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RESUMO

Os estudos sobre a biodiversidade sé&o de suma importancia para a utilizagdo racional dos
recursos naturais, principalmente em regides mega-diversas, como a Amazonia. O estudo da
diversidade de fungos Agaricomycetes é importante para contribuir com o conhecimento sobre
a diversidade destes no Estado do Amazonas e apresentar novos registros para a regido. A
relevancia dessa pesquisa estd em contribuir para o conhecimento da biodiversidade e da
prospeccdo de produtos bioativos, identificando fungos Agaricomycetes degradadores de
madeira com potencial inseticida contra larvas do mosquito transmissor do virus da dengue,
chikungunya e zika o Aedes aegypti. A metodologia utilizada para identificagdo taxondémica
cléassica foi realizada através de anélises dos basidiomas macro e microscopicamente, A partir
das coletas realizadas em 12 municipios do Estado do Amazonas (Autazes; Anamd; Careiro da
varzea; Coari; Barcelos; Borba; Novo Aripuand; Nova Olinda do Norte; Manaus; Manicoré,;
Parintins e Presidente Figueiredo) no periodo de janeiro a marco de 2013 e de janeiro a maio
de 2014. Nesse sentido, foi possivel expandir o conhecimento sobre a diversidade de
Agaricomycetes na regido. Foram coletados 323 espécimes, destes foram identificados 263,
representados por 40 géneros, 76 espécies, classificadas em 15 familias e 4 ordens de
Agaricomycetes. Os basidiocarpos saudaveis foram isolados, dos quais foram obtidas 43
culturas puras. Estes foram utilizados na producdo de extratos, identificacdo molecular e
identificacdo por MALDI- TOF. A identificacdo molecular foi atraves do sequenciamento das
regides Its 1 e 2 do rDNA, e pela técnica de MALDI TOF Espectrometria de Massa. As analises
da identificacdo molecular foram realizadas por comparacdao das sequéncias depositadas no
GenBank. O resultado do sequenciamento molecular permitiu um alinhamento com as
sequéncias nucleotidicas que corresponde a identificacdo dos fungos como sendo do grupo
Agaricomycetes, com taxa de similaridade acima de 96 %. Na técnica de MALDI TOF apenas
26 espécimes foram possiveis ser submetidas a anélise IC /MALDI TOF MS. Foram obtidos
dados espectrais com padrdes de pico (ions) exclusivo para os fungos com similaridade das
misturas de proteinas, o que refere-se a porcentagem de identidade para a quantidade de valores
idénticos em massa. A atividade larvicida apresentou-se eficaz, seis fungos apresentaram
substancias bioativas com potencialidade letal contra larvas de 3° estadio de A. aegypti. O
extrato de P. sanguineus, apresentou mortalidade de 5,3 probit para larvas de A. aegypti, o que
confere a este fungo, um potencial entomopatogénico bastante expressivo. Os demais extratos
ndo foram possiveis de analise sendo necessario para avaliacdo, e aumento do nimero amostral.

Palavras Chave: Agaricomycetes, diversidade, taxonomia, larvicida, Aedes aegypti.



ABSTRACT

Studies on biodiversity has great importance to the rational use of natural resources, especially
in mega-diverse regions such as the Amazonia. The study of fungal diversity Agaricomycetes
is important to contribute with the knowledge of the diversity of them in the state of Amazon
and introduce new records to the region. The relevance of this research is to contribute to the
knowledge about biodiversity and the prospect of bioactive products, identifying fungi
Agaricomycetes wood-degrading potential insecticide against larvae of mosquito of dengue
virus, chikungunya and zika the Aedes aegypti. The methodology used for classical taxonomic
identification was performed through analysis of macro-and microscopically, basidiomatas
from the collections held in 12 municipalities of the state of Amazon (Autazes; Anamé; Careiro
da varzea; Coari; Babu; Borba; Novo Aripuand; Nova Olinda do Norte; Manaus; Manicoré,;
Parintins and Presidente Figueiredo) in the period from January to March 2013 and from
January to May 2014. In that sense, it was possible to expand knowledge about the diversity of
the Agaricomycetes. 323 specimens were collected, 263 of them were identified, represented
by 40 genera, 76 species, classified into 15 families and 4 orders of Agaricomycetes. The
healthy basidiocarps were recovered, of which 43 were pure cultures. These were used for the
production of extracts, molecular identification and identification by MALDI-TOF. Molecular
identification was through the sequencing of the Its regions 1 and 2 of the rDNA, and by
MALDI TOF mass spectrometry. Molecular identification analyses were performed by
comparison of the sequences deposited in GenBank. The result of the molecular sequencing
allowed an alignment with the nucleotide sequences that matches the identification of fungi as
being of the group, the Agaricomycetes similarity above 96 %. In MALDI TOF only 26
specimens were possible be submitted to IC/MALDI TOF MS analysis. Spectral data were
obtained with peak patterns (ions) exclusive to fungi with similarity of protein mixtures, which
refers to the percentage of identity for the amount of identical values. Larvicidal activity
performed effectively, six fungi showed bioactive compounds with lethal capability against
larvae of third stage of A. aegypti. The extract of P. sanguineus, presented mortality of probit
to 5.3 larvae of A. aegypti, which gives this fungus, a potential entomopatogénico quite
expressive. The other extracts were not possible being necessary for analysis, evaluation and
increased sample number.

Key words: Agaricomycetes, diversity, taxonomy, larvicidal, Aedes aegypti.



1 INTRODUCAO

Biodiversidade ¢ uma medida da variacdo ou variabilidade existente entre as espécies
de seres vivos (AZEVEDO, 1999; SENNA e col., 2013). O termo foi usado pela primeira vez
em 1986, resultado da contracao das palavras "diversidade biologica” ou "diversidade biotica",
e mede, em principio, toda a variagao biologica do planeta Terra (AZEVEDO e col., 2002). O
conhecimento sobre biodiversidade é ainda precério e fragmentado, principalmente em regides
mega-diversas, como o Brasil, nas quais a rapidez das alteracdes ambientais confere urgéncia
a necessidade do reconhecimento de sua biota (RICCARDI e BASHORE, 2003). Apesar da
mega-diversidade de fungos tropicais ser amplamente reconhecida, existe a necessidade de
amplitude no conhecimento sobre as espécies, e da relacdo destas com os organismos sobre 0s
quais convivem.

Os fungos compreendem um dos maiores grupos de organismos do planeta em nimero
de espécies, participam praticamente de quase todas as modificacdes fisicas ou quimicas na
natureza, pois sdo decompositores importantes nos ecossistemas e associados essencialmente
a muitos organismos (BLACKWELL, 2011; FLOUDAS, e col., 2015). Ha aproximadamente
duas décadas foi estimado existir 1,5 milhdes de fungos na Terra. Porque apenas 70 mil fungos
haviam sido descritos na época, a estimativa foi o impulso para pesquisar fungos até entdo
desconhecidos. Estimativas mais recentes com base em métodos de sequenciamento sugerem
que existam até 5,1 milhdes de espécies de Fungos (BLACKWELL, 2011). Os fungos séo
recursos de wuso potencial nas inddstrias alimenticia, farmacéutica (antifungicos,
antibacterianos e metabdlitos secundarios) e cosmética, ainda como nutricéuticos e
nutracéuticos (HYDE, e col., 2010; PETRE, e col., 2014). Também s&o utilizados na
recuperacdo ambiental, em processos de biodegradacdo e biorremediacdo (HORTENCIO,
2009), bem como na produtividade e sustentabilidade dos recursos naturais.

Inventariar a diversidade de espécies fungicas € um levantamento sistémico de dados
inter-relacionados que retratam um bem cultural de extrema importancia, pois colecbes
cientificas sdo um registro permanente da heranca natural do planeta e a base para o
desenvolvimento de grande parte das pesquisas. Visa o conhecimento e a prote¢éo do acervo
cientifico de determinada regido e requer estudo de habitats, principalmente tropicais
(BLACKWELL, 2011; SENNA e col., 2013).
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A taxonomia é um sistema de referéncia para toda a biologia, e com o surgimento de
novas técnicas e conceitos como a microscopia eletronica, a sistematica filogenética e a
biologia molecular, promoveu-se profundas alteracdes nos sistemas de classificacdo
(LIPSCOMB e col., 2003, BASEIA, 2007, CARVALHO e col., 2007). Nos dias atuais, tornou-
se comum um periddico cientifico estabelecer em seu escopo que ndo mais aceita artigos
meramente taxondmicos, demonstrando o desinteresse da comunidade cientifica pela
“simples” taxonomia. A crise da taxonomia tornou-se a crise da biodiversidade, uma vez que,
diariamente, diversos ambientes sdo completamente destruidos sem que sua fauna, flora e
microbiota tenham sido levantadas e catalogadas (SENNA e col., 2013). Faz-se entéo,
necessario catalogar as espécies fangicas com simultanea elaboracéo de bancos de dados.

Os Agaricomycetes sdo fungos popularmente conhecidos como cogumelos, orelha de
pau ou urupé e formam um grupo com mais de 2.200 espécies distribuidas por todo o mundo.
Estdo incluidos, de acordo com Kirk e col. (2008), no filo Basidiomycota, classe
Agaricomycetes e distribuidos em seis ordens: Corticiales, Gloeophyllales, Hymenochaetales,
Polyporales, Russulales e Trechisporales. A maioria das espécies do filo Basidiomycota e
aproximadamente 98% das espécies do subfilo Agaricomycotina conhecidas sdo da classe
Agaricomycetes. Os Agaricomycetes compreendem todos os fungos do filo Basidiomycota que
formam basidiomas, com himénio definido (HIBBETT e col., 2007; HIBBETT e col., 2014).
Dentre os Basidiomycota, os Agaricomicetes lignoliticos representam os fungos com papel
fundamental na decomposicdo e reciclagem de nutrientes. Sabe-se que espécies de
Basidiomycetes lignoceluloliticos sdo abundantes em todos os tipos de florestas e os maiores
decompositores de madeira (BODDY e JONES, 2008; BOER e VAN DER VAL, 2008;
FLOUDAS e col., 2012.), também podendo ainda ser fitopatdgenos (STALPERS e
LOERAKKER, 1982, RAYMUNDO e col., 2013). A maioria das espécies possue complexo
enzimatico que incluem lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase
AGUIAR e FERRAZ, 2007; GERLACH e col., 2013), enzimas capazes de degradar compostos
quimicos recalcitrantes como a lignina e os polifendis das plantas (SOUZA e ROSAD, 2009).

Os fungos degradadores de madeira juntamente com as algumas bactérias sao
aparentemente 0s Unicos organismos capazes de decompor totalmente a lignina (HOLF e col.,
2004). Além da importancia bioldgica, os Agaricomycetes tém recebido especial atencdo na
pesquisa cientifica durante as duas Ultimas décadas, no que diz respeito ao seu potencial de

aplicabilidade tanto no tratamento de contaminantes ambientais, como biorremediadores do
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solo por exemplo, como na producao de antibioticos (SCHMIT e MUELLER, 2007; PETRE e
col., 2014). Esses fungos séo conhecidos pelo seu valor nutricional e medicinal, apesar dos
mecanismos por tras destas atividades ndo serem completamente conhecidos. Durante as
ultimas décadas sdo varios os paises envolvidos em pesquisa com polissacarideos com
atividade bioldgica, extraidos por fungo Agaricomycetes, desde o Japdo, China, Corea do Sul
e em 2007 os EUA (CUI e col., 2007).

Com o intuito de conseguir maior eficacia de programas de controle de vetores, ha
necessidade da busca de medidas alternativas que sejam oriundos da biodiversidade
Amazonica. A necessidade de reduzir o consumo de agroquimicos tem aumentado o interesse
por estratégias de controle biologico de pragas e de vetores de doengas. O controle de pragas e
doencas por meio do controle biolégico pode ser feito alterando as condigdes ambientais que
possibilitam o aparecimento de vetores. O controle de insetos sejam eles nocivos a agricultura
ou vetores de doencas, € feito, atualmente, na sua maioria, por produtos quimicos. O uso desses
inseticidas vem causando danos aos seres vivos e a0 meio ambiente, contaminando alimento,
solo, 4gua e favorecendo uma réapida selecdo de insetos resistentes (ARANTES e col., 2002).
Esse controle bioldgico pode ser feito alterando as condi¢des ambientais que possibilitam o
aparecimento de praga ou da doenca, ou utilizando micro-organismos com propriedades
antagonicas a pestes (AZEVEDO e col., 2002).

O interesse desta pesquisa € colaborar com o conhecimento da diversidade de
Agaricomycetes no estado do Amazonas, bem como, apresentar novos registros para a regiao
e contribuir para a prospeccao de produtos da biodiversidade Amazonica, identificando fungos
com potencial larvicida para o controle de mosquitos que transmitem doencas, em especial as
arboviroses, onde esta inserido o virus da dengue, chikungunya e zika. Portanto, para se
conseguir uma maior eficacia dos programas de controle de vetores, ha necessidade da busca

de medidas alternativas.
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2 JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre a biodiversidade amazonica ainda é restrito devido as constantes
alteracdes ambientais, falta de coleta de espécimes, falta de investimento financeiro e falta de
pesquisadores 0 que contribui para baixa producdo cientifica. Existe a necessidade do
conhecimento de sua micobiota, tornando-se assim, imprescindivel avaliar a diversidade
fingica desta regido. Segundo Moore e Frazer (2002), houve uma queda de identificagdes entre
as decadas de 1980 e 2000, provavelmente porque a taxonomia deixou de ser interessante,
aliada a popularidade de outras areas. Desse modo, a formacéo de profissionais em taxonomia
diminuiu. Muitas espécies de Agaricomycetes podem, nesse caso, ser extintas mesmo antes de
serem descobertas pela ciéncia. O valor cientifico da biodiodiversidade fangica motiva a
investigacdo e o aumento do conhecimento destes fungos em nossa regido.

Com o intuito de conseguir maior eficacia de programas de controle de vetores de
doencas tropicais, ha4 necessidade da busca de medidas alternativas. Produtos oriundos de
elementos da biodiversidade, tais como, extratos de Agaricomycetes com acao bioinseticida,
apresentam menor toxidade ao ser humano e ao meio ambiente, tornando-se op¢des mais
econbmicas e ecologicamente corretas, ainda contribuindo para melhoria das condigdes
socioecondmica da regido. A necessidade de reduzir o consumo de agroquimicos tem
aumentado o interesse por estratégias de controle bioldgico de pragas e vetores que transmitem
doencas tropicas. O controle de insetos vetores de doencas atualmente é feito na sua maioria,
por produtos quimicos. O uso desses inseticidas podem causar danos ao ser humano e ao meio
ambiente, contaminando alimento, &gua, solo, e favorecendo uma rapida selecdo de insetos
resistentes, além de possuirem custos elevados para producao.

Portanto, faz-se necessaria o conhecimento sobre a diversidade e o potencial
biotecnologico de Agaricomycetes amazonicos, através de isolamento, manutencéo,
identificacdo taxondmica classica e por técnicas de biologia molecular e avaliacdo do potencial
larvicida contra o Aedes aegypti.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Contribuir com o conhecimento sobre a diversidade de Agaricomycetes lignoliticos
(Basidiomycota) no estado do Amazonas e sua aplicacao no controle biolégico contra as larvas

do Aedes aegypti.

3.2 Especificos

Obter Agaricomycetes lignoliticos (Basidiomycota) no Estado do Amazonas para
conhecimento desta biodiversidade, caracterizar macro e micro morfologicamente o0s
basidiomas;

Identificar espécies com auxilio de bibliografia especifica da area, comparacdo com cole¢des
de herbarios (INPA, URM/UFPE e outros) e por meio de analise das regides Its 1 e 2 do DNA
ribossomal;

Isolar e preservar pelo uso de técnicas especificas os Agaricomycetes coletados;

Constituir os dados dos fungos Agaricomycetes coletados em um Banco de Dados no formato
eletronico;

Verificar a atividade bioinseticida de extratos de Agaricomycetes sobre as larvas de terceiro
estadio de A. aegypti;

Determinar a concentragéo letal mediana - CLso, bem como a CLgo, nos intervalos de 24 a 72

horas de exposicédo para a leitura da mortalidade.
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 Estado do Amazonas

O conhecimento sobre a micodiversidade Amazoénica é de grande importancia para se
entender a dinamica envolvida nesse bioma. Diversos aspectos da Amazonia sdo abordados
por uma enorme quantidade de pesquisadores, contudo, poucos relatos tém sido observados
em relacdo a diversidade flngica existente nesse importante ecossistema. Surge, dessa forma,
a necessidade de pesquisas para investigar a micobiota Amazoénica, pois, espécies podem ser
extintas antes de serem descritas.

O estado do Amazonas € 0 mais extenso dos estados brasileiros, com uma area de
1.559.159,148 km? (IBGE, 1990). Possui 31,27% da Floresta Amazonica brasileira e enorme
diversidade de ecossistemas naturais, os quais abrigam grande biodiversidade (INPE, 2003).
De acordo com Noronha (2003), sdo varios o0s tipos de vegetacdo da Amazonia: floresta de
terra firme, floresta de varzea, floresta pantanosa (igap6), campinarana e savana. O Estado do
Amazonas possui em seu territorio o rio de maior volume de 4gua do mundo, o Amazonas. O
rio Amazonas possui 6.570 quildmetros de extensdo, e o volume de 100.000 metros cubicos.
Somente a Bacia do Amazonas representa, aproximadamente, 20 % de toda reserva de agua
doce do mundo (SANTOS e SANTQOS, 2005). O Estado do Amazonas é banhado por uma
infinidade de rios interligados, formando uma rede hidrogréfica integrada, dos quais se
destacam os rios Purus, Jurud, lIca, Vapés, Negro, Madeira e Solimdes (SIOLI, 1967;
MELACK, 1984). A hidrografia do Estado é de extrema importancia no transporte hidroviario,
economia, atividade pesqueira entre outros. O estado possui 62 municipios, nos quais 12 foram
visitados para coleta.

