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INTRODUCAO

Os fungos s@o muito importantes para a vida humana. Estdo presentes diariamente em nossas
vidas e muitas vezes esquecemos tal importancia. No entanto, ndo notamos essa real participagao,
sendo que na maioria dos casos fungos sdo apenas lembrados pelo seu lado negativo, ou seja, pelos
danos que alguns deles causam (como parasitando plantas, problemas de alergias e micoses em
pessoas ou animais) e os beneficios infelizmente sdo esquecidos. Direta ou indiretamente, todos os
dias as pessoas sdo beneficiadas por produtos originados pela a¢do dos fungos, como exemplo, a
acdo fermentativa de fungos para a fabricacao de paes, massas e a sintese de alcool etilico e didxido
de carbono, processos imprescindiveis na produg¢do de bebidas como cerveja e vinho. Algumas
espécies proporcionam sabor e aroma distintos em diferentes tipos de queijos. A producdo de
cogumelos comestiveis, comum entre populacdes de outros paises, € uma pratica biotecnoldgica que
vem crescendo a cada dia no Brasil. Ndo devemos esquecer sua importancia na industria
farmacéutica e a grande descoberta da penicilina. Com o desenvolvimento da biotecnologia, muitas
espécies de fungos estdo sendo estudados para aplicagdo no tratamento de residuos industriais téxteis
e papeleiros de dificil degradacdo, no tratamento de esgotos e biorremediacdo de solos
(descontaminacao de solos pela acao dos fungos).

Os fungos representam vdrios grupos, sendo popularmente conhecidos como cogumelos,
mofos, bolores ou leveduras e apresentam vérios tamanhos, cores e formas. Existem milhares de

fungos em grupos distintos de acordo com caracteristicas comuns entre eles.

CARACTERISTICAS GERAIS DOS FUNGOS

Desde a década de 60, a partir de estudos morfolégicos, bioquimicos e citoldgicos, os fungos
deixaram de pertencer ao reino das plantas e passaram a ter um reino préprio chamado de Reino

Fungi. Ainda hoje € utilizada essa classificagdo, mas os avangos da biologia molecular e estudos



bioquimicos levaram a outras propostas de classificagdo em que os fungos e organismos afins foram
incluidos em trés diferentes reinos: Protozoa, Chromista e Fungi, como apresentado na 10* edi¢ao do
Dictionary of the Fungi (Kirk et al. 2008).

Os fungos sdo aclorofilados (ndo realizam fotossintese), eucariotos, a reproducdo pode ser
sexuada e/ ou assexuada por esporos, unicelulares (leveduras e quitridias) ou multicelulares (fungos
filamentosos), sdo organismos heterotréficos, apresentam nutricao por absor¢do, a parede celular €
constituida por quitina e B-glucanos, o glicogénio é a principal forma de armazenamento energético e
estdo presentes em diferentes substratos (dependendo do grupo de fungos).

Os fungos basidiomicetos mais conhecidos formam estruturas de reproduc@o macroscépicas e
sdo conhecidos popularmente por cogumelos e orelhas de pau, além de outros grupos que s@o menos
conhecidos que sdo os fungos gelatinosos, os “gasteromicetos”, as ferrugens e os carvoes. Estdo
presentes em ambientes aquaticos e terrestres, podem ser parasitas, saprobios e micorrizicos. Sao na
sua maioria saprofitas e participam da decomposicao de folhas, galhos e troncos, sendo encontrados
em uma grande variedade de substratos e em diferentes biomas. Sua grande importancia, em termos

ecoldgicos € o papel que desempenham na ciclagem de nutrientes.

PROTOCOLO DE COLETA DE BASIDIOMICETOS

2

E necessdrio estabelecer um protocolo para haver uma padronizacdo das coletas. Pode-se
fazer uma coleta aleatdria, onde buscamos em todos os substratos, abrangendo toda a drea, trilhas
pré-existentes (figura 1) e em todas as estacdes do ano. J4 através do uso de parcelas, ha uma
definicdo dos parametros estudados, como tamanho e forma das areas, tempo de coleta e demarcacao
de substratos.

