick no PACA;

- Qypbhella tijucensis Henn., citada por Rick (1959): exsicata encontrada no PACA (12864) é indetermindvel;

- Lachnella alboflavida Bres., citada para o Brasil por Cooke (1961): de acordo com Agerer (1979) corres-
ponde a Chaetocalathus liliputianus (Mont.) Singer;

- Porotheleum rugosum Berk., citada para Panuré, AM (Cooke, 1957): de acordo com Donk (1959, p.60),
¢ um fungo poliporoide;

- Resupinatus bicolor (Mont.) Singer, citada para Panuré, AM (Putzke, 1994): de acordo com Thorn e
Barron (1986) ¢ sinénimo de Resupinatus dealbatus (Berk.) Singer, uma espécie com basidioma lamelar;

- Resupinatus incanus (Kalchbr.) Thorn, Moncalvo & Redhead, citada para o RS por Rick (1960):

McDonald (2015) afirma que R. incanus é uma espécie sul-africana e a citagao de Rick provavelmente é erronea;

- Solenia navispora Rick, descrita para o RS (Rick, 1960): nenhuma exsicata registrada como Solenia navis-
pora foi encontrada na colegao de Rick no PACA;

- Stromatocyphella conglobata (Burt) W.B. Cooke: de acordo com McDonald (2015), os espécimes do RS
identificados por Rick e que estio depositados no herbdrio BPI estio mal identificados.

5. Consideragoes finais

Se for levado em conta que aproximadamente 120 espécies de fungos cifeloides sao conhecidas, podemos
concluir que o conhecimento sobre esse grupo de fungos no Brasil nao é assim tao incipiente (48 spp. representam
40% do total). Entretanto, acredita-se que esses registros sio poucos em contraste com sua diversidade real, j4
que o tamanho diminuto dos basidiomas faz com que eles sejam pouco coletados e preservados nos herbdrios
brasileiros. Novas coletas, assim como a obtengao de cultivos puros dessas colegdes, sao desejdveis para pro-
porcionar uma base para estudos de filogenia molecular do grupo. Ainda, é provavel que novos tixons sejam
descobertos como resultado de novos inventdrios.
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O treinamento de novos taxonomistas especialistas no grupo também ¢é necessdrio, pois existem poucos
especialistas no mundo. Publicagées de novos estudos, descricoes e chaves sio desejdveis, jd que grande parte da
literatura sobre o grupo estd disponivel apenas em alemao.
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Resumo

A recente emergéncia de fungos multirresistentes, tanto ﬁtopatogénicos como os agentes de infecgées opor-
tunistas em seres humanos, tem sido motivo de grande preocupacio mundial. A pressio seletiva de fungos
resistentes nos mais variados ambientes ¢ inegdvel, tendo sido destacado o uso de triazdlicos na agricultura
como fator relevante. Os agrotdxicos fungicidas tém como fungio inibir o crescimento de fungos patogénicos
da agricultura; no entanto, os fungos patogénicos humanos também estdo presentes no ambiente associado ao
solo, plantas e materiais em decomposigio. Diversos fatores que influenciam tém sido investigados e discutidos
na literatura. O objetivo deste estudo foi sumarizar as informagoes sobre os antifingicos triazélicos de uso na
agricultura e alertar sobre o impacto clinico destes na selegio de cepas flingicas resistentes. Amplo destaque foi
dado nos artigos as cepas resistentes de Aspergillus, Fusarium e Candida, que tiveram contato ambiental com
drogas triazélicas ou mesmo pelo consumo de alimentos. Considera-se urgente a busca por novas alternativas na
agricultura e novos compostos com atividade antifingica a fim de evitar um colapso global quanto ao tratamen-
to de infecgbes graves causadas por estes micro-organismos.

Palavras-chaves: Fungos oportunistas, Resisténcia cruzada, Triazélicos, Agricultura.

1. Introducao

Azdlicos sao antifiingicos amplamente utilizados no controle de doengas infecciosas tanto em humanos
quanto em plantas. Contudo, o surgimento de cepas fingicas resistentes tem sido alvo de discussoes tanto na
medicina quanto na agricultura. O uso ndo racional desta classe de antifingicos alvo-especificos pode contribuir
fortemente para a selecio de cepas clinicas resistentes, expandindo o espectro de resisténcia a multiplas drogas
antifingicas. A emergéncia de resisténcia em fungos de interesse clinico tem sido relatada e relacionada a expo-
sicao aos fungicidas utilizados em agrossistemas frente fungos fitopatgenos (Ribas ez al., 2016).

Apesar da maioria das discussoes versarem sobre espécies de Fusarium e Aspergillus, leveduras do género
Candida parecem receber influéncias dos triazoles ambientais, conduzindo a casos clinicos refratdrios aos trata-
mentos. Estes patdgenos fingicos sio de ocorréncia cosmopolita e, apesar de serem de baixa patogenicidade, sio
capazes de causar infecgoes oportunistas em humanos (Chowdhary ez 4/., 2012; Ribas ez al., 2016).

Casos de micoses oportunistas por cepas de Fusarium e Aspergillus resistentes jd foram documentados na
literatura, porém a origem da resisténcia geralmente é pouco discutida, sendo normalmente relacionada ao
uso profildtico de triazoles ou equinocandinas em pacientes hematolégicos ou transplantados (Verweij ez al.,
2016). Aspergilose e fusariose sao micoses importantes em imunossuprimidos, com primo-infecgao geralmente
pulmonar e potencial capacidade de angioinvasio e disseminagao (Al-Hatmi ez al., 2016; Verweij ez al., 2016).

De forma semelhante, a frequéncia de infecgoes flingicas causadas por leveduras do género Candida aumen-
taram nos ultimos anos em consequéncia a diferentes fatores, dentre os quais, o aumento de individuos imuno-
comprometidos e a utilizagio desordenada de antibi6ticos de amplo espectro (Panwar e Faujdar, 2016). Esses



microrganismos estao normalmente presentes em distintos sitios anatdmicos abrangendo o trato gastrointestinal de
20 a 80% dos adultos sauddveis e a mucosa vaginal de 20 a 30% das mulheres (Okungbowa ez a/., 2003; Schulze e
Sonnenborn, 2009). Apesar das discussoes envolvendo o tratamento de micoses importantes, bem como a origem
de resisténcia em Candida, ainda sao escassos debates que correlacionem a exposigao destas leveduras (tanto de
microbiota quanto ambientais) a azélicos agricolas, assim como suas consequéncias clinicas diretas.

2. Metodologia

Foram realizadas pesquisas em bases de artigos cientificos como PubMed, Medline, Scielo e Web of Science.
Como critérios de inclusio estdo: artigos em portugués ou inglés, que abordem a temdtica “uso de triazélicos
na agricultura’, “use of triazolics in agriculture”, “resisténcia fingica”, “fungal resistance”, “impacto clinico da
resisténcia cruzada” e “clinical impact of cross-resistance”.

Os artigos foram lidos na integra e as informagdes foram confrontados para discussao.

3. Antifungicos de uso agricola

Atualmente, existem védrios compostos, com atividade antifiingica, disponiveis para controle da propagagao
dos fungos fitopatogénicos. No entanto, sio os antifiingicos azdlicos os mais utilizados para fins agricolas devido
a sua eficdcia contra uma ampla gama de fungos (Price ez al., 2015).

O uso dos antifingicos azélicos na agricultura comegou em meados da década de 1960; desde entao, esses
compostos tem sido usados extensivamente (Lucas, 2014). Os azéis usados na agricultura sao geralmente pulve-
rizados ano ap6s ano sobre a drea cultivada para controlar mildios, ferrugem e outros doengas em cereais, plantas
ornamentais, vegetais, frutas e vinhas. De acordo com Matthews (2000), o uso generalizado destes compostos
resulta na contaminagao do ar, plantas e solo com particulas ativas dos fungicidas triazdlicos.

Os compostos mais comuns usados na Uniao Europeia sao imidazois (Figura 1A), triazéis (Figura 1B), flu-
conazol (Figura 1C) e tebuconazol (Figura 1D) (Leli¢vre ez al., 2013). Eles sao amplamente utilizados na fase de
pré-colheita, ambientes de cultivo de graos e gramineas e fase pés-colheita para evitar a deterioragio por leveduras
como espécies de Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon e Saccharomyces cerevisiae, ou fungos filamento-
sos como Alternaria, Aspergillus, Fusarium e Geotrichum. Além disso, eles também sao aplicados para tratar plantas
com infecgao quando estas se tornam aparentes (Hof, 2008; Barth ez al., 2009; Dijksterhuis ez al., 2013).

Em 2002, de acordo com a dire¢io geral da Comissao Europeia, Satide e Defesa do Consumidor, nas ins-
trugoes do fabricante, doses de 100 g/ha devem ser usadas, correspondendo aproximadamente a 10 mg de azdis
aplicados a 1 m* da superficie da planta. Tal comissao revelou que anualmente cerca de 50% do total de drea
cultivada com producio de cereais e videiras na Europa ¢ tratada com fungicidas azdlicos.

Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos assumindo o posto de maior mercado mundial de agrot6-
xicos. Em 2010, o consumo de agrotéxicos no Brasil teve acréscimo de 190% e os fungicidas corresponderam a
14% nesse mercado (Sindag, 2009). De acordo com a FAO, Organizacio das Nagoes Unidas para agricultura e
alimentagao (Faostat, 2008), o consumo de fungicidas atingiu uma drea potencial, em torno de, 800 mil hecta-
res. Os ndimeros apontam o uso vasto de ingredientes ativos como fungicidas em dreas de plantacio de hortaligas
no Brasil, podendo ser 8 a 16 vezes maior nessa produgio do que o utilizado na cultura da soja. Indicando que,
cerca de 20% da comercializacio de fungicidas no Brasil ¢ destinada ao uso em plantagdes de hortalicas consu-
midas pela populagio (Almeida ez a/., 2009).

Em 2009, foram comercializadas 725 mil toneladas de produtos formulados. As principais classes sao os
herbicidas com 59% (429.693 toneladas), seguido por inseticidas e acaricidas com 21% (150.189 toneladas),
fungicidas com 12% (89.889 toneladas) e outros com 8% (55.806 toneladas). Considerando os ingredientes
ativos, foram comercializadas 335.816 toneladas, das quais 61% (202.554 toneladas) foram herbicidas,
18% (61.254 toneladas) inseticidas e acaricidas, 11% (37.934 toneladas) amtifingicos e 10% (34.074 tonela-
das) outras classes. Neste uso macigo de antifingicos, destaca-se a soja como a principal cultura (48%), seguida
por milho (11%), cana (8%), algodao (7%), café (4%), citros (3%) entre outros. O Mato Grosso ¢ o Estado
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lider em vendas (20%), seguido por Sao Paulo (15%), Parand (14%), Rio Grande do Sul (11%), Goids (10%)
e Minas Gerais (9%) (Mcdougall, 2010).

Os principais antifingicos utilizados no Brasil sao antifingicos do grupo quimico benzimidazol, que possui
como compostos ativos o carbendazim, tiofanato metilico ou tiabendazol (Boikov, 2017). Os fungicidas desse
grupo apresentam agao sistémica e sao inibidores da sintese de esteréis, impedindo nio s6 a germinagio de espo-
ros e a formagao do tubo germinativo, mas também a formacio do apressérios e ramificacio de hifas as quais se
aderem fortemente ao substrato, podendo invadir o tecido vegetal (Dias, 2008; Kirk ez /., 2008).

Figura 1. Estrutura quimica de (A) imidazol, (B) 1,2,4 - triazol, (C) fluconazol e (D) tebuconazol.
Fonte: Revista de Quimica Agricola e Alimentar

O aumento do uso de agrotdxicos na agricultura ocasiona contaminagao residual do solo com esses produtos.
Quando os agrotéxicos sao aplicados, existe a possibilidade dessas substancias exercerem efeitos em micro-or-

ganismos nao necessariamente aqueles para os quais foi destinada a sua aplicacdo, inclusive os da microbiota de
solo (Silva, 2012)

A exposicio ambiental a componentes azdlicos abre caminho para a selegao e multiplicacio de fungos resis-
tentes a esses compostos. Assim, isolados resistentes podem ser inalados ou ingeridos ou, ainda, introduzidos por
traumatismos em individuos que trabalham em plantagées ou vivem préximo a essas dreas (Yang ez al., 2012).

Assim, uma vez tendo contato com o ser humano, estes patdgenos oportunistas irdo desenvolver as mais va-
riadas manifestagoes clinicas, com a caracteristica da resisténcia adquirida nestes ambientes (Lacaz ez 4l., 2002).

3.2. Antifungicos de mercado e suaslimita¢des

Muitos antiftingicos estdo disponiveis no mercado, sendo encontrados em formulagées para administragio oral
em comprimidos, ou ainda para uso topico na forma de cremes, logoes, bem como comprimidos vaginais, supo-
sitorios e tampdes revestidos, além dos injetdveis (Sobel, 2007). Esses medicamentos sio separados em diferentes
grupos como os poliénicos e azélicos que possuem atuagio na membrana celular e as equinocandinas que atuam
na parede celular. As opgoes terapéuticas diante de infecgoes fiingicas ainda sao escassas, especialmente nos casos de
refratariedade no tratamento, com progndstico desfavordvel (Mellado ez al., 2012; Colombo ez al., 2013).



3.3. Impacto clinico do uso de triazélicos na agricultura

A resisténcia aos azélicos pode resultar da exposi¢io prévia a compostos azélicos in vivo (pacientes trata-
dos com azol) ou como resultado da presenca destes compostos no meio ambiente, ou seja, residuos agricolas
(Snelders ez al., 2008). O uso massivo de azéis na agricultura pode selecionar cepas resistentes inclusive da
microbiota fungica, tanto na natureza, como também nos nichos endégenos humanos. Este perturbacio na
ecologia da microbiota pode resultar em alteragoes entre a populagao de fungos clinicamente importantes; fun-
gos patégenos humanos podem, portanto, persistir e evoluir com seu potencial patogénico. Nessa situacio, os
riscos para a saide podem aumentar seriamente. Além disso, novas formas de resisténcia por mutagoes também
poderiam se desenvolver no ambiente e consequentemente como patdgeno oportunista (Hof, 2001).

