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RESUMO

Os fungos estdo amplamente presentes em
todos os ecossistemas da terra e, embora essa
distribuicao nao seja ainda bem documentada,
esforcos tém sido feitos para catalogar e
identificar estes organismos em diversos
ambientes. Um ecossistema praticamente
inexplorado quanto a micoflora é o de
restinga, fortemente presente no norte do
estado do Rio de Janeiro. A busca por fungos
de plantas das restingas fluminenses tem sido
feita desde 2012 pela equipe do Laboratério
de Quimica e Biomoléculas (LAQUIBIO) do
ISECENSA. Neste periodo, mais de 2000
1solados fungicos foram obtidos e estdo sendo
mantidos conservados para pesquisas €
utilizacdo futura. Assim, este trabalho teve
como objetivo a criagdo do banco de dados da

Micoteca do LAQUIBIO, incluindo imagens
das coldnias de cada isolado para fins de
consulta e comparagdo. Os fungos foram
purificados e armazenados, recebendo
numeracao e os dados de coleta mantidos em
planilha eletrénica. Foram feitas fotografias
das colonias crescidas em placas de Petri e
associadas a planilha, compondo o banco de
dados. A andlise dos resultados permitiu o
agrupamento dos fungos a fim de permitir
uma busca rdpida, a selecdo por restinga de
origem, planta hospedeira e identificacdo
morfolégica ou molecular, bem como um
registro permanente das caracteristicas das
colonias para comparacdio com fins de
identificacdo e divulgagdo dos espécimes.
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ABSTRACT

Fungi are widely present in all earth's
ecosystems and, although this distribution is
not yet well documented, efforts have been
made to catalog and identify these organisms
in various environments. Restinga is a
practically unexplored ecosystem with regard
to its mycoflora, strongly present in the north
of the Rio de Janeiro state. The search for
fungi on plants in the Rio de Janeiro restingas
has been done since 2012 by the group of the
Laboratory of Chemistry and Biomolecules
(LAQUIBIO) of ISECENSA. During this
period, more than 2000 fungal isolates were
obtained and are being kept for further
research and use. Thus, this work had as
objective the creation of the LAQUIBIO

Micoteca database, including colonies images
of each isolate for the purpose of consultation
and comparison. The fungi were purified and
stored, receiving numbering and the
collection data kept in a worksheet.
Photographs were taken of the colonies grown
on Petri plates and associated with the
spreadsheets, composing the database. The
analysis of the results allowed the grouping of
the fungi in order to allow a quick search,
selection by restinga source, host plant and
morphological or molecular identification, as
well as a permanent record of the colonies
characteristics  for comparison  aiming
identification and specimens dissemination.
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1. INTRODUCAO

A diversidade microbiana ainda é vista como invisivel, embora para alguns setores como a
ciéncia e a industria apresente interesse e implicagdes econdomicas (SANTOS e LIMA, 2001). A
protecao do meio ambiente e a preservacao da biodiversidade é uma das recomendacdes apontadas
pelas Nacdes Unidas, no que se refere ao potencial genético, inclusive dos microrganismos, para
aplicacdo na agricultura, saide e bem-estar, o que acarreta a necessidade de preservacdo dos
mesmos (GOLDMAN e TALLIS, 2009).

Localizados no extremo norte do estado do Rio de Janeiro, os municipios de Sdo Francisco
do Itabapoana, Campos dos Goytacazes, Sdo Jodo da Barra e Macaé apresentam fitofisionomia
diversificada, sendo apontada como importante drea de transi¢do florestal da costa do Sudeste
brasileiro na qual pode se encontrar diversificacdo de ecossistemas, dentre eles as Restingas
(OLIVEIRA-FILHO e FONTES, 2000).

A partir de uma visdo preservacionista voltada aos recursos naturais da regido Norte
Fluminense (FREIRE et al., 2015) pdde-se vislumbrar uma fonte inesgotdvel de fungos endofiticos
disponiveis nas Restingas da regido e, dessa forma, unindo a diversidade vegetal local aos interesses
da prospeccdo micoldgica para fins cientificos foi estabelecida a Micoteca de fungos endofiticos na
nossa regido (MUSSI-DIAS et al., 2016; FREIRE et al., 2016). Varias defini¢des sdo atribuidas a
fungos endofiticos (HYDE e SOYTONG, 2008), dentre elas dquela que considera os fungos que
vivem no interior da planta sem causar danos aparentes, ou seja, ndo sendo epifiticos ou
fitopatogénicos em nenhum momento do seu ciclo de vida (AZEVEDO et al., 2000), embora alguns
autores considerem a possibilidade de parasitismo (DHANYA e PADMAVATHY, 2014),
principalmente no final do ciclo da cultura ou senescéncia natural da planta.

