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INTRODUCAO

Os fungos sao organismos eucarioticos e heterotréficos, classificados no Reino Fungi e
ao dominio Eukarya. Atualmente, cerca de 148.000 espécies foram identificadas,
principalmente nos filos Ascomycota e Basidiomycota, segundo Antonelli et al., (2020),
embora o nimero total de espécies seja estimado entre 1,5 e 5,1 milhdes como mostra
Blackwell (2011); Hawksworth, Lucking (2017). Dentre os fungos com interagdes
simbidticas com as plantas estdo os fungos endofiticos. Estes organismos vivem em
tecidos vegetais durante pelo menos uma parte do seu ciclo de vida, sem causar uma
doenca ou efeitos negativos ao seu hospedeiro.

Tradicionalmente, a diversidade e a ecologia dos fungos podem ser estudadas pela
contagem e identificacdo de espécimes/isolados baseados em caracteristicas
morfologicas e quando possivel bioquimicas, principalmente a partir de espécimes
coletados diretamente dos substratos (macrofungos) e espécimes cultivados “in vivo”.
Os principais problemas com essas abordagens sdo que a real diversidade dos
organismos ¢ subestimada devido a tipica efemeridade dos fungos, dificuldade de
identificacdo de espécies cripticas e principalmente porque existem fungos nao
cultivdveis, que ndo podem ser isolados in vitro. Neste contexto, uma alternativa
adequada para acessar a diversidade fungica sdo métodos livres de isolamento e
identificagdo morfoldgica, como os métodos de identificagdo molecular a partir de
amostras ambientais. Entre este conjunto de métodos esta a metagendmica, empregada
primeiramente por Handelsman et al. (1998), que se baseia no sequenciamento de DNA
(completo ou parcial) dos organismos de uma amostra ambiental.

Segundo Moreira (2013), dentre os hospedeiros dos fungos endofiticos estd a Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze, espécie que ¢ um componente importante da Floresta de
Araucaria, que faz parte da Mata Atlantica, um dos biomas mais diversos e mais
ameacados do Brasil. Cerca de 70 de espécies de fungos endofiticos foram isoladas de
A. angustifolia (Moreira et al. 2013), sendo mais abundantes os géneros Pestalotiopsis
Steyaert e Xylaria Hill ex Schrank. da Silva et al. (2021) relata a ocorréncia 135
espécies de fungos filamentosos saprotroficos, incluindo novos tdxons, o registro de seis
espécies raras e cinco espécies com afinidade por 4. angustifolia, enfatizando a
importancia do estudo dos fungos associados a espécie.

Considerando que A. angustifolia e outras 13 espécies do género estdo ameacadas de
extin¢gdo egundo IUCN (2024), o reconhecimento da funga associada a estes organismos



¢ relevante, pois os fungos associados a estas plantas também podem estar ameagados
como seus hospedeiros/substratos.

Neste contexto, o objetivos deste trabalho sdo: (1) caracterizar a diversidade taxondmica
e funcional da comunidade de fungos endofiticos associados a A. angustifolia no Parque
Nacional de Sao Joaquim (PNSJ-SC) através de uma abordagem de metabarcoding, e,
(1) revisar o conhecimento atual sobre a diversidade da funga relacionada a espécies de
Araucaria através de revisao de literatura.

MATERIAL E METODOS

Fungos endofiticos associados a A. angustifolia por abordagem de metabarcoding
As expedicdes de coleta para obten¢do de material para execugdo desse trabalho foram
realizadas no ano de 2019 no Parque Nacional de Sao Joaquim, Santa Catarina. Durante
a coleta, as folhas de 4. angustifolia tiveram sua superficie esterilizada superficialmente
por lavagem com 4agua corrente, hipoclorito de sodio e 4lcool 70%, a fim de remover o
microbioma do filoplano, permitindo o sequenciamento da comunidade endofitica. Em
seguida, as amostras foram liofilizadas e transportadas em temperatura ambiente para o
Laboratério de Pesquisa em Microbiologia (LAPEM) da Universidade Estadual de Feira
de Santana, onde foram preservadas a -80 ° C até a realizagdo deste trabalho.