Segundo Snelders ez al. (2008), a resisténcia aos azdlicos estd confinada nao apenas aos pacientes submetidos
a terapia com azol, mas também em muitos pacientes sem exposigao prévia conhecida a drogas azélicas. Como
a inalagao de esporos de Aspergillus no ar ¢ a via comum de infecgao por este fungo, alguns autores sugerem a
hipétese de que a resisténcia poderia ter sido adquirida a partir de uma fonte ambiental comum, por inalagao de
esporos e subsequente desenvolvimento de infecgao resistente aos azois.

Existem duas formas de resisténcia, a primdria (ou intrinseca) e a secunddria. Na resisténcia primdria, o fungo
nao pode ser inibido mesmo por altas concentragdes de um medicamento antifingico. Por exemplo, A. fumiga-
tus ¢ intrinsecamente resistente ao fluconazol nio sendo sensivel a esta droga. Da mesma forma, C. krusei e C.
glabrata, sao intrinsecamente resistentes ao fluconazol. Por outro lado, a resisténcia ao fluconazol em C. albicans
pode surgir durante um tratamento empirico, profildtico ou mesmo prolongado, caracterizando um exemplo de
resisténcia secunddria (Perea et al., 2001).

Em 2008, na Holanda, Snelders e colaboradores forneceram pela primeira vez evidéncias de que pacientes
com aspergilose invasiva podem ter adquirido A. fumigatus resistente ao azol no meio ambiente. De acordo com
este estudo, cepas resistentes de A. fumigatus a azdlicos medicinais foram encontradas no solo e compostagem de
dreas préximas ao hospital de admissao. A dominancia de um tinico mecanismo de resisténcia e do mecanismo
genético em homologia entre os isolados clinicos e ambientais sugeriram que a aquisi¢do de isolados resistentes
a0 azol do ambiente era a via de infecgao mais importante. A resisténcia do azol entre os isolados de A. fumigatus
nao foi apenas encontrada em hospitais holandeses; isolados resistentes também foram detectados em vérios pa-
ises europeus,como Espanha, Bélgica, Dinamarca, Suécia e Franca (Mellado et al., 2007; Arendrup ez al., 2008;
Lagrou ez al., 2008; Snelders et al., 2008).

No caso descrito por Snelders e colaboradores (2008), concluiu-se que dois modelos de resisténcia podem
ter-se desenvolvido. Um deles ocorreu logo apés o periodo de exposigao ao tratamento com azélico, como pode
ocorrer em contextos clinicos, apoiados por vdrias mutagoes, e o outro modelo teria sido facilitado por um uni-
co mecanismo, mutagao TR/LI8H, que ocorre em fungos que sofrem pressao seletiva por triazdlicos agricolas.
Esse tipo de muta¢do comegou a se espalhar pelo mundo e atualmente também foi descrita em outros paises
(Chowdhary et al., 2012).

Um estudo realizado na Franca descreveu um caso clinico de agricultor francés que desenvolveu aspergilose
invasiva causada por um A. fumigatus resistente ao azol e com a mutagao TR34/L98H apds o transplante de
células-tronco (Rocchi ez al., 2014). Este agricultor tinha trabalhado em campos pulverizados com fungicida de
A. fumigatus, dos quais isolados TR34/L98H também foram recuperados. Este estudo apoia a suposicio de que
os seres humanos podem de fato estar infectados com isolados ambientais resistentes aos azélicos.

Denardi et al. (2018) avaliaram a susceptibilidade de 105 isolados clinicos e ambientais de Aspergillus aos
azdlicos, anfotericina B e equinocandinas. Os autores constataram que 25% dos isolados apresentaram resis-
téncia ao itraconazol, seis isolados exibiram resisténcia ao posaconazol, apenas 1 isolado clinico foi resistente ao
voriconazol e as Concentragoes inibitérias minimas (CIM’s) dos testes frente a anfotericina B foram elevadas,
porém ainda sensiveis.

Patégenos fuingicos humanos e animais, como Coccidioides, Histoplasma, Aspergillus e Cryprococcus também
prosperam no ambiente, incluindo em plantas e produtos alimentares. Segundo a literatura, sabe-se que apenas
algumas espécies de leveduras sio endégenas a microbiota humana saudével; contudo, na maioria das ocasioes,
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os fungos patégenos sao adquiridos do meio ambiente. Portanto, isolados resistentes podem desenvolver resis-
téncia apds um processo seletivo nas lavouras ou mesmo em outros ecossistemas. Desta forma, a probabilidade
de um individuo se expor a fungos resistentes no ambiente ¢é real e bastante elevada. No entanto, o estresse
causado por azois residuais que pode estar presente em vegetais e outros produtos alimenticios modificando a
microbiota fingica nativa enddgena dos seres humanos, nao deve ser negligenciado, uma vez que pode contri-
buir para o surgimento de resisténcia antifiingica e doenga (Chowdhary ez a/., 2012).

4, Discussao

Nas tltimas duas décadas, infecgdes flingicas clinicamente importantes tornaram-se mais prevalentes devido
ao progresso médico o qual tem permitido a sobrevivéncia de um ndmero crescente de pacientes imunocom-
prometidos. No entanto, a resisténcia a drogas antifiingicas também se tornou um problema médico critico
(Laxminarayan ez al., 2000).

O uso de azdis na agricultura pode ser justificado pelo fato de que esses compostos nio sao caros e que eles
exibem amplo espectro de agio frente as infecgdes fiingicas em plantas de interesse econdmico. No entanto, uma
vez que os azdis sio moléculas muito estdveis, elas podem persistir ativas no solo e na dgua por védrios meses,
também como em vdrias frutas e vegetais (Trosken ez a/., 2005). Dados da literatura mostram que quantidades
considerdveis de residuos azélicos poderiam persistir em alguns alimentos por um longo periodo e desenvolver
acio no consumidor (Hof, 2001).

Esta discussao acerca da exposicio aos azdlicos através do contato ambiental ou ingestao por alimentos ainda
¢ escassa no Brasil. Contudo, faz-se relevante uma vez que dois casos clinicos jd foram comprovados, fortalecen-
do a tese de que cepas resistentes circulam nos ambientes agricolas e que estas podem causar infec¢io de dificil
tratamento.

Tem sido proposto que pode haver uma relagao direta entre o desenvolvimento de resisténcia aos fungicidas
azdlicos utilizados na pratica agricola e no desenvolvimento de resisténcia a antifiingicos azdlicos observados em
ambientes clinicos (Laxminarayan ez al., 2006). Assim, o conhecimento sobre a taxa e extensdo do surgimento
de resisténcia dos fungos e se esta resisténcia ¢é reversivel ou nao é uma questao muito relevante para a medicina
clinica (Faria et al., 2014).

Por se tratarem de micoses oportunistas, estas oferecem maior risco a pacientes que possuam imunossupressao
importante como em pacientes com distirbios hematolédgicos, transplantados e queimados graves (Suleyman
e Alangaden, 2016). H4 diversos relatos de casos reportados que corroboram a alta frequéncia de aspergilose
invasiva em pacientes hospitalizados além de comprovada resisténcia aos medicamentos atuais. Os pacientes
respondem bem ao tratamento com anfotericina B e suas formulagoes, contudo a nefrotoxicidade limita seu uso
em pacientes hematolégicos, transplantados e renais graves. Voriconazol tem demonstrado excelente resposta
terapéutica, mas sao escassos os estudos que evidenciam os tipos de resisténcia jd adquiridos para este firmaco

(Zhuanggui et al., 2017; Denardi ez al., 2018).

Denardi ez al. (2018) realizou no Brasil um estudo iz vitro com 105 cepas de A. fumigatus e A. flavus, de
origem ambiental e clinica. Foram revelados perfis de resisténcia aos antifiingicos de escolha como voriconazol
e posaconazol. Estes resultados recentes demonstram que, até mesmo os firmacos de eleicio jd estdao em risco
quanto 2 sua eficdcia frente fungos resistentes.

Neste contexto também se faz relevante discutir sobre os casos refratdrios de Fusariose. Espécies de Fusarium
representam uma constante preocupagio aos agricultores por ser considerada espécie fitopatdgena cldssica.
Igualmente, este fungo pode ser agente etiolégico de infecgoes em humanos, inclusive de curso fatal (Zaitz ez
al., 2010; Jain e al., 2011). Em pacientes imunocomprometidos, estes fungos sao capazes de causar desde in-
fecgoes superficiais a infecgoes disseminadas, sendo estas com altas taxas de mortalidade. Quanto ao tratamento,
esta micose ainda revela problemas, uma vez que nio existem consensos para tal ¢ a terapia depende de respostas
in vitro ou baseia-se em resultados de casos jd descritos na literatura (Nucci ez a/., 2010; Carneiro ez al., 2013;
Esnakula ez 4/., 2013).



Embora estudos brasileiros mais recentes sobre o perfil de susceptibilidade de cepas fingicas tenham sido
realizados, sio necessdrias andlises mais detalhadas, envolvendo inclusive estudos genéticos, a fim de desvendar
a origem das resisténcias que mais atuam nos agentes etioldgicos de origem fungica. Segundo Denardi ez 4.
(2018), em estudo in vitro com Aspergillus, uma porcentagem significativa de cepas clinicas e ambientais de A.
fumigatus foi resistentes aos azdlicos; enquanto A. flavus demonstrou menor susceptibilidade a anfotericina B e
elevados CIM s para equinocandinas.

Estudos utilizando um maior niimero de cepas de diferentes regioes do Brasil sio urgentes incluindo a ava-
liagao da origem das cepas, tanto com leveduras como com fungos filamentosos, para implementar uma manejo
destas infec¢des oportunistas refratdrias aos tratamentos existentes em nossos centros médicos, reduzindo as
taxas de mortalidade e gerando condicoes de controle epidemioldgico e busca por novos firmacos.

5. Consideracoes Finais
De acordo com os artigos avaliados pode-se concluir que:

Triazélicos antifingicos sio amplamente utilizados como forma de combate aos fungos fitopatogénicos na
agricultura e seu uso indiscriminado tem impactado no perfil de resisténcia dos fungos que causam infec¢oes em
humanos, apesar destes firmacos possuirem diferencas estruturais importantes aos utilizados nos centros médicos.

A existéncia de um grande niimero de drogas antifiingicas de uso na agricultura, em contraste a0 nimero
limitado para uso clinico, ¢ considerada fator de risco a selegao de cepas resistentes ou multirresistentes.

Espécies de Aspergillus, Fusarium e Candida tém apresentado diferentes niveis de resisténcia aos antifiingicos
de uso hospitalar, fruto de pressao seletiva pelo uso dos azélicos na agricultura e consumo de alimentos com
residuos dos triazdlicos.

A maioria dos estudos que abordam os mecanismos de resisténcia por exposi¢io ambiental aos triazélicos sio
com Aspergillus spp.

Considera-se urgente a busca por novos compostos com atividade antifiingica, uma vez que jd foram citados
fungos multirresistentes na literatura.
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Resumo

A micota brasileira, como a fauna e a flora, estd entre as mais diversas do planeta. Esse patriménio cientifico,
cultural e econdmico deve ser reconhecido e preservado. Uma das formas de documentar é depositando exem-
plares em herbdrios. O Brasil tem mais de 200 herbdrios, 151 dos quais no Index Herbariorum; apenas uma
pequena parcela apresenta colecoes micoldgicas. Hd grande variagio no tamanho dos acervos, desde <100 exem-
plares (dois herbdrios) até >90.000 (um herbdrio). A maioria tem até 15.000 exsicatas (15 herbdrios) e quatro
tem de 10 a 50.000 fungos. As trés maiores cole¢oes encontram-se no: Nordeste (URM - Universidade Federal
de Pernambuco), Amazénia (INPA - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia) e Sudeste (SP - Instituto de
Botanica). Entre os 20 herbdrios ativos na regiao Norte, a metade tem fungos, sendo maior o do INPA (27.000
exsicatas). O Nordeste tem 37 herbdrios, 14 com acervo micolégico; o URM ¢ o tinico exclusivo para fungos
(ca. de 90.000 exemplares). Dos 20 herbdrios do Centro-Oeste, 25% tém cole¢oes de fungos. No Sudeste hd 75
herbdrios, 20 com acervos micoldgicos; a maior colegao ¢ a do herbério SP (ca. de 40.000 exsicatas). Na regiio
Sul hi seis colegoes com fungos; as maiores sio as dos herbdrios ICN e PACA. Em geral, os acervos tém mais
representantes de Basidiomycota e Ascomycota. O pequeno niimero de herbdrios com cole¢oes micoldgicas, e
de registros on-line, ndo reflete a elevada diversidade de fungos no pais. Para incrementar as colecoes, de modo
que representem parte significante da riqueza, é necessdrio formar recursos humanos especializados, incentivar
as coletas e o depdsito dos materiais, e disponibilizar os dados, propiciando mais informagoes e ampliando o
conhecimento sobre a riqueza ¢ a diversidade de fungos do pais.

Palavras-chave: Acervos cientificos, Biodiversidade, Cole¢oes bioldgicas.

1. Introducao

Herbdrios, do latim herbareum, representam colegoes de algas, fungos ou plantas, ou de parte desses, preser-
vados de modo especifico, e servem como documentagio da diversidade da flora e da micota de determinado
local, regido, pais ou continente. Esses acervos, em geral de material preservado a seco (desidratado), que ¢ devi-
damente registrado, sao destinados principalmente a conservagio e documentagio da biodiversidade e a estudos
cientificos em diferentes dreas do conhecimento. A importincia e o valor que se pode atribuir a um herbdrio
estao relacionados principalmente & boa preservacio dos espécimes armazenados, assim como 2 existéncia de
colecoes de tipos nomenclaturais, histéricas, e de referéncia para dreas nativas, a qualificagao dos dados taxond-
micos e 4 riqueza de informagdes relacionadas aos metadados.