Recomenda-se que a coleta seja realizada no periodo da manha para dispor do resto do dia

para a descricdo e preparo do material coletado. Devem-se evitar os periodos chuvosos, pois os



cogumelos ficam muito encharcados dificultando a secagem e havendo assim uma maior

possibilidade de embolorar.

Para a coleta, o material basico (figura 2) necessario é:

Z Maéquina fotogréfica: para tirar fotos dos cogumelos no local de coleta, pois muitos
deles até chegarem ao laboratério mudam algumas caracteristicas como coloracdo, tamanho, etc.

2 Faca ou canivete: para auxiliar a retirada do basidioma do substrato e sempre que
possivel, trazer junto parte do substrato.

2 Sacos de papel pardo: colocar individualmente a amostragem para evitar a mistura de
esporos. Acondiciond-los de forma a manter bastante ar no seu interior, evitando assim, danificar os
fungos coletados.

Z Caneta e caderneta: para anotar detalhes importantes como substrato, coloracdo, local

de coleta, etc.



Z Lupa de mio: para verificar algumas caracteristicas que posteriormente possam mudar
até a chegada ao laboratério.

= GPS: para georreferenciar o local de coleta.

2 Sacola de pléstico: para o transporte de todos os sacos de papel pardo.

2 Caixas diversas: para o transporte de espécimes frageis.

Figura 2: alguns dos materiais bdsicos para coleta.

Sempre devemos coletar um ndmero suficiente de basidiomas para que seja possivel fazer o
isolamento, a identificacdo e obter material de referéncia para depositar no herbdrio.

A figura 3 mostra uma ficha que auxilia muito nas coletas de campo onde consta grande
parte das caracteristicas que devem ser anotadas no momento da coleta. Posteriormente, no momento

da descricao dos materiais coletados, essa ficha serd de grande ajuda.
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FIGURE 8.19 Agaric annortation sheet, in Spanish. (D. J. Lodge and S. Cantrell)

Figura 3: anotacdes de campo de cada espécime coletado (retirado de Mueller et al. 2004, Biodiversity of fungi

inventory and monitoring methods).



DESCRICAO DO MATERIAL

Ap6s a coleta, os materiais devem ser levados ao laboratério, dado um nimero de coletor e
feitas todas as anotacdes macroscopicas necessdrias (figura 4). Esta andlise deve ser feita a olho nu e
também com auxilio do microscopio estereoscopico. As caracteristicas principais a serem anotadas

sdo (Largent 1986):

&

2 Pileo (forma, coloragdo, consisténcia, superficie, margem, diametro)
2 Lamelas (fixacdo ao estipe, coloragio, distincia)
< Estipe (forma, superficie, presenca ou ndo de anel, volva, rizomorfa, micélio na base,

comprimento)

Figura 4: desenho esquemaético de um basidioma.



OBTENCAO DE CULTURAS

Como ja citado anteriormente, a reprodu¢ao dos cogumelos ocorre de duas maneiras: sexuada
e assexuadamente. No laboratério a multiplicacdo dos fungos pode também ser feita por dois
processos: através da obten¢ao de culturas a partir de qualquer parte do cogumelo (assexuadamente)
ou a partir dos esporos (sexuadamente).

Quando se faz opcao pela obtengdo da cultura a partir do basidioma (assexuadamente), em
fungos carnosos, o processo consiste em retirar um pequeno fragmento do material, com o auxilio de
um bisturi ¢ de uma pinga, devidamente esterilizados. Para fungos membraniceos, utiliza-se
qualquer parte do basidioma, previamente limpo em soluc@o de hipoclorito de sédio e dgua destilada
para desinfeccao e lavagem, respectivamente (Schulz et al. 2003). Em ambos os casos, trés a quatro
fragmentos devem ser dispostos em placas de Petri com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA)
e incubados a 28 °C para que haja o crescimento micelial.