Esses microrganismos podem ser potencialmente tteis na agricultura e na industria,
sobretudo na farmacéutica e de defensivos agricolas. Em consequéncia de constituirem-se
potenciais substitutos aos produtos quimicos, e exercerem acdes de biocontrole e/ou promogao de
crescimento de plantas favorecendo a preservagdo do ambiente, vém sendo apontados como
alternativas vidveis para sistemas de produgdo agricolas, ecoldgica e economicamente sustentiveis
(SANTOS e VARAVALLO, 2011).

Com a preservacdo em micoteca, cada espécie poderd ser utilizada de acordo com a sua
atividade bioldgica, seja em pesquisas para o controle de pragas e patdgenos ou para o beneficio do
homem na producdo de substancias uteis (BEZERRA et al., 2017), bem como para aplicagdao na
natureza em biorremediacdo de poluentes ambientais (ANDRADE et al., 2015).

Colegdes de cultura de fungos funcionam como fonte valiosa na recorréncia do material
preservado, sem a necessidade de buscd-lo novamente na natureza, sendo um repositério seguro a
longo prazo. Além disso, elas t€m funcdes fundamentais relacionadas a biodiversidade e
biossistematica dos organismos (VIEIRA et al., 2018), pois os isolados depositados sdo a base para
a maior parte do conhecimento real da diversidade e representam material de arquivo para o futuro
(ABREU e TUTUNII, 2004) além de serem avaliados por diferentes técnicas de preservacdo que
permitirdo avangos nos estudos bioldgicos (PASSADOR et al., 2010).

Para se ter um controle efetivo de cada fungo armazenado em uma colecdo, ha necessidade
de criacdo de um banco de dados completo, com informagdes sobre origem, substrato ou associacao
em que foi encontrado até a identificacdo morfolégica ou molecular, visando catalogar e facilitar
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sua utilizacdo a qualquer momento, em funcdo do interesse ao qual ele poderd ser aplicado
(SILVESTRE, 2013). Assim, o principal objetivo deste trabalho foi preparar um banco de dados
para agrupar e catalogar todos os fungos mantidos na Micoteca do LAQUIBIO, em planilha
eletronica, contendo informagdes relevantes de cada isolado, bem como vincular por
fotodocumentacao cada coldnia por meio de imagens para fins de busca, comparagao, identificacio
e divulgacao dos espécimes.

2. METODOLOGIA

O isolamento dos fungos em laboratdrio, a partir de seus substratos (plantas, solo, liteira),
foi realizado em meios de culturas padrdo ou especifico de acordo com a origem. Apds sucessivas
repicagens para limpeza e purificacdo das coldnias, as mesmas foram observadas em microscépio
de luz e, quando possivel, identificadas ao nivel de género. Cada cultura, devidamente identificada
foi também armazenada por diferentes métodos, a fim de se avaliar a sobrevivéncia de cada isolado.
Os métodos de preservacao utilizados na Micoteca do LAQUIBIO sdo: discos de cultura submersos
em agua destilada esterilizada (método Castellani), meio de cultura inclinado em tubo de ensaio sob
refrigeracdo a 7° C (ALFENAS e MAFIA, 2007), coldnias em placas e discos de colonia em frascos
eppendorf, ambos congelados a "18° C.

Para o preparo do banco de dados foram feitas planilhas eletronicas no programa Excel onde
cada isolado recebeu uma numeragdo de registro e dados complementares (nome da restinga de
origem, coordenadas geograficas, nome da planta hospedeira e da familia botanica, data da coleta e
do isolamento do fungo, parte da planta de onde foi isolado, caracteristicas da colonia e
identificacdo morfoldgica e/ou molecular).

Com a planilha completa procedeu-se agrupamentos em func¢do da ordenacdo alfabética
seguindo-se qualquer coluna selecionada. A partir dai, tornou-se possivel escolher a busca por nome
do fungo, nome da planta hospedeira, familia botanica ou restinga de origem.

Ao mesmo arquivo foram associadas as fotografias dos isolados. Para tanto, quando os
fungos, apds isolamento encontravam-se em condi¢des axénicas, em placas de Petri, cada colonia
foi fotografada individualmente utilizando-se Camera Digital Canon EOS Rebel T5i de 18.0
Megapixels. As fotografias foram numeradas a partir da planilha contendo a identificacdo dada a
cada isolado de fungo, mantidas e agrupadas apds o tratamento de contraste, luminosidade, tamanho
e nitidez, criando-se um banco de imagens das colonias para fins de comparagdo e identificacao.