Pais megadiverso, o Brasil tem cerca de 200 herbdrios, dos quais 151 registrados como ativos no Index
Herbariorum. O nimero total de exsicatas nessas colegoes estd calculado em cerca de oito milhées de espécimes
de algas, fungos e plantas (Gasper & Vieira, 2015; RBH, 2019), o que nio reflete a riqueza da flora e da micota



brasileiras. Esse niimero ¢ baixo quando se compara, por exemplo, com o de alguns herbdrios europeus, como o
do Muséum National d’Histoire Naturelle, em Paris, e do Botanical Garden, em Kew, com cerca de seis e sete
milhoes de exsicatas, respectivamente, ou herbdrios norte americanos, como o do New York Botanical Garden,
com mais de 7,8 milhées de exemplares.

A distribui¢ao dos herbdrios no pais nao é uniforme, nem condiz com o territério de cada regido, estando
mais concentrada na regido Sudeste, onde hd mais institui¢des de ensino e pesquisa. Ainda que representem
cerca de 64% do territério nacional, e detenham a maior parte da biodiversidade do pais (IBGE, 2018), as
regides Norte e Centro-Oeste siao as menos contempladas com herbdrios (Figura 1), sediando juntas cerca de
20% dos acervos brasileiros. Isso aponta para fragilidades no testemunho da biodiversidade do pais, sobretudo
quando se considera os fungos, em geral os menos representados nas cole¢oes (http://www.cria.org.br).

Para facilitar a consulta aos dados dos herbdrios, criou-se um modo de levar para a era digital as informagées
sobre os espécimes guardados nos armdrios das colegdes. Assim, herbdrios virtuais foram estabelecidos, de modo
que os especialistas podem obter informacoes e imagens sem precisar ir fisicamente a cole¢io ou solicitar o
material por empréstimo. A partir do trabalho colaborativo, estd sendo possivel integrar os dados dos herbdrios
brasileiros através de redes, facilitadas pelo desenvolvimento da tecnologia de informagio e comunicagao,
que permitiu ao Brasil ter herbdrios on-line, com destaque para o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
- Herbério Virtual da Flora e dos Fungos, que congrega dados de aproximadamente 120 herbdrios do pais
(heep://inct.florabrasil.net/; htep://inct.splink.org.br/), e do Herbdrio Virtual Reflora (http://reflora.jbrj.gov.
br/reflora/herbarioVirtual/); ambos também disponibilizam dados e imagens de coletas do Brasil depositadas
em herbdrios do exterior. Além desses, para atender a uma recomendagao da Convengao sobre a Diversidade
Biolégica (CDB), do qual o Brasil é um dos paises signatdrios, foi desenvolvida por Iniciativa do Ministério da
Ciéncia, Tecnologia, Inovacoes e Comunicacoes (MCTIC), a plataforma SiBBr (Sistema de Informacio sobre
a Biodiversidade Brasileira — http:\\sibbr.gov.br), que congrega e disponibiliza dados de colecoes boténicas,
microbianas, zooldgicas, e outras, incluindo as dos herbdrios virtuais mencionados.

Considerando a relevincia do conhecimento e conservacio da biodiversidade, os estudos taxondémicos sio cada
vez mais importantes, principalmente nos Neotrépicos onde muito da diversidade bioldgica ainda é desconhecida.
Quando consideramos os fungos, um grupo megadiverso, mas ainda pouco estudado quando se compara o nd-
mero de espécies conhecidas (cerca de 120 mil) e o estimado (2,2 a 3,8 milhoes) (Hawksworth e Lucking, 2017),
torna-se mais urgente o conhecimento sobre as espécies principalmente do Hemisfério Sul, antes que muitas de-
saparecam pela perda de habitat. Na realizagao destes estudos taxondmicos e sistemdticos, as cole¢des micoldgicas
sio de fundamental importincia. Este capitulo mostra a representatividade dos fungos nos herbérios no Brasil,

100
90
2 20
:_‘E 70
5 60
-]
% 50
e 40
D
g 30
=
Z 20
0

Sudeste Nordeste Centro-Oeste Norte
Regides do Brasil

Figura 1. Distribuicdo quantitativa dos herbdérios brasileiros quanto a regido geogréfica. Fonte: http://www.cria.org.br.
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detalhando as colecoes por regido, de modo a contribuir com elementos que incentivem a discussao e promovam
iniciativas que levem ao incremento e a melhoria da qualidade das colegoes micolégicas no Brasil.

2. Obtencao de dados

Para obtengao e andlise dos dados, foram consultados sites das Institui¢oes e de plataformas como: Index
Fungorum (http://www.indexfungorum.org/); GBIF (Global Biodiversity Information Facilities — https://www.
gbif.org) speciesLink (http://splink.cria.org.br/); INCT Herbdrio Virtual da Flora e dos Fungos (http://inct.flo-
rabrasil.net/); REFLORA (http://reflora.jbrj.gov.br/); JABOT (http://jabot.jbrj.gov.br/v2/consulta.php), além
do Catdlogo da Rede Brasileira de Herbdrios (RBH) e diversas publicagoes, e realizada consulta aos curadores
de herbdrios e outros pesquisadores. Os acronimos dos herbdrios estio de acordo com o Index Herbariorum

(http://sweetgum.nybg.org/science/ih/), Gasper e Vieira (2015) e RBH (2019).

3. Cole¢oes com fungos

3.1. Herbarios da Regido Norte

Analisando os dados dos 20 herbdrios ativos da regiao Norte, apenas a metade possui colegao de fungos, sen-
do que cada estado da Amazdnia brasileira tem pelo menos um desses (Tabela 1) e apenas um é exclusivamente
micolégico, o HJP (Herbdrio Micolégico Jair Putzke), da Universidade Federal do Amazonas, criado em 20009.
Nos demais herbdrios, as colegdes de fungos estio no mesmo espago do acervo de plantas. Os herbdrios com
maior nimero de espécimes sio os do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA), Museu Paraense
Emilio Goeldi (MPEG), Embrapa Amazonia Oriental (IAN) e da Faculdade Sao Lucas (FSL) (Tabela 1).

O herbdrio Joao Murga Pires (MG), do MPEG, foi o primeiro da Amazdnia, criado em 1895 pelo botinico
suico Jacques Huber (Viana ez al., 2015). Atualmente tem acervo em torno de 230.000 registros, sendo a co-
lecao de fungos representada por cerca de 8.300 espécimes, entre estes, 56 tipos nomenclaturais e uma interes-
sante colecio histérica que tem entre os coletores Jacques Huber, Ernst Ule e C. E Baker. Os principais grupos
de fungos sao Basidiomycota (Agaricomycetes, Pucciniales) e Ascomycota (fungos conidiais e liquens). A cole-
¢do encontra-se em processo de informatizagio, com 65% dos metadados digitados inicialmente no programa
Brahms e atualmente no Specify. Esta cole¢io tem subcuradoria realizada por um micélogo.

Tabela 1. Relacdo dos herbarios dos estados da Amazodnia brasileira com colecdo de fungos com sigla, nomes, instituicao,
acervo e referéncia para base de dados.

. Acrénimo / S Acervo Colecéo

Estado / Cidade Herbirio Instituicao wiEl Al Ref.

Acre - Rio Branco UFACPZ - Herbdrio do Acre Universidade Federal do Acre / Parque Zoobotanico 18983 38 1
. . - Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do N
Amapa -Macapa HAMARB - Herbdrio Amapaense Estado do Amapé - IEPA 20.000 300 1
HJP - Herbario Micoldgico Jair Putzke Universidade Federal do Amazonas 120 120 4
Amazonas - Manaus — ) ; - -

INPA - Herbario do INPA Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia 273.000  2.7000 1
IAN - Herbdrio da Amazonia Oriental Embrapa Amazonia Oriental 195.000 1.365 1

Pard - Belém MG - Herbério Jodo Murca Pires Museu Paraense Emilio Goeldi 230.000 8.500 23
MFS - Herbadrio Prof2, Marlene F. da Silva Universidade do Estado do Pard 9.000 1.200 4
Pard - Santarém HSTM - Herbério da UFOPA Universidade Federal do Oeste do Pard 11.527 868 4
Rondbnia - Porto Velho HFSL- Herbar|opﬁrz;30p\namba Penna Faculdade Séo Lucas 7.046 1.300 1
Roraima - Boa Vista MIRR - Herbdrio do Museu Integrado Instltutp de /-\mpa_ro a Clena_a, 11000 o .

de Roraima Tecnologia e Inovagdo de Roraima

"http://inct.splink.org.br; ?SIBBr; *MPEG https://www.museu-oeldi.br/assuntos/colecoes/ biologicas/ botanica/herbario-mg; 4comunicacao do curador).
*fungos inseridos no reino Plantae em bases de dados.



O herbdrio IAN, criado em 1945, quando a institui¢io era denominada Instituto Agrondmico do Norte
(atualmente Embrapa Amazonia Oriental), tem principalmente fungos fitopatdgenos, ou associados a plantas,
mas representantes de macrofungos (Agaricomycetes) e fungos liquenizados também estao depositados. A cole-
¢ao de fungos ainda nao estd disponibilizada online.

O maior acervo entre os herbdrios da Amazonia é o do INPA, fundado em 1954. Tem cerca de 27.000 regis-
tros de fungos, com aproximadamente 761 tipos nomenclaturais coletados na Amazdnia brasileira. A maioria do
acervo tem representantes de Basidiomycota (15.005) e Ascomycota (6.800); o restante estd em diversos grupos
de fungos. Destaque para o nimero de espécimes tipo de fungos, que chega quase a 800. A cole¢io encontra-se
quase 100% informatizada (programa Brahms), com dados e imagens online (http://splink.cria.org.br/mana-
ger/ detail’resource=INPA). Nesta base de dados estao 2.756 tédxons representando 937 géneros. Cerca de 9.700
registros constam como indeterminados para géneros, indicando a necessidade de visitas de especialistas para
ampliagio do nimero de espécies classificadas no acervo.

Nao foi possivel precisar o nimero de registros de fungos para quatro dos herbdrios da Amazénia (Tabela 1),
pois a entrada para o reino consta como Plantae e no hd informagées para filo, classe ou ordem, o que dificultou

a busca de dados.

A diversidade dos fungos do bioma Amazénia estd subamostrada nos herbdrios da regido. Os dados das co-
lecoes necessitam de informatizagio e os disponiveis online precisam de servicos de data cleaning, normalizagao,
padronizacio e qualificagio por especialistas.

3.2. Herbarios da Regidao Nordeste

O Nordeste tem 37 herbdrios, assim distribuidos: 12 na Bahia, cinco em Pernambuco e no Ceard, quatro
no Maranhio, trés no Rio Grande do Norte e em Sergipe, dois na Paraiba e no Piaui, e um em Alagoas. Desses,
apenas 14 tém fungos nos acervos. A consulta ao speciesLink mostra 114.656 registros, com 552 imagens, dis-

ponibilizados online (Tabela 2).

No ALCB os fungos mais representados sio Basidiomycota, com as familias Polyporaceae, Thelephoraceae,
Hymenochaetaceae, Auriculariaceae, Corticiaceae e outras. Entre os Ascomycota, a familia com mais represen-
tantes ¢ Xylariaceae e entre os liquenizados destaca-se Cladoniaceae. O CEPEC tem uma cole¢io de fungos
separada das plantas, onde se destacam pelo nimero de exemplares as familias Xylariaceae e Polyporaceae, segui-
das por Marasmiaceae e Agaricaceae. No herbario HUEFS hd um grande niimero de fungos anamérficos, sem
classificacao definida de familia (/nserta Sedis).

Tabela 2. Herbdérios do Nordeste com acervo de fungos conforme consta no Index Herbariorum e no speciesLink, com ndmero
de registros e imagens.

Acrénimo Instituicao/Estado Index Herbariorum Species Link Registros Imagens
ALCB Universidade Federal da Bahia - BA Sem mencao a fungos Fungos como filo de Plantae 660 103
CEPEC - Fungi Centro de Pesquisas do Cacau - BA Sem mencao a fungos Reino Fungi 2.686 0
HUEFS Universidade Estadual de feira de Santana - BA Mencao a fungos Reino Fungi 5.876 4
HUNEB Universidade do estado da Bahia - BA Sem mencao a fungos Fungi como filo de Plantae 17 0
HUVA Universidade Estadual Vale do Acarau - CE Sem mencéo a fungos N&o consta no speciesLink NI 0
IPA Instituto Agronémico de Pernambuco - PE Sem mencéo a fungos  Nao mostra os registros de fungos NI 0
ISE Universidade Federal de Sergipe - SE Mencao a liquens Reino Fungi 10915 0
JPB Universidade Federal da Paraiba - PB Sem mencao a fungos  N&o mostra os registros de fungos NI 0
MAC Instituto de Meio Ambiente de Alagoas-AL Sem mencao a fungos Fungi como Plantae 6 6
SLUI Universidade Estadual do Maranhao - MA Mencao a fungos Nao tem registro 10 0
TEPB Universidade Federal do Piauf - PI Mencéo a fungos Ndao tem registro NI 0
UFP Universidade Federal de Pernambuco - PE Sem mencéo a fungos Sem registros online NI 0
UFRN = Fungi  Universidade Federal do Rio Grande do Norte-RN  Sem mencdo a fungos Reino Fungi 3382 29
URM Universidade Federal de Pernambuco - PE Mencao a fungos Reino Fungi 91.104 410
TOTAL 114.656 552

NI'= Néo informado
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Destacam-se ainda representantes de Chaetosphaeriaceae, Beltraniaceae e Polyporaceae. No HUNEB,
Tricholomataceae e Polyporaceae sao as familias com maior niimero de exsicatas, mas nesse herbdrio, familias
de plantas e fungos estdo juntas, o que dificulta a andlise dos dados. O IPA tem uma colegdo histérica de
fungos, ainda nao disponivel online. O ISE ¢ especializado, mantendo no acervo apenas fungos liquenizados;
Graphidaceae, Trypeteliaceae e Lecanoraceae sao as familias com maior ndmero de representantes. O MAC, em
Alagoas, nao lista nenhum fungo registrado. No UFP existe uma colegio de Myxomycetes, mas os dados nao
se encontram disponiveis online. O UFRN tem uma cole¢io de fungos separada (UFRN-Fungi) das plantas,
com mais exemplares de Geastraceae, Agaricaceae, Nidulariaceae e Lycoperdaceae; Marasmiaceae e Phallaceae
também estao bem representadas. O URM, exclusivo para fungos, destaca-se por deter o maior e mais diverso
acervo do pais, com mais de 90.000 exemplares cadastrados, e mais de 700 tipos; os dados encontram-se qua-
se na totalidade disponiveis online. Pucciniaceae, Sphaeropsidaceae, Botryosphaeriaceae e Erysiphaceae tém o
maior nimero de representantes, refletindo as coletas de fungos foliicolas realizadas por Chaves Batista, funda-
dor do herbidrio, e colaboradores. Ultimamente tém sido mais incrementadas as colecoes de Basidiomycota e de
Glomeromycota, esta iniciada em anos recentes.