4.2 Principais Caracteristicas dos Agaricomycetes Lignoliticos

Os fungos Agaricomycetes lignoliticos sdo degradadores de madeira, macroscépicos
conhecidos popularmente como cogumelos, orelhas-de-pau, ferrugens, carvdes, entre outros
(HIBBETT e col., 2014). De acordo com a estimativa de Kirk e col.(2008), os Agaricomycetes
incluem 17 ordens, 100 familias, 1.147 géneros e cerca de 21 mil espécies. No entanto, novos
taxons sdo continuamente descritos e rotineiramente dados moleculares sdo adicionados por
depdsitos de sequéncias de DNA de Agaricomycetes, sugerindo-se que a diversidade real do
grupo até agora excede o catalogo atual de Kirk e col. (2008), (BLACKWELL 2011; HIBBETT
e col., 2011).
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Fungos do filo Basidiomycota, produzem esporos de origem sexual denominados
basidiosporos produzidos em células especializadas denominadas basidios, encontrados em
grande nimero na parte fértil do basidioma, denominada himénio (quando existir, pois nem
todos os Basidiomycota possui himénio). O himénio exibe estruturas estéreis conhecidas como
setas, cistidios e basidiolos. A maioria apresenta micélio primario, secundario e terciario;
possuem poro septal do tipo doliporo; o corpo de frutificagdo € um basidioma ou basidiocarpo.
Os Basidiomycetes sdo fungos que possuem uma fase vegetativa formada pelo agrupamento
de hifas septadas e binucleadas. O septo da hifa pode apresentar grampos de conexédo. Séo
reconhecidos como um grupo polifilético de acordo com Kirk e col. (2008). A classificacédo
evolutiva dos Basidiomycetes é baseada tanto na morfologia como em caracteristicas
moleculares e, compreende trés linhas evolutivas representadas pelas classes: Hymenomycetes
(cogumelos, orelhas-de-pau), Ustilaginomycetes (carvdes) e, Urediniomycetes (ferrugens)
(ALEXOPOULOS e col., 1996).

O Reino dos Fungos esta dividido por Kirk e col. (2008) em quatro filos, dentre eles o
filo Basidiomycota que é composto por trés classes: Basidiomycetes, Urediniomycetes e
Ustilaginomycetes. De acordo com esta classificacdo os Basidiomycetes ainda estao divididos
em duas subclasses: Tremellomycetidade e Agaricomycetidae, sendo esta ultima a subclasse
que compdem a ordem Polyporales e mais cinco ordens (Agaricales, Boletales,
Hymenochaetales, Russulales e Thelephorales). Baseados em dados moleculares, Hibbett e
col. (2007) apresentam um novo subfilo de Basidiomycota, Agaricomycotina. As classes
Tremellomycetes, Dacrymycetes, Wallemiomycetes, Entorrhizomycetes e Agaricomycetes
passam a compreender este novo subfilo. A classe Agaricomycetes (HIBBETT e col., 2007)
equivalente a subclasse Agaricomycetidae na classificagdo de Kirk e col. (2001), passa a ser
composta por duas subclasses: Agaricomycetidae e Phallomycetidae. As ordens Corticiales,
Gloeophyllales, Hymenochaetales, Polyporales, Russulales e Thelephorales, passar a compor
a subclasse Agaricomycetidae. Segundo Kirk e col. (2008) a ordem Polyporales, em que estéo
inseridas a maior parte das espécies de fungos Agaricomycetes poroides, é composta por 23
familias e 298 géneros, sendo um grupo bastante diversificado morfologicamente. O corpo de
frutificacdo, também chamado de basidioma, pode variar quanto & morfologia, coloracdo e
consisténcia. O sistema hifalico, de acordo com os tipos de hifas presente pode ser mono, di
ou trimitico e a morfologia do basidiosporo é bastante variavel (RYVARDEN, 2002).

Estudos relevantes contribuiram com a taxonomia de Agaricomycetes nesse seculo,
pois apresentaram grande progresso na classificagdo filogenética desses fungos
(RAJCHENBERG, 2014). Nos dultimos anos trabalhos importantes foram divulgados
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envolvendo filogenia, aumentando o acervo do banco de dados com sequéncias de DNA de
todos os organismos vivos (Genbank).

Pesquisas realizadas no Genbank permitem atualizagdes constantes, embora
incoeréncias possam ser encontradas na taxonomia de fungos quando comparadas com
Mycobank (www.mycobank.org) e Index Fungorum (www.indexfungorum.org). Por exemplo,
a classe Basidiomycetes citada na 92 edigdo do Dictionary of Fungi corresponde aos
Hymenomycetes do Genbank. Essa discrepancia pode comprometer o entendimento das
atualizacdes contidas nos bancos de dados (FIGUEIREDO, 2008). Segundo Hibbett e col.
(2007), é imprescindivel que a comunidade cientifica adote uma classificacdo padrao para uso

universal pelos bancos de dados.

4.3 Ecologia dos Agaricomycetes Lignoliticos

A importancia ecoldgica dos Agaricomycetes lignoliticos reside na atividade saprobia,
pois sdo considerados os principais causadores de podriddo de madeira, especialmente os que
pertencem as familias Hymenochaetaceae, Polyporaceae e Corticiaceae. Sdo também
encontrados em arvores vivas e em solo, parasitando raizes ou em associagdes micorrizicas,
além de degradarem outros restos animais, microbianos e fungicos (DONK, 1964; WEBSTER
e WEBER, 2007). Cumprem, de maneira especifica em ecossistemas arbdreo-arbustivos, papel
crucial na reciclagem de nutrientes, sobretudo do carbono removido da atmosfera pelos
organismos autotroficos (PRESCOTT e col., 2002).). Determinadas espécies sdo parasitas,
podendo causar danos e até a morte de plantas. Algumas sdo utilizadas por insetos fungivoros.
Os basidiomas (corpo de frutificacdo) adaptam um microhabitat para diversas espécies de
insetos, e além de proporcionar alimento. Certas espécies podem atuar como parasitas
dependendo das condi¢bes ambientais e do hospedeiro, sendo oportunistas e lignicolas
facultativas ao se instalar na arvore senescente ou injuriada, permanecendo apds sua morte
como saproébios, desempenhando papel fundamental na degradacéo da lignina (RYVARDEN,
1991; ALEXOPOQULOS e col., 1996; BLACKWELL, 1996; BODDY e JONES, 2008; DE
BOER e VAN DER VAL, 2008).

Algumas espécies desse grupo sdo comestiveis. Existem mais de 200 géneros de
Agaricomycetes utilizados pelo homem por suas propriedades proteicas (BOA, 2004). Cerca
de 35 espécies sdo cultivadas comercialmente. No Brasil, os cogumelos mais cultivados sao:

Agaricus bisporus (J. E.Lange) Imbach, Lentinula edodes (Berck.) Pegler e Pleurotus spp. As
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especies com potencialidade para fungicultura que ocorrem na Amazoénia sdo Auricularia ssp,
Lentinula raphanica (Murril) J.L.Mata e R.H. Petersen, Panus lecomtei (Fr.) Corner, Panus
strigellus (Berk.) Pleurotus spp e Favolus brasilienses (ISHIKAWA, 2012).

Sendo os Agaricomycetes os principais agentes de degradacdo de lignocelulose
(MORGENSTERN e col., 2008) e dependendo do aparato enzimatico que possuem, podem ser
classificados em dois tipos: causadores de podriddo parda (ou castanha ou marrom ou cubica),
guando secretam enzimas que degradam, principalmente, a celulose e a hemicelulose, mas néo
mineralizam a lignina, que permanece como um residuo amorfo marrom (AGUIAR e
FERRAZ, 2007), e os causadores de podriddo branca, que degradam todos os componentes da
parede celular vegetal, incluindo a hemicelulose, celulose e lignina (KERSTEN e DAN
CULLEN, 2007). Em é&reas tropicais, a maioria dos Basidiomycetes (96 %) sdo fungos de
podriddo-branca (OKINO e col., 2000). O tipo de podriddo também é considerado um carater
de grande importancia taxondmica. Estas denominacdes referem-se ao aspecto final do
substrato apds a decomposicdo. Na decomposi¢do parda, o substrato decomposto adquire
aspecto castanho, quebradico, fendido e rachado no sentido das fibras, devido a presenca da
lignina residual. A decomposicéo branca caracteriza-se pela perda gradual das propriedades de
resisténcia da madeira, que torna-se esbranquicada e de aparéncia macia, fibrosa e esponjosa
(GILBERTSON e RYVARDEN, 1986; RYVARDEN, 1991; BLANCHETTE, 1995;
XAVIER-SANTOS, 2003).

4.4 Importancia Econdmica de Agaricomycetes Lignoliticos

Na industria, algumas espécies de Agaricomycetes sdo conhecidas pela geracdo de
produtos secundarios com propriedades medicinais, substancias utilizadas na induastria
farmacoldgica, tais como o ibuprofeno e carbamazepina de Trametes versicolor (MARCO-
URREA e col., 2009) e também contra atividade antimicrobiana de varias bactérias e fungos
com resultados favoraveis (WANG e col., 2009). Substancias com atividades antivirais
(GREGORI, 2013), extraidas de fungos tem sido testada inclusive contra a acdo ao virus HIV-
1 (EL DINE e col., 2009), indicados para tratamento de diferentes tipos de cancer, hepatites
cronicas, infecgbes do sistema respiratorio, urinério e digestivo (CHENG e LEUNG, 2008;
KHAN e col., 2013), tratamentos de diabetes (ZHOU e col., 2007).

Muitos desses Agaricomycetes, como por exemplo Agaricus subrufescens Peck,
amplamente consumida e estudada devido as suas propriedades nutricionais e medicinais,

relacionadas principalmente as B-glucanas presentes em sua parede celular, ou ainda, aos
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componentes extracelulares secretados pelo fungo no meio de cultivo (MIZUNO e col., 1990;
WISITRASSAMEEWONGA, e col., 2012). A esses polissacarideos sdo atribuidas atividades
biolégicas imunomoduladora, anti-inflamatdria, antitumoral, antimutagénica e antimicrobiana,
sendo no conjunto denominadas modificadores da resposta bioldgica, pois interagem e
modificam a resposta imunologica (biorregulacdo) do hospedeiro, controlam a homeostase,
regulam o biorritmo, prevenindo vérias doencas (ROSS e col., 1999; WASSER; WEIS, 1999;
DIJKGRAAF e col., 2002).

Devido a estrutura enzimatica desses fungos, algumas espécies estdo sendo testadas em
processos de biorremediacdo e ou biorreparacdo e tém-se evidenciado um forte potencial
biotecnoldgico. Como em tratamento dos efluentes da inddstria téxtil (BALAN e MONTEIRO
2001; DA PAZ e col. 2010), purificacdo de &guas afetadas por extracdo de 6leo de oliva
(MATOS e col., 2007), acdo pesticidas, bioinseticida (RAMOS, e col., 2013) larvicida
(BUCKER e col., 2013), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (VALENTIN e col., 2007),

entre outros.

4.5 Ocorréncias de Agaricomycetes na Regido Norte - Amazonia

O histdrico de ocorréncias de fungos Agaricomycetes na Amazoénia foram relatados em
uma lista por Gomes-Silva e Gibertoni (2009), reportaram 216 espécies de fungos
Agaricomycetes (aphyllophoraceous) anteriormente publicados a partir da Amazbnia
brasileira. As espécies foram distribuidas em 90 géneros e 22 familias 9 ordens (Agaricales,
Auriculariales, Cantharellales, Corticiales, Gloeophyllales, Hymenochaetales, Polyporales,
Russulales e Trechisporales). Polyporales apresentou o maior nimero de espécies (146),
familias (7) e géneros (61). Entre as familias, Polyporaceae foi a espécie mais rica (79), seguido
por Hymenochaetaceae (32) e Meruliaceae (29). Botryobasidiaceae, Cantharellaceae,
Corticiaceae, Cystostereaceae, Meripilaceae, Peniophoraceae, Schizophyllaceae e
Schizoporaceae cada um representado por uma espécie. Entre os géneros, Amauroderma (16),
Phellinus (15), Trametes (14), Hymenochaete (8), Ganoderma (8), Polystictus (7), e
Podoscypha (7). A espécie Phellinus gilvus (pers.) Pat. e Earliella scabrosa Gilb. & Ryvarden,
foi registrado em todos os Estados da Amazonia brasileira.

Novas publicagGes foram relataram para 0 Amazonas de acordo com Jesus e Ryvarden
(2010) apresentaram novas as espécies Perenniporia amazonica Jesus & Ryvarden e Phaeolus
amazonicus Jesus & Ryvarden. Na sequéncia Maia e Carvalho-Junior (2010) apresentaram

uma lista de 519 espécies de fungos para a Amazonia, dentre as ordens nas quais estao inseridos
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os fungos poroides. Polyporales com 333 espécies, é a que apresenta 0 maior numero de
registros no Brasil.

De modo recente Soares e col. (2014) identificaram 637 espécimes de fungos
poliporoides, representantes por 97 espécies, 36 géneros e oito familias das ordens
Hymenochaetales (Hymenochaetaceae e Schizoporaceae), Polyporales (Fomitopsidaceae,
Ganodermataceae,  Meripilaceae, Meruliaceae e Polyporaceae) e  Russulales
(Bondarzewiaceae).

A lista de Espécies da Flora do Brasil (2016) disponibiliza dados online
(http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2016) com 5.712 espécies de fungos registradas para o pais,
das quais 850 séo Agaricomycetes que ocorrem na Amazonia brasileira. Entre estes, registra-
se 327 para o estado do Amazonas, 57 para Acre, 49 para Amap4, 155 para Ronddnia, 180 para

o0 Para, 84 para Roraima.

4.6 Aedes aegypti Linnaeus, 1762

A. aegypti foi introduzido no Brasil durante o periodo colonial, provavelmente na época
do trafego de escravos. Devido a sua importancia como vetor da febre amarela, foi
intensamente combatido em nosso territorio. A. aegypti € considerado um mosquito
cosmopolita, com ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais. Por ter sido disseminada
principalmente de forma passiva pelo homem, esta espécie tem, muitas vezes, a sua
distribuicdo geografica descontinua: esta presente nos locais para onde o homem a levou em
embarcacdes, trens, automoveis, avides etc., e onde encontrou condi¢des favoraveis para a sua
multiplicacdo (CONSOLI, 1994).

4.6.1 Ecologia e Biologia do Vetor

O ciclo de vida do A. aegypti abrange quatro fases: ovo, larva (quatro estagios
larvarios), pupa e adultos. Os ovos sdo depositados pela fémea, individualmente, préximos a
superficie da agua, nas paredes internas dos depdsitos que servem como criadouros. A
fecundacdo se da durante a postura e o desenvolvimento do embrido se completa em 48 horas,
em condi¢Oes favoraveis de umidade e temperatura. Uma vez completado o desenvolvimento
embrionario, 0s ovos sdo capazes de resistir a longos periodos de dessecacdo, que podem
chegar a mais de um ano. Sendo um inseto holometabolico, suas larvas passam a maior parte

do tempo alimentando-se principalmente de material organico acumulado nas paredes e fundo
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dos depdsitos, possuindo estas, quatro estagios evolutivos. A duracdo da fase larvaria depende
da temperatura, disponibilidade de alimento e densidade das larvas no criadouro. Em condi¢6es
favoraveis, o periodo entre a ecloséo e a pupacao pode ndo exceder a cinco dias. Contudo, em
baixa temperatura e escassez de alimento, o 4° estagio larvario pode prolongar-se por varias
semanas, antes de sua transformacé@o em pupa. As pupas nao se alimentam e nesta fase ocorre
a metamorfose da larva para 0 mosquito adulto. Quando inativas, se mantém na superficie da
agua, flutuando, o que facilita a emergéncia do inseto. O estado pupal dura, geralmente, de dois
a trés dias. Uma Unica inseminacao é suficiente para fecundar todos os ovos que a fémea venha
a produzir durante sua vida (GOMES e col., 2006; LAGROTTA, 2006).

E durante o periodo chuvoso que sua populagio realmente atinge niveis elevados e de
importancia para fins de transmissdo. As fémeas de A. aegypti restringem seus habitos
hematofagos aos horarios diurnos. Seus picos de maior atividade acham-se, geralmente,
situados no amanhecer e pouco antes do anoitecer, mas ataca 0 homem, e por vezes animais
domésticos, a qualquer hora do dia. A noite, embora raramente, podem ser oportunistas,
atacando o0 homem se este se aproxima de seu abrigo. O habito diurno também é o demonstrado
pelos machos, que seguem as fémeas em seus abrigos domiciliares e peridomiciliares, para
efetuarem a copula e obter substancias acucaradas. A. aegypti é dotado de certo ecletismo em
relacdo a fonte sanguinea para alimentacdo, mas o0 homem é sua principal vitima. Ataca animais
das mais diversas categorias, desde que estejam préximos a seus criadouros e abrigos
(CONSOLLI, 1994). Como, no Brasil, tais locais acham-se quase sempre no domicilio ou em
sua imediata vizinhanca, € 0 homem o hospedeiro mais procurado por este mosquito. O homem
é atacado principalmente nos pés e na parte inferior das pernas. A longa associacdo do A.
aegypti com a espécie humana parece té-lo dotado de certa habilidade para escapar de ser morto
por sua vitima durante o repasto sanguineo. De tal modo, se 0 hospedeiro produz movimento,
mesmo que suave, uma fémea de A. aegypti prontamente o abandona, voltando a atacé-lo ou
procurando outra vitima, depois de cessado o iminente perigo de ser atingida. Esta
peculiaridade tem grande importancia, pois uma s6 fémea de A. aegypti infectada pode,
enguanto procura alimentar-se satisfatoriamente de sangue, produzir véarias alimentagdes curtas
em diferentes hospedeiros e disseminar o dengue ou a febre amarela. A domesticidade deste
mosquito é ressaltada pelo fato de que ambos os sexos sdo encontrados, em proporcdes
semelhantes, dentro das casas e nos abrigos peridomiciliares.

No Brasil, A. aegypti foi 0 Gnico vetor conhecido de febre amarela urbana e é também
0 Unico transmissor do dengue, em nossos dias (CONSOLLI, 1994). Hoje, o A. aegypti, esta

associado a transmissdo do Chikungunya e Zika, arboviroses com rapido processo de dispersao
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a0 endemismo para as Américas, porém ja bem conhecidos na Africa e Asia.
(VASCONCELOS, 2015)

4.6.2 Dengue, Chikungunya e Zika

O A. aegypti, somente essa espécie no Brasil estd associada a transmissdo de trés
arboviroses, Dengue, Chikungunya e Zika, cresce o desafio da vigilancia epidemiol6gica em
reconhecer precocemente as novas areas com transmissdo dessas doencas na populacdo
(VASCONCELOS, 2015).