A esporada (figura S), maneira sexuada, s6 deve ser realizada quando coletado mais de um
basidioma, pois, apds ficarem 24 horas em camara umida, o fungo normalmente apodrece. A
esporada consiste em depositar o pileo com as lamelas para baixo num papel préprio (metade branca,
metade preta). Cobre-se com uma placa de Petri, formando uma espécie de camara imida, por até 24
horas, para que os basididsporos caiam no papel. Apds este periodo, devem-se secar os papéis em
silica gel, dobrar, inserir num saco de polipropileno e guardd-los em geladeira. No momento que
surgir o interesse em se fazer uma cultura pura a partir da esporada, um pequeno fragmento do papel
deve ser cortado, colocado em dgua destilada autoclavada e 1 mL deve ser colocado em meio de
cultura BDA. Apds o crescimento, para preservagdo da cultura, prepara-se pelo método de Castellani
(Arora et al.1991, Smith & Onions 1994) e incorpora-se a uma colecao que no caso do Instituto de

Botanica, € Colecao de Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos (CCIBt).



Figura 5: esporada (Fonte: Gugliotta & Capelari, 1998).

HERBORIZACAO E ACONDICIONAMENTO DO MATERIAL

Depois de realizadas todas as anotagdes, os materiais devem ser secos em estufa entre 45-
50°C (fungos carnosos) ou, quando os basidiomas sdo0 menos carnosos, a secagem deve ser feita em
dessecador com silica. A secagem no dessecador com silica € mais interessante quando h4 a inten¢@o
de se fazer extracdo de DNA, pois materiais submetidos a altas temperaturas tem uma maior chance
de degradacio do DNA. Apds a secagem, os materiais devem ser acondicionados em sacos de

polipropileno, e colocados nos proprios sacos de papel, onde estavam todas as anotagdes da coleta.

ANALISE MICROSCOPICA E IDENTIFICACAO

Depois da secagem, realiza-se a identificacdo que € baseada nos caracteres morfoldgicos.
Para a andlise microscopica dos caracteres, sdo feitos cortes a mao livre (Largent et al. 1986), com o
auxilio de uma lamina de barbear. Para auxiliar a reidratacdo do material, o fragmento € imerso em
alcool 70% e, posteriormente monta-se entre lamina e laminula com KOH 4% (Martin 1934 In

Fonseca 1999). As observagdes e medidas sdo executadas com auxilio de microscopio 6ptico ou



eletronico. Faz-se o desenho das estruturas microscopicas com auxilio de camara-clara acoplada ao
microscopio. Anota-se as caracteristicas dos basididsporos, basidios, cistidios, trama da lamela e
superficie pilear. A identificagdo € feita utilizando-se chaves de identificacdo e referéncias
bibliogréficas especificas para cada grupo.

Ap6s a identificacdo, montam-se exsicatas de acordo com o padrdo do herbario em que serdao
depositados os materiais coletados. No caso do Instituto de Botanica, o material € depositado no

Herbario “Maria Eneyda P. K. Fidalgo” (SP) e duplicatas podem ser enviadas a outros herbarios.

HERBARIO

Herbario (figura 6) ¢ uma colecdo dindmica de plantas, fungos ou algas secas, prensadas e/ou
montadas de uma forma especial que sirva como referéncia para estudos de vérios fins, como por
exemplo, nos estudos de identificagdo de um material desconhecido, através da comparagdo pura e
simples com outros espécimes da colecdo herborizada. Os herbdrios abrigam uma grande quantidade
de informacdo e dados sobre a diversidade assim como € também um centro de treinamento e
capacitacdo de pessoal especializado em taxonomia. Os materiais herborizados e identificados que
constituem a colecao do herbdrio sdo chamadas exsicatas.