H4 um expressivo nimero de registros de fungos nos herbarios do Nordeste e as colegoes detém maior ni-
mero de espécimes de Ascomycota e Basidiomycota, refletindo as especialidades dos pesquisadores locais.

3.3. Herbarios da Regido Centro-Oeste

Localizada na por¢ao central do Brasil, a regido Centro-Oeste ¢ a segunda maior do pais em extensio ter-
ritorial, atrds apenas da regido Norte. Composta pelos estados de Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul
e o Distrito Federal, faz limite com as demais regides, e ¢ a mais interiorana (Brasil, 2019). O conjunto de
caracteristicas especiais proporciona a regido grande variedade de paisagens, distribuidas nos biomas Cerrado,
Pantanal e Amazdnia, e abrigando uma das mais ricas diversidades bioldgicas do planeta (Myers ez al., 2000;
Brasil, 2019). Sao conhecidas para a regiao 822 espécies de algas e cianobactérias, 496 bridfitas, 394 samambaias
e licofitas, 9.329 plantas com sementes e 488 fungos (Menezes et al. 2015, GFB, ez al. 2015, Costa e Peralta
2015, Maia et al. 2015, Prado et al. 2015).

Foram encontrados 20 herbdrios na regiao Centro-Oeste, sendo sete em Mato Grosso, cinco em Goids, quatro
em Mato Grosso do Sul e quatro no Distrito Federal. O herbdrio PVA foi recentemente desativado, mas foi
considerado aqui porque a destinagio do acervo ainda ¢ incerta. Todos os herbdrios, exceto o PVA, que pertence
a uma institui¢io privada, a Universidade de Cuiabd (UNIC), sio de institui¢oes publicas (universidades ou
institui¢des de pesquisa) (Tabela 3).

Desses 20, apenas cinco abrigam cole¢oes micoldgicas relevantes: UB e IBGE, no Distrito Federal; CGMS,
no Mato Grosso do Sul; HUEG, em Goids e PVA, no Mato Grosso. Os demais, ou nio contam com exsicatas
de fungos ou possuem menos de 150 amostras (Figura 2, Tabela 3).

O herbdrio UB, fundado em 1963, ¢ o maior e mais antigo do Centro-Oeste. Conta ainda com uma cole¢ao
micoldgica, conhecida como CMHUB, que ¢ fisicamente isolada da cole¢do botanica e fica no Departamento
de Fitopatologia; as curadorias so distintas e os sistemas de gestdo independentes. O acervo micoldgico, inicia-
do em 1993, apresenta cerca 23.500 acessos (aproximadamente 7,3% do total do UB), a maioria resultante de
pesquisas liderados pelo Prof. José Carmine Dianese e colaboradores. Dessas amostras, provenientes de Goids,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Distrito Federal, Rondénia, Tocantins, Sul do Maranhio
e Piaui, e cerca de 2.000 ji consram no site (http://pgbm.unb.br/images/sampledata/laboratorios/Cole0%20
Micolgica%20do%20Herbrio %20 UB.pdf). Predominam nessa colegao microfungos fitopatogénicos e algu-
mas centenas de mixomicetos. Representativo da micobiota associada a plantas do Cerrado, incluindo alguns
holétipos, o acervo figura como um dos principais na regiao. Contudo, grande parte desse material ainda nio
foi identificada, e as informagdes nio constam em nenhuma base de dados virtual.

O herbdrio IBGE, fundado em 1977, conta com um acervo de cerca de 83.000 acessos, dos quais 2.200
fungos (2,7% do acervo) que ainda nio estao catalogados. A partir do desenvolvimento deste trabalho, o mate-
rial foi concedido por empréstimo ao herbdrio HUEG, para estudo de especialistas e identificacio das espécies.



Tabela 3. Herbarios da regido Centro-Oeste com acervo micolégico.

A L Ne° acessos .
Acronimo Nome Instituicdo/Estado ———————— Grupos predominantes
Geral Fungos
IBGE gg’lgg‘; da Reserva Ecolégica Reserva Ecolégica do IBGE — DF 83000  2.200 Nao informado
UB Herk?gr\o da Universidade de Universidade de Brasilia - DF 323500 23500 Mlcromlcetgs ﬁtgpagogemcos e
Brasflia mixomicetos
HUEG Herbdrio da Unllxl/er5|dade Universidade Estgdugl de Goids, campus 13500 3100 Macromlcetgs (b§5|d|om\cetos) e
Estadual de Goids Andpolis - GO mixomicetos
Herbario da Universidade Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, ) )
COMS Federal de Mato Grosso do Sul campus de Campo Grande - MS 70000 4912 Fungos liquenizados
COR Herbario COR Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, 17527 130 Basidiomycetes
campus do Pantanal — MS
PVA Herbario Primavera do Leste Universidade de Cuiabd, Unidade de Primavera 1930 1058 Macrom|cet(l)s.(prelferenoalmente
do Leste = MT Basidiomicetos)
CNMT Herbirio Centro-Norte Mato- Universidade Federal de Mato Grosso — MT 8.287 48 Basidiomycota e fungos

grossense assexuais

O herbdrio CGMS, fundado em 1989, conta com cerca de 70.000 registros, dos quais 4.912 sio fungos (7%
do total). A maioria desse acervo micoldgico é constituida de fungos liquenizados, provenientes de projetos dos
professores Adriano Spielmann e Luciana Canéz. Essa colecio estd entre as maiores e mais representativas em
liquens no Brasil.

O herbédrio HUEG foi fundado em 2000. Atualmente conta com cerca de 13.500 registros, dos quais 3.100
representam o acervo micoldgico (cerca de 23% do total). A colecdo é constituida principalmente por macro-
micetos ¢ mixomicetos representativos de Unidades de Conservagio do Cerrado, no estado de Goids, como
o Parque Estadual da Serra de Caldas Novas, o Parque Estadual da Serra dos Pirineus, o Parque Nacional da
Chapada dos Veadeiros, a Floresta Nacional de Silvénia, entre outras, e inclui representantes de fungos poroides,
agaricoides, gelatinosos, gasteroides, copréfilos e mixomicetos, o que a torna a principal colecio de macromice-
tos da regiao. A quase totalidade desse acervo ¢ fruto de projetos de pesquisa da Prof* Solange Xavier dos Santos
e colaboradores. Somente esse herbdrio informou contar com programas de divulgagio cientifica e populariza-
4o da ciéncia envolvendo os fungos.

O herbdrio PVA foi fundado em 2009 e conta com 1.930 registros, dos quais 1.058 sio fungos (54% do
acervo), predominado os macrobasidiomicetos, origindrios especialmente do Parque Nacional da Chapada dos
Guimaraes. Praticamente toda a cole¢io micoldgica é fruto do trabalho de um tnico coletor e determinador das
espécies (Alves-Silva, G.).
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Figura 2. Distribuicdo dos herbarios da regido Centro-Oeste e quantitativo de registros dos respectivos acervos micolégicos.
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Os resultados mostram que cerca de 25% dos herbarios da regiao Centro-Oeste abrigam acervos micolégicos, o que
significa que a regido conta com apenas cinco colegoes flingicas herborizadas, uma em cada estado e duas no Distrito
Federal. Contudo, essas colegoes representam muito pouco em relagio ao acervo geral desses herbdrios, nao chegando
a 10% do total de registros/herbdrio (exce¢oes para o HUEG com 23% e o PVA com 54%). A representatividade dos
fungos em relagao a todos os registros de fungos nos 20 herbdrios da regiao equivale apenas a 4,3%.

3.4. Herbarios da Regido Sudeste

Os herbérios com acervo de fungos na regido Sudeste sdo prioritariamente utilizados para estudos da micota
dos estados do Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (R]) e Sao Paulo (SP), nos seus diversos
ambientes e ao longo do tempo. Estao indexados no Index Herbariorum e/ou na Rede Brasileira de Herbdrios,
75 herbérios ativos na Regido (ES: 5, MG: 21, RJ: 16, SP: 33). A discrepancia entre o niimero de herbdrios
ativos nos Estados da regido se deve a diferenca em drea territorial e a outros fatores, como o nimero de institui-
coes de ensino e pesquisa. O Rio de Janeiro foi sede da capital do Brasil no periodo de 1763 a 1960, e por este
motivo detém os dois maiores e mais antigos herbdrios do pais (Herbdrios R, do Museu Nacional, fundado em
1831, e RB, do Jardim Botinico, fundado em 1890).

Do total de herbdrios da regido, 40 fazem parte do INCT-Herbério Virtual da Flora e dos Fungos, disponi-
bilizando dados na plataforma speciesLink. Fazem parte do Herbdrio Virtual-Reflora 15 herbdrios da regido; boa
parte dos herbdrios também integra o Reflora e/ou disponibiliza dados através da plataforma JABOT (Tabela 4).

Dos 75 herbdrios ativos na regiao, apenas 20 herbdrios possuem fungos: dois no Espirito Santo, cinco em
Minas Gerais, sete no Rio de Janeiro e seis em Sao Paulo. Independentemente do nimero de herbdrios em cada
Estado, o padrio que se verificou foi 0 mesmo: a maioria (55) nao possui fungos no acervo, alguns (3) possuem
menos de 20 espécimes, provenientes de coletas esporddicas, oito possuem entre 100 e 1.000 registros e apenas
um pequeno grupo (9) tem nimero mais expressivo de fungos, com mais de 1.000 espécimes (Tabela 5).

No estado do Espirito Santo destaca-se a colegio do Herbdrio VIES, com 1.075 espécimes de fungos, dos
quais 1.004 registros estio online; a grande maioria é de poliporos.

Os maiores acervos de fungos em Minas Gerais estao nos herbdrios CES] e VIC. O primeiro possui 1.874
espécimes (2,64%), na maioria liquens de Minas Gerais. Destaque para as colegdes do Parque Nacional do
Caparad, do Parque Estadual do Ibitipoca e de Ponta Grossa (Parand) que formam grande parte do acervo,
sendo em sua maioria coletas do Pe. Leopoldo Krieger. O segundo (VIC) possui apenas 1,5% do total de acervo
de fungos, estimado em 10.000 registros, disponivel para consulta na plataforma speciesLink. As amostras sao
provenientes, em sua maioria, de expedigoes cientificas realizadas por pesquisadores que 14 viveram e, também,
do intercAmbio com institui¢des nacionais e estrangeiras; as colegoes mais recentes sao oriundas, principalmen-
te, de trabalhos em ecossistemas do estado de Minas Gerais: caatinga, campo rupestre, cerrado e principalmente
florestas semideciduais e ombréfilas, incluidas no dominio da Floresta Atlantica.

No Estado do Rio de Janeiro destacam-se os maiores e mais antigos herbdrios do pais (R e RB), além
da Colec¢io Cientifica e Herbdrio Fitopatolégico da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Herbdrio
UFR]). Apesar de constituir o maior herbdrio do Brasil, a colecao de fungos corresponde a menos de 1% do
acervo do Herbdrio R (Tabela 5). Estd incluida na colegao de criptégamos (cadastrada no speciesLink como
R-Criptégamos), que retne coletas realizadas, principalmente, por naturalistas estrangeiros durante o século
XIX, como E. Ule, P. Dusén, P. von Luetzelburg, G.O.A. Malme, A. Sehnem, J. Vattimo, T.W.N. Becket, A.
Putttemans, dentre outros. Atualmente, o acervo de criptégamos do herbério R estd em processo de informati-
zagao com cerca de 12.573 registros online.

O herbdrio RB, do Jardim Botanico, é um dos mais completos da regido e o maior do pais. Além das exsica-
tas, fazem parte do acervo a xiloteca, a carpoteca, a cole¢ao em meio liquido, os bancos de DNA e de sementes,
a colego de cultura de fungos e a colecio etnobotinica. Com 13.457 registros de fungos (5.334 Basidiomycota
e 6.298 Ascomycota), e cerca de 100 espécimes-tipo, principalmente liquens da colecao de Fée, a colegao de
fungos corresponde aproximadamente a 1,7% do acervo.

Com cerca de 15.000 fungos, a Colecao Cientifica e Herbdrio Fitopatolégico da Universidade Federal Rural do

Rio de Janeiro (UFR]), possui grande importancia histérica e cientifica englobando, por exemplo, as colegoes do



Tabela 4. Numero de herbdrios da regido Sudeste cadastrados no Index Herbariorum (Index), na Rede Brasileira de Herbarios
(Rede), que fazem parte do INCT-Herbario Virtual da Flora e dos Fungos e disponibilizam dados na plataforma speciesLink (Splink),

ou integram o REFLORA, disponibilizando dados na plataforma JABOT.

Estado Index Rede INCT/ Splink Reflora JABOT Herbarios
ES 5 3 4 2 2 5

MG 13 20 12 2 2 21

RJ 12 15 7 5 1 16

SP 23 30 17 6 4 33
TOTAL 53 68 40 15 19 75

Tabela 5. Herbdrios da Regiao Sudeste com acervo de fungos (nimero total de espécimes e de fungos).