O agente etioldgico da dengue é um virus de RNA do género flavivirus. Atualmente
sdo conhecidos quatro sorotipos: DEN-1; DEN-2; DEN-3; DEN-4. A suscetibilidade a infeccdo
¢ cadtica, a imunidade € temporaria e parcial a outros sorotipos e permanente ou no minimo
duradoura, aquele sorotipo que causou a doenga (TAUIL, 2001). Os quatro sorotipos do virus
da dengue sdo antigenicamente diferentes, entretanto ha evidéncia de que pode existir
subcomplexos soroldgicos em cada grupo. Atualmente estes virus tém sido analisados através
dos estudos moleculares, por sequenciamento dos virus que permitem uma visualiza¢do maior
das relacdes genéticas, permitindo reuni-los em grupos gendmicos ou em subgrupos. A
progressao da epidemiologia molecular é de grande relevancia, pois tem contribuido para
determinar a origem dos virus que vém causando novas epidemias, especialmente na tentativa
de estabelecer a correlacdo entre a viruléncia da amostra e impacto destes na populagédo
(BASTOS, 2004).

A dengue é avaliada como a arbovirose mais frequente em todo o mundo, estabelecendo
causa importante de morbidade e mortalidade (CHATURVEDI, 2006). Estima-se que 2,5a 3,0
bilhGes de pessoas residam em areas onde existe transmissao dos virus da dengue e que, a cada
ano, ocorram 50 milhdes de infeccdes com 500.000 casos de dengue hemorragica e 12.000
mortes em todo o mundo (BRICKS, 2004; CAVALCANTI, 2010). Ocorre em regides tropicais
e subtropicais, predominantemente em areas urbanas, suburbanas e agora em areas rurais
também (CHATURVEDI, 2006).

No Brasil, a circulagdo do virus Chikungunya foi identificada pela primeira vez em
2014. A febre Chikungunya é uma doenca transmitida pelos mosquitos A. aegypti e A.
albopictus é um problema significativo de saude publica em regides tropicais e subtropicais
(PIALOUX, 2007). Desde sua descoberta em 1952 foram identificados quatro gendtipos
CHIKV (WEAVER, 2014). Gen6tipos leste-Central-Sul-Africano (ECSA), Oeste Africano,
gendtipo asiatico e linhagem do Oceano indico (I0OL), (NUNES e col., 2014). Os primeiros
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casos de CHIKV no Brasil foram confirmados em Oiapoque, estado do Amapa, em 13 de
setembro de 2014. (MD, 2016).

De acordo com Nunes e col. (2014), as cepas etiologicas associadas ao surto CHIKV
fase inicial no Brasil pertencem aos genotipos ECSA e asiatico, dados confirmados através de
filogenia genética (NUNES e col., 2014). Esse aparecimento dos gendtipos tanto asiatico
quanto ECSA CHIKYV no Brasil sdo relatados pela primeira vez nas Ameéricas. Dados
epidemioldgicos e genéticos sugerem que o gen6tipo ECSA foi introduzido de Angola para
Feira de Santana-BA, em junho de 2014, onde estd em curso a investigacdo epidemioldgica
(MD, 2016), CHIKYV parece ser endémica em Angola (FILIPE e PINTO, 1973).

O virus Zika no Brasil, foi reconhecido quase simultaneamente com o virus da febre
Chikungunya em 2015, a circulacdo da doencga causada pelo virus Zika foi rapidamente
confirmada pelo uso de métodos moleculares. Mostrando uma capacidade de dispersdo
impressionante, somente vista no Chikungunya nos ualtimos dois anos nas Ameéricas
(VASCONCELOS, 2015). O virus Zika foi isolado em 1947 de um macaco rhesus na floresta
Zika Entebbe, Uganda (SIMPSON, 1964), somente em 2006 seu genoma foi sequenciado
(KUNO e CHANG, 2007). ZIKV é um virus de RNA contendo 10.794 nucleotideos
codificacdo 3.419 aminoacidos. E esta relacionada ao virus da encefalite japonesa e virus do
Nilo Ocidental (DUFFY e col., 2009). Anélises por sequéncias filogenéticas das cepas
encontradas no Brasil coincide com as sequéncias de linhagem asiatica (ZANLUCA e col.,
2015).

O virus ZIKV esta associado com complicagdes neuroldgicas, auto-imunes e incluindo
associacOes de casos da sindrome de Guillain-Barré. (MUSSO e col., 2014). No entanto, mais
estudos sdo necessarios para descobrir se co-infec¢do e subsequente infeccdo por diferentes
arbovirus podem afetar o curso da doenca, a ocorréncia de casos graves e as formas de
transmisséo (vertical, perinatal, sexual), (FOY e col., 2011). O correto diagndstico diferencial
clinico e laboratorial entre infecgdo aguda de ZIKV, CHIKV e DENV contribuira para o

prognastico dos pacientes e as a¢fes de vigilancia epidemioldgica.

4.7 Dengue, Chikungunya e Zika em Manaus —Amazonas

Manaus foi uma das Ultimas capitais do Brasil a ser infectada pelo mosquito da dengue
na década de 1990. Em novembro de 1996 foi encontrado pela primeira vez o A. aegypti no
bairro da Praca 14, na época estava totalmente infestada pelo mosquito da dengue e néo teve
como evitar que se espalhasse pela cidade (JORNAL A CRITICA-MANAUS, 2014). Ja na
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area rural foi encontrado pela primeira vez em 2002 (BARBOSA, 2003). Em marco de 1998
ocorreu a primeira epidemia de dengue, na qual foram detectados os sorotipos DENV 1 e
DENV 2. Em 2002, foi isolado pela primeira vez 0 DENV 3, a partir dai outros casos de DENV
3 foram diagnosticados por isolamento viral. Em 2008, foi isolado em Manaus pela primeira
vez 0 DENV 4 (FIGUEIREDO, 2008). A urbaniza¢do em Manaus é precaria com a existéncia
de numerosas invas@es de terra e falta de saneamento basico suficiente associada as condi¢oes
climaticas de temperatura alta, umidade e indices de chuva séo fatores que favorecem a
proliferacdo e disperséo do vetor da dengue (PINHEIRO e TADEI, 2002).

Em Manaus foram notificados 139 casos de febre Chikungunya até a Semana
Epidemioldgica 52, Brasil, 2015 e um (1) caso suspeito de Zika sem relagdo com a microcefalia
(MS, 2016).

4.8 Controle de Vetores

Os inseticidas quimicos tém sido largamente utilizados no controle de vetores de
doencas, desde a segunda guerra mundial. Depois da descoberta do inseticida DDT
(diclorodifeniltricloroetano) em 1943, as instrucdes e os programas de controle se ampararam
amplamente na sua aplicagdo em decorréncia da sua eficacia. A utilizacdo do DDT
revolucionou as técnicas de combate as pragas agricolas e aos vetores de doencas. Ficou
conhecida como “a era dos pesticidas organicos". As experiéncias de controle foram
enfraquecendo em 1967 onde as maiores criticas estabelecida ao seu uso estavam relacionadas
ao fato de deixarem residuos do produto no ambiente. Os vérios efeitos adversos e ordem
ecoldgicas a grande resisténcia dos insetos e a ndo especificidade fizeram dele um instrumento
de acdo ndo muito significativa a manutencdo do controle de pragas agricolas e agentes vetores
de doencas (IVANISSEVICH e NUSSENZVEIG, 1991; OKOYE e col., 2008). Outros
inseticidas de contato foram introduzidos no mercado como os carbamatos, organofosforados,
e os piretréides (NICOLAS, 1986, DOS SANTOS e col., 2007).

Devido ao uso indiscriminado desses produtos, determinadas populacdes de mosquitos
desenvolveram mutagéo genética, de acordo com a exposicao toxica, e esta a cada ano resistente
a varios tipos de inseticidas (JORNAL A CRITICA-MANAUS, 2014).

Segundo Tadei e col. (2007), somente o controle dos mosquitos adultos néo é suficiente
para diminuir a densidade do vetor. As formas imaturas desenvolvem-se em colecdes hidricas,
seus criadouros naturais, sob excelentes condi¢Ges. Neles ha condi¢cbes de temperatura,

luminosidade e pH suficientes para rapidamente se desenvolverem e atingirem a fase adulta.
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Em decorréncia dessa pressao de sele¢do, ha necessidade de novos produtos que levem a um
minimo de impacto para o ambiente, servindo de estimulo a busca por estratégias alternativas
no controle de vetores (VAN RIE e col., 1990; SCHAFFNER e col., 2013).

O controle bioldgico é a regulacéo de populactes de elementos vivos como um resultado
de interacdes antagbnicas como parasitismos, predacdo e competicdo, consiste no uso de
opositores naturais tais como fungos, virus, bactérias entomopatogénicas e peixes (GHOSH e
col., 2005; 2006; GHOSH e DASH, 2007). O controle nas regides onde a presenga do parasita
e o vetor sdo frequentes é realizado através de uma sélida estratégia de controle, intensificacdo
e manutencdo de controle de vetores (FUNASA, 2003). A finalidade desse tipo de controle é a
reducdo da populagdo de um organismo hospedeiro, com o uso de opositores naturais. De outro
modo, a abundancia destes hospedeiros influencias a populagdo de opositores naturais. Estas
influéncias muatuas originam um equilibrio dinamico, onde nenhuma das populacdes suprime
outra causando efeitos ecoldgicos indesejaveis (FOWLER e DI ROMAGNANO, 1992;
FONTES, 1992). Nos 60 anos de uso, ndo existe evidéncia de danos ao homem e ao meio
ambiente produzidos por esse agente de controle (ARANTES e col., 2002; CARDOSO, 2014).

O controle bioldgico no Brasil, deu-se inicio com a utilizacdo do fungo Metarhizium
anisopliae e com o Baculovirus, no controle da Anticarsia gematalis na soja, no controle das
cigarrinhas da cana e pastagens, simultaneamente. O fungo Trichoderma tem sido utilizado com
sucesso na cultura do cacau, em restos de ramos doentes para o controle do fungo
Moniliophthora, agente causal da vassoura-de-bruxa (AZEVEDO e col., 2002). Com métodos
apropriados de bioensaios € possivel selecionar isolados de fungos altamente virulentos,
especificos ou ndo, com caracteristicas adequadas para serem utilizados como inseticidas
microbianos (ALVES, 1998, KUMARI e col. 2014)). Entre as bactérias utilizadas no controle
biolégico sobressai 0 género Bacillus thuringiensis que produz proteinas codificadas que
formam cristais proteicos com acao inseticida que surge apenas quando atingem o intestino
médio da larva (HABIB, 1989; GERMANI, 1993). Este tipo de controle das formas imaturas
de mosquitos vem sendo empregada pela toxicidade de cerca de 130 espécies de insetos das
ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera bem como os vetores de doencas humana, como
contra 0os géneros Aedes, Anopheles, Culex (LERECLUS e col., 1993, BALDACCHINO,
2015).

As vantagens relacionadas na utilizagéo desse tipo de controle em relacdo aos inseticidas
quimicos convencionais sdo: 1) ndo sdo tdxicos, ou seja, ndo poluem o meio ambiente, portanto
ndo afetam os animais e o proprio homem exceto para as populagfes alvos; 2) controle

associado, pode ser empregado juntamente com inseticida seletivo em subdosagens visando a
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acao e, portanto, em controle mais rapido e eficaz da praga sem o0s inconvenientes das
superdosagens dos inseticidas quimico; 3) a especificidade, apontada como vantajosa no caso
do ataque direto ao inseto alvo e por ndo afetar parasitados e predadores dessas pragas como o
fazem os inseticidas quimicos, portanto ndo causando desequilibrio ecoldgico; 4) a
multiplicacdo e disperséo, a capacidade gue os patdgenos tém de persistir no ambiente por meio
dos individuos da populacdo mesmo de uma geracdo para outra como focos secundarios,
tercidrios e outros, por meio dos ovos dos insetos. Nesses efeitos secundarios, além da
mortalidade direta, os patdgenos conseguem afetar as geracdes seguintes diminuindo a

ovoposicao e a viabilidade dos ovos (ALVES, 1986).

4.9 Importancia dos Extratos Fungicos: Larvicidas

Os larvicidas desempenham um papel fundamental no controle de mosquitos vetores
responsaveis por doencas de importancia de saude publica. Os larvicidas utilizados séo
geralmente inseticidas quimicos, onde se destacam os organofosforados e piretroides (Duque e
col., 2004), sendo toxico pode causar dores de cabeca, perda de memoria, e irritabilidade
(NICC, 2003). Além disso, o frequente emprego de inseticidas quimicos no controle de vetores
pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia dos mesmos, contribuindo para o aumento das
populacdes de mosquitos (PINHEIRO e TADEI, 2002; RAFAEL e col., 2008).

Metabdlitos secundarios bioativos e microbianos sdo promissores naturais para
descoberta de novos produtos para combater A. aegypti. Varios estudos focaram em produtos
naturais para controlar os mosquitos de A. aegypti como inseticidas e larvicidas (CONSOLI e
col., 1988; PERICH e col., 1995; JAYAPRAKASHA e col., 1997; PIZARRO e col., 1999;
RAHUMAN e col., 2000; MARKOUK e col., 2000; CICCIA e col., 2000; TSAO e col., 2002,
BUCKER e col., 2013; KUMARI e col. 2014)).

Mais de 20.000 metabolitos secundarios bioativas de origem microbiana eram
conhecidos até o final de 2002, este nUmero vem aumentando principalmente com resultados
de estudos com fungos de acordo com a literatura. (BERDY, 2005).

Metabdlitos secundarios sdo compostos que possuem caracteristicas especiais com
estruturas geralmente diferentes das de metabolitos priméarios como agucares, aminoacidos e
acidos organicos, dos quais sdo derivados. Entre estes compostos encontram-se antibidticos,
pigmentos, toxinas, indutores de competicdo ecoldgica e simbiose, pesticidas, inibidores de

enzimas, agentes moduladores de resposta imunoldgica, agentes anti-tumorais, feromonios e
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promotores de crescimento de animais e plantas (AZEVEDO e col., 2002). Esses metabdlitos
ndo sdo essenciais para o crescimento dos micro-organismos que 0s produzem, mas € uma via
alternativa que colabora para a sua sobrevivéncia na natureza. A producdo de metabolitos
secundarios por micro-organismos encontra ampla aplicacdo na area de farmacos e de
agroguimicos (NOGUEIRA e col., 2006).

Os metabdlitos fangicos apresentam grande interesse no uso farmacéutico
principalmente devido as suas propriedades antibidticas e o0 mundo microbiano é rico em
espeécies e possui imensa variedade de enzimas agrupadas, possibilitando uma ampla gama de
reacOes sobre diversas classes de compostos (YU e KELLER, 2005).

Os produtos derivados dos fungos apresentam alta toxicidade para os mosquitos e ainda
baixa toxicidade para os organismos ndo alvos. Os metabdlitos secundarios extracelulares de
muitos fungos ja foram testados para atividade larvicida contra mosquitos (VIJAYAN e
BERNAR, 1991), pois sdo promissores para o controle bioldégico dos mesmos
(KIRSCHBAUM, 1985).

Os extratos oriundos dos metabolitos secundérios funcionam como inseticidas
microbianos estdo sendo considerados como alternativas aos produtos quimicos inseticidas, por
causa, de sua seletiva toxicidade e decomposto naturalmente no ecossistema. Além disso ao
contrario de inerentes perigos com o processo de producgdo de inseticida sintéticos, 0s processos
para a fabricacéo de produtos microbianos séo seguros, bem controlado e ndo agressivo ao meio
ambiente (MISATO, 1983).

Fungos oriundos da biodiversidade Amazé6nica constituem uma fonte de produtos de
origem bioldgica com potencial larvicida para o controle de mosquitos que sdo 0s principais
responsaveis pela transmissdo de doengas nesta regido, especialmente maléria, a febre amarela
e arboviroses em geral, onde estd inserido o virus da dengue e mais recentemente o0 virus
chikungunya e zika. De acordo BUCKER e col. (2013) um estudo promissor para 0 Amazonas
utilizando extrato de fungos endofiticos e Agaricomycetes como larvicida obtiveram resultados
positivos contra larvas de mosquitos vetores de doengas e continua, necessidade na busca de

medidas alternativas no controle destes de mosquitos.
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5 METODOLOGIA

5.1 Areas e Procedimentos de Coleta

As areas de coleta desta pesquisa se atem ao Estado do Amazonas, conforme descrito a
seqguir: Foram realizadas 12 coletas no periodo de janeiro a mar¢o de 2013 e janeiro a maio de
2014, em é&rea de floresta (Figura 1), nos municipios de Anama (S49°10'.00"; W50°18'00");
Autazes (S03°34'.48"; W59°07'51"); Careiro da varzea (S03°11'.580"; W59°52.130"); Coari
(S02°03'.04"; W60°01'30"); Barcelos (S04°05.6041"; W063°09.050"); Borba (S03°53'.342";
W59°05.630" ); Novo Aripuana (S05°08'.592"; W60°20'.264"); Nova Olinda do Norte
(S03°52'.108"; W59°02.902"); Manaus (S03°04.00"; W5°51.043"); Manicoré (S05°077'.58";
W06°022'.511"); Parintins (S02°37'.40"; W56°44'.09"); Presidente Figueiredo (S02°03'04";

o 1 "
W60°01'30").
. Capital do estado | A
s ocates | RESCURA e
4 Abiopaito e——" T )
e Poo - N iy -
Limia do Estsdo | S FHSE)
Principss rasoias ! . m
* >
Joapurs -
.
o ', Fopto Boa
72 ot 2o
| y Tonantins L J
S Antéeiio & ¢4 .’
| 0 & ,.—:.~, - &
* T ™
0 L) 180iem \ |
| — e Tabanga o
oo Alnnia @ g
» e doNote' Benjamin ¢
# Carauar g
& S =
Eifunapé @ tamarad
e
Ipoogna ™ R
T !
s’
@ Buajara g @ Envira G A
P B At
Pauini
N
¢
o, s +» @ BocadoAcre
LT T Y - AN
Acre 5 o Ans Rondonia .+ 'Mato Grosso

Figura 1: Mapa do estado do Amazonas e seus 62 municipios, dos quais 12 foram visitados para coleta. Mapa
adaptado. Fonte: www.guiageo.com/amazonas.htm.

A coleta dos basidiomas se deu de forma oportunistica. A permanéncia nos locais foi de

3 a 5 horas, dependendo das condicGes climaticas. Para a coleta de Agaricomycetes, foram
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observados os substratos de madeira, tais como troncos mortos, inclusive queimados e raizes.
No momento da coleta, foram anotados dados tais como: numero da coleta, data, local, além
das caracteristicas macroscopicas relativas aos especimes, que, eram fotografados.
Posteriormente, os basidiomas foram retirados dos substratos com o auxilio de uma faca e
colocados individualmente em sacos de papel. A coleta e preservacao dos espécimes coletados
seguiram as recomendacdes técnicas de Fidalgo e Bononi (1989). Posteriormente, o material
foi levado ao laboratorio de genética da Universidade do Estado do Amazonas-UEA para
isolamento e em seguida seco em estufa, com temperatura aproximada de 60 °C por 72 a 120
horas.