Para o estudo da comunidade de fungos de A. angustifolia através da técnica de
metabarcoding o primeiro passo ¢ a padronizagdao de um método de extracdo adequado
para estas amostras em suas condigdes atuais. Sendo assim, 0 DNA metagenomico foi
extraido de 250 mg de cada amostra usando o kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep de
acordo com as instru¢des do fabricante ou utilizando uma adaptacdo do protocolo
CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamonio). Posteriormente, o resultado do processo de
extracdo utilizou-se a técnica da eletroforese em gel de agarose (1%), utilizando, por
amostra, 4 microlitros tampao de corrida, 4 microlitros de “corante de DNA) e 2
microlitros da amostra, ou alternativamente, com inser¢do do corante de DNA
diretamente no gel (5 microlitros). As amostras que apresentaram resultados positivos
no processo de eletroforese (formacdo de banda de alto peso molecular) foram
submetidas a quantificagdo por espectrofotometria com aparelho NanoDrop. Em todos
os procedimentos, foram utilizados controles negativos (4gua ultrapura) e positivos
(para extracdo uma amostra de tecido vegetal fresco e eletroforese uma amostra com
resultado positivo em eletroforese).

Revisdo de literatura sobre funga associada a Araucaria

Realizou-se uma revisdo sistematica para identificar artigos cientificos sobre fungos
associados a espécies de araucdria, utilizando o programa Publish or Perish 8 e as
palavras-chave: Fungi OR Basidiom* OR Ascom* OR mycorryz* OR endophyt* OR
fung* AND Araucaria, nas bases de dados Google Scholar e Pubmed, sem limitagao de
data. Essas bases de dados sdo reconhecidas por sua eficacia na coleta de informagdes
para revisOes sistematicas, segundo Bramer et al. (2017). Artigos duplicados foram
removidos manualmente. Selecionou-se artigos completos que mencionaram fungos
associados diretamente a araucaria, definidos como fungos que atuam como simbiontes
ou que utilizam a planta como substrato. Informag¢des como autor, titulo, local da
pesquisa, sistema utilizado, espécie do hospedeiro, parte do hospedeiro onde o fungo foi
detectado e categoria do estudo foram tabeladas.

Adicionalmente, para identificar espécies de fungos associadas ao género Araucaria que
ndo estdo necessariamente citadas em artigos cientificos, uma busca na API do Global
Biodiversity Information Facility, de acordo com GBIF.org (2024) foi realizada para
encontrar registros de fungos associados ao género Araucaria que nio estivessem em



artigos cientificos. Os registros recuperados foram filtrados manualmente para separar
apenas aqueles associados diretamente as espécies de Araucaria. Os dados obtidos
foram combinados com os taxons dos artigos, removendo duplicatas. Para entender as
atribuicdes funcionais dos fungos, os registros recuperados dos artigos e da mineragao
de dados foram comparados com a base de dados FungalTraits (Pdlme et al. 2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fungos endofiticos associados a A. angustifolia por abordagem de metabarcoding
Foram extraidas 12 amostras utilizando o kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep e 13
amostras com o protocolo CTAB adaptado. Embora ajustes recomendados pelo
fabricante tenham sido realizados (e.g. alteracdo no processo de disruptura, alteracao no
volume de eluicdo final e incubagdo de colunas). Nenhuma das amostras extraidas com
o kit apresentou resultado positivo em eletroforese, resultando invariavelmente em
auséncia de deteccao de DNA. Quando utilizado o método CTAB foi possivel extrair o
DNA com sucesso de algumas amostras, sendo recuperadas bandas de alto peso
molecular, porém com nivel considerdvel de degradacdo para algumas amostras, visivel
pelo arrasto nas bandas. As amostras com resultados positivos foram avaliadas
quantitativamente, apresentando entre 115 e 258 nanogramas/microlitros e razdo
260/280 entre 1.7 e 1.8.