Herbario Acervo L
(ano da fundagdo) Total Acervo de Fungos Instituicao/Estado
AFR (2013) 3.700 200 Fundacao Jardim Boténico de Pocos de Caldas, MG
BHCB (1968) 190.000 283 Universidade Federal de Minas Gerais, MG
BOTU (1966) 4388 >00; 8? online Universidade Estadual Paulista, Campus Botucatu, SP
10 géneros
CESJ (1941) 71.000 1.874 Universidade Federal de Juiz de Fora, MG
HPUC-MG (2009) 7.339 365 Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais, MG
HUNI (1998) 6.435 5 Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, RJ
IACM (1932) 8.250 8.250 (A.P.Viégas, J. Rick) Herbdrio Micoldgico, Instituto Agronémico, SP
13.000 ) o
1BI(1931) 13.000 Uredinales Instituto Bioldgico, SP
IFSR (2011) 510 17 Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Sao Paulo, SP
MBML (1949) 54.071 165 Instituto Nacional da Mata Atlantica, ES
R(1831) 600.000 4552 Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ
RB (1890) 780.000 13.457 Jardim Botanico do Rio de Janeiro, RJ
RBR (1916) 45,000 9 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ
RFA (1953) 43128 611 Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ
RFFP (1997) 17.200 250 Universidade do Estado do Rio de Janeiro, RJ
SIRP (1977) 30000 490 (439 online) UNESP, Campus S&o José Rio Preto, SP
157 poliporos
40.000 ) .
SP(1917) 500.000 (25.589 onfine) Instituto de Botanica, SP
UFRJ (1976) 30000 15000 Colecéo Cientifica e Herbério Eltopatologlco, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, RJ
VIC (1930) 54.000 10.000 Universidade Federal de Vicosa, MG
VIES (1991) 40.962 1.075 Universidade Federal do Espirito Santo, ES

Ministério da Agricultura, a colegao particular do A. Puttemans e a colecio de C.L. Spegazzini formada principalmen-
te por coletas de J.I. Puiggari. Estd em fase de informatizagio e limpeza dos dados, mas sem registros online.

Na regido Sudeste estd localizado a segunda maior cole¢io de fungos no Brasil, a do Herbdrio SP, do Instituto

de Botanica, em Sao Paulo. Com um acervo de cerca de 500.000 exsicatas, o SP possui cerca de 40.000 exempla-
res de fungos e 400 espécimes-tipo, principalmente basidiomicetos e fungos liquenizados das ordens Agaricales,
Hymenochaetales, Lecanorales e Polyporales (Figura 3). Ainda assim, hd grandes lacunas a serem preenchidas,
uma vez que 77% destes registros pertencem a apenas 20 familias, sendo Polyporaceae (23%) e Parmeliaceae
(15,7%) as mais representativas, reflexo da falta de especialistas para os demais grupos na instituigio.

Além deste herbdrio, estdo localizados no estado de Sao Paulo outros dois herbdrios com colegoes signifi-
cativas de fungos: IBI (Instituto Biolégico), com acervo de cerca de 13.000 Pucciniales, ¢ IACM (Herbdrio
Micolégico do Instituto Agronémico de Campinas), o qual possui cerca de 8.250 espécimes, sobretudo coletas
de A.P. Viégas ¢ ]. Rick.
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Figura 3. NUmero de espécimes das familias de fungos mais representadas no Herbario SP, do Instituto de Botanica. Fonte:
speciesLink (http://splink.cria.org.br).

3.5. Herbarios da Regiao Sul

Na Regido Sul do Brasil, com os estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand, seis herbérios se
destacam por seu acervo micoldgico, dois em cada Estado (Tabela 6, Figura 4). No Rio Grande do Sul, o herba-
rio histérico PACA, onde estd depositada a colegao Fungi Rickiani (11.489 espécimes e 470 tipos) e o herbério
ICN, com cerca de 15.000 espécimes de fungos e liquens sao os principais. O Herbarium Anchieta foi funda-
do em 1932, no Colégio Anchieta, por Balduino Rambo, daf a sigla PACA (Porto Alegre, Colégio Anchieta).
Atualmente, encontra-se no Instituto Anchietano de Pesquisa/UNISINOS, Sio Leopoldo, RS. Conta com
aproximadamente 140.000 exemplares abrigando as cole¢oes histéricas e cientificas de B. Rambo (Flora Brasiliae
Australis - Angiospermas), a colegao de A. Sehnem (Plantas do sul do Brasil - Pteriddfitas e Bridfitas), a colecao de
J. E. Rick, considerado o pai da micologia brasileira (Fungi Rickiani - Fungos), sendo esta uma das maiores co-
lecbes da América Latina, a colecio de Tipos nomenclaturais e coletas de pesquisadores associados. O Herbdrio
ICN, fundado em 1937 por Alarich Schultz, conta com cerca de 200.000 exemplares, onde predominam as
Angiospermas, mas também abriga colegoes de Algas, Fungos, Bridfitas e Pteridéfitas. O acervo de fungos é
oriundo principalmente das teses e dissertagoes do Programa de Pés-Graduagio em Botanica da UFRGS.

Em Santa Catarina, o herbdrio FLOR, com 8.500 espécimes e o herbdrio FURB, com 1.474 espécimes sdo as
principais cole¢des micoldgicas do Estado. O Herbdrio FLOR foi fundado em 1964 pelos professores Ranulpho
José de Souza Sobrinho e Roberto Miguel Klein e o acervo compreende 61.900 exemplares de plantas vasculares,
fungos e algas. E o segundo maior do Estado e estd voltado especialmente para a flora do estado de Santa Catarina.
O herbério FURB criado em 1990 por Lucia Sevegnani, foi denominado Dr. Roberto Miguel Klein em home-
nagem ao botanico e ecélogo que estudou a flora de Santa Catarina, e foi professor da FURB. O herbdrio tem
atualmente 60.000 registros, com destaque para plantas vasculares, lic6fitas e samambaias do Sul do Brasil.

No Parand, o herbdrio MBM, onde estd depositada a colecio do naturalista A. de Meijer, e o herbdrio UPCB,
com cerca de 4.700 espécimes de fungos, a maioria liquenizados, sao os principais acervos micolégicos do Parand.
O acervo do MBM tem 412.000 amostras, sendo um dos maiores herbdrios do pais e o maior da flora sul brasileira.
Anualmente, o acervo é incrementado em cerca de 15.000 novos espécimes. O acervo do Herbdrio UPCB conta
hoje com 91.572 amostras de Angiospermas, Gimnospermas, Pteridéfitas, Bridfitas, Fungos e Algas. Possui maior
énfase na Flora do Paran4, mas tem coletas de outros Estados e do exterior. F a segunda maior cole¢o do Estado.



O acervo micoldgico nos herbdrios da regiao Sul ainda é pequeno quando comparado ao acervo de plantas,
principalmente vasculares (Tabela 6).

Nos estudos taxon6micos a andlise do material tipo ¢ fundamental para a identificagio das espécies. A maior
colecio de tipos da Regido Sul do Brasil estd depositada no Herbdrio PACA. A colegio Fungi Rickiani inclui quase
500 tipos de espécies de fungos, coletados por J. Rick. Os Herbdrios FLOR e ICN também abrigam tipos de fungos.

Dois herbdrios se destacam pelo seu acervo de fungos liquenizados, os Herbdrios ICN e o UPCB. No ICN,
a colegao de fungos liquenizados ¢ oriundo principalmente de coletas da liquendloga Mariana Fleig e de ma-
terial de teses de doutorado de alunos do PPG Botanica da UFRGS. O acervo de fungos do UPCB ¢ formado
quase que exclusivamente por fungos liquenizados, de coletas resultantes de dissertagoes de mestrado do PPG

de Botanica da UFPR.

Trés herbdrios se destacam pelo acervo de fungos nao liquenizados, os Herbdrios FLOR, PACA e ICN. As
colecoes do FLOR e do ICN sio resultado de teses e dissertagoes dos Programas de Pés-Graduagio da UFSC e
da UFRGS, respectivamente. O Herbdrio MBM também se destacaria no acervo de fungos nao liquenizados se a
colegao do naturalista holandés André De meijer, com aproximadamente 5.000 fungos, j4 estivesse informatizada.

Tabela 6. Acervo de herbarios com fungos na Regido Sul.

Herbario/ fundacao Instituicdo/ Estado Total Espécimes  Fungos/Liquens  Curador Adj. Fungos
PACA (1932) Instituto Anchietano - RS 142.000 11.489 nao
ICN (1937) Universidade Federal do Rio Grande do Sul - RS 200.000 13.000 (+ 2.000) sim
FLOR (1964) Universidade Federal de Santa Catarina - SC 61.900 8.500 sim
FURB (1990) Universidade Regional de Blumenau - SC 60.000 1474 nao
UPCB (1952) Universidade Federal do Parana - PR 91.572 4.747 nao
MBM (1965) Museu Botanico Municipal - PR 412.000 2.060 (+ 5.000) nao

Obs.: Nimeros entre parénteses referem-se a colecoes ainda nao informatizadas.

Figura 4. Principais grupos de fungos no acervo de herbarios da regiao Sul: Ascomycota, Corticioides, Hydnaceae,
Hymenochaetaceae, Ganodermataceae, Polyporaceae, Agaricaceae, Boletaceae, Russulaceae, Tricholomataceae,
Strophariaceae e Gasteroides.
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4. Consideracgoes gerais

Entre os principais problemas enfrentados na compilagao dos dados para este trabalho destacam-se a falta de
informatiza¢io dos acervos com a respectiva disponibilizacio dos dados, e a nio indicagao dos dados de fungos
no reino correspondente (Fungi), fazendo com que fiquem inseridos entre os registros do reino Plantae.

Muitas vezes, a descri¢ao sumdria do herbdrio, nas bases virtuais, relata apenas a colegao botanica, nao informando
sobre a presenca de fungos, ou ainda mixomicetos, embora, ao se consultar a composicio do acervo, seja possivel
encontrar exemplares desses grupos. Da mesma forma, o sistema de busca nas bases, ou 0 modo como essas colegoes
sao catalogadas também dificulta o resgate dos registros, ou por nio haver filtros especificos para fungos, fungos
liquenizados ou mixomicetos, ou porque o material nao foi catalogado no reino Fungi, de modo que esses acessos
s6 sdo recuperados ao se pesquisar por tdxons inferiores, como familia, espécie ou, entdo, pelo coletor. Essa situagao
indica que os fungos ocupam papel secunddrio na maioria das colecdes, tanto em relagao a quantidade de amostras,
como nos sistemas de catalogaco e reconhecimento. Excecoes sao os herbdrios com colegoes apenas micoldgicas (HJ B,
ISE ¢ URM) e aqueles com cole¢des de fungos separadas e/ou devidamente identificadas no reino.

Em geral, a expressividade do acervo micolégico ¢ proporcional a idade do herbdrio, com algumas excecoes,
como o herbdrio IBGE, que apesar de ser o segundo mais antigo no Centro-Oeste, ¢ o pentiltimo em niimero de
registros de fungos, o que decorre da colecio nao ser alimentada j4 hd algum tempo. Isso remete a outro fator ainda
mais contundente, que ¢ a auséncia de especialistas em fungos nos herbdrios. Somente aqueles que contam com
micblogos na equipe tém a cole¢ao ampliada, em geral com prioridade para os grupos de interesse desses profissio-
nais. Isso refor¢a a necessidade de mic6logos entre as equipes dos herbdrios para que os fungos sejam devidamente
contemplados nos acervos e possam melhor representar a micobiota nacional. As diferengas significativas no nime-
ro de registros entre os herbdrios de cada regido e entre os de outras regides, provavelmente estao relacionados a um
histérico da existéncia, ou nao, de especialistas em micologia ou fitopatologia, lotados nas instituigoes que detém
os acervos. Além disso, podem refletir a ocorréncia de visitas de especialistas, em projetos vinculados aos herbdrios,
com possivel incremento de coletas e identificagoes. Também se destaca como importante fonte de coletas e regis-
tros de fungos nos herbdrios, a existéncia de programas de pés-graduagio que contemplem a drea de Micologia,
fomentando as colecoes, assim como a formagao de pessoal e divulgagao do conhecimento da micobiota do Brasil.

De modo geral, os curadores consultados para este trabalho citam como principais problemas para ampliagio,
conserva¢ao e informatizagio das colecoes de fungos a falta de investimento financeiro, a infraestrutura dos herbérios,
a insuficiéncia de recursos humanos e a auséncia de micélogos, na institui¢ao, envolvidos diretamente com a colegio.

O gerenciamento dos acervos de fungos com curadorias ou vice-curadorias por micélogos, visando primei-
ramente a preservagao do acervo e o incremento da colegio, propicia o treinamento de técnicos e estudantes em
préticas especificas de conservagao para os diferentes tipos de fungos e a formacio de pessoal para informatizagio
e divulgagao dos dados em rede, favorecendo a preservagao e salvaguarda dos espécimes nas colegdes micoldgicas.

Os dados apresentados indicam que o niimero de registros nos herbdrios é subestimado, considerando a falta de
informacio disponivel e a nio atualizagio frequente das informagoes nas bases de dados. Esses fatores constituem
empecilhos importantes para melhor conhecimento sobre os fungos herborizados em acervos nacionais, refletindo
na disponibilidade de dados sobre a diversidade micoldgica no pais. Outra observagio importante ¢ a auséncia, na
grande maioria das colegoes, da disponibilizagao de imagens das exsicatas, o que seria de suma importincia para dar
mais visibilidade ao acervo e facilitar o estudo por especialistas, agregando mais valor as informagoes.

O incremento dos acervos de fungos nos herbdrios do pais ¢ um grande desafio que deve levar em conta di-
versos fatores, como estimular a formula¢do de politicas ptblicas de valoriza¢io das colegoes e de estudos sobre
diversidade, com a formagao e fixacio de recursos humanos especializados em micologia.

Agradecimentos

Aos curadores e técnicos consultados que gentilmente forneceram as informacdes solicitadas. Ao CNPq, CAPES,
FACEPE, pelo apoio financeiro a projetos de curadores dos herbdrios. Agradecimentos especiais a essas agencias
pelo apoio ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia (INCT) - Herbdrio Virtual da Flora e dos Fungos. Os
autores também agradecem & Capes, pela bolsa de doutorado concedida a L. Leonardo-Silva e 2 FAPEG, pela bolsa
de mestrado concedida a I. C. Moreira. Ao doutorando Genivaldo A. da Silva (UFRGS) pela colaboragio.



5. Referéncias

BRASIL. Ministério do Desenvolvimento Regional. Desenvolvimento do Centro-Oeste. Disponivel em: http://www.sudeco.
gov.br/a-regiao-centro-oeste. Acesso em 17 de abril de 2019.

BFG - The Brazil Flora Group. 2015. Growing knowledge: an overview of Seed Plant diversity in Brazil. 2015. Rodriguésia 66
(4): 1085-1113.