Ap0s a coleta, foi realizado o isolamento para obtencéo de culturas axénicas dos fungos.
Nesse sentido, objetivando o isolamento direto dos fungos a partir dos basidiomas
(AINSWORTH, 1993), utilizando alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio 2,5% por 1 a
4 minutos (tempo de acdo da substancia dependendo da consisténcia do basidioma), novamente
imersdo em alcool 70% por 30 segundos e finalmente lavagem com agua destilada esterilizada
(SOUZA e col., 2004). Fragmentos de tecido interno dos basidiomas foram transferidos
assepticamente, para placas de Petri contendo meio agar batata dextrose (BDA+2% de Extrato
de Levedura) previamente esterilizado a 121 °C por 15 minutos. O meio de isolamento continha
ampicilina e tetraciclina (200 pg/mL) a fim de evitar o crescimento de bactérias.

ApoGs isolamento, as placas de Petri foram mantidas em incubadora a 28 °C até
observacao de crescimento micelial, as culturas foram sucessivamente repicadas até obtencao
de culturas axénicas. As culturas puras foram mantidas em tubo contendo fragmentos de
madeira com meio de cultivo e tubo inclinado contendo meio de cultivo Batata Dextrose Agar
(BDA) e meio Agar Malte (AEM).

5.2 Identificacdo Taxondmica Classica

A andlise macroscopica foi realizada a olho nu (no campo com lupa) e com auxilio de
microscopio estereoscépico em laboratorio. Foram observados os dados sobre o basidioma
(tipo, forma do pileo modo de fixagdo no substrato, cor, consisténcia e dimensdes), superficie
do pileo (cor e aspecto), margem (cor e aspecto), superficie himenial (tipo e cor; nimero de
poros por milimetros e comprimento dos tubos), estipe (posicao, forma, dimensdes, superficie
e cor) e contexto (cor, espessura e aspecto).

A identificacdo taxonémica foi realizada no Departamento de Micologia da

Universidade Federal de Pernambuco-UFPE. A analise microscépica foi realizada por meio de
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cortes dos exemplares @ mao livre, em microscopio estereoscopico, com o auxilio de uma
ldmina de aco inoxidavel para observagdo das microestruturas. Estes cortes continham as
superficies abhimeniais e contexto, foram depositados entre lamina e laminula com o reagente
de Melzer para a observacdo da reacdo amildide (azulada) ou dextrindide (avermelhada) e,
solucdo aquosa de hidroxido de potassio 3% para observacdo da reacdo xantocrdica (negra)
(SINGER, 1951).

As laminas assim montadas permitiram a observacdo do sistema hifal (mono, di ou
trimitico), da disposicdo das hifas do contexto, de elementos estéreis (cistidios, setas), de
basidios e de basididsporos.

Na montagem dos cortes (entre 1dmina e laminula), para observacdo ao microscopio
Optico, foram usadas as seguintes solugdes:

v Solucdes aquosas de floxina a 1% e de KOH a 3-5%, misturadas sobre a lamina. A
primeira € um corante citoplasmatico e a segunda um hidratante (RYVARDEN,1991).

v Floxina 1%: 1g de floxina dissolvido em 100 ml de &gua destilada.

v KOH 3-5% dissolver 3-5g de hidréxido de potéssio dissolvidos em 100 ml de agua
destilada.

v Reagente de Melzer: composto a base de iodo, utilizado para detectar a presenca de
polissacarideos constituintes de paredes de hifas, basidiosporos e outras microestruturas.

v Azul de algoddo dissolvido em acido latico, para verificar a reagdo de cianofilia para

basididsporos, basidios, pseudoparéfises, cistidios e hifas.

5.3 Preparo dos Cultivos
5.3.1 Producéo de Metabdlitos Extrato Fangico

O extrato 01 foi obtido a partir da cultura fangica crescida em meio liquido utilizando o
micélio, descrito a seguir: As culturas puras obtidas dos isolados de Agaricomycetes foram
cultivados em quintuplicata, em Erlenmeyer de 1000 ml contendo 300 ml de meio BDL (Batata,
Dextrose, Extrato de Levedura) e levados a estufa B.O.D (Biological Oxygen Demand) a
temperatura de 28 °C. Foram adicionados aos Erlenmeyers 3 (trés) fragmentos miceliais, com
tamanho aproximado de 5 mm? por aproximadamente 30 dias ou de acordo com crescimento
de cada isolado. Apds o periodo de 30 dias o micélio foi filtrado atraves de filtro vacum filter
(filtropur v25: 0.2 p 250 ml). Ao micélio foi adicionado 100 ml de etanol P.A para a maceragéo
e, apos 24 horas a mistura resultante foi filtrada. Este processo foi repetido ap6s 48 horas. Apds

a obtencdo dos extratos, foram concentrados em um aparelho evaporador rotativo a pressao
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reduzida em temperatura de 47 °C. Posteriormente, apds observar o ponto de ebulicdo do
solvente etanol, em seguida os extratos foram pesados para obter rendimento.

O extrato 02 foi obtido a partir da cultura fangica crescida meio liquido utilizando o
caldo fermentado, descrito a seguir: As culturas puras obtidas dos isolados de Agaricomycetes
foram cultivados em quintoplicata, em Erlenmeyer de 1000 ml contendo 300 ml de meio BDL
(Batata, Dextrose, Extrato de Levedura) e levados a estufa B.O.D (Biological Oxygen Demand)
atemperatura de 28 °C. Foram adicionados aos Erlenmeyers 3 (trés) fragmentos miceliais, com
tamanho aproximado de 5 mm? por aproximadamente 30 dias ou de acordo com crescimento
de cada isolado. Apds o periodo de 30 dias a cultura fungica foi filtrada atraves de filtro vacum
filter (filtropur v25: 0.2 p 250 ml). O filtrado foi congelado e levado ao liofilizador por 24
horas, e apds, liofilizado os extratos foram pesados para obtencdo do rendimento. Tanto o
extrato 01 quanto o extrato 02 apos a obtencdo do rendimento foram resuspendidos em 10mL

de metanol solucdo mée.

5.3.2 Preparos de Culturas para Extracdo de DNA

As culturas puras obtidas dos isolados de Agaricomycetes foram crescidas em
triplicatas, em Erlenmeyer de 250 ml contendo 125 ml de meio BDL (Batata, Dextrose, Extrato
de Levedura) e levados a incubadora-agitadora, submetidos a rotacdo de 120 rpm e a
temperatura de 28 °C. Foram adicionados aos Erlenmeyers 3 (trés) fragmentos miceliais, com
tamanho aproximado de 5 mm? aproximadamente 5 dias ou de acordo com crescimento de
cada isolado. Apos 5 dias de crescimento, o cultivo foi filtrado a vacuo com papel Whatman,
n° 4 sendo obtida a massa micelial para a extracdo de DNA.

A extracdo dos Agaricomycetes que ndo foram isolados em cultura pura foi realizada a

partir de fragmentos de basidiomas congelados.

5. 4 Identificacdo Taxondmica Molecular
5.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada via kit, ZR Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™
Catalog No. D6007 conforme o seguinte protocolo com modificacdes: Apds o micelio ter sido
triturado utilizando nitrogénio liquido foi adicionado 200 mg (peso umido) de células fungicas
do isolado para o tubo de Lise ZR BashingBead ™, j& contendo 200 pl de tampao isotdnico, e

adicionado 750 pl de solugdo de Lise, este foi levando ao vortex em velocidade méxima por 5
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minutos. ApoOs a agitacdo, a amostra foi centrifugada em uma microcentrifuga a 12.000 g
durante 2 minutos. Posteriormente, foi transferido 400 pl do sobrenadante para um tubo filtro
Zymo-Spin ™ [V Spin (de cor laranja) em um tubo coletor e centrifugado a 5.000 g durante 2
minutos (destacado a base para usar o filtro de Spin ™ IV Zymo-Spin). Foi adicionado ao
sobrenadante 1.200 pl tampdo binding bacteria/fungos DNA para posteriormente, ser
transferido 800 ul da mistura para uma coluna de IC Zymo-Spin ™ em um tubo coletor ¢
centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos, em seguida foi descartado o filtrado do tubo coletor,
e realizado o processo novamente com os 800 pl da mistura restante. Foi adicionado Foram
adicionados 200 pl de tampao de pré-lavagem de DNA a coluna de IC Zymo-Spin ™, em um
novo tubo coletor e centrifugado a 8.000 g por 2 minutos. Posteriormente, foi adicionado 500
pl de tampdo de lavagem de DNA de bactérias/ fungos para a coluna de IC Zymo-Spin ™ ¢
centrifugado a 8.000 g por 2 minutos. Foi transferido da coluna de IC Zymo-Spin ™ para um
microtubo limpo de 1,5 ml e adicionado 50 pl de tampéo de eluicdo de DNA diretamente a
coluna matriz. Esperou-se 2-3 minutos e em seguida centrifugou-se a 8.000 g durante 30
segundos para Eluir o DNA.

5.4.2 Quantificacdes do DNA

A partir da suspenséo do DNA extraido foram utilizados 2,0 pL juntamente com 2,0 pL
de solucéo de gel red (contendo bromofenol) aplicado em gel agarose a 0,8%. Apds a corrida
de 30 minutos, a leitura da presenca das bandas do DNA foi realizada em um transiluminador
luz branca/UV (Loccus biotecnologia) e comparada com a intensidade e tamanho do marcador
de 1Kb. O marcador em questéo, serve para leitura das bandas correspondentes a concentracéo
estimada do DNA aplicado.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas nas seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial a 94 °C, por 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 2 minutos de desnaturacéo a 94 °C, 2
minutos de anelamento a 55 °C e 2 minutos de elongacéo a 72 °C e finalizando com 10 minutos
a 72 °C. O produto da PCR foi conferido por eletroforese em gel agarose a 1,5%, corado com
solugéo de gel red, comparado com DNA MARCADOR (DNA ladder) de 300pb e estimado o
peso molecular, para amplificacdo das regides Its do rDNA com os oligonucleotidios
iniciadores Itsl1 e Its2. (5- TTCCGTAGGTGAACCTGCGG -3) e (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3°), (WHITE e col., 1990).

A reacdo de amplificagéo de PCR foi realizada conforme o protocolo descrito na Tabela

1, com o volume final de 25 pL.
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Tabela 1: Calculo da reagdo de amplificacdo do PCR para as amostras flngicas.

Reagentes Reacdo (5 pL) Concentracao
Tampéo 5X 5uL 1X
MgCI2 25mM 1,5puL 25mM
DNTPs 2,5 mM 1puL 25mM
Primer F 5pmoles/ puL 1,0 uL 0,2 uL
Primer R 5pmoles/ pL 1,0uL 0,2 uL
DNA10ng/ pL 5,0 L
Tag 5U/pL 0,3 L
Agua miliQ 77 uL
Total 25,0 pL

5.4.3 Purificacédo e Sequenciamento do DNA por PCR ExoSAP

A purificacdo da reacdo foi realizada através de enzimas Exonuclease 1 e Fosfatase
Alcalina de Camardo foram utilizadas para limpar a reacdo de PCR de restos de iniciadores
(primes) que foram incorporados ao DNA. Essa reacdo de limpeza teve como volume final 28
uL para cada amostra: 20 uL da amostra e adicionado mais 8 uL de EXoSAP (para cada 5 pL da
amostra, colocou-se 2 uL de ExoSAP). Ocorreu nas seguintes condic¢des: incubagédo a 37 °C
por 15 minutos; Inativacdo com ExoSAP a 80 °C por 15 minutos. A reacdo de sequenciamento

se deu com 8 uL do Mix (Primes, H20 e BigDye) adicionados a 2 L de DNA.

5.4.4 ldentificagdo Molecular

Com o intuito de verificar a qualidade geral do sequenciamento, foi utilizado o programa
Chromas 2.24 (Technelysium Ltd), que mostra de maneira grafica a incorporacdo de cada base
de DNA presente na sequéncia nucleotidica.

As sequéncias de nucleotideos obtidas dos isolados foram submetidas a pesquisa no
BLASTnN do NCBI (National Center for Biotechnology Information — www.ncbi.nlm.nih.gov),
para analise de similaridade com o banco de dados. Em seguida, as sequéncias que apresentaram
os dez melhores valores de similaridade (scores) foram selecionadas e alinhadas utilizando o
programa ClustalWw (THOMPSON e col., 1994). Para a construcdo das arvores filogenéticas,
foi utilizado o método de maxima verossimilhanca, implementado no programa 1Q-TREE
(TRIFINOPOULOS e col., 2016). A similaridade das sequéncias de nucleotideos entre 0s
isolados foi calculada pelo programa DNASTAR (LASERGENE, 1994).
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5.5 Identificacédo pela Técnica de MALDI-TOF Espectrometria de Massa

Esta técnica baseia-se na identificacdo de padrdes caracteristicos de proteinas derivada
da composicdo fungica dos Agaricomycetes seguido de avaliacdo de similaridade direto do
banco de dados atualizados para identificacdo das espécies.

Identificagdo pela técnica de MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption.
lonization — Time of Flight). Espectrometria de massa, aparelho AutoFlex Speed(Bruker), foi
realizada utilizando as culturas puras de Agaricomycetes por posicionamento de uma pequena
quantidade de células fangicas na placa (matriz polimérica), que foram sobrepostas com uma
matriz contendo uma solucdo &cida, mistura de solventes organicos (Acetonitrila 500 uL;
Meruliaceae Acido a-ciano-4-hidroxicindmico 20 mg/ml; Agua milig 500 pL; Acido
trigluoacético AFA 25 uL solubilizados em aparelho ultra-sénico a 45 °C). As amostras fungicas
foram em seguida, secas ao ar, e durante esse processo todas as moléculas ficaram embebidas
na matriz, e, em seguida, a placa (matriz polimérica) foi posicionada no espectrometro de massa
para medicdo automatizada. Um espectro de massa foi definido e obtido, abrangendo
normalmente os picos de 2000 a 20000 Da intervalo m / z. Os espectros brutos a partir das
amostras foram adquiridos utilizando o software FlexControl, no entanto, para as amostras de
Agaricomycetes desta pesquisa ndo foi possivel utilizar o programa software Biotyper para
comparar 0s espectros com o banco de dados da biblioteca, pois dados de Agaricomycetes até

0 momento ndo estdo inseridos.

5.6 Preservacao e Exsicatas dos Agaricomycetes

Todos os fungos isolados em cultura pura foram preservados em tubo contendo meio de
cultivo BDA e fragmentos de madeira (madeira de reflorestamento, Pinus sp), em agua
destilada esterilizada pelo método Castellani, (1939) em triplicata, e também em meio de
cultivo BDA contendo 6leo mineral. Estes estdo depositados no Laboratério de Genética da
Escola Superior de Saude da Universidade do Estado do Amazonas-UEA.

As exsicatas foram secas em estufa, com temperatura de 50 °C por 72 horas e guardados
em sacos de papel devidamente identificados e adicionados cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) a fim de evitar ataques de insetos. Os exemplares estdo depositados no Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazoénia-INPA.
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5.7 Testes de patogenicidade e Atividade Larvicida

Os testes larvicidas foram realizados no Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia-INPA. Em ambiente laboratorial, as condi¢es de
temperatura foram de 27 + 1 °C e umidade relativa superior a 80%.

Os bioensaios de acéo inibidora dos extratos fungicos foram realizados de acordo com
Dulmage e col., (1990), com modificacdes. A partir dos bioensaios seletivos foram utilizados
66 extratos fungicos item 5.4.1, sendo 33 oriundos do meio liquido e 33 oriundos do micélio.
Dos 66 extratos testados os que apresentaram mortalidade de 70% foram separados para 0s
bioensaios. Seis extratos oriundos do micélio foram os que apresentaram potencialidade letal.

Em condicdes de laboratorio ovos desidratados de A. aegypti aderidos a tiras de papel
filtro foram transferidos para cubas esmaltadas contendo agua, apds a eclosao dos ovos as larvas
foram alimentadas a cada dois dias com racdo (compostos de uma mistura de farinha de peixe
e po de figado, e outras racdes adicionadas), até atingirem o terceiro estadio do desenvolvimento
larval (WHO, 1985; BUCKER e col., 2013).

Os bioensaios foram realizados em copos plasticos descartaveis de 50 mL, contendo 10
mL de agua potavel, 10 larvas de terceiro estadio, e alimentado em dias alternados, mais a
aplicacdo dos extratos fungicos (item 5.4.1), e foi estabelecido concentracdes de 1.000; 2.000;
3.000; 4.000 e 5.000 ppm o controle com &gua potavel e mais o controle negativo que recebeu
apenas Metanol nas mesmas concentracdes, no entanto, a mortalidade néo ultrapassou 5 %.

Apos a aplicacdo dos extratos, as leituras foram realizadas nos intervalos de 24 h, 48 h
e 72 horas, verificando o nimero de larvas vivas e mortas em cada concentra¢do (WHO, 1985;
BUCKER e col., 2013).

5.8 Concentracdes Letais (CL50 - CL90) e Analise

Para cada diluicdo de dose testada, foram feitas 5 repeticbes, e 0s bioensaios foram
repetidos em trés testes alternados. A partir dos dados de mortalidade das larvas obtidas, o
calculo da concentracéo letal para matar 50% e 90% de populacdo das larvas, em 24, 48 e 72
horas de observacéo, foi realizado por anéalise de probit com assisténcia do programa Polo PC
(LEORA SOFTWARE, 1987; HADDAD, 1998). Os dados foram adicionados ao programa, e

a partir dos dados obtidos pelo programa Polo PC foi montado um grafico comparativo entre a
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mortalidade esperada e observada das concentracdes e 0s probits gerados pela equacdo de

regresséo:

y=(a+5)+p.logx
Onde: y = Probit;
a = coeficiente linear (parameter dose ppm);

B = coeficiente angular (slope); x = concentragdo.

Esta analise permitiu determinar a relacdo positiva ou negativa existente entre as
variaveis dependente (y) e independente (x), (MOTTA e WAGNER, 2003).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Diversidade e Analise Identificacdo Taxondmica Classica

A partir das coletas realizadas em 12 municipios do Estado do Amazonas no periodo de
janeiro a marco de 2013 e de janeiro a maio de 2014 (Grafico 1), foram coletados 323
espécimes, dos quais foram identificados 263, representados por 40 géneros e 76 espécies,
classificados em 15 familias (Auriculariaceae, Corticiaceae, Dacrymycetaceae,
Fomitopsidaceae, Ganodermatacea, Gloeophyllaceae, Hymenochaetaceae, Meripilaceae,
Meruliaceae, Omphalotaceae, Phanerochaetaceae, Pleurotaceae, Polyporaceae,
Schizophyllaceae, Stereaceae) (Tabela 2). As familias aqui coletadas pertencem as ordens
Agaricales Underw. (Schizophyllaceae Quél, Omphalotaceae), Gloeophyllales Thorn
(Gloeophyllaceae) Hymenochaetales Oberw. (Hymenochaetaceae Imazeki & Toki) e
Polyporales Gaum. (Fomitopsidaceae, Ganodermataceae, Meripilaceae, Meruliaceae,
Phanerochaetaceae e Polyporaceae) e Russulales (Stereaceae), (ALEXOPOULOS e col.,
1996; KIRK e col., 2008).

