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Resumo:

Os fungos sdo organismos essenciais para o funcionamento dos ecossistemas,
desempenhando papéis cruciais na decomposi¢do, ciclagem de nutrientes e
estabelecimento de relagcdes simbidticas com diversos organismos. Este trabalho
apresenta protocolos padronizados para amostragem de fungos em parcelas RAPELD,
abrangendo macrofungos, microfungos decompositores e fungos entomopatogénicos.
Os métodos descritos visam facilitar coletas para estudos de biodiversidade, ecologia e
potencial biotecnologico da Funga brasileira. Para fungos decompositores, o protocolo
detalha técnicas de coleta seguidas de procedimentos laboratoriais para isolamento e
identificagdo. A amostragem de macrofungos envolve busca ativa em area definida, com
énfase na documentacdo fotografica e preservagdo adequada das amostras. Para fungos
entomopatogénicos, descreve-se uma busca sistematica por insetos infectados, com
orientagoes de coleta e preservagdo. Os métodos sdo projetados para serem econdmicos
e aplicaveis em locais com recursos limitados. A implementagdo destes protocolos na
Amazonia, utilizando o sistema RAPELD, visa facilitar a integracdo de dados
colaborativos em todo o bioma. Espera-se que os resultados ampliem significativamente
o entendimento sobre a diversidade, distribuicdo e ecologia fingica em diferentes
fitofisionomias da Amazonia, bem como em outros biomas. Além disso, os protocolos
permitem a coleta de espécimes para estudos biotecnologicos, possibilitando a
descoberta de novos compostos bioativos, enzimas industriais e agentes de controle
biologico. A padronizagdo das técnicas de amostragem também facilita comparagdes
entre diferentes regides e ao longo do tempo, contribuindo para uma compreensao mais
abrangente da dinamica das comunidades fingicas e seu papel nos ecossistemas
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Abstract:

Fungi are essential organisms for the functioning of ecosystems, playing crucial roles in
decomposition, nutrient cycling and establishing symbiotic relationships with various
organisms. This paper presents standardized protocols for sampling fungi in RAPELD
plots, covering macrofungi, decomposer microfungi and entomopathogenic fungi. The
methods described aim to facilitate studies of biodiversity, ecology and biotechnological
potential of Brazilian fungi. For decomposer fungi, the protocol details collection
techniques in terrestrial and aquatic environments, followed by laboratory procedures for
isolation and identification. Sampling macrofungi involves active searching in a defined
area, with emphasis on photographic documentation and proper preservation of the
samples. For entomopathogenic fungi, a systematic search for infected insects is
described, with guidelines for collection and preservation. The methods are designed to
be economical and applicable in places with limited resources. The implementation of
these protocols in the Amazon biome, using the RAPELD method, aims to facilitate
collaborative data integration throughout the biome. The results are expected to
significantly expand understanding of fungal diversity, distribution and ecology in
different phyto-physiognomies of the Amazon, as well as in other biomes. In addition, the
protocols make it possible to collect specimens for biotechnological studies, enabling the
discovery of new bioactive compounds, industrial enzymes and biological control agents.
The standardization of sampling techniques also facilitates comparisons between different
regions over time, contributing to a more comprehensive understanding of the dynamics
of fungal communities and their role in ecosystems

Keywords: Amazon, Funga, conidial fungi, entomopathogenic fungi, wood fungi,
Atlantic Forest
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O que é 0 RAPELD?

O RAPELD ¢ um sistema padronizado de infraestrutura de campo voltado ao
monitoramento integrado da biodiversidade e de processos ecossistémicos. Ele combina
padronizacao e flexibilidade, permitindo sua aplicacdo em diferentes ecossistemas. Seu
objetivo ¢ atender a demanda por levantamentos rapidos de biodiversidade (RAP) e
por uma metodologia padrao para pesquisas ecoldgicas de longa duracao (PELD). A
infraestrutura consiste em grades (grids) ou modulos de pesquisa com trilhas principais
de 5 km e parcelas uniformemente distribuidas de 250 metros, instaladas a cada 1 km.
Em areas com cursos d’agua, incluem-se parcelas riparias (250 metros) e aquaticas (50
metros), complementando a amostragem em ambientes especificos. Essa disposi¢ao
maximiza a representatividade de diferentes grupos taxondmicos e variagdes ambientais,
sendo facilmente replicavel em outras localidades, o que permite comparagdes em
diversas escalas espaciais ¢ temporais. Além disso, favorece a integracdo de dados
ecoldgicos e informagdes sobre uso sustentavel de recursos, sendo amplamente aplicado
no Brasil para subsidiar politicas de manejo ambiental.