Costa, D. P, Peralta, D. E (2015). Bryophytes diversity in Brazil. Rodriguésia, 66 (4): 1-9.

CRIA. 2019. Centro de Referéncia e Informagio Ambiental. Specieslink [online]. Disponivel em: <http://www.splink.org.
br/index>. Acesso em: 21 de abril de 2019.

FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO. 2019. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <http://
floradobrasil.jbrj.gov.br/>. Acesso em: 23 de abril de 2019.

Gasper, A. L., Vieira, A. O. S. 2015. Herbdrios do Brasil. Unisanta Bioscience 4(6): 1-11.

GBIF - Global Biodiversity Information Facility. 2019. Disponivel em: gbif.org. Acesso em: 01 de maio de 2019.
Hawksworth D.L., Liicking R. 2017. Fungal diversity revisited: 2.2 to 3.8 million species.

Microbiol Spectrum 5(4): 0052-2016.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. 2018. Disponivel em: https://www.ibge.gov.br/cidades-e-estados.
html. Acesso em 17 de abril de 2019.

Index Fungorum. 2019. Disponivel em: www.indexfungorum.org. Acesso em: 10 de maio de 2019.
Index Herbariorum. Disponivel em: http://sweetgum.nybg.org/science/ih/. Acesso em: 11 de abril de 2019.

INCT-Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia Herbdrio Virtual da Flora e dos Fungos. Disponivel em: http://inct.splink.
org.br. Acesso em: 01 de maio de 2019.

JABOT. Sistema de Gerenciamento de Colegoes Botanicas. Disponivel em www.jabot.jbrj.org.br. Acesso em: 01 de maio de 2019

Maia, L. C., Carvalho Junior A.A.C., Cavalcanti L.H., Gugliotta A.M., Drechsler-Santos E.R., Santiago A.L.M., Cdceres
M.E.S., Gibertoni T.B., Aptroot A., Giachini A.]., Soares A.M.S., Silva A.C.G., Magnago A.C., Goto B.T,, Lira CR.S.,
Montoya C.A.S., Pires-Zottarelli C.L.A., Silva D.K.A., Soares D.]., Rezende D.H.C., Luz E.D.M.N., Gumboski E.L.,
Wartchow E, Karstedt E, Freire EM., Coutinho EP, Melo G.S.N., Sotao H.M.P, Baseia I.G., Pereira J., Oliveira J.].S.,
Souza J.E, Bezerra J.L., Neta L.S.A., Pfenning L.H., Gusmio L.EP, Neves M.A., Capelari M., Jaeger M.C.W., Pulgarin
M.P, Menolli Junior N., Medeiros PS., Friedrich R.C.S., Chikowski R.S., Pires R.M., Melo R.E, Silveira R.M.B., Urrea-
Valencia S., Cortez V.G., Silva V.E 2015. Diversity of Brazilian Fungi. Rodriguésia, 66 (4): 1033 — 1045.

Menezes, M., Bicudo C.E.M., Moura C.W.N. 2015. Update of the Brazilian floristic list of Algae and Cyanobacteria.
Rodriguésia, 66 (4): 1047-1062.

MPEG — Museu Paraense Emilio Goeldi. 2019. Disponivel em: https://www.museu-goeldi.br/assuntos/colecoes/ biologicas/
botanica/herbario-mg. Acesso em: 11 de abril de 2019

Mpyers, N., Mittermeier, R.A., Fonseca, G.A.B., Kent, J. 2000. Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature,
403: 853-858.

PGBM - Programa de Pés-Graduagio em Biologia Microbiana. 2019. http://www.pgbm.unb.br/images/sampledata/
laboratorios/Cole0%20Micolgica%20d0%20Herbrio%20UB.pdf. Acesso em: 09 de abril de 2019.

Prado, J., Sylvestre L.S., Labiak PH., Windisch PG., Salino A., Barros .C.L., Hirai R.Y., Almeida T.E., Santiago A.C.P, Kieling-
Rubio M.A., Pereira A.EN., Qllgaard B., Ramos C.G.V., Mickel ].T., Dittrich V.A.O., Mynssen C.M., Schwartsburd PB.,
Condack J.PS., Pereira ].B.S., Matos EB. 2015. Diversity of ferns and lycophytes in Brazil. Rodriguésia, 66 (4): 1073-1083.

REFLORA- Herbdrio Virtual. Disponivel em: http://herbariovirtualreflora.jbrj.gov.br/reflora/ herbarioVirtual/. Acesso em:
11 de abril de 2019.

RBH - Rede Brasileira de Herbdrios. Disponivel em: https://https://sites.google.com/view/redebrasileiradeherbarios/catdlogo.
Acesso em: 11 de abril de 2019.

SIBBE. Sistema de Informagio sobre a Biodiversidade Brasileira. Disponivel em: www.sibbr.gov.br. Acesso em: 01 de maio de 2019.

Viana, PL., Ilkiu-Borges, A.L., Sotao, H.M.P. Herbdrio Jodo Murca Pires, Pard (MG). Unisanta Bioscience 4(6), 77-81, 2015.

201



202

Oliveira, L.A., Jesus, M.A., Jackisch Matsuura, A.B., Oliveira, J.G.S.,
Gasparotto, L., Lima-Neto, R.G., Rocha, L.C
Conhecimento, conservagao e uso de fungos

Fungos fitopatogénicos na Amazonia

SCHURT, Daniel Augusto'; GASPAROTTO, Luadir.’; PEREIRA, José Clério Rezende.’

'Embrapa Roraima

2Embrapa Amazo6nia Ocidental

3 In memoriam

Emails: daniel.schurt@embrapa.br, luadir.gasparotto@embrapa.br

Resumo

A literatura estd repleta de exemplos de patégenos devastadores que tém inviabilizado a exploragao comercial
de vidrias culturas na regiao Amazonica, se mediadas de controle nio forem adotadas. O exemplo cldssico é o
Microcyclus ulei, agente causal do mal-das-folhas, responsdvel pelo fracasso de todas as tentativas de cultivo da
seringueira na Amazonia sempre umida, realizadas desde a década de 1920 até 2005, quando foram concluidas
as pesquisas com enxertia de copa, técnica que viabiliza a exploragio comercial da seringueira nessa Regiao. H4
uma série de patdgenos extremamente severos: os que afetam o sistema radicular, induzindo murcha vascular ou
podridao; os da parte aérea causadores de desfolhamentos sucessivos, seca descendente dos galhos, e até a morte
das plantas e os que afetam frutos e améndoas. As doengas radiculares, causam altos prejuizos; pois na maioria
das vezes nao hd medidas eficientes para controlar os patégenos, como as fusarioses do maracujd, da pimenta-do-
-reino, do dendezeiro e da bananeira, induzidas, respectivamente, por Fusarium solani, E oxysporum L.sp. piperis,
E oxysporum L.sp. elaedis e E oxysporum f.sp. cubense. Entre os patdgenos da parte aérea, além do M. ulei, des-
tacam-se o Ihanatephorus cucumeris afetando dezenas de espécies, como a seringueira, citros, mogno, feijoeiro
e soja, Sclerotium coffeicola, causador de manchas foliares e desfolhamento em diversas fruteiras, Mycosphaerella
frjiensis em bananeira e Moniliophora perniciosa em cacaueiro e cupuaguzeio. Os frutos sao afetados por diversas
espécies de Colletotrichum spp. As castanhas-da-Amazonia, sofrem grande incidéncia de fungos aflatoxigénicos,
notadamente Aspergillus flavus e A. parasiticus, ocasionando frequentemente o rechaco de cargas de castanhas
quando exportadas a outros paises. Recentemente, foi identificado Fusarium chlamydosporum, em graos de ar-
roz, um fungo produtor de micotoxinas. Pesquisas e a divulgacio cientificas precisam ser investidas para que os
prejuizos causados por estes patégenos sejam reduzidos melhorando a qualidade dos alimentos.

Palavras-chave: Doengas de plantas, Fungos, Prejuizos Econémicos.

1. Introducao

Um dos problemas que colocam em risco e comprometem a sustentabilidade dos sistemas agricolas na
Amazoénia ¢ a ocorréncia de doencas. A presenca desses agentes bidticos danosos, do ponto de vista econémico,
tem sido favorecida por dois fatores basicos: condicoes climdticas que possibilitam a continuidade dos ciclos
biolégicos e adogao de priticas agricolas que vulnerabilizam os cultivos.

O estudo das doengas associadas as plantas cultivadas na Amazoénia estd intimamente relacionado 2 histéria
de ocupacio dessa regido. Até o final da década de 1960, poucas foram as experiéncias com monocultivos de
média e larga escala. Predominava a atividade extrativista de produtos madeireiros e nao madeireiros, conviven-
do com uma agricultura de baixo uso de insumos, caracterizada por pequenas rogas e quintais agroflorestais.

A partir da década de 1970, com o surgimento dos grandes projetos agropecudrios, comegaram a surgir problemas
fitopatolégicos de maior magnitude, agravando, assim, os processos de alteragio e degradacio dos agroecossistemas.

esar de existire esquisas, na regiao azOnica, co oencas de plantas, sao poucos os trabalhos com-
Apesar de existirem isas, na regiio Amazoni m doencas de plant trabalh m
parados com as demais regides do Brasil. Diversos sao os motivos, mas o baixo niimero de fitopatologistas na
regidao Norte é um dos principais agravantes.

A seguir serd apresentada breve descrigao das principais doengas, causadas por fungos, de importancia eco-
ndmica, quanto aos aspectos morfoldgicos e bioldgicos.



Seringueira (Hevea brasiliensis Willd. ex A.Juss.)

Mal das folhas: causado pelo fungo Microcyclus ulei (Henn.) v. Arx (anamorfo: Fusicladium macrosporum J.
Kuijper), ¢ a doenga mais séria da cultura, constituindo-se no fator limitante para o estabelecimento de seringais
na regido Amazdnica (Hora Junior ez al., 2014). O patdgeno infecta foliolos jovens com até 10 a 12 dias de
idade, causando a queda prematura das folhas. Causa desfolhamento, durante todo o ano, em viveiros, jardins
clonais e seringais jovens, que ainda nio apresentam senescéncia anual, e em plantios adultos na época do en-
folhamento. Em seringais adultos, ataques sucessivos do fungo causam morte-descendente dos ramos e até das
plantas (Gasparotto ez al., 2012). A manifestacio dos sintomas da doenga depende principalmente da idade dos
foliolos e da suscetibilidade clonal. Segundo Gasparotto ez al. (2012), em foliolos jovens de clones suscetiveis,
observam-se lesoes levemente escurecidas e irregulares, que provocam deformagio e enrugamento especialmente
na face abaxial do limbo. Essas lesoes passam a apresentar tonalidade e aspecto verde-oliva-feltroso ou escuro-
feltroso, como resultado da esporulagio conidial do fungo. Quando as lesées ocorrem em niimero elevado, estas
coalescem, resultando no sintoma de queima dos foliolos, que também caem, posteriormente. Os foliolos que
sofrem apenas leves infecgoes ou que foram infectados apds os 12 dias de idade até o inicio da maturagio per-
manecem nas plantas; e, quando maduros, suas dreas lesionadas exibem, especialmente na superficie superior do
limbo, o sintoma de lixa resultante da produgao de estromas negros dispostos circularmente.

Mancha-areolada: causada pelo fungo 7hanatephorus cucumeris (Frank) Donk (anamorfo: Rhizoctonia solani
Kuhn), provoca lesdes em foliolos jovens que acarretam a queda prematura das folhas. Em condigoes de alta
umidade, pode causar prejuizos semelhantes ao M. ulei (Gasparotto ez al., 2012). Os foliolos com cerca de 12 a
15 dias de idade sao suscetiveis ao patégeno. Nestes, as lesoes tém 3 mm a 10 mm de didmetro. Inicialmente as
lesdes sio aquosas e apresentam exsudagio de ldtex na superficie abaxial. As gotas de ldtex coagulam e oxidam,
formando pontos negros de aspecto oleoso. Dois a trés dias apds, a lesio apresenta aspecto seco, coloragio casta-
nha e circundada por um halo clorético. De modo geral, as manchas sdo grandes e quando localizadas no tergo
basal ou préximo a nervura principal do foliolo. O fungo induz o desfolhamento precoce. Em foliolo no chio,
em condi¢des de alta umidade, observa-se sobre as manchas um manto micelial esbranquicado do patégeno
(Gasparotto ez al., 2012).

Crosta-negra: causada pelo fungo Phyllachora huberi Henn. O fungo Rosenscheldiella hevea Junq. & Bezerra
foi descrito associado as lesdes causadas por P huberi, (Junqueira & Bezerra, 1990). Esses patégenos tém sido
relatados somente em seringueira. E uma doenga comum em seringais adultos, a qual afeta a folhagem madura
podendo causar desfolhas. Os sintomas ocorrem na superficie abaxial dos foliolos, inicialmente como placas
circulares negras, que com o passar do tempo ressecam provocando a ruptura de suas porgoes ao longo das ner-
vuras secunddrias, resultando em sintomas tardios caracterizados por uma por¢ao estromdtica escura no centro,
circundada por 4reas verdes amarelecidas do limbo. Na superficie adaxial, os sintomas apresentam-se como dreas
ou lesdes amareladas, correspondentes aos estromas na fase inferior do limbo. Os estromas de P huberi podem
estar associados aos estromas de R. heveae. Esses dois fungos sao facilmente distinguidos em microscépio, devido
as caracteristicas dos ascos e ascésporos (Gasparotto ez al., 2012).

Bananeira (Musa spp.)