Gréfico 1: Espécimes de Agaricomycetes lignoliticos coletados nos municipios do estado do Amazonas.
A quantidade de espécimes coletados dependeu dos dias de permanéncias em cada area.

Especimes coletados
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Na lista de espécies da Flora do Brasil (2016) a ordem Polyporales até 0 momento
registra 116 géneros com 453 espécies (GUGLIOTA e col., 2016).
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No presente estudo (Tabela 2) a familia Polyporaceae apresentou maior nimero de
géneros (20) e espécies (43), representada por Coriolopsis floccosa (Jungh.) Ryvarden,
Daedaleopsis flavida (Lév.), Datronia brunneoleuca (Berk), Dichomitus cavernulosus (Berk.),
Earliella scabrosa (Pers.) Gilb. & Ryvarden, Favolus brasiliensis (Fr.), Flabellophora obovata
(Jungh.) Nufiez & Ryvarden, Fomes fasciatus, Grammothele subargentea (Speg.) Rajchenb,
Hexagonia glabra (P. Beauv.) Ryvarden, Lentinus crinitus Lloyd., Lenzites betulina (L.) Fr.,
Mycobonia flava (Sw.) Pat., Nigroporus vinosus (Berk.) Murrill, Perenniporia centrali-
africana Decock & Mossebo, Perenniporia inflexibilis (Berk.) Ryvarden, Polyporus
coltricioides Fonseca & Ryvarden, Trametes punicea Fr., Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill,
Trichaptum byssogenum (Jungh.) Ryvarden, Sebipora aquosa Miettinen.

Enguanto que Hymenochaetaceae apresentou trés géneros e quatro espécies:
Hymenochaete damicornis (Link) Lév., Phellinus calcitratus (Berk. & M.A. Curtis) Ryvarden,
Fulvifomes merrillii (Murrill) Baltazar & Gibertoni, Cyclomyces iodinus (Mont.) Pat.
Ganodermataceae apresentou quatro géneros Amauroderma intermedium (Bres. & Pat.)
Torrend, Ganoderma australe (Fr.) Pat., Humphreya coffeata (Berk.) Steyaert e Tomophagus
colossus (Fr.). Fomitopsidaceae apresntou um género e quatro espécies Fomitopsis nivosa
(Berk.) Gilb. & Ryvarden, Fomitopsis durescens (Overh. ex J. Lowe) Gilb. & Ryvarden,
Fomitopsis roseoalba Soares & Ryvarden, Fomitopsis lilacinogilva (Berk.) J.E. Wright & J.R.
Deschamps. Meruliaceae apresentou dois géneros e duas espécies: Flavodon flavus (Klotzsch)
Ryvarden e Irpex lacteus (Fr.) Pilat., Meripilaceae: um género e quatro espécies Rigidoporus
lineatus (Pers.) Ryvarden, Rigidoporus microporus (Sw.) Overeem, Rigidoporus mutabilis 1.
Lindblad & Ryvarden, Rigidoporus ulmarius (Sowerby) Imazeki. Auriculacea apresentou um
género e duas espécies Auricularia delicata (Mont. ex Fr.) Henn., Auricularia polytricha
(Mont.) Sacc. As demais familias apresentaram apenas um género e uma espécie: Corticiaceae:
Punctularia sp. Gloeophyllaceae: Gloeophyllum stratum (Fr.) Murril. Omphalotaceae: Caripia
montagnei (Berk.) Kuntze, Schizophyllaceae: Schizophyllum commune Fr. Plurotaceae:
Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn., Phanerochaetaceae Flaviporus liebmannii (Fr.)
Ginns., Stereaceae: Stereum sanguinolentum (Alb. & Schwein.) Fr.

De acordo com a literatura a maior riqueza de espécies da familia Polyporaceae ja se
esperava por ser uma familia com maior diversidade (GILBERTSON e RYVARDEN, 1991;
1987; NUNEZ e RYVARDEN, 1995; KIRK e col., 2008).

Esses resultados apoiam estudos anteriores sobre fungos Agaricomycetes degradadores
de madeira, no Brasil, na Amazonia e no estado do Amazonas. Para a Amazonia Gomes-Silva

e Gibertoni (2009a, 2009b), divulgaram uma lista de Agaricomycetes, com 216 espécies, 90



40

géneros, 22 familias e nove ordens (Agaricales, Auriculariales, Corticiales, Cantharellales,
Gloeophyllales, Hymenochaetales, Polyporales, Russulales e Trechisporales). Para a ordem
Polyporales, foi divulgado o maior numero de espécies 146, de familias 07 e de géneros 61. O
estado do Paréa foi representado por 126 espécies (58 %), com 53 exclusiva para o estado. O
estado do Amazonas apresentou 86 espécies relatadas (35 exclusiva) e 35 espécies foram
registrados para o estado de Roraima (15 exclusivas). Os Estados de Rondonia e Acre
registraram 48 e 28 espécies, respectivamente, cada um com 7 espécies exclusivas e os Estados
de Mato Grosso e Amapa registraram 23 e 36 espécies respectivamente, cada um com 6 espécies
exclusivas. (GOMES-SILVA e GIBERTONI, 2009a, 2009b),

Maia e Carvalho-Junior (2010) citaram 519 espécies de Agaricomycetes e Polyporales
representada por 333 espécies.

De acordo com Soares e col. (2014), dados para o estado do Amapa apresentaram 637
espécimes, representantes de 97 espécies, 36 géneros e oito familias das ordens
Hymenochaetales (Hymenochaetaceae e Schizoporaceae), Polyporales (Fomitopsidaceae,
Ganodermataceae, Meripilaceae). A familia com o maior nimero de representantes também foi
Polyporaceae, com 19 géneros e 52 espécies, acompanhada por Hymenochaetaceae e
Ganodermataceae (15 e 16 respectivamente), Amauroderma Murril foi 0 género com o maior
namero de espécies (10), sequido por Perenniporia Murril (8) e Polyporus (8). As espécies que
apresentaram a maior densidade foram Ganoderma tornatum (Pers.) Bres. (48), Polyporus
dictyopus Mont (45), P. leprieurii Mont. (37) e Lenzites elegans (Spreng.) Pat. (34).

Com o estudo da distribuicdo geografica das espécies encontradas, baseada na literatura,
mostrou-se que Auricularia delicata, Dacryopinax spathularia, Fomitopsis durescens,
Fomitopsis roseoalba, Amauroderma intermedium, Ganoderma lobatum, Tomophagus
colossos, Ganoderma parvulum, Phellinus callimorphus, Phellinus callimorphus, Flavodon
flavus, Rigidoporus mutabilis, Caripia montagnei, Coriolopsis polyzona, Datronia
brunneoleuca, Earliella scabrosa, Grammothele subargentea, Hexagonia glabra, Hexagonia
hydnoides, Hexagonia hirta, Lentinus strigosus, Lentinus velutinus, Lenzites betulina, Trametes
elegans, Trametes rosea, Schizophyllum commune, constituem primeiras citacdes para o estado
do Amazonas (Tabela 2). As espécies Daedaleopsis flavida, Perenniporia centrali-africana,
Trametes punicea, Sebipora aquosa e 0 género Punctularia sp representam novas ocorréncias
para o Brasil. Uma espécie foi identificada como nova para a ciéncia Polyporus coltricioides
Fonseca&Ryvarden.
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Tabela 2. Quantidade de espécimes taxon e familia identificados, coletados nos municipios de Autazes; Anama; Careiro da varzea; Coari; Barcelos; Borba; Novo Aripuand; Nova
Olinda do Norte; Manaus; Manicoré; Parintins e Presidente Figueiredo. As novas ocorréncias no estado, as ocorréncias para o norte do pais e literaturas consultadas.

Nova
Familia/ Taxon Ocorréncia Ocorréncia na Amazonia Literatura Local de Coleta/Municipio

Auriculariaceae
Fidalgo (1968); Batista e col.(1966);

Auricularia delicata (Mont. ex Fr.) Henn. 1893 AMAZONAS MG, PA, RO Capelari & Maziero (1988) Novo Aripuana
Sotdo e col. (1991, 2002a, 2003); Fidalgo
(1968); Batista e col. (1966); Sotdo e col.

Auricularia polytricha (Mont.) Sacc. 1885 AM, MG; PA; RO, RR (2002a, 2003); Jesus (1996) Manicoré

Corticiaceae

Punctularia sp BRASIL Kirk e col. (2008) Borba, Manicoré, Coari, Nova Olinda do Norte
Dacrymycetaceae

Dacryopinax spathularia (Schwein.) G.W. Martin

1948 AMAZONAS Bauermann & Guerrero (1989) Manaus

Fomitopsidaceae

Fomitopsis nivosa (Berk.) Gilb. & Ryvarden 1986 AC, AM, RO, RR Buchanan & Hood (1992) Coari

Fomitopsis durescens (Overh. ex J. Lowe) Gilb. &

Ryvarden 1986 AMAZONAS Ryvarden (1986) Borba

Fomitopsis roseoalba Soares & Ryvarden 2015 AMAZONAS Soares, e col. (2015) Presidente Figueiredo
Fomitopsis lilacinogilva (Berk.) J.E. Wright & J.R.

Deschamps 1975 AM, PA, RO, RR Gomes-Silva e col. (2013) Manaus
Ganodermataceae

Amauroderma intermedium (Bres. & Pat.) Torrend

1920 AMAZONAS RO, RR, MT, PA Gomes-Silva e col. (2013) Manaus
Ganoderma australe (Fr.) Pat. 1889 AC, AM, AP, RR; RO Ryvarden (2004) Manaus
Ganoderma lobatum (Schwein.) G.F. Atk. 1908 AMAZONAS Bononi e col. (2008) Parintins
Ganoderma subfornicatum Murrill 1908 AM, PA, RO, RR Drechsler-Santos e col. (2013) Barcelos
Humphreya coffeata (Berk.) Steyaert 1972 AM; PARA Furtado (1967); Sotdo e col. (2008)

CONTINUA
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Tomophagus colossus (Fr.) Murrill 1905

Ganoderma parvulum Murrill 1902
Gloeophyllaceae
Gloeophyllum striatum (Fr.) Murrill 1905

Hymenochaetaceae

Hymenochaete damicornis (Link) Lév. 1846

Hymenochaete luteobadia (Fr.) Hohn. & Litsch.

1907

Phellinus calcitratus (Berk. & M.A. Curtis) Ryvarden

1972

Phellinus callimorphus (Lév.) Ryvarden 1980

Phellinus fastuosus (Lév.) S. Ahmad 1972

Phellinus gilvus (Schwein.) Pat. 1900

Fulvifomes merrillii (Murrill) Baltazar & Gibertoni

2010

Cyclomyces iodinus (Mont.) Pat. 1903

Meruliaceae

Flavodon flavus (Klotzsch) Ryvarden 1973

Irpex lacteus (Fr.) Fr. 1828
Meripilaceae

Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden 1972

Rigidoporus microporus (Sw.) Overeem 1924

CONTINUA

AMAZONAS

AMAZONAS

AMAZONAS

AMAZONAS

AMAZONAS

PA, RO

AC, AM, RO, AC, AM

AM, PA, AC, RO, RR

AM, PA, RO, RR, TO

AM, PA, RO

AM, MT, PA, RO, RR

AC, AM, AM, PA, RO, RO

AP, PA, RO

AC, AM, AM, PA, RO, RO

AC, AM, PA

AC, AM, MA, PA, RO, RR

Ryvarden (2004); Gomes-Silva e col.
(2013)

Gugliotta e col., (2016)

Nufez & Ryvarden (2001); Corner (1984)

Gomes-Silva &  Gibertoni  (2009);
Gibertoni & Drechsler-Santos (2010)
Gomes-Silva & Gibertoni (2009); Baltazar,
J.M. & Gibertoni (2009)

Baltazar & Gibertoni (2009); Gomes-Silva
& Gibertoni(2009)

Abrah3 e col. (2009)

Sousa (1980); Sotdo e col. (2003, (2008);
Campos e col. (2005); Sousa (1980)
Drechsler-Santos e col., (2009); Gibertoni
& Drechsler-Santos (2010); Gomes-Silva &
Gibertoni (2009)

Ryvarden (2004); Baltazar & Gibertoni,
(2010).

Baltazar & Gibertoni, (2009); Gibertoni. &
Drechsler-Santos (2010)

Ryvarden (1973)

Nufiez & Ryvarden (2001)

Leal & Gugliotta (2008)

AC, AM, AP, MT, PA, RO, RR  Ryvarden & Johansen (1980)
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Autazes

Presidente Figueiredo

Coari; Autazes

Nova Olinda do Norte, Manaus

Manaus; Nova Olinda do Norte

Manaus

Coari

Presidente Figueiredo

Coari, Manicoré, Autazes
Borba

Manaus

Presidente Figueiredo; Coari, Borba; Novo Aripuang;
Autazes

Autazes; Novo Olinda do Norte

Presidente Figueiredo; Borba
Presidente Figueiredo; Manaus; Nova Olinda do
Norte; Novo Aripuana
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Rigidoporus mutabilis |. Lindblad & Ryvarden 1999 AMAZONAS
Rigidoporus ulmarius (Sowerby) Imazeki 1952

Omphalotaceae

Caripia montagnei (Berk.) Kuntze 1898 AMAZONAS
Polyporaceae

Coriolopsis floccosa (Jungh.) Ryvarden 1972

Coriolopsis polyzona (Pers.) Ryvarden 1972 AMAZONAS
Coriolopsis psila (Lloyd) Ryvarden 2012
Daedaleopsis flavida (Lév.) A. Roy & A. Mitra 1984 BRASIL

Datronia brunneoleuca (Berk.) Ryvarden 1988 AMAZONAS

Dichomitus cavernulosus (Berk.) Masuka &
Ryvarden 1999

Earliella scabrosa (Pers.) Gilb. & Ryvarden 1985 AMAZONAS

Favolus brasiliensis (Fr.) Fr. 1830

Favolus tenuiculus P. Beauv. 1806

Flabellophora obovata (Jungh.) Nufiez & Ryvarden
2001

Fomes fasciatus (Sw.) Cooke 1885
Grammothele subargentea (Speg.) Rajchenb. 1983 AMAZONAS
Hexagonia glabra (P. Beauv.) Ryvarden 1999 AMAZONAS

CONTUNUA

AP, AM, RR PA

PA

AC, AM, MT, AP, RO, RR

RO, RR
AM, RO, RR

AM, RO, RR, PA

MT, PA, RR, RO
AC, AM, PA, RO

AC, AM, PA, RO

AM, PA, RO
AC, AM, MT, PA, RO

RR, PA

PA, RO

Gomes-Silva e col. (2014)
Ryvarden & Gilbertson (1994)

Ginns, (2011)

Ryvarden & Johansen (1980)

Ryvarden & Johansen (1980)
Nogueira-Melo e col. (2012)
Roy & Mitra (1983)

Ryvarden (1988)

Masuka & Ryvarden (1999)

Ryvarden & Johansen (1980)

Capelari & Maziero (1988)

Bononi (1992), Sotdo e col. (1997, 2002b),
Sotdo e col. (2008); Capelari & Maziero
(1988)

Sotdo e col. (1997, 2002, 2008); Capelari
& Maziero (1988)

Sotdo e col. 2008); Jesus (1996)
Drechsler-Santos e col. (2008)

Sotdo e col. (2008)
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Nova Olinda do Norte

Manaus

Manicoré; Manaus

Anam3; Manaus; Manicoré; Novo Aripuana

Autazes; Borba; Coari; Manaus; Manicoré; Nova
Olinda do Norte; Novo Aripuana

Manaus

Parintins

Manaus; Nova Olinda do Norte; Manicoré

Manaus

Anama3; Autazes; Borba; Careiro da varzea; Manaus;
Coari; Manicoré; Nova Olinda do Norte; Novo
Aripuang; Parintins

Borba; Coari; Manaus

Presidente Figueiredo

Anama3; Presidente Figueiredo

Presidente Figueiredo
Borba

Manaus; Presidente Figueiredo



CONTINUAGAO DA TABELA

Hexagonia hydnoides (Sw.) M. Fidalgo 1968
Hexagonia hirta (P. Beauv.) Fr. 1838

Lentinus crinitus Lloyd 1920
Lentinus scleropus (Pers.) Fr. 1836

Lentinus strigosus Fr. 1825
Lentinus velutinus Fr. 1830

Lenzites betulina (L.) Fr. 1838
Lenzites elegans (Spreng.) Pat

Mycobonia flava (Sw.) Pat. 1894

Nigroporus vinosus (Berk.) Murrill 1905
Perenniporia centrali-africana Decock & Mossebo
2002

Perenniporia inflexibilis (Berk.) Ryvarden 1972
Perenniporia martia (Berk.) Ryvarden 1972

Perenniporia tephropora (Mont.) Ryvarden 1972
Polyporus coltricioides nova espécie Fonseca &
Ryvarden 2016

Polyporus grammocephalus Berk. 1842
Polyporus guianensis Mont. 1840

Polyporus leprieurii Mont. 1840

Trametes punicea Fr. 1851

Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill 1904

CONTUNUA

AMAZONAS
AMAZONAS

AMAZONAS
AMAZONAS
AMAZONAS

BRASL

NOVA
ESPECIE

BRASIL

AC, RR, PA, RO

AM, AP, PA, RO
AM

RR
RO
PA
AM, PA, RO

AM
AM, RR, PA

MT, RO, AM
AM, AP, RO
AC, PA, RR, RO AM

AC, AM, PA, RO
AC, AM, AP, RR, RO

AC, AM, RO, RR

AC, AM, PA, AP, RO

Ryvarden & Johansen (1980)
Abrahdo e col. (2009)

Bononi e col. 2008; Meijer (2008)
Gugliotta e col. (2016)

Gugliotta e col. (2016)
Pegler (1983) , Meijer (2008)
Gugliotta e col. (2016)

Gugliotta (1999)

Gomes-Silva & Gibertoni (2009)
Ryvarden & Johansen (1980)