Herbario € de extrema importancia, pois possibilita a conservacao de materiais histéricos, a
avaliacdo de impactos ambientais e a identificacdo de espécies, representa a flora de uma regiao e

contribui para pesquisas em outras dreas da ciéncia.



Fotos: L. J. Gimenes

Figura 6: Herbario com as exsicatas depositadas.

FUNGOS BASIDIOMICETOS EM PROCESSOS

BIOTECNOLOGICOS

A maioria dos processos biotecnoldgicos utilizando basidiomicetos baseia-se nos seus
produtos metabdlicos (enzimas e polissacarideos) (figura 7). A importancia do processo enzimatico
nos fungos estd ligada na transformacdo dos residuos lignoceluldsicos, para a producdo de
polissacarideos utilizados nas industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética como também para a

producdo de alimentos, como exemplo, o cultivo de cogumelos. Ainda, esse processo enzimatico esta



relacionado também com os processos de biodegradacdo de compostos xenobidticos (compostos
organicos sintetizados industrialmente), como exemplo a biorremediagdo ambiental de solos e o

tratamento de efluentes da industria papeleira e té€xtil (Bononi, 1998)

Polissacarideos

Bioconversdo
de residuos —— Cogumelos comestiveis

ligninoliticos

Enzimas

Tratamento de efluentes de
industrias (papel, textil)

Biodegradagdo
de xenobidticos

—— Biorremediagdo de solos

Figura 7: esquema mostrando as possibilidades de uso de basidiomicetos (Fonte: Matheus & Okino, 1998).

Grande parte das espécies de fungos basidiomicetos utiliza os componentes de madeira para
crescimento. Nos fungos degradadores de madeira, destacam-se dois grupos:

v" Fungos causadores de podridao branca: degradam celulose, hemicelulose e
lignina, quebrando-as em moléculas menores at¢ CO, e H;O. Por isso sdao chamados de fungos
lignoceluloliticos. Os fungos quando degradam a madeira causam a perda de resisténcia, tornando-a
laminada, esponjosa e fibrosa e com uma coloragdo branca, resultando entdo o nome de podriddo

branca (figura 8).



Figura 8: Podriddo branca (Foto: A. M. Gugliotta)

v" Fungos causadores de podriddo parda: degradam celulose e hemicelulose. Nos

estagios finais de degradacdo, a madeira apresenta numa aparéncia amorfa e escura (figura 9).

Figura 9: Podriddo parda (Foto: A.M. Gugliotta)

BIOCONVERSAO DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Do ponto de vista econdmico, um dos processos mais importantes utilizando fungos na
transformacao de residuos lignocelul6sicos € a produgdo de cogumelos comestiveis.

Estima-se que aproximadamente 2.000 espécies sdo potencialmente comestiveis, sendo que
aproximadamente 25 sdo usadas na alimentacdo humana e menos ainda cultivadas. No Brasil, este
nimero € mais reduzido ainda. O brasileiro é ainda muito reticente ao consumo. Do ano de 1968 até

2004 a producdo de cogumelos comestiveis no Brasil passou de 20 para 5.000 toneladas. Alguns



exemplos de cogumelos cultivados no Brasil: Boletus edulis (fungi secchi), Pleurotus ostreatus,
Lentinula edodes (shiitake), Agaricus bisporus (champignon de Paris). H4 também os que ndo sdo
cultivados comercialmente, mas sdao nativos e comestiveis: Auricularia fuscosuccinea,

Oudemansiella canarii, Macrolepiota procera e Polyporus tenuiculus.

Curiosidades sobre fungos toxicos e venenosos: Na natureza, existem fungos téxicos e

venenosos que podem provocar a morte de homens e animais. O perigo varia dependendo da
quantidade e do fungo ingerido e também do estado do animal e fisico da pessoa (criangas e idosos
sdo mais sensiveis). O grau de toxicidade varia de espécie para espécie, podendo causar desde
ligeiras perturbagdes estomacais e intestinais até irreparaveis lesdes nos rins e figado, ocasionando a
morte.