Sigatoka-negra: causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet. (anamorfo: Paracercospora fijiensis
(Morelet) Deighton), ¢ a doen¢a mais importante na maioria das regides produtoras de banana e pldtanos do
mundo. No Brasil, a doenca foi identificada em fevereiro de 1998 nos municipios de Tabatinga e Benjamim
Constant, no estado do Amazonas, na fronteira do Brasil com a Colémbia e o Peru (Pereira et al., 1998). O
patdgeno causa a morte das folhas e inviabiliza a producio das cultivares suscetiveis, se medidas de controle nao
forem adotadas. Os sintomas sio inicialmente observados na face abaxial, predominantemente na extremidade
lateral do limbo, do lado esquerdo da folha, nas folhas 1 ou 2, por pequenas pontuagées claras ou dreas des-
pigmentadas, que progridem formando estrias marrom-claras, que podem atingir de 2 mm a 3 mm de com-
primento. Com o progresso da doenga, as estrias expandem radial e longitudinalmente e, ainda com coloragio
marrom clara, podem ser visualizadas na face adaxial, podendo atingir até 3 cm de comprimento. Nos estddios
finais da doenga, as lesdes apresentam-se com o centro deprimido e de cor branco-palha. As lesoes apresentam
um halo interno proeminente marrom-escuro, circundado por um pequeno halo amarelo. No centro das lesées,
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eventualmente, pode-se visualizar pontuacoes escuras representadas pelas frutificagoes do patégeno. As lesoes
coalescem e causam o secamento de todo o limbo foliar (Gasparotto ez al., 2000).

Mal do panama: causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F.Sm.) Snyder & Hansen, é uma
doenca endémica e ocorre em todas as regides produtoras de banana do mundo. Quando afeta cultivares alta-
mente suscetiveis, como a banana cv. Maga, provoca perdas de 100% na produgio. J4 nas cultivares tipo Prata,
que apresentam grau de suscetibilidade bem menor do que a “Maga”, a incidéncia do mal- do-panam4, geral-
mente, situa-se num patamar de 20% de perdas. As plantas infectadas exibem externamente amarelecimento
progressivo das folhas mais velhas para as mais novas, comegando pelos bordos do limbo foliar e progredindo
no sentido da nervura principal. Posteriormente, as folhas murcham, secam e se quebram junto ao pseudocaule,
por consequéncia ficam pendentes, o que confere A planta a aparéncia de um guarda-chuva fechado. E comum
constatar-se que as folhas centrais das bananeiras permanecem eretas mesmo apés a morte das mais velhas, e
que préximo ao solo ocorrem rachaduras do feixe de bainhas, cuja extensao varia com a drea afetada no rizoma.
Internamente, observa-se descoloragio pardo-avermelhada na parte mais externa do pseudocaule provocada pela
presenca do patdgeno nos vasos (Gasparotto ez al., 2016).

Pupunheira (Bactris gasipaes Kunth)

Antracnose: o agente causal dessa doenga ¢ o fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz. A enfermidade afeta
folhas de plantas enviveiradas estressadas por falta d’dgua ou de nutrientes e frutos em plantios em produgio.
As manchas foliares sao irregulares, com margens definidas, iniciando-se normalmente nas bordas do limbo e
progredindo em direcdo a nervura central. As manchas, apés a necrose dos tecidos, apresentam-se secas, com o
centro esbranquigado, contornado por um halo estreito marrom-avermelhado e com os tecidos adjacentes, apa-
rentemente sadios, amarelados. Quando o ataque é severo em plantas jovens, pode causar seca total das folhas e
morte das mesmas. Os frutos afetados apresentam enrugamento e mudanca na textura e cor da epiderme, para
tons mais claros seguido de enegrecimento. As lesoes sao deprimidas e recobertas por uma massa de esporos de
coloragao résea. Os ferimentos causados por pdssaros e insetos facilitam a incidéncia da doenca que, em alguns
casos, tem atingido até 10% dos frutos (Gasparotto & Pereira, 2016).

Podridao do estipe: causada pelo fungo Phytophthora palmivora Butler, induz perdas de até 30% das mudas
enviveiradas e plantas adultas. Os sintomas caracterizam-se pelo amarelecimento da primeira e da segunda fo-
lha aberta e da folha bandeira ou vela (folha nao aberta). Em seguida, pode ocorrer o amarelecimento e a seca
das demais folhas, podendo provocar a morte da planta-mae e, as vezes, dos perfilhos e de toda a touceira. Ao
se realizar cortes longitudinais e transversais no estipe da pupunheira, observa-se o escurecimento dos tecidos
internos e uma podridao generalizada.

Laranjeira (Citrus sinensis (L.) Osbeck.)

Gomose: causada por Phytophthora nicotianae var. parasitica Dastur e P ciptrophthora (Smith & Smith)
Leonian, é uma das principais doengas flingicas dos citros no Brasil, ocorrendo em todas as regioes produtoras. Os
patégenos atacam tanto mudas no viveiro como plantas adultas, na regiao do colo das plantas, acima ou abaixo da
superficie do solo. Os sintomas apresentam-se como dreas mortas na casca do caule, com lesoes deprimidas de cor
escura. Ocorre exsudagio de goma (ou resina) na drea afetada, ressecamento e fendilhamento longitudinal da casca.
Internamente, os tecidos apresentam-se de colora¢io amarela e mais tarde tornam-se pardacentos. Pode ocorrer a
formagio de calo cicatricial na periferia das lesoes. Quando a lesio circunda o tronco por completo, a planta morre.
Na parte aérea, nota-se a clorose intensa das folhas correspondente ao lado do tronco ou das raizes onde ocorrem
as lesdes, murcha, queda de folhas e morte da planta (Gasparotto ez al., 1998).

Pinta preta: causada pelo fungo Guignardia citricarpa Kiely, é uma das principais doencas fingicas dos
citros, devido aos altos custos para seu controle e aos danos causados principalmente nos frutos. Causa lesoes
sobre a casca do fruto, tornando-o com m4 aparéncia para as vendas, mas raramente ocorre deterioragio da fru-
ta, ainda que a casca se torne extensivamente necrética (Kotzé, 1981). Nos casos de alta severidade da doenga,
hd queda precoce dos frutos antes de completarem a maturagio. A doenca manifesta-se de diversas formas nos
frutos, sendo relatados seis tipos de sintomas; mancha-prata ou mancha-dura é a mais tipica e aparece quando os



frutos estao amadurecendo. Apresenta bordas salientes com depressao no centro, cor clara com pontos escuros,
chamados de picnidios, onde os picnidiésporos sio formados.

Mogno-africano (Khaya ivorensis A. Chev.)

Mancha areolada: causada pelo fungo 7. cucumeris, foi descrita ocorrendo em viveiros e em plantios de-
finitivos em Manaus, AM, e Igarapé-Acu, PA, causando lesées em folhas maduras e queda de folhas jovens
(Gasparotto et al., 2001). Os sintomas ocorrem em folhas jovens através de manchas marrons com 2 mm a 8
mm de didmetro, centro esbranquicado, bordos escuros e circundados por um halo cor de vinho. Em folhas
maduras, as manchas sio grandes, marrom-claras ou marrom-escuras, descontinuas, necréticas e em forma de
auréolas, que tendem a cair. Em foliolos caidos no chio é possivel observar um manto micelial esbranquigado
na superficie de lesoes situadas na face abaxial das folhas.

Mancha - concéntrica: causada pelo fungo Sclerotium coffeicola (Stahel) Bull. O patégeno, fungo habitante
do solo, com ampla distribuigao nas regioes tropicais e subtropicais, ¢ polifago, agressivo e que, além do mogno-
-africano, afeta dezenas de espécies cultivadas, notadamente plantas arbustivas e arbéreas, como graviola, cafeeiro,
jambeiro, mangueira, biribd, umari, sumatima, sorva, jenipapo e carambola, causando desfolhamento (Gasparotto
etal., 1999). Os sintomas sao muito semelhantes entre as dezenas de hospedeiros. Inicialmente, caracterizam-se por
manchas necréticas circulares, com o centro marrom-claro, bordos bem definidos, de tonalidade marrom-escura, e
diAmetro de aproximadamente 4 mm. Posteriormente, as manchas tornam-se irregulares, dispersas sobre o limbo
foliar, com numerosos halos concéntricos estreitos, constituidos por linhas marrons que contrastam com um fundo
marrom mais claro e atingem até 6 cm de didmetro. Na face abaxial da regiao da drea lesionada, observam-se, a
olho nu, numerosos propagulos vegetativos semelhantes a finas e curtas agulhas brancas, com até 0,2 mm de dia-
metro e | mm a 4 mm de comprimento. Em folhas doentes e caidas no chao, sob condi¢oes de elevada umidade,
a face abaxial da folha fica recoberta por um micélio branco com produgio abundante de propdgulos vegetativos e
esclerddios. Os esclerddios sao relativamente grandes com até 15 mm de didmetro, produzidos isolados ou agrupa-
dos, globosos, inicialmente marrom-claros e mais escuros quando maduros.

Guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke)

Antracnose: o agente causal Colletotrichum guaranicola Albuq. foi descrito por Albuquerque (1961). E a
principal doenca do guaranazeiro, causando danos significativos as plantas e a produgao. Estd distribuida em
toda a regido Amazonica (Trindade ez al., 2016). O patdgeno infecta folhas e caules tenros em todos os estddios
de crescimento das plantas, causa necrose dos limbos e peciolos das folhas e das hastes em inicio de desenvol-
vimento. As partes necrosadas adquirem coloragio marrom-avermelhada. Os foliolos, 4 medida que secam,
tornam-se quebradicos. Lesoes isoladas apresentam formato varidvel de circular a eliptico. O coalescimento das
lesGes acarreta a queima de extensas dreas dos foliolos com maior predominincia em seus bordos. Quando a
leso afeta as nervuras, provoca deformagio e enrolamento dos foliolos, principalmente quando jovens. Quando
as condigoes climdticas sio muito favordveis, a doenga acarreta a queda de grande niimero de folhas, seca des-
cendente dos galhos e, consequentemente, morte da planta (Albuquerque, 1961).

Cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum Willd. ex Spreng.)

Vassoura de bruxa: é a doenga mais relevante economicamente, pois reduz drasticamente a produgao de
frutos, podendo causar perdas totais. O agente causal é o fungo Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime &
Phillips-Mora, cuja incidéncia, extremamente elevada em plantios na Amazdnia, inviabiliza a produgao dos
clones suscetiveis. A enfermidade afeta érgaos jovens, como brotacoes, flores e frutos, ocorrendo em mudas e
plantas adultas nas quais se observam os sintomas de superbrotamento caracteristicos da doenga. Inicialmente,
devido 4 hipertrofia do tecido afetado, hd engrossamento dos ramos bem como emissao excessiva de brotacoes
laterais, cujas folhas apresentam crescimento reduzido. Nessa fase, a brota¢io infectada apresenta coloragio
marrom-clara (vassoura verde) que se destaca em relagdo ao verde da copa. Posteriormente, hd seca do ramo
doente, cujo aspecto caracteristico ¢ aquele que deu nome & moléstia. Nas vassouras verdes de plantas adultas,
na época de floragao, verifica-se abundante emissao de botoes florais, com posterior aborto das flores. Nos frutos
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jovens, hd paralisagio do crescimento e mumificagio. Quando a doenga afeta os frutos em fase adiantada de
desenvolvimento, observam-se lesdes escuras na casca, que correspondem internamente a regiao de apodreci-
mento da polpa, a qual passa da coloragio creme normal para marrom. Geralmente, nao ocorre apodrecimento
da semente (Gasparotto & Pereira, 2016).

Castanhaeira do Brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.)

Podridao das castanhas: causada pelos fungos Aspergillus flavus L. e A. parasiticus Speare que se desenvolvem
sobre os ouricos da castanheira do brasil no periodo entre a queda dos frutos e a coleta. Quando as condi¢oes de
armazenamento dos ouri¢os ou das castanhas sdo inadequadas, favorecem a proliferacio desses patégenos habi-
tantes naturais do solo, em fungio da umidade excessiva. Os patgenos colonizam as castanhas e contaminam-
nas, com a produgéo de aflatoxinas. Aflatoxinas sio micotoxinas, com acao carcinogénica e toxicas para os seres
humanos e animais. As castanhas contaminadas por fungos do género Aspergillus spp. apresentam as superficies
externa e interna da casca recobertas parcial ou totalmente por estruturas (micélio e conidios) do patégeno, de
coloragao esbranquicada, creme ou amarelada. O fungo esporula no interior da castanha e coloniza os tecidos
causando o apodrecimento da améndoa, que apresenta coloragio esbranquicada, esverdeada ou amarelada, nio
podendo, nesse caso, serem usadas na alimentagao humana e/ou animal.

Feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

Mela ou murcha da teia micélica: causada pelo fungo 7. cucumeris, é o principal patégeno do feijoeiro na
regido Amazonica. A doenga manifesta-se, inicialmente, como manchas encharcadas nas folhas, circundadas
por uma drea marrom-escura, seguida de intensa produgao de um entrelacado de micélio que atinge as folhas
adjacentes, hastes, flores e vagens. A teia micélica, que interliga as folhas com as outras partes da planta, mantém
as folhas completamente mortas aderidas ao caule e aos ramos, com grande nimero de esclerédios formados
sobre os tecidos mortos, cuja produgao ¢ abundante, e constituem-se em focos secunddrios de infecgao ou per-
manecem no solo como indculo primério para o feijoeiro ou outros hospedeiros.

Pimenta do reino (Piper nigrum L.)

Fusariose: a doenga foi constatada no Pard, na década de 1960, e jd dizimou mais de 20 milhées de plantas.
Causada pelo fungo Fusarium solani f.sp. piperis Albug., é a principal doenga da pimenta do reino no Brasil.
Quando o fungo ataca as raizes, as folhas ficam amarelas e flicidas, levando ao secamento da planta. Observam-
se também les6es necréticas nas raizes e no caule da planta. Com o avango da doenga, pode ocorrer exsudagao
negra e brilhante na base da planta. Em condi¢des de alta umidade, peritécios podem ser formados na base do
caule e sobre os ramos (Duarte ez a/., 2016).

Coqueiro (Cocos nucifera L.)

Mancha foliardo coqueiro: causada pelo fungo Bipolaris incurvata (C. Bernard) Alcorn, ocorre principal-
mente em plantio com deficiéncia de potdssio. Os sintomas manifestam-se como pequenas lesoes arredondadas,
com centro marrom-claro, circundadas por um halo amarelo-ouro. Posteriormente, as lesoes se expandem, o
centro torna-se escuro ¢ com um pequeno halo amarelo, que pode coalescer, apresentando centro esbranquicado
e bordas marrom-escuras. Na folha central recém-emitida, surgem grandes lesées no peciolo. Ocorre a paralisa-
¢ao do crescimento, culminando com a morte da planta (Gasparotto ez al., 1999).