Ryvarden & Johansen (1980)
Gugliotta e col. (2016)
Nufiez & Ryvarden (1995)

Gibertoni e col. (2004)
Nufiez & Ryvarden (2001)

Silveira & Wright (2005)

Gugliotta (1999)
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Anama3; Autazes; Borba; Manaus; Coari; Careiro da
varzea

Manaus

Anama3; Autazes; Borba; Manaus; Careiro da varzea;
Coari; Manicoré; Novo Aripuand; Parintins

Coari
Anama; Coari
Borba; Manaus

Borba
Coari; Manaus; Parintins

Barcelos

Manaus

Novo Aripuana
Coari
Parintins; Presidente Figueiredo

Coari; Novo Aripuana
Coari; Manaus

Manaus; Presidente Figueiredo

Borba

Barcelos; Manaus

Anama3; Autazes; Borba; Manaus; Coari;

Anama3; Autazes; Borba; Manaus; Careiro da varzea;
Coari; Manicoré; Nova Olinda do Norte; Novo
Aripuanad; Parintins; Barcelos; Presidente Figueiredo,



CONTINUACAO DA TABELA
Tinctoporellus epimiltinus (Berk. & Broome)
Ryvarden 1979

Trametes elegans (Spreng.) Fr. 1838

Trametes lactinea (Berk.) Sacc. 1888

Trametes modesta (Kunze ex Fr.) Ryvarden 1972
Trametes ochroflava Cooke 1880

Trametes rosea Lloyd 1915 BRASIL

Trichaptum byssogenum (Jungh.) Ryvarden 1972

Trichaptum perrottetii (Lév.) Ryvarden 1972
Trichaptum sprucei (Berk.) Rajchenb. & Bianchin.
1992

Sebipora aquosa Miettinen 2012 BRASIL

Phanerochaetaceae

Flaviporus liebmannii (Fr.) Ginns 1980
Pleurotaceae
Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn 1959

Schizophyllaceae

Schizophyllum commune Fr. 1815

Stereaceae
Stereum sanguinolentum (Alb. & Schwein.) Fr.
1838 BRASIL

AMAZONAS

AMAZONAS

AC, AM, RO

PA, RO

AC, AM, RO, AC, PA, RR

AC, AM, PA, RO, RR
AC, AM, RO, RR, PA

AC, AM, PA, RO, RR

AC, AM, RO, RR

AM, PA, RO

AM, PA, RO,

AM, AP, PA, RO

AP, RO

Ryvarden & Johansen (1980)
Sotdo e col. (2002, 2003); Sotdo e col.
(2008), Capelari & Maziero (1988)

Nunez & Ryvarden (2001)

Abrahdo e col. (2009)
Ryvarden (1988)

Gugliotta e col. (2010)

Gilbertson & Ryvarden (1987)

Gibertoni e col. (2011)
Miettinen (2012)

Sotdo e col. (2008); Capelari & Maziero
(1988)

Sotdo e col. (2009)

Sotdo e col. (1991)

Calderoni (2003)
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Manaus

Autazes, Borba, Coari, Manaus, Parintins, Presidente
Figueiredo

Amana, Barcelos, Careiro da Vazea Coari, Manaus,
Novo Aripuand, Nova Olinda do Norte,

Novo Aripud, Careiro da Varzea, Manaus, Borba,
Manaus, Presidente Figueireido

Coari

Novo Aripuana, Autazes, Manaus, Coari

Borba

Presidente Figueiredo
Borba

Presidente Figueiredo

Coari, Barcelos

Coari-Am, Careiro da Vdrzea, Anamad, Autazes,
Parintins, Borba, Barcelos, Nova Olinda do Norte,
Manaus, Manicoré, Novo Aripuana

Novo Aripuand, Manicoré, Autazes, Manaus




6.2 Isolamento
6.2.1 Culturas Puras

Dos 323 fungos coletados, aqueles que apresentaram basidiocarpos saudaveis foram isolados,

dos quais foram obtidas 43 culturas puras (Figuras 2,3,4 e 5). Estes foram utilizados na producéo de

extratos, identificagdo molecular e identificagédo por MALDI- TOF (Tabela 3).
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Tabela 3 Culturas puras dos Agaricomycetes oriundas dos isolados e breve descricdo morfologica das col6nias.

Ne¢ Cadigo Identificagdo Descri¢ao da cultura

01 D024 Trametes elegans Crescimento moderado; colonia branca; margem lisa

02 D025 Pycnoporus sanguineus Crescimento rapido; col6nia branca a principio, tornando-se salmdo
com os dias; margem lisa

03 D028 Trametes polyzona Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

04 D029 Trametes Crescimento moderado; coldnia branca; margem lisa

05 D030 Trametes elegans Crescimento muito répido; col6nia branca; margem lisa

06 D039 Lentinus striatulus Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

07 D046 Flavodon flavus Crescimento rapido; colénia amarelo claro; margem lisa

08 D054 Trametes elegans Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

09 D059 Trametes polyzona Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

10 D060 Trametes menziesii Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

11 D063 Schizophyllum commune Crescimento lento, colénia branca a pardo, margem irregular

12 D064 Schizophyllum commune Crescimento lento, colénia branca a pardo, margem irregular

13 D065 Punctularia sp Crescimento moderado; col6nia ferruginea; margem lisa

14 D067 Pleurotus djamor Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

15 D124 Perenniporia tephropora Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

16 D072 Fomitopsis nivosa Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

17 D077 Coriolopsis polyzona Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

18 D078 Lenzites elegans Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

19 D079 Lenzites elegans Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

20 D080 Daedaleopsis flavida Crescimento rapido; colénia branca; margem lisa

21 D083 Trametes elegans Crescimento rapido; col6énia branca; margem lisa

22 D086 Schizophyllum commune Crescimento moderado, colénia branca a pardo, margem irregular

23 D089 Ganoderma tornatum Crescimento rapido; colénia branca; margem lisa

24 D088 Lenzites elegans Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

25 D094 Trametes elegans Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

26 D096 Lentinus sp. Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

27 D097 Rigidosporus sp Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

28 D103 Ganoderma orbiforme Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

29 D104 Schizophyllum commune Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

30 D106 Trametes elegans Crescimento moderado; coldnia branca; margem lisa

31 D107 Sebipora aquosa Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

32 D114 Fomitopsis nivosa Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

33 D118 Flavodon flavus Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

34 D119 Fomitopsis nivosa Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

35 D124 Coriolopsis polyzona Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

36 D128 Perenniporia centrali-africana Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

37 D134 Stereum saguinolentum Crescimento rapido; colénia creme escuro; margem lisa

38 D145 Coriolopsis polyzona Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

39 D173 Coriolopsis polyzona Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

40 D172 Coriolopsis rigida Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

41 D192 Perenniporia tephropora Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa

42 D249 Trametes elegans Crescimento rapido; col6nia branca; margem lisa

43 D294 Fomitopsis roseoalba Crescimento moderado; colénia branca; margem lisa
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Figura 2: Punctularia sp. Aspecto macroscépico do (A) Basidioma, (B) da superficie himenial foram coletados
espécimes no minicipio de Borba, Manicoré, Coari e Nova Olinda do Norte. Cultura pura cultivada em meio BDL
(Batata, Dextrose, Extrato de Levedura), (C) 5 dias de crescimento, (D) 10 dias de crescimento no escuro a 28 °C.

.(l"‘. ”

e

Figura 3: Daedaleopsis flavida. Aspecto macroscépico do (A) Basidioma, (B) da superficie himenial espécime
coletado no minicipio de Parintins. Cultura pura cultivada em meio BDL (Batata, Dextrose, Extrato de Levedura),
(C) 10 dias de crescimento, (D) 20 dias de crescimento no escuro a 28 °C.
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Figura 4: Schizophyllum commune. Aspecto macroscopico do (A) Basidioma, (B) da superficie himenial
espécime coletados nos minicipio de Coari-Am, Careiro da Varzea, Anamd, Autazes, Parintins, Borba, Barcelos,
Nova Olinda do Norte, Manaus, Manicoré, Novo Aripuand. Cultura pura cultivada em meio BDL (Batata,
Dextrose, Extrato de Levedura), (C) 15 dias de crescimento, (D) 30 dias de crescimento no escuro a 28 °C (formou
corpo de frutificagcdo (Basidioma)).

Figura 5: Pycnoporus sanguineus. Aspecto macroscépico do (A) Basidioma, (B) da superficie himenial espécime
coletados nos minicipios de Anama, Autazes, Borba, Manaus BR 174, Coari, Manicoré, Nova Olinda do Norte,
Novo Aripuand, Parintins, Barcelos e Presidente Figueiredo. Cultura pura cultivada em meio BDL (Batata,
Dextrose, Extrato de Levedura), (C) 10 dias de crescimento, (D) 20 dias de crescimento no escuro a 28 °C.
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6.3 Analise Molecular

Das 49 amostras analisadas 6 foram realizadas a partir de fragmentos congelados. Diante dos
resultados obtidos pela extragdo de rDNA a metodologia utilizada foi eficaz para quantidade e pureza
de DNA utilizadas para as técnicas de sequenciamento.
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Figura 6. Perfil eletroforético em gel agarose 0,8% corado com gel red da extragdo de DNA das amostras de
Agaricomycetes. Po¢o 1-Marcador molecular de 1Kb, os seguintes, as demais amostras.

Os iniciadores especificos Itsl e Its2 apresentaram um fragmento de aproximadamente 600
pb correspondente a uma regido conservada (Figura 6). De acordo com Gardes e Bruns (1993) essa
regido é utilizada no estudo da sisteméatica molecular ao nivel de espécie e amplamente sequenciada
em fungos. Inclusive é considerada o barcode (codigo de barras de DNA) dos fungos (SCHOCH e
col., 2012).

As analises da identificagdo molecular foram realizadas por comparacdo das sequéncias
depositadas no GenBank. O resultado do sequenciamento permitiu um alinhamento com as
sequéncias nucleotidicas que corresponde a identificacdo dos fungos como sendo do grupo

Agaricomycetes, com taxa de similaridade acima de 96 %, utilizando a ferramenta BLASTn.
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Tabela 4: Lista de espécies de Agaricomycetes isolados e oriundas do GenBank utilizadas na analise molecular para
construcéo das arvores filogenéticas a partir do método de méxima verossimilhanga (ML).

Espécie Origem Numero de
acesso no
GenBank

Amauroderma aurantiacum Brasil JX310840.1
Amauroderma intermedium Brasil KR816524.1
Amauroderma intermedum D141 Nova Olinda do Norte/Am *k
Ceriporiopsis subvermispora Tailandia JN116698.1
Coriolopsis rigida Republica Checa JF894112.1
Coriolopsis rigida D172 Novo Aripuand/Am *x
Coriolopsis caperata india KF564288.1
Daedalea microsticta EUA FJ 403209.1
Daedalea dickinsii Japao AB733160.1
Daedaleopsis flavida D080 Parintins/Am *k
Daedaleopsis flavida india KF425651.1
Favolus aff. tenuiculus D099 Barcelos/Am *k
Favolus emerici Australia KP013055.1
Favolus aff. tenuiculus Australia KP013054.1
Fomitopsis durescens China KF937293.1
Fomitopsis durescens D114 Borba/Am o
Fomitopsis nivosa Finlandia KC595918.1
Fomitopsis nivosa D072 Coari/Am *k
Fomitopsis nivosa D119 Borba/Am *k*
Fomitopsis palustres Japao AB733120.1
Fomitopsis palustres EUA KJ 995920.1
Fomitopsis roseoalba D294 Presidente Figueiredo/Am *x
Fomitopsis sp. Finlandia KC595911.1
Fomitopsis nivosa Colémbia HQ248222.1
Fomitopsis palustres Japao AB604156.1
Fomitopsis pinicola Russia KJ 857264.1
Ganoderma australe Brasil JQ514105.1
Ganoderma cupreum Quénia 1 X840346.1
Ganoderma lobatum China KF605672.1
Ganoderma mastoporum China 1 X840351.1
Ganoderma orbiforme Brasil JX310816.1
Ganoderma orbiforme D103 Barcelos/Am *E
Ganoderma tornatum D089 Parintins/Am *k
Ganoderma cupreum Australia AY569450.1
Ganoderma subfornicatum Franca 1 X082352.1
Ganoderma tornatum Brasil JQ514110.1
Leiotrametes lactinea Australia KP012950.1
Lentinus badius Tailandia GU207275.1
Lentinus bertieri Tailandia GU207304.1
Lentinus bertieri Tailandia GU207307.1
Lentinus crinitus Russia KM411462.1
Lentinus crinitus D069 Coari/Am *ok
Lentinus escleropus D039 Coari/Am *ok
Lentinus polychrous EUA KP283486.1
Lentinus sajorcaju Australia KJ 654474.1

CONTINUA
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Lentinus sajorcaju

Lentinus badius

Lentinus crinitus

Lentinus glabratus

Lenzites elegans D088
Lenzites elegans D116
Lenzites elegans D105
Lenzites elegans

Mycobonia flava
Perenniporia truncatospora D128
Perenniporia corticola
Perenniporia subasida
Perenniporia subtephropora
Perenniporia tenuis
Perenniporia tephropora
Perenniporia tephropora D192
Perenniporia truncatospora
Perenniporia corticola
Pilatoporus ibericus
Pleurotus calyptratus D111
Pleurotus djamor

Polyporus coltricioides D040
Polyporus grammocephalus
Polyporus leprieurii
Pseudofavolus cucullatus D122
Pseudofavolus cucullatus
Pycnoporus puniceus
Pycnoporus sanguineus D025
Pycnoporus sanguineus
Pycnoporus cinnabarinus
Pycnoporus coccineus
Schizophyllum commune D064
Schizophyllum commune D086
Sebipora aquosa D107
Sebipora aquosa

Stereum annosum

Stereum annosum D134
Stereum hirsutum

Stereum sanguinolentum
Stereum gausapatum
Stereum rugosum

Trametes cf. cubensis
Trametes cf. cubensis
Trametes elegans

Trametes elegans

Trametes elegans 150
Trametes elegans D030
Trametes elegans D078
Trametes elegans D054
Trametes elegans D079
Trametes elegans D094
Trametes hirsuta

Trametes lactinea

CONTINUA

EUA

EUA

Brasil
Tailandia
Parintins/Am
Borba/Am
Barcelos
Colémbia
EUA

Novo Aripuana
Tailandia
Tailandia
China

China

China

Novo Aripuana
China

China
Islandia
Borba/Am
China
Manaus/Am
Sri Lanka
EUA
Borba/Am
EUA
Tailandia
Manaus/Am
Tailandia
Franca
Corea
Coari/Am
Parintins/Am
Borba/Am
Australia
Tunisia
Manicoré/Am
China

China
Argentina
Reino Unido
China
Australia
Argentina
EUA

Nova Olinda do Norte/Am
Manaus/Am
Parintins/Am
Coari/Am
Parintins/Am
Parintins/Am
Russia
Franca

KP283492.1
KP283479.1
1 Q955723.1
GU207250.1

* %k
* %k

* %k

HQ248217.1
AY513571.1
k%
KC570342.1
KC570336.1
1 Q861753.1
HQ848474.1
J N048763.1
k%
JN048778.1
HQ848472.1
KC595930.1

* %k

KJ 754108.1
* %k
KP734201.1
AF516567.1
k%
AF516600.1
FJ 372685.1
* %k
F1372672.1
AF363769.1
KP255840.1

* %
* %k

* %

KJ 654615.1
DQ000294.1
% %

FJ 810129.1
EU273556.1
KC180755.1
FN539052.10
KC848323.1
KJ 654515.1
KF850160.1
JN164973.1

* %k
* %k
* %
* %
* %

* %

AB158313.1
1 X082368
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Trametes manilaensis
Trametes mdxima
Trametes menziesii
Trametes menziesii
Trametes polyzona D028
Trametes polyzona
Trametes polyzona
Trametes polyzona D077
Trametes punicea D123
Trametes punicea
Trametes sanguinea
Trametes sanguinea
Trametes trogii
Trametes versicolor
Trametes cubensis
Trametes elegans D083
Trametes elegans
Trametes elegans D024
Trametes elegans
Trametes elegans D106
Trametes lactinea
Trametes sanguinea

China

EUA

Franca
China
Manaus/Am
EUA
Tailandia
Coari/Am
Borba/Am
Australia
Argentina
China
Turquia
india

Sri Lanka
Parintins/Am
Sri lanka

Manaus/Am/Br

india
Coari/Am

Republica Checa

Austrélia

KC848314.1
JN164957.1
J N645085.1
KC848289.1
* %k
JN164979.1
KT281117.1

* %k

* %

KP012988.1
KF850156.1
KJ 850206.1
HM989941.1
GQ906769.1
KP771708.1

* %

KP780433.1

* %k

KP262029.1
* %k
HM756193.1
KP012989.1
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** Sequencias a serem depositadas no GenBank.