Procedeu-se entdo o agrupamento das imagens na forma de um Catdlogo de Fungos criado a
partir dos Softwares PowerPoint®, Adobe® Photoshop®, CorelDRAW®, e Adobe® InDesign®
especificos para tratamento e manipulacdo de imagens.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As pesquisas envolvendo fungos de plantas e do ambiente que vem sendo desenvolvidas no
Laboratério de Quimica e Biomoléculas (LAQUIBIO) tem gerado um alto volume de dados e de
isolados fungicos. Isso possibilitou a criacio de uma Micoteca, na qual sdo armazenados e
preservados mais de 2000 isolados destes organismos (FREIRE et al., 2016).

A constru¢do do banco de dados proveniente da Micoteca do LAQUIBIO possibilitou
organizar e protocolar cada isolado de fungo armazenado (Figura 1).
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18 A Alternaria Sequenciado
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21 A Alternaria
2 Ad Alternaria
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Figura 1: Modelo de planilha eletronica utilizada para o gerenciamento da Micoteca do Laboratério

de Quimica e Biomoléculas (LAQUIBIO) do ISECENSA, contendo dados de origem e
identificacao dos fungos endofiticos e das plantas coletas nas restingas fluminenses.

A organizacdo sequencial dos fungos em planilha permitiu manter as caracteristicas e
identificacdo dos dados relacionados aos fungos de forma permanente para consulta. Isso facilita a
busca por determinado isolado, assim como agrupamentos de plantas hospedeiras ou restinga de

origem.

Também foi possivel determinar o nimero de isolados e géneros identificados em cada uma

das quatro restingas estudadas (Figura 2).
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Alternaria Alternaria Acremonium Alternaria
Asperglllus Asperglllus Alternaria Asperglllus
Chaetomium Cladosporium Asperglllus Cladosporium
Cladosporium Cochliobolus Cladosporium Colletotrichum
Colletotrichum Colletotrichum Colletotrichum Curvularia
Curvularia Diaporthe Curvularia Exserohilum
Fusarium Eurotium Exserohilum Fusarium
Helminthosporium Glomerella Fusarium NE fungo
Lasiodiplodia Guignardia Helminthosporium NI fungo
Lentinus Helminthosporium Macrophoma Nigrospora
NE fungo NE fungo Mortierella Penicillium
Neofusicoccum NI fungo NE fungo Periconia

NI fungo Nigrospora NI fungo Pestalotiopsis
Nigrospora Penicillium Nigrospora Phoma
Penicillium Periconia Penicillium Phomopsis
Pestalotiopsis Pestalotiopsis Periconia Phyllosticta
Phanerochaete Phaeobotryosphaeria Pestalotiopsis

Phoma Phomopsis Phoma

Phomopsis Phyllosticta Phomopsis

Phyllosticta Stenella Phyllosticta

Rhinocladiella Talaromyces Stemphylium

Setosphaeria Torula

Trichoderma

Figura 2: Agrupamento de fungos da Micoteca do Laboratério de Quimica e Biomoléculas
(LAQUIBIO) do ISECENSA, segundo a identificacdo por género, oriundos de plantas de quatro
diferentes restingas do norte fluminense, RJ. NE e NI sao fungos ndo esporulados e nao
identificados, respectivamente.

Registro semelhante foi realizado pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA)
preocupado em divulgar os macrofungos da Amazdnia onde encontra-se uma das maiores
diversidades de espécies de cogumelos do mundo (VARGAS-ISLA et al., 2014).

A partir destes agrupamentos também foi possivel fazer correlagdes para o fornecimento de
dados estatisticos a respeito da diversidade entre as espécies de fungos e as plantas hospedeiras
(Figura 3), além de variacdes existentes dentre as dreas de restingas. O cruzando das informagdes
viabiliza a escolha dos grupos de fungos a serem trabalhados em funcdo do interesse de cada
pesquisa, definido pela frequéncia de cada isolado ou da ocorréncia dos mesmos em uma ou mais
espécies vegetais.