Embora o método de liofilizagdo e preservacgao a -80° C sejam amplamente utilizados
para preservagdo de amostras a médio e longo prazo, como evidencia Nagy (2010), ¢
possivel que a dificuldade na obtengdo de produtos de extragdao adequados desde o
inicio das atividades do projeto pode ser devido ao tempo que as amostras estiveram
armazenadas antes do procedimento de extracao (2019-2023,24), bem como eventuais
alteracdes nas condigdes preservacao durante esse periodo (ex. quedas de energia).
ApoOs a obtencao de resultados relativamente satisfatorios com a aplicagao do método
baseado no protocolo CTAB, n3o houve tempo habil para enviar as amostras para
sequenciamento.

Revisao de literatura sobre funga associada a Araucaria

Os estudos sobre fungos associados a Araucaria se dividlem em cinco categorias
principais: Diversidade, Papel da micorrizagdo, Filogenia, Caracteriza¢do de patogeno,
Conservacao e Ecologia. A categoria mais abordada ¢ a Diversidade, destacando a
identificacdo de vdrias espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) na zona
radicular de Araucaria angustifolia. Esta espécie ¢ a mais referenciada, seguida de
outras como Araucaria araucana ¢ Araucaria cunninghamii. A. angustifolia &
valorizada por seu impacto econdmico e ecoldgico.

Mais de 630 espécies foram recuperadas como associadas diretamente a Araucaria, um
numero expressivo considerando que a funga de varias espécies do gé€nero ¢
inexplorada. Liquens, fungos degradadores de madeira e patdogenos vegetais foram os
modos de vida mais abundantes. A alta percentagem de espécies fitopatogenas ¢ um
fator de interesse para conservacao de espécies de Araucaria.

Araucaria angustifolia e outras espécies de araucaria estdo criticamente ameacadas,
assim como, potencialmente, fungos associados a elas. Exemplos incluem Wrightoporia
araucariae Westph. & Reck, criticamente ameacado por sua exclusividade em
Araucaria angustifolia de acordo com ITUCN (2020). No entanto, dentre as espécies
recuperadas, apenas W. araucariae foi avaliada quanto ao seu estado conservagao. As
ameagas para araucdrias e sua funga incluem uso de recursos bioldgicos, modificagdes
ambientais, agricultura, produ¢ao de energia e mudancgas climaticas (Mueller et al.
2022, TUCN 2024).



CONSIDERACOES FINAIS

Diante do apresentado, podemos concluir, de forma preliminar, que, embora com
limitagdo de integridade e pureza, a utilizacdo do protocolo CTAB teve resultado
superior a do kit utilizado durante esse trabalho. A real eficacia do método sera testada
quando as amostras forem submetidas ao procedimento de sequenciamento de DNA.
As amostras serdao enviadas para uma empresa especializada no servico. A regido a ser
sequenciada serd o Espagador Interno Transcrito 2 (ITS 2) do rDNA nuclear, utilizando
plataforma Illumina, 2 x 250 pb paired-end reads. Considerando a revisdo de literatura,
nota-se que, no que tange a conservacdo de fungos, a funga associada a espécies de
Araucaria representa uma importante lacuna de conhecimento, visto que este grupo de
plantas ¢ bastante ameacado e abriga uma vasta funga que tem seu estado de
conservagao desconhecido, além de espécies que sequer foram estudadas quanto a sua
funga associada. Como direcionamentos para pesquisas futuras, apontamos a
necessidade do estudo de especializacao de hospedeiro/substrato para as espécies aqui
relatadas, e, para aquelas, especializadas na relagdo com essas plantas, avaliar seu
estado de conservagdao com urgéncia.
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