A érvore filogenética foi construida pela anélise das regides Its, através do método de maxima
verossimilhanga (ML) com 1.000 réplicas (bootstrap). No intuito de esclarecer o posicionamento
filogenético das espécies analisadas nesse trabalho, foram considerados representantes de oito
familias: Polyporaceae, Ganodermataceae, Fomitopsidaceae, Stereaceae, Meruliaceae, Pleurotaceae,
Sebipora e Schizophyllaceae. De acordo com Nilsson e col. (2009) as regides Its por possuirem alta

variacdo interespecifica, sdo as mais popularmente utilizadas para classificar espécies proximamente

relacionadas.
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Trametes_elegans_D024
85 gjsaéﬂﬁaametes_elegans_D1 50
Trametes_elegans_D105
Daedaleopsis_flavida_D080
Trametes_elegans_DO78
Tra tes_s D094
Trametes_elegans_D079
Trametes_elegans_D030
s'3/7'Ijrametes_elega ns_D106

55.3/47

Trametes_elegans_D054
Trametes_elegans_KP262029.1
Lenzites_elegans_HQ248217.1
[— Daedaleopsis_flavida_KF425651.1
94.8/85
Tametes_elegans_KP780433.1

98.9/100

Coriolopsis_polyzona_D173
lopsis_polyzona_D145
Coriolopsis_polyzona_D059
Coriclopsis_polyzona_D028
gg'Blljrtgznm etes_polyzona_D077
Trametes_polyzona_JN164979.1
Trametes_polyzona_KT281117.1

[ ] 22870 86/100

90.4/99

Lenzites_elegans_D116
74 S’ES—/Y'SIPI'EametesielegansiDDSB
Trametes_elegans_JN164973.1
Trametes_elegans_KF850160.1
Pycnoporus_sanguineus_D025
'aﬁgr%lmetss_sa nguinea_KF850156.1
Trametes_sanguinea_KP012989.1
Pycnoparus_cinnabarinus_AF383769.1
Pycnoporus_sanguineus_FJ372672.1
Pycnoporus_coccineus_KP255840.1
96'B’[ljroaunrwetesfsangluil'veeLKJESE.ljzos 1

88.7/92

[ | 90-2/91

43.1/89

23.3/66

Trametes_punicea_D123
84 97100 "
1001100 [Ijrametes_pu nicea_KP012988.1
Pycnoporus_puniceus_FJ372685.1

Lentinus_scleropus_GU207310 .1

0
80, 1’100Lentlnusﬁslnalu\usﬁGU207311 1

Lentinus_escleropus_D039
Lentinus_sp._ D096
Lentinus_polychrous_KP283486.1
58_9?:3'6{jeor10t|nus_squarrosulus_LGOGB?QE 1
Lentinus_squarrosulus_JQ868749.1
Lentinus_bertieri_isolate_GU207307.1
Lentinus_crinitus_D069
Lentinus_crinitus_JQ955723 1
Lentinus_bertieri_GU207304 .1
859\ 0%inus_crinitus_ KM411482.1
Perenniporia_tephropora_D124

81.6/98

1 99 4/100

96.5/100

99.8/100

EB'E{ggrgennipL:lriaitepI'|rt:|pt:\r:s|7D1 92

B87.2/98 72.6/69

Perenniporia_tephropora_JN048763.1
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Figura 7: Reconstrucao filogenética da familia Polyporacea a partir do alinhamento dos nucleotideos relativos aos
fragmentos da regido ITS (rDNA). Valores de bootstrap foram gerados a partir do método de Méxima
Verossimilhanga (1.000 bootstrap). Duas sequéncias da espécie (Boletopsis leucomelaena e Hydnellum
geogenium) foram utilizadas como grupo externo. Em negrito, apresentam-se as sequéncias obtidas neste trabalho.
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Polyporaceae: a sequéncia de Trametes elegans D024 adquirida neste trabalho se agrupou
com a sequéncia da mesma espécie, com valor estatistico 96% de bootstrap (Figura 7). Trametes
elegans D105 formou clado secundario com a sequéncia da mesma espéecie com suporte de 98% de
bootstrap. Daedaleopsis flavida D080 agrupou com a sequéncia de Trametes elegans D105 com
suporte de 61%. Filogeneticamente a relacdo entre D. flavida e T. elegans ja havia sido observada por
Justo e Hibbett (2011) por apresentarem estreita relacdo taxondmica (GILBERTSON &
RYVARDEN, 1987). De acordo com Justo & Hibbett (2011) apresenta basidioma pileado,
himendforo poroso, sistema hifalico trimitico. As demais sequéncias de T. elegans agruparam com a
sequéncia da mesma espécie com suporte acima de 60% de bootstrap. Lenzites elegans D116 e
Trametes elegans D083 formaram clados afastados dos demais T. elegans, poderia ser explicado por
terem sido coletados em municipios diferentes. Esses espécimes agruparam-se com valor de suporte
96% de bootstrap e formaram clados secundarios com T. elegans oriundo do GenBank dando suporte
a identificacdo, e considerando caracteres morfolGgicos da espécie coletada no Amazonas confirma-
se como membros do género Trametes.

Pycnoporus sanguineus D025 agrupou com Pycnoporus sanguineus oriundo do GenBank
com valor estatistico de suporte de 99% e Trametes punicea D123 com valor estatistico de 100%.
Pycnoporus é um género intimamente relacionado com Trametes, sendo morfologicamente
semelhante em todos os caracteres, exceto a notdvel cor vermelho-alaranjado brilhante dos
basidiomas (RYVARDEN, 1972). P. sanguineus € encontrado em troncos de quase todos os tipos de
madeira, sendo comum em locais abertos e ensolarados e facilmente reconhecivel pelo basidioma
vermelho alaranjado (GILBERTSON & RYVARDEN, 1987, GUGLIOTTA & BONONI 1999), as
mesmas caracteristicas morfoldgicas ocorrem para Trametes punicea diferindo por superficie
himenial pordide, poros irregulares, grande por poros maiores em relagdo a P. sanguineus
(RYVARDEN, 1972). Sendo assim, considerando os dados morfologicos pode ser confirmada a
identificacdo desses espécimes coletados no estado do Amazonas como P. sanguineus e T. punicea.

Coriolopsis polyzona D173, D145, D059, D028 e Trametes polyzona D077 formaram clados
com as sequéncias da mesma espécie com suporte estatistico acima de 70% de bootstrap. Deste modo,
analisando as caracteriscas morfologicas, pode ser confirmada a identificacdo dos espécimes neste
trabalho como C. polyzona. De acordo com Ryvarden e Johansen (1980), os basididsporos desta
espécie sdo oblongos a ligeiramente elipsoides, hialinos, com parede fina e lisa, (4,5-) 5-8,5 x (2-)
2,5-3,5 um e o tamanho varia consideravelmente dentro de uma colegdo. C. polyzona apresenta

formato do basidioma bastante variavel, dimidiado, flabeliforme a reniforme, as vezes reflexo com
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uma base efusa. Apresenta muita semelhanga com espécimes do antigo Trametes hirsuta (Wulf.:Fr.)
Pilat, seus basidiomas se tornam ocréceos a castanho escuros apds varios anos em cole¢des. O género
Coriolopsis, as vezes, considerados como pertencentes a Trametes (SINGER, 1961).

Lentinus scleropus D039, Lentinus sp. D096 e Lentinus crinitus D069 formaram clados
primarios e secundarios com as sequéncias do GenBank apresentando 99 e 100% de suporte de
bootstrap respectivamente. Analisando o resultado da consulta ao banco de dados do GenBank através
da ferramenta BLASTN, a sequéncia de Lentinus scleropus D039 demostrou similaridade de 84 %
com a sequéncia Lentinus striatulus D096 precedido de baixos valores de query coverage (33%). O
género apresenta-se como de podriddo branca, esporos hialinos e lamelas decorrentes (SEELAN,
2015). De acordo com Hibbert e Vilgalys (1993), a maioria das espécies de Lentinus forma um grupo
polifilético. As andlises de dados moleculares dessa espécie nesse estudo ainda sdo inconclusivas e
estudos futuros, com a obtencdo de novas sequéncias serdo necessarios para a real elucidacdo do
posicionamento filogenético dessa espécie.

Perenniporia tephropora D124 e Perenniporia tephropora D192 obtidas neste trabalho
agruparam-se com a sequéncia da mesma espécie, com alto valor estatistico (100% de bootstrap).
Perenniporia truncatospora D128 formou clado secundario com a sequéncia do GenBank de
Perenniporia truncatospora JN04878.1, apresentando (95% de bootstrap). Relatos de Lin e Cui
(2013), confirmam em seu estudo que linhagens de Perenniporia apresentam-se monofiléticas
suportados com 100% de confianca através de analise Bayesiana e de Parciménia.

Favolus aff.tenuiculus D099 apresentou formacéo de clado com Polyporus coltricioides D040
suportado com confianca 100% de bootstrap, a relacdo de Favolus com Polyporus ja havia sido
observada em estudos por Sotome e col. (2008) as relagdes entre o género Favolus e Polyporus
grammocephalus tém sido sustentados com base nas caracteristicas taxonémicas.

Mycobonia flava D122 formou clado secundario com a sequéncia Mycobonia flava oriunda
do GenBank suportado com confianca de 99% de bootstrap. Estudos realizados por Ugeri e Cargas
(2010) confirmam a formag&o de um clado irmé&o de Pseudofavolus com Mycobonia, com suportes
estatisticos de 99 e 80% de bootstrap, respectivamente, através da andlise de parcimonia e de
verossimilhanca.

O grupo representado pela familia Ganodermatacea (Figura 8) mostra Ganoderma tornatum
D089 formando clado com a sequéncia de Ganoderma tornatum do GenBank JQ514110.1 entretanto,
com baixo valor de suporte (11%). Essa falta de resolugéo na analise das arvores filogenéticas podem

ser resultado de recente divergéncia entre as espécies e consequentemente uma separacao incompleta
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entre as linhagens. As analises de dados moleculares dessa espécie nesse estudo ainda sdo
inconclusivas sendo necessario obtencdo de novas sequéncias que permitirdo a elucidacdo do
posicionamento filogenético.

A espécies de Ganoderma orbiforme D103 formou clado com as sequéncias brasileiras do
GenBank com alto valor de bootstrap 100%. De acordo com Moncalvo e Ryvarden, (1997), o género
Ganoderma € caracterizado por apresentar basididsporos de parede dupla com vértice truncado e
enddsporos ornamentados. Especimes brasileiras de Ganoderma formam um grupo monofilético
(LIMA-JUNIOR e col., 2014).
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Figura 8: Reconstrugdo filogenética da familia Ganodermataceae a partir do alinhamento dos nucleotideos relativos aos
fragmentos da regido ITS (rDNA). Valores de bootstrap foram gerados a partir do método de Maxima Verossimilhanca
(1000 bootstrap). Trés sequéncias da espécie (Perenniporia medulla-panis) foram utilizadas como grupo externo. Em
negrito, apresentam-se as sequéncias obtidas neste trabalho.
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Amouroderma intermedium D141 formou clado com alto valor 100% com Amouroderma
intermedium do GenBank. Amouroderma é um grupo monofilético bem delimitado em
Ganodermataceae 100% de bootstrap para maxima verossimilhanca (ML). De acordo com Furtado
(1965), Amauroderma é geralmente considerado género muito proximo ao grupo de Ganoderma.
Sua identificagdo deve ser feita com muita cautela. Caracteristicas morfoldgicas, como a consisténcia
e 0 tamanho do basidioma, tamanho dos poros e forma dos basididsporos mostrar-se como caracteres
importantes para esclarecer a topologia da reconstrucéo filogenética (MONCALVO e col., 1995).

Em Fomitopsidaceae (Figura 9), a sequéncia de Fomitopsis nivosa D072 e Fomitopsis nivosa
D119 obtidas neste trabalho agruparam-se com a sequéncia Fomitopsis da mesma espécie, suportados
com 74% de bootstrap. A sequéncia de Fomitopsis durescens D114 formou clado com Fomitopsis
durescens KF937293.1 oriunda do GenBank. Gilbertson e Ryvarden (1986), definem Fomitopsis
como fungos de podriddo parda apresentando basidiocarpos resistente raramente anuais ou perenes,

com uma superficie branca, bronzeado ou rosadas, esporos pequenos, poros regulares.
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Figura 9: Reconstrucéo filogenética da familia Fomitopsidaceae a partir do alinhamento dos nucleotideos relativos aos
fragmentos da regido ITS (rDNA). Valores de bootstrap foram gerados a partir do método de Méaxima Verossimilhanca
(1.000 bootstrap). Duas sequéncias da espécie (Trametes versicolor) foram utilizadas como grupo externo. Em negrito,
apresentam-se as sequéncias obtidas neste trabalho.
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O sistema hifalico apresentam-se dimitico ou conexdes trimitico e grampo de conexao
formando hifas generativas. Kim e col. (2007) analisaram a filogenia dos tdxons de Fomitopsis,
mostraram que o género é heterogéneo, com trés grupos ou ramos. O grupo apresenta espécie tipo do
género F. pinicola também inclui F. palustres.

Stereum sanguinolentum D134 (Figura 10) mostrou valor baixo de bootstrap (45%) formando
clado com Stereum sanguinolentum do GenBank. Surgere-se novas analises para elucidar o

posicionamento filogenético dessa espécie.
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Figura 10: Reconstrucdo filogenética da familia Stereaceae a partir do alinhamento dos nucleotideos relativos aos
fragmentos da regido ITS (rDNA). Valores de bootstrap foram gerados a partir do método de Maxima Verossimilhanca
(1000 bootstrap). Duas sequéncias das espécies (Laxitextum incrustatum e Laxitextum bicolor) foram utilizadas como
grupo externo. Em negrito, apresentam-se as sequéncias obtidas neste trabalho.
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A familia Meruliaceae (Figura 11) apresenta as sequéncias de Flavodon flavus D046 e
Flavodon flavus D118 agruparam-se com a sequéncia da mesma espécie deste trabalho suportados
com alto valor de confianca (100% de bootstrap). O BLASTn da sequéncia demonstrou similaridade
de 100% com sequéncias Flavodon flavus do GenBank. Segundo Ryvarden (1973), Flavodon flavus
é caracterizada por apresentar cor amarelada, e possuir sistema hifalico monomitico. Sendo assim,
considerando os dados morfoldgicos pode ser confirmada a identificacdo desses espécimes coletados

no estado do Amazonas como F. flavus.
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Figura 11: Reconstrucdo filogenética da familia Meruliaceae a partir do alinhamento dos nucleotideos relativos aos
fragmentos da regido ITS (rDNA). Valores de bootstrap foram gerados a partir do método de Maxima Verossimilhanca
(1000 bootstrap). Duas sequéncias da espécie (Trametes versicolor) foram utilizadas como grupo externo. Em negrito,
apresentam-se as sequéncias obtidas neste trabalho.
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Em Pleurotaceae (Figura 12) a sequéncia de Pleurotus djamor D111 apresentou clado
secundéario com Pleurotus djamor KJ754108.1 com valor de 99% de bootstrap. Estudo realizado por
Imtiaj e col. (2011) usaram sequéncias que é suportado por analise filogenética, os quais mostraram
estirpes de Pleurotus coletadas de diferentes ambientes que tém uma pequena variacdo genética no
caso de espécies diferentes. Algumas estirpes pertencentes a mesma espécie mostrou 100% de
semelhanca, mesmo aqueles coletados em diferentes regifes, sugerindo que os estirpes que foram

estudadas poderiam ser distribuidos de um ancestral comum.
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Figura 12: Reconstrugdo filogenética da familia Pleurotaceae a partir do alinhamento dos nucleotideos relativos aos
fragmentos da regido ITS (rDNA). Valores de bootstrap foram gerados a partir do método de Maxima Verossimilhanca
(1000 bootstrap). Sequéncia da espécie de Trametes versicolor foi utilizada como grupo externo. Em negrito, apresentam-
se as sequéncias obtidas neste trabalho.

O género Sebipora (Figura 13) apresenta a sequéncia da espécie Sebipora aquosa D107 que
formou clado com Sebipora aquosa HQ659240 suportados com valor de confianga 82% de bootstrap.
Sebipora possui hifas monomitica representante dos fungos de podriddo branca e espécies com
esporos com paredes finas (MIETTINEN e RAJCHENBERG 2012).
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Figura 13: Reconstrucdo filogenética de Sebipora pertencente a ordem Polyporales a partir do alinhamento dos
nucleotideos relativos aos fragmentos da regido ITS (rDNA). Valores de bootstrap foram gerados a partir do método de
Méaxima Verossimilhanca 1000 bootstrap). Duas sequéncias da espécie (Trametes versicolor) foram utilizadas como
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grupo externo. Em negrito, apresentam-se a sequéncia obtidas neste trabalho.

Schizophyllum (Figura 14) agrupou com a sequéncia da mesma espécie Schizophyllum
commune D64 e D86 deste trabalho, suportados com confianca de 99% de bootstrap). Nuhu e col.
(2010) avaliaram a diversidade genética e exigéncias fisico-quimicas para o crescimento vegetativo
em diferentes cepas de Schizophyllum, e demonstraram que a regido ITS do rDNA é muito Util para

avaliar relacGes filogenéticas em niveis taxonémicos dos espécimes coletados em varias localidades

geograficas.
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Figura 14: Reconstrugdo filogenética da familia Schizophyllaceae a partir do alinhamento dos nucleotideos relativos aos
fragmentos da regido ITS (rDNA). Valores de bootstrap foram gerados a partir do método de Méaxima Verossimilhanga
(1000 bootstrap). Sequéncia da espécie de Trametes versicolor foi utilizada como grupo externo. Em negrito, apresentam-
se as sequéncias obtidas neste trabalho.

6.4 Anélise por MALDI-TOF Espectrometria de Massa

Das 43 culturas puras de Agaricomycetes, apenas 26 foram possiveis de submissdo a analise
IC /MALDI-TOF/MS. A técnica por MALDI-TOF Espectrometria de Massa tornou-se mais
recentemente um método popular para a identificacdo de fungos filamentosos e leveduras (AMIRI-
ELIASI e FENSELAU, 2001, VALENTINE, e col., 2002; SU e TSENG, e col., 2007, SANTOS e
col., 2009), uma vez que anteriormente eram utilizados apenas para a analise de virus e bactérias
(SHAW e col., 2004). Até o momento existem pouquissimos trabalhos que relatam o uso do MALDI-
TOF na identificacdo de Agaricomycetes (Basidiomycota).

O dendograma construido a partir do perfil de proteinas ribossomais obtidas por MALDI-

TOF/MS dos Agaricomycetes isolados no Estado do Amazonas ficou dividido em 9 ramos com nivel
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de proximidade variando de pouco mais de 10 a aproximadamente 700, apresentado como grupo
externo, Xylaria sp. D160 com aproximadamente 900 de distancia genética. O que esta de acordo
com o esperado, uma vez que essa amostra é de um Ascomycetes.

Os espécimes aqui analisados foram somente 0s que agruparam-se como sendo da mesma
espécie.

O dendograma com base nos perfis protedmicos por MALDI-TOF/MS das amostras de
Agaricomycetes avaliadas neste estudo esta apresentado na Figura 15. Alguns géneros formados com
base na analise filogenética (protebmica) foram semelhantes aos obtidos no dendrograma fenotipico.
De acordo com o dendrograma proteémico construido, apresenta-se Trametes elegans D088 e T.
elegans D083; T. elegans D079 e T. elegans D249; T. elegans D094 e T. elegans D024; T. elegans
D078 e T. elegans D030 os quais apresentaram as mesmas proteinas ribossomais conforme seus
respectivos clados e, portanto, tratar-se da mesma espécie. Esses dados sao confirmados através dos
caracteres morfoldgicos e resultados moleculares deste trabalho, esses espécimes formaram clados
com valor estatistico acima de 70 % bootstrap. De acordo Justo e Hibbett (2011) os Trametes
apresentam basidioma pileado, himendforo poroso, sistema hifalico trimitico.

Os demais Trametes ficaram agrupado em grupos diferentes o que indica que eles precisam
ser novamente avaliados, pois a diferenca pode ser apenas a organizacdo dos dados na montagem do
dendograma ou diferenca na quantidade de amostra analisada.