Mandioca (Manihot esculenta Crantz)

Podridao mole de raizes: causada principalmente por Phytophthora drechsleri Tucker, é a mais importante
doenca da mandioca no Norte e Nordeste do Brasil. Inicialmente, ocorre murcha da parte aérea, seguida de
secamento descendente dos ramos e queda das folhas. Arrancando-se a planta, a maioria das raizes encontra-se
podre. As raizes parcialmente apodrecidas exsudam um liquido de odor fétido.



2. Conclusoes

Na regidao Amazonica, o risco de esses agentes bidticos atingirem niveis de dano ¢ elevado, uma vez que os fato-
res climdticos nao sao impeditivos para o estabelecimento dos processos bioldgicos no ciclo de vida dos patégenos.

E necessdrio, portanto, avangar nos estudos quanto aos aspectos fitopatoldgicos, que considerem os fatores
edaficos, climdticos, econdmicos e sociais para cada sistema de producio.
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Resumo

Hypoxylaceae foi recentemente segregada da familia Xylariaceae com base em anilises filogenéticas, estudos
quimiotaxondmicos e taxonomia cldssica. Hypoxylaceae compreende aproximadamente 19 géneros, caracteri-
zados por um estroma peritecial unipartido, geralmente com presenca de pigmento estromdtico e anamorfo do
tipo Nodulisporium. Os fungos hypoxylaceous sio encontrados como saprofiticos e endofiticos e estio ampla-
mente distribuidos em climas tropical, subtropical e temperados. Algumas espécies apresentam acio antifin-
gica, antimicrobiana e citot6xica. A diversidade de Hypoxylaceae deve ser analisada verificando as espécies de
fungos pertencentes a Xylariaceae, pois os herbdrios brasileiros ainda nio estao atualizados. O levantamento
da diversidade de Xylariaceae/Hypoxylaceae foi realizado através do Sistema de Informagio Distribuido para
Colecoes Bioldgicas (speciesLink) e no http://www.floradobrasil.jbrj.gov.br. Os principais herbdrios do Brasil
onde hd registros da familia Xylariaceae sio: INPA-FUNGOS/Manaus-AM (1041), UFACPZ/Rio Branco-
AC (6), HESL-FUNGOS/Porto Velho-RO (46), Museu Paraense Emilio Goeldi/Belém-PA (27), MBML-
HERBARIO/ Santa Teresa-ES (2), UFRN-FUNGOS/Rio Grande do Norte-RN (3), JBP/Joio Pessoa-PB (47),
URM/Recife-PE (807), ALCB/Salvador-BA (89), SP-FUNGI/Sao Paulo-SP (652), UCP/Palotina-Parani (84),
FLOR/Santa Catarina-SC (188), ICN/Porto Alegre-RS (11), HUCS-MICOTECA/Caxias do Sul-RS (46),
totalizando 3.049 registros, sendo 694 Hypoxylaceae. Destes, somente 205 pertence 2 Amazodnia brasileira.
Nao hd registro de Hypoxylaceae nos herbdrios de Roraima, Amapd, Tocantins e Mato Grosso. Diante do
exposto, ¢ possivel perceber que os fungos hypoxylaceous sao pouco estudados na regido Amazdnica, levando
em considera¢io que a regiao representa uma das maiores biodiversidades de organismos do mundo. Em vista
disto, acredita-se que a divulgacao desses dados possa despertar interesse nos taxonomistas para o estudo de
Hypoxylaceae e assim incrementar os acervos da regido Amazonica brasileira.

Palavras-chave: Biodiversidade, Metabélitos secunddrios, Taxonomia.

1. Introducao

A familia Xylariaceae compreendia aproximadamente 80 géneros, representando uma das maiores familias
de Ascomycota nao liquenizados. Porém, a posi¢ao filogenética dos géneros dentro dessa familia nio estava
bem definida. Wendt ez /. (2017) e Daranagama et al. (2018) segregaram os géneros de Xylariaceae, com base
em andlises filogenéticas, estudos quimiotaxonémicos e taxonomia cldssica e propuseram uma nova familia, a
Hypoxylaceae (Tabela 1).

Os géneros com estroma bipartido, sem pigmento estromdtico e anamorfo do tipo Nodulisporium
(Biscogniauxia, Camillea,Obolarina e Vivantia) foram acomodados em Graphostromataceae (M.E. Barr,
J.D.Rogers & Y.-M. Ju.) emend. M. Stadler, L. Wendtand Sir., essa familia forma um clado basal para os fungos
xylarioides. Portanto, somente os géneros sem pigmento estromdtico e anamorfodo tipo Genicolosporium per-
maneceram dentro de Xylariaceae (Tul. & C.Tul.) emend. M. Stadler & L. Wendt. Os demais géneros sem os
caracteres mencionados acima foram alocados para Lopadostomataceae ou Xylariales (géneros incertos).



Hypoxylaceae compreende 19 géneros com ascoma peritecial, de coloragao principalmente negra (Figura 1)
(Rogers, 2000; Daranagama ez al., 2018). Os fungos hypoxylaceous geralmente liberam pigmentos estromdti-
cos em KOH 10%. No peritécio estao inseridos os ascos (estrutura de reprodugao) cilindricos com um aparato
apical no dpice, que se torna amiloide (azul) quando corado com reagente de Melzer. Dentro dos ascos estao os
ascsporos unicelulares, geralmente elipsoide-inequilateral, com pigmentagiao marrom e fenda germinativa que
varia de retilinea a sigmoide.

A familia Hypoxylaceae estd amplamente distribuida em dreas de climas tropical, subtropical e temperada

(Kuhnert ez al., 2017). Suas espécies sao saprotréficas e endofiticas, menos frequente como parasitas facultativos
(Kuhnert et al., 2016; Sir et al., 2016).

As espécies de Hypoxylaceae produzem uma diversidade de metabdlitos secunddrios com atividade antifin-
gica, antimicrobiana e citotdxica (Stadler, 2011). A cada ano, novos metabélitos secunddrios bioativos estao

Tabela 1. Classificacdo dos géneros dentro de Xylariales (Daranagama et al., 2018).

Xylariaceae Hypoxylaceae Graphostromataceae Lopadostomataceae
Amphirosellinia Alloanthostomella Biscogniauxia Creosphaeria
Anthostomella Annulohypoxylon Camillea Lopadostoma
Anthostomelloides Anthocanalis Graphostroma Jumillera
Ascotricha Chlorostroma Obolarina Whalleya
Astrocystis Daldinia Theissenia

Brunneiperidium Entonaema Vivantia

Clypeosphaeria Hypoxylon

Collodiscula Hypomontagnella

Coniolariella Jackrogersella

Emarcea Neoanthostomella

Engleromyces Pseudoanthostomella

Entoleuca Phylacia

Euepixylon Pyrenomyxa

Gigantospora Pyrenopolyporus

Halorosellinia Rhopalostroma

Helicogermslita Rostrohypoxylon

Hypocopra Ruwenzoria

Hypocreodendron Thamnomyces

Kretzschmaria Thuemenella

Kretzschmariella

Leprieuria

Lunatiannulus

Nemania

Nipicola

Podosordaria

Poronia

Rosellinia

Sabalicola

Spirodecospora

Sarcoxylon

Squamotubera

Stilbohypoxylon

Striatodecospora

Vamsapriya

Virgaria

Wawelia

Xilaria

Xylotumulus
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sendo obtidos do ascoma e da cultura micelial (Karwehl e Stadler, 2016). De acordo com Stadler ez al. (2014),
os perfis metabdlicos secunddrios em Hypoxylaceae apresentam um valor taxondmico, corroborando com os
dados filogenéticos e a taxonomia cldssica destes fungos.

A floresta Amazdnica brasileira abriga uma diversidade de fungos pouco estudada no Brasil. Em vista disso,
este trabalho propoe conhecer a diversidade de Hypoxylaceae no Brasil e na regido Amazonica brasileira.

Figura 1. Géneros de Hypoxylaceae, A. Thamnomyces-ascoma ereto e ramificado; B. Hypoxylon-ascoma peltado; C. Hypoxylon-
ascoma efuso-pulvinado; D. Phylacia-ascoma piriforme; E. Daldinia-ascoma globoso; F. Hypoxylon-ascoma efuso-pulvinado.

2. Metodologia

A andlise da diversidade de Hypoxylaceae foi baseada no registro das espécies de fungos pertencentes a
Xylariaceae, tendo em vista que os herbdrios brasileiros ainda nao estdo atualizados de acordo com a nova clas-
sificagio de Wendt ez al. (2017) e Daranagama ez al. (2018). O levantamento da diversidade de Xylariaceae/
Hypoxylaceae foi realizado através do Sistema de Informagao Distribuido para Colegoes Bioldgicas (species-
Link), pois neste sistema estdo cadastrados os principais herbdrios brasileiros e, no site http://www.floradobrasil.
jbrj.gov.br. Somente o herbdrio HCP/Palotina-Parand nio estd cadastrado ainda no speciesLink. Os principais



herbdrios do Brasil onde hd registros da familia Xylariaceae foram: INPA-FUNGOS/Manaus-AM, UFACPZ/
Rio Branco-AC, HFSL-FUNGOS/Porto Velho-RO, Museu Paraense Emilio Goeldi/Belém-PA, MBML-
HERBARIO/ Santa Teresa-ES, UFRN-FUNGOS/Rio Grande do Norte-RN, JBP/Joio Pessoa-PB, URM/
Recife-PE, ALCB/Salvador-BA, SP-FUNGI/Sio Paulo-SP, HCP/Palotina-Parand, FLOR/Santa Catarina-SC,
ICN/Porto Alegre-RS, HUCS-MICOTECA/Caxias do Sul-RS.

3. Resultados e Discussao

De acordo com os dados pesquisados no Sistema de Informagio Distribuido para Colegdes Bioldgicas
(speciesLink), o ndmero de amostras de Xylariaceae no Brasil totaliza 3.049 (Figura 2). Os herbdrios INPA-
FUNGOS (1041), URM (807) e SP-FUNGI (652) representam 82% das amostras de Xylariaceae. Porém,
quando analisadas as amostras de Hypoxylaceae, verifica-se que o niimero de amostras totaliza apenas 694
(Figura3), distribuidas nos herbdrios URM (247), INPA-FUNGOS (195) e SP-FUNGI (135). O ntimero
maior de amostras no herbdrio URM deve-se as amostras provenientes dos trabalhos de Pereira ez al. (2008a,
2008b, 2009, 2010) e Poroca (1986) no Nordeste. No Brasil, mic6logos e estudiosos de fungos contribuiram
no estudo da Hypoxylaceae, entre os quais se destacam Silveira e Rodrigues (1985) e Yuyama ez /. (2013) no
Norte. A regido Sul foi a mais explorada com estudos realizados por Meijer (2006, 2010), Theissen (1909,
1910), Rick (1905, 1906, 1931), Trierveiler-Pereira (2014) e Cruz e Cortez (2015 e 2016).

Os herbdrios INPA-FUNGOS, URM e SP-FUNGI s20 os mais representativos com depésitos de Xylariaceae
e Hypoxylaceae no Brasil. Dos herbdrios amostrados para a regido Amazdnica, nao ha registro dessas familias
no Estado de Roraima, Amap4, Tocantins e Mato Grosso. Tendo em vista a riqueza que essa regiao representa,
se faz um alerta para que possam ser feitos estudos nessa regiao, a fim de conhecer a diversidade dessa familia e
estudar o seu potencial biotecnoldgico.

Segundo a Lista de Espécies da Flora do Brasil (http://floradobrasil.jbrj.gov.br) e artigos publicados recente-
mente por Cruz e Cortez (2015, 2016), verifica-se que para o Brasil sdo relatados sete géneros de Hypoxylaceae
que compreendem aproximadamente 70 espécies: Annulohypoxylon Y.M.Juet al. (17), Daldinia Ces. & De Not.
(4), Entonaema Moller (1), Hypoxylon Bull. (37), Phylacia Lév. (6), Rhopalostroma D. Hawksw. (1) e Thamnomyces
Ehrenb. (4) amplamente distribuidas nas regiées Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste, Nordeste (Figura 4).
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Figura 2. Relacdo do nimero de amostras de Xylariaceae nos herbarios brasileiros.
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Figura 3. Relacdo do nimero de amostras de Hypoxylaceae nos herbdarios brasileiros.

Figura 4. Mapa da distribuicdo dos géneros de Hypoxylaceae no Brasil.

Conforme a (Figura 5) Hypoxylon representa 50% dos géneros de Hypoxylaceae no Brasil. No entanto,
quando comparado com outros géneros de ocorréncia na regido Amazonica, Thamnomyces é o género mais
representativo (Figura 6). Isso se deve ao fato de 7hamnomyces apresentar ascoma mais robusto, sendo melhor
visivel em campo do que Hypoxylon.
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Um total de 694 amostras Hypoxylaceae consta nos herbdrios do Brasil. No entanto, observa-se que a re-
gido Amazonica possui 205 amostras desse total (Figuras 5 e 6). Esses dados mostram que a regido Amazdnica
representa 30% da amostragem de Hypoxylaceae, um nimero bem abaixo do que realmente essa regiao possa
apresentar, levando em consideragio seu imenso territdrio.

Figura 5. Representacdo dos géneros de Hypoxylaceae que ocorrem no Brasil.

Figura 6. Representacdo dos géneros de Hypoxylaceae que ocorrem na Amazénia brasileira.
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4, Conclusoes

Os herbdrios mais representativos com amostras de Xylariaceae e Hypoxylaceae tanto no Brasil quanto na

Amazdnia brasileira sio: INPA-FUNGOS/Manaus-AM, URM/Recife-PE e SP-FUNGI/Sao Paulo-SP.
Os géneros mais representativos no Brasil sao Hypoxyylon, Daldinia e Thamnomyces.
Os géneros mais representativos na Amazonia brasileira sio 7hamnomyces, Hypoxyylon e Phylacia.

Hypoxylaceae estd pouco representada nos herbdrios da Amazodnia brasileira. Portanto, essa regido necessita
de mais estudos.
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