Como exemplo pratico, manipulando-se a busca entre as colunas da planilha do banco de
dados foi possivel detectar a presenca de 56 isolados de fungos provenientes de pitangueira
(Eugenia uniflora L.), 57 isolados de aroeira (Schinus terebinthifolia Raddi) e 42 isolados de
batateira da praia (I[pomoea pes-caprae (L.) R. Br.). Os fungos do género Alternaria, Nigrospora,
Pestalotiopsis, Phyllosticta e um isolado ndo esporulado aparecem sendo comuns para estas trés
espécies vegetais (Figura 4), indicando variabilidade no relacionamento planta-fungo, além de
permitir buscas direcionadas, intra e inter-relacionadas.
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Figura 3: Quantitativo e diversidade de isolados fiingicos obtidos de restinga em funcao da
familia botinica das espécies vegetais estudadas. Dados obtidos a partir de planilha eletronica da
Micoteca do Laboratério de Quimica e Biomoléculas (LAQUIBIO) do ISECENSA.

Pitangueira

Nigrospora Pestalotiopsis

Aroeira

Batateira da praia

Fungo ndo esporulado Phyllosticta

Figura 4: Variabilidade encontrada entre fungos endofiticos e espécies vegetais de quatro
diferentes restingas do norte fluminense, RJ.
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A criacdo do banco de registro fotografico das colonias dos fungos gerou um arquivo com
mais de 6.000 imagens. Estas imagens foram tratadas e receberam a mesma numeracao destinada ao
banco de dados de cada colonia fungica identificada anteriormente e registrada na planilha
eletrOnica da Figura 1. Dessa forma, foi possivel manter o vinculo da imagem e das caracteristicas
de cada colonia com a identificacdo do respectivo isolado ja protocolado na Micoteca (Figura 5).
Isso criou uma identidade visual do isolado fazendo com que nas repicagens sucessivas ou
recorrentes haja a possibilidade de comparar a fotografia registrada com a nova col6nia ativada ou
repicada, garantindo assim maior rapidez e confiabilidade no fornecimento e utiliza¢do dos isolados
armazenados. Como parte do patrim6nio natural ex-situ, as micotecas detém grande valor para
efetivar projetos de pesquisa que incluem linhas de estudo com farmacos, controle ambiental e
biotecnologia (CAMARA et al., 2008).

Figura 5: Registro fotografico das colonias de fungos mantidos pela Micoteca do Laboratério de
Quimica e Biomoléculas (LAQUIBIO). Coluna da esquerda sdo as coldnias cultivadas em placas de
Petri, ao centro a aparéncia mais aproximada do micélio e, a direita detalhes do isolado. A, B, C)
Lasiodiplodia sp.; D, E, F) fungo ndo esporulado; G, H, I) Cladosporium sp.; J, K, L) Nigrospora
sp.
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A partir do estabelecimento da planilha eletronica e do banco de fotografias foi possivel
gerar o agrupamento dos dados aqui denominado de Catdlogo dos Fungos Endofiticos da Micoteca
do LAQUIBIO, no qual serd possivel apresentar a identidade desses fungos, na forma de imagens
das coldnias produzidas e cultivadas e, assim, dar inicio a um inventdrio e divulgacdo de imagens
sobre essa diversidade desconhecida e ainda pouco explorada na nossa regido.

Para ressaltar a importancia da divulgacdo deste banco de dados, cita-se o trabalho de
Gongalves et al. (2017) que teve como objetivo a prospec¢do de patentes relacionadas aos fungos
endofiticos aplicados a industria farmacéutica. A pesquisa apresentou a existéncia de 36 patentes
registradas em diferentes paises, entre os anos de 2010 e 2015, apenas no setor farmacéutico.
Entretanto, apesar do Brasil possuir uma das maiores biodiversidades do mundo (GANEN, 2010),
solicitou registro de depdsito de apenas cinco (05) patentes no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI).

Ressalta-se ainda a possibilidade de disponibilizar consultas online ao acervo pelo site
http://www.isecensa.edu.br/laquibio, permitindo a trocar de informagdes entre profissionais e
estudantes das dreas da micologia, botanica, ecologia e outras, no intuito de facilitar a identificacio
de fungos cultivdveis e, consequentemente, estimular e incentivar futuras pesquisas e parcerias a
respeito de fungos endofiticos de restinga.

5. CONCLUSOES

A manipulacido de grande volume de dados gerados no armazenamento e manuten¢do de
coldnias de fungos requer o gerenciamento por meio da implantacdo de um banco de dados que
viabilize sua utilizagdo. A planilha eletronica mostrou-se adequada para a manipulacdo dos dados
da Micoteca do LAQUIBIO e a associagdo por fotodocumentacao das colonias puras dos fungos sao
essenciais para o registro e a comparagdo, no tempo, dos isolados repicados. Acredita-se que esta
iniciativa contribua para o conhecimento, a conservagdo e a divulgacdo do ecossistema restinga no
qual estas espécies ocorrem.
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