Fomitopsis durescens D114 e F. nivosa D072 formaram clado, embora serem espécies
distintas apresentaram as mesmas proteinas ribossomais. Diante dos dados moleculares observados
neste trabalho F. durescens D114 formou clado com Fomitopsis durescens KF937293.1 oriunda do
GenBank, enquanto que F. nivosa D072 agrupou com a sequéncia F. nivosa D119 da mesma espécie
obtida neste trabalho, suportados com 74/74% bootstrap. Morfologicamente F. durescens apresenta
superficie do pileo glabro minuciosamente tomentoso, cor creme palido lustre; poros circulares a
angulares, 4 x 5, enquanto que, F. nivosa apresenta poros 6 — 8 por mm; basidiésporos cilindricos,
(6-) 7-9 x 2-3 um,; cistidios 12-15 x 4-5 um. Gilbertson e Ryvarden (1986), definem Fomitopsis como
fungos de podriddo parda, com uma superficie branca, bronzeado ou rosadas.

Schizophyllum commune D064 e S. commune D104 formaram clado os quais apresentaram
as mesmas proteinas ribossomais, deste modo, tratar-se da mesma espécie. Esses dados sdo
confirmados através dos caracteres morfologicos e resultados moleculares deste trabalho suportados
com confianca (99.4/99 % bootstrap). O BLASTN da sequéncia da regido Its para essa especie

demonstrou similaridade de 99 % com dados do GenBank. Sendo assim, considerando tais dados
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pode ser confirmada a identificacdo desses espécimes coletados no estado do Amazonas como S.
commune. Nuhu e col. (2010) avaliaram a diversidade genética cepas deste fungo, pois demonstraram
que Its do rDNA € muito util para avaliar relacdes filogenéticas em niveis taxondmicos dos especimes

coletados em varias localidades geograficas.
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Figura 15: Dendograma por espectrometria de massa, MALDI-TOF de Agaricomycetes isolados no Estado do
Amazonas, adquiridos com uma matriz DHB em escala de massa de peptideo até m/z 2000.

Diante dos resultados obtidos por meio de dados espectrais foram observados padrdes de pico
exclusivo para os fungos com similaridade das proteinas ribossomais, o que refere-se a porcentagem
de identidade para a quantidade de valores idénticos em massa ou seja exata determinagdo da massa
molecular das referidas proteinas (Figura 16).

Trabalhos utilizando a técnica de MALD-TOF identificaram espécies dos géneros Serpula,
Coniophora e Antrodia, que sdo representantes de fungos degradadores de madeira na Europa.

Experimentos utilizando micélios de Basidiomycetes (trés fragmentos de espécies semelhantes que
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eram irreconheciveis por métodos tradicionais) foram submetidos a analise por IC/MALDI-TOF/MS
(por exemplo, S. lacrymans e S. himantioides). A rapida e clara diferenciacdo foi obtida por padrbes
de pico exclusivo (SCHMIDT e KALOW, 2005).
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Figura 16: Apresenta os espectros de massa analisados por MALDI-TOF das amostras dos Agaricomycetes. O dltimo
espectro de cor amarela indica a amostra controle de Escherichia coli.
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De acordo com Huckfeldt (2003), os sinais espectrais de células intactas podem ser
influenciados pelo fen6tipo em Agaricomycetes por diferentes fases em seu ciclo de vida ou seja nos
basidiomas, basidiosporos, e pela diferenciacdo entre superficies miceliais

Analisando espectros da espéecie de T. elegans D078 e T. elegans D030 tomando como
exemplo essas amostras, verificou-se a similaridade por padrdes de pico (ions) para essa espécie
(Figura 17). Os sinais dos espectros estdo associados como ja mencionado a numerosos compostos
peptideos/proteinas, esses compostos sdo de extrema importancia para a classificagdo taxonémica

desses organismos.
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Figura 17: Exemplo de uma analise da espectrometria de massa dos peptideos que formam uma escala de massa de
compostos da espécie Trametes elegans D030 com T. elegans D078. Os picos (ions) detectados sdo destacados em azul
e amarelo. Considerando que os picos mais elevados indicam a correspondéncia de posi¢des de pico entre ambas as

espécies nos espectros.

Ainda ndo é conhecida a identidade dos sinais para fungos Agaricomycetes, por ndo existir
pesquisa de banco de dados de sequenciamento de peptideos desse grupo de fungos, porém o presente

estudo demonstra que MALDI-TOF/MS é capaz de diferenciar e agrupar fungos Agaricomycetes.
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6.5 Atividades Larvicidas

Dos 66 extratos fangicos de Agaricomycetes oriundos do micelio, seis apresentaram
potencialidade letal contra larvas de 3° estadio de A. aegypti (Tabela 7). Nesse estudo os melhores
resultados para os extratos do micélio corroboram com aliteratura (BUCKER e col., 2013),
confirmam ser os extratos oriundos do micélio os que apresentaram resultados mais satisfatérios no
combate as larvas de A. aegypti em comparacdo com 0s extratos aquosos de ambos os fungos
Pycnoporus sanguineus e Pestalotiopsis virgulata. Nesse trabalho apresentado somente 9 % dos
extratos testados apresentaram resultados promissores para o controle de larvas de A. aegypti (Tabela
6), 0 que difere dos resultados encontrados por Bucker e col., (2013). Priyanka e col., (2001)
constataram que o filtrado da cultura de Chrysosporium stephensi apresentou atividade tdxica para
as larvas do mosquito de Anopheles tropicum.

Thongwat e col. (2015) em seu estudo selecionou quatro géneros e duas espécies de fungos
Thaeogyroporus porentosus, Xylaria nigripes, Chlorophyllum sp e Steccherinum sp os resultados
apresentaram atividade larvicida contra A. aegypti com mortalidade variando de 10% - 70% e 18% -
90% de tempo de exposicdo de 24 e 48 horas, respectivamente. O extrato bruto em meio aquoso de
Steccherinum sp, ap6s 48 horas de exposi¢do, ndo mostrou qualquer atividade larvicida a 1.000 ppm,
enquanto que a partir do extrato etandlico, ap6s 24 horas de exposicao, apresentou concentracao letal
50% e 90% de 203 ppm e 412 ppm, respectivamente, com niveis mais elevados de mortalidade ap6s
48 horas de exposicao

El-Sayed e col. (2016) analisaram diferentes extratos de folhas de Nerium oleander para
avaliar a relacdo de poés-tratamento de toxicidade utilizando temperatura contra Culex pipiens.
Mostraram que 0 extrato éter dietilico foi 0 que apresentou maior concentracédo letal, com CLsg de
10500 mg/I. O valor de CLsg, a 10 °C foi superior a 35 °C. A CLso do extrato éter dietilico diminuiu
significativamente a duracdo larval, duracdo pupal, porcentagem de pupa, longevidade de fémeas,

fecundidade e indice de atividade de oviposigao.



68

Tabela 5: Cddigo e nome cientifico dos extratos flngicos promissores para o controle de larvas, selecionados os que
apresentaram melhores resultados de mortalidades controle de larvas de A. aegypti, utilizados nos bioensaios.

Cddigo Nome Cientifico
D025 Pycnoporus sanguineus
D046 Flavodon flavus
D078 Trametes elegans
D080 Daedaleopsis flavida
D103 Ganoderma orbiforme
D119 Fomitopsis nivosa

Outro aspecto avaliado no presente estudo esté relacionado ao tempo de maior mortalidade e
os valores percentuais da mortalidade das larvas de A. aegypti, em diferentes concentracoes e extratos
de Agaricomycetes, coletados nos municipios do Estado do Amazonas nos intervalos de 24, 48 e 72
horas (Tabela 7). Diante dos resultados dos extratos promissores pode ser observada maior
mortalidade na leitura de 24 horas nas diferentes concentrac@es testadas, demostrando um efeito
residual impactante; nos outros intervalos de tempo a mortalidade foi maior, com excecéo do F.
flavus D046 que produziu uma maior mortalidade em 48 horas com 44 % na concentracao de 5.000
ppm.

De acordo com Seleena e Lee (1994) foi analisada a atividade inseticida de um isolado de
Aspergillus niger da Malasia. Bioensaios mostraram que larvas de A. eagypti apresentaram maior
sensibilidade em relacdo a Anopheles maculatus. A. aegypti e Cx. quinquefasciatus foram suscetiveis

para cultura aquosa de A. niger em 72 horas, mas nao eficaz para 24 e 48 horas.
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Tabela 6. Porcentagens de mortalidade observados nos bioensaios utilizando os extratos miceliais fangicos contra larvas
de A. aegypti (cepa Rockfeller).

Dose/ Leitura: ppm / 24 horas Dose/ Leitura: ppm / 48 horas Dose/ Leitura: ppm / 72 horas
C 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 © 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 © 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000

025 MO0% 0,1 6 16,6 34,6 42 56,6 0,2 4 7,2 6 30 6,6 0,3 7,2 26,6 6 17,2 5,2
046  MO% 0,1 28,68 8 15,2 28 30 0,2 2,6 16 39,2 38,6 44 0 4,6 5,2 8,6 6 8,6
078 MO0% 0 3,2 42 12 3,2 10,6 0 9,2 10,6 9,2 20,6 8 0,1 28 2,6 7,2 14,6 4
080 MO% 0 15,2 57,2 65,2 47,2 58,6 0,1 14,6 8 28,6 29,2 25,2 0,1 2,7 4,6 3,2 2,7 8,6
103 MO0% 0 39,2 42,6 38 40 62 0 0 6 11,2 11,2 21,2 0,1 2,7 4,6 3,2 2,7 8,6
119 MO% 0,1 10,6 27,2 40 43,25 64 0,1 8,6 4,6 8,6 6 8,6 0,1 9,2 8 13,2 16,6 13,2

50 larvas em cada dosagem onde C=controle, MO%= porcentagem de mortalidade.

A maior mortalidade encontrada em 24 horas na concentracdo de 1.000 ppm ocorreu para o
extrato micelial do fungo G. orbiforme D103 com mortalidade de 39,2 % (Tabela 7). Na
concentracédo de 2.000 ppm, o maior valor de mortalidade foi obtido para D. flavida D080 com 57,2
%, seguida do G. orbiforme D103 com 42,6 %. Na concentracdo de 3.000 ppm a mortalidade
continuou crescente (65,2%), seguida de melhor valor de mortalidade do F. nivosa D119 com 40 %.
Na concentracdo de 4.000 ppm repetiu-se a melhor mortalidade para D. flavida D080 e F. nivosa
D119 com 47,2 e 43,2 % respectivamente. Na Ultima concentracdo 5.000 ppm o maior valor de
potencialidade letal ocorreu para o F. nivosa D119 com 64 % seguido do G. orbiforme D103 com
62%, e na sequéncia o P. sanguineus D025 com 56, 6 % de mortalidade.

Os dados aqui apresentados concordam com resultados de Bucker e col. (2013). O extrato
micelial acetato-etan6lico de Pycnoporus sanguineus foi bastante efetivo contra as larvas de 3°
estadio de A. aegypti, promovendo mortalidade de 98% em 500ug/mL e de até 67% para a metade
da concentracdo, 250ug/mL. O extrato micelial que também apresentou resultado positivo foi obtido
a partir do endofito Pestalotiopsis virgulata, apresentando maior eficacia do que o fungo
Basidiomycetes P. sanguineus, com 100% de mortalidade em 500ug/mL e de até 81 % para a metade
da concentragéo, 250pg/mL.

Na Tabela 8 encontram-se as equagdes das retas de regressao linear e os valores de CLso e
CLgo dos extratos tdxicos para A. aegypti.

Dos extratos testados foi verificado quanto a toxicidade frente ao inseto alvo que somente o
extrato de P. sanguineus D025 apresentou resultado significativo (P<0,05).

A concentracdo letal dos extratos para matar 50 % e 90 % da populagéo-alvo, para possibilitar

a comparacdo com outros trabalhos, foi adotada como padrdo para analise a leitura de 24 horas e
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também pelo fato de ser neste tempo observada maior mortalidade. O extrato de P. sanguineus D025
foi o mais efetivo entre os estudados, mostrando valor de CL50 =13,44 ppm nos testes com A.
aegypti, porém, nenhum efeito tdxico foi observado nos bioensaios com o extrato Trametes elegans
D078 com A. aegypti.

Os demais extratos ndo foram possiveis de analise sendo necessario a reavalia¢éo, e aumento
do n amostral.

Trabalhos com resultados larvicidas para controle de A. aegypti utilizando diferentes plantas,
comuns no nordeste do Brasil, apresentaram eficacia contra larvas de terceiro estadio de A. aegypti
tais como as de Citrus citratus (CLso =69 ppm), Ocimum americanum (CLso =67 ppm), Lippia.
Sidoides (CLso =63 ppm) e Ocimum gratissimum (CLso =60 ppm) (CAVALCANTI e col., 2004).
Outros estudos como o de Singh e col., (1988) mostraram resultados com plantas, o extrato de Eclipta
paniculata apresentados valores CLgo € CLso € 17,2 e 3,3 mg/l, respectivamente eficazes contra A.
Aegypti e Anopheles stephensi no terceiro estagio larval.

Em estudo semelhante, a atividade larvicida foi observada por Silva e col. (2004) em taninos
isolados de Magonia pubescens (Sapindaceae), sobre A. aegypti. EI-Sayed e col. (2016) relataram
que Nerium oleander provoca inibicdo significativa do crescimento e mortalidade em estadios de

desenvolvimento de A. aegypti.

Tabela 7: Concentragdo letal de extratos de fungos encontradas em testes com larvas de Aedes aegypti.

Extrato Espécies Equacdo de regressio CLso (IC o,05) CLoo (IC 0,05) N X2 t
D025 Y=(-1,83+5) +2,76*Log x 4,61(3,878-6,127) 13,44(8,849-36,557) 50 0,38 0,13
D046 Y=(-0,86+5) +0,22*Log x  6014,9(*) 0,24(*) 50 10,49 3,49
D078 Aedes Y=(-0,92+5) + 033*Log x 0 0 50 38,23 12,74
D080  aegypti  Y=(-0,60+5) +1,39*Logx  2,73(*%) 22.60(*) 50 15,25 5,08
D103 Y=(-0,34+5) +0,49*Log x 5,06(*) 2062,62(*) 50 5,63 1,87
D119 Y=(-1,02+5) +1,91*Log x 3,45(*) 16,21(*) 50 10,21 3,4

(*) ndo apresentou significancia ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).

Graficamente, comparac@es entre o nivel de patogenicidade dos extratos foram realizadas e
estdo representadas na Figura 18. Os resultados mostram valores de probit de 5,3 na maior
concentracéo testada utilizando o extrato de P. sanguineus D025 para o controle de larvas de A.
aegypti, enquanto o extrato de F. flavus D046, nas mesmas condicOes, apresentaram probit de 4,29.
No entanto, na observacdo seguinte os valores de mortalidades foram semelhantes P=5,35 para 0s

extratos de P. sanguineus F. flavus e T. elegans no controle de A. aegypti, na mesma concentragéo.
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Figura 18: Regressdo linear dose-probit da mortalidade das larvas de Aedes aegypti observados em bioensaios com
extratos oriundos do micélio de Agaricomycetes sendo A=24 horas de observacdo e B= 48horas de observacao gréaficas
dos resultados de dose/resposta no intervalo de 24 horas com valores de Probit dos extratos oriundos do micélio de
Agaricomycetes contra larvas de 3° estadio de A. aegypti.

Kumari e col. (2014) em uma reviséo realizada com diferentes micro-organismos de interesse
para novos inseticidas, ressaltaram que 700 espécies de fungos sdo descritas como patdgenos para
insetos. Esses autores relatam também que metabolitos secundarios de Beauveria spp atuam como
controladores de A. aegypti (QUESADA-MORAGA e VEY, 2004, FARIAS e col., 2010). No
presente estudo pode-se verificar que o extrato de P. sanguineus na concentragdo de 5.000 ppm, em
24 horas, apresenta mortalidade de 5,3 probit para larvas de A. aegypti, o que confere a este fungo,

um alto potencial entomopatogénico.
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7 CONCLUSOES

As coletas realizadas nos 12 municipios do Estado do Amazonas foram relevantes no
conhecimento sobre a diversidade de fungos Agaricomycetes, com a adigdo de 26 novos registros
para o Estado, 05 para o Brasil e 01 espécie nova para a ciéncia;

A utilizacdo de ferramentas moleculares apresentou grande importancia na confirmacéo da
identificacdo dos espécimes coletados e posicionamento de géneros e espécies. Utilizando a técnica
MALDI-TOF/MS foi possivel diferenciar e agrupar fungos Agaricomycetes;

A atividade larvicida apresentou-se eficaz, seis fungos apresentaram substancias bioativas
com potencialidade letal contra larvas de 3° estadio de A. aegypti. O extrato de P. sanguineus,
apresentou mortalidade de 5,3 probit para larvas de A. aegypti, o que confere a este fungo, um alto
potencial entomopatogénico. Os demais extratos ndo foram possiveis de analise sendo necessario
para avaliacdo, e aumento do n amostral.
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Artigo 1

A maior regido de floresta tropical do planeta é a floresta amazdnica, da qual 3,7 milhdes de
quildmetros quadrados estdo no Brasil Ela apresenta em todos os seus aspectos uma
magnitude Gnica, com a maior bacia hidrografica e a regido de maior biodiversidade. Por
consequéncia. o Brasil classifica-se como o primeiro em plantas, peixes de dgua doce e
mamiferos, o segundo em anfibios e vertebrados (excluindo os peixes) e o terceiro em aves.
Boa parte dessas espécies habita essa floresta. Entretanto, os mesmos relatorios que
divulgam essas estatisticas referem muito pouco a diversidade microbiana — fungos,
bactérias e outros seres microscopicos — tanto no que diz respeito ao planeta como um todo,
quanto em relagiio 8 Amazdnia. E ao se levar em consideragio a rapidez das alteragSes
ambientais neste bioma, em particular, constata-se urgéncia de se realizar mventarios de sua
microbiota para dar conta da diversidade de espécies fiingicas. E obrigagio estratégica do
govemo brasileiro promover um levantamento sistémico de dados que possa retratar um bem
cultural, visando o conhecimento, a exploragiio e a protegiio do acervo de uma regido que
requer sobretudo um estudo de habitats,
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Artigo 2

Mycosphere Do1 10.5943 /mycosphere/3/4/4

Cantharellus amazonensis, a new species from Amazon
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Wartchow F, Santos JC. Fonseca MDP 2012 — Cantharellus amazonensis, a new specis from
Amazon. Mycosphere 3(4), 414418, Do1 10.5943 /'mycosphere/3/4/4

Cantharellus amazonensis 1s described as a new species from the Amazon. It 1s characterized by the
contrasting red pileus with yellow folds and stipe, the basidiospores size and thin-walled pileipellis
hyphae. A description, discussion, photograph and line drawings are provided.
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