Até o momento ndao se conhece antidotos para cogumelos venenosos. Portanto, nao se
recomenda o consumo de cogumelos silvestres sem a prévia identificacdo por um especialista.

Cogumelos que nao ocorrem naturalmente no Brasil podem ser introduzidos com mudas de
plantas trazidas de outros paises que tenham esporos ou hifas microscépicas que crescem e passam a
habitar locais distantes de suas origens. Por isso que o Ministério da Agricultura faz o periodo de
quarentena de plantas e animais vindos de outros paises para diminuir a chance de disseminacio de
doencas e pragas.

Um exemplo disso é a Amanita muscaria (figura 10) que nao havia no Brasil e foi
introduzida juntamente com sementes de Pinus, principalmente nos estados de Sdo Paulo e Parand. E
um cogumelo téxico e venenoso, mas na maioria das vezes causa apenas perturbacdes estomacais,
mas pode causar a morte no caso de pessoas debilitadas.

Mas como podemos separar um téxico ou venenoso de um cogumelo comestivel? Na

verdade, ndo existe uma caracteristica tnica e facilmente visivel que permita essa diferenciacdo. Ha



uma associacdo de vdrias caracteristicas que permite ao especialista saber qual é a espécie e
determinar se ela é ou ndo comestivel. Em determinados casos hd a necessidade de realizar uma
andlise quimica do cogumelo para a verificacao de substancias toxicas.

Mas cuidado, existem na tradi¢do popular algumas praticas que sdo utilizadas para verificar
se um cogumelo € venenoso ou ndo. Sdo crendices sem fundamento e ndo servem para tal
verificacao!!

No campo, as vezes, vemos cogumelos comidos por animais e isso ndo € nenhum indicio que

podemos ingeri-los. Comparando com as plantas venenosas, as espécies de fungos venenosos sao

bem menores, mas sd0 muito mais perigosos porque matam impiedosamente.

Figura 10: Amanita muscaria

Fotos: huciana J, Giménes




BIORREMEDIACAO AMBIENTAL

Biorremediacdo € o uso de microrganismos para controlar e destruir poluentes sendo uma
alternativa tecnoldgica necesséria, ndo apenas pelo baixo custo, mas também pela possibilidade de se
obter a completa degradacdo dos compostos contaminantes. Por se tratar de processo bioldgico, a
biorremediacdo constitui uma tecnologia eficiente do ponto de vista ambiental (Machado 1998,
Matheus & Machado 2002).

As vantagens da biorremediacdo sdo: apresenta um baixo custo, pode ser realizada em
temperatura e pressdo ambiente, utiliza metabolismos degradativos do proprio ambiente, ndo ha
transferéncia do problema, é segura do ponto de vista ambiental e hd a transformacido do
contaminante até a mineralizacdo transformando-o em CO,, H,O e sais orgénicos.

Devido a capacidade de degradar lignina por meio de um sistema enzimatico inespecifico,
convertendo-a em CO, e dgua, os fungos basidiomicetos apresentam um grande potencial de
aplicacdo em processos de biorremediacdo de poluentes organicos persistentes (Matheus & Okino
1998, Matheus 2003). A capacidade dos fungos de podridao branca em degradar lignina torna-os o
grupo mais interessante dentre os fungos para utilizacio em biorremediacdo de compostos
recalcitrantes.

No Brasil, diversos estudos sobre a possibilidade de uso de basidiomicetos em biorremediacdo
vem se desenvolvendo. Estudos recentes mostram que os basidiomicetos apresentam um grande
potencial em processos de biorremediacdo de solos contaminados com organoclorados e que espécies
nativas, como Trametes villosa (Sw.) Kreisel (figura 11) que € uma das espécies selecionadas por

apresentar capacidade de degradacdo de poluentes.



Figura 11: Trametes villosa

Fotos: Suzana P. Macedo
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