As parcelas uniformemente

Grid de amostragem com as trilhas principais de 5 km distribuidas sao transectos de 250

e parcelas dispostas a cada 1 km metros de Comprimento

. posicionados ao longo de curvas de
e men  mwn  wen e nivel, com larguras ajustadas
I I e } Zanmvaanl o conforme o grupo taxondmico ou
= variavel estudada. Essa disposi¢ao
S T = R m minimiza os efe%toNS da topqgraﬁa
sobre as condicoes ambientais

s C C = dentro Qas Parcelag, garantipdo que

-~ as variagdes sejam registradas

|| . entre parcelas, e ndo dentro delas,

9 § v J& que cada parcela ¢ a unidade

amostral central na maioria dos
estudos. Piquetes sdo instalados a
cada 10 metros e conectados por

U

4 ‘m uma linha central marcada com
. ; ° barbante plastico ou fitilho,
5| d B facilitando a aplicacdo  dos

5 km Py protocolos  metodolégicos. A
esquerda da linha central, localiza-
se a zona sensivel, uma faixa de
1,5 metros dedicada a estudos de regeneracao florestal, onde o transito de pesquisadores
é restrito para evitar pisoteio. A direita, hd um corredor de deslocamento de 1 metro de

\rﬂgura que permite a movimentag¢ao dos pesquisadores.
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As parcelas riparias estdo localizadas
as margens de pequenos cursos d’agua,
também com 250 metros de
comprimento. Cada parcela ¢ demarcada
ao longo da margem direita do curso
d’4gua, seguindo em direcdo a nascente
(montante), com piquetes a cada 10

metros. Elas sempre comegcam onde a < ) ) } C
trilha principal do grid ou médulo cruza

o curso d’agua =] ) é —

Modulo de amostragem com as trilhas principais de 5
km e parcelas dispostas a cada 1 km

T

As parcelas aquaticas fixas sdo

posicionadas nos canais dos riachos, geralmente a 10 metros da trilha principal. Cada
parcela mede 50 metros de comprimento, com piquetes nos pontos 0, 16, 32 e 50 metros,
instalados proximos as margens para representar adequadamente o ambiente aquatico.

Trilha de acesso
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1 INTRODUCAO

O termo "Funga" foi proposto por Kuhar et al. (2018) e refere-se ao conjunto total
de espécies fungicas de uma regido especifica, analogamente aos termos "Flora" para
plantas e "Fauna" para animais. Esse conceito destaca a importancia de reconhecer os
fungos como um reino distinto e fundamental nos ecossistemas, merecedor de igual
atencao em estudos de biodiversidade e conservagdo. A adog¢ao do termo Funga promove
uma maior visibilidade para os fungos em politicas de conservagao e facilita a integracao
de estudos micologicos com outras areas da biologia, contribuindo para uma compreensao
mais holistica dos ecossistemas.

Os fungos desempenham uma variedade de servigos ecossistémicos cruciais em
ambientes naturais e antropicos, sendo fundamentais para a manuten¢ao da vida na Terra
por meio da ciclagem de nutrientes e relacdes simbidticas com uma miriade de
organismos (Webster & Weber, 2007). Estimativas sugerem a existéncia de 1 a 5 milhdes
de espécies fungicas (Hawksworth & Lucking, 2017; Niskanen et al., 2023), embora
apenas cerca de 140 mil espécies sejam atualmente reconhecidas (Hyde et al., 2024).
Assim como plantas e animais, os fungos enfrentam diversas ameagas, incluindo perda
de habitat, polui¢do, extincdo de simbiontes, exploracdo inadequada e mudancas
climaticas, tornando-os alvos cruciais para estudos conservacionistas (Dahlberg et al.,
2010; Mueller et al., 2022).

No vasto universo fungico, existem grupos com caracteristicas e fungdes
ecologicas distintas. Os macrofungos, que incluem ascomicetos e basidiomicetos com
estruturas reprodutivas visiveis a olho nu, talvez sejam os mais familiares ao publico
geral. Os ascomicetos macroscopicos, como as morelas (Morchella spp.) e as trufas
(Tuber spp.), produzem seus esporos em estruturas chamadas ascos e sdo valorizados
tanto por seu papel ecoldgico quanto por seu valor gastrondmico. Enquanto os
basidiomicetos, que incluem cogumelos e orelhas-de-pau, produzem esporos em basidios.
Esses organismos, que incluem os cogumelos comestiveis e os fungos que crescem em
troncos de 4arvores e matéria em decomposi¢do, ndo sdo apenas importantes
decompositores, mas também formam associagdes micorrizicas cruciais com plantas

(Tedersoo et al., 2020).
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Os fungos decompositores incluem ndo apenas os macrofungos, mas também
fungos microscopicos dotados de sistemas enzimaticos complexos. Eles sdo capazes de
degradar compostos recalcitrantes, como lignina e celulose, tornando-os essenciais para
a ciclagem de carbono e outros nutrientes nos ecossistemas (Baldrian, 2017). Essa
capacidade ndo s6 ¢ crucial para o funcionamento dos ecossistemas, mas também
apresenta um enorme potencial biotecnoldgico, desde a biorremediacao até a produgao
de biocombustiveis.

Paralelamente, os fungos entomopatog€nicos representam um  grupo
especializado que evoluiu a capacidade de infectar e controlar populagdes de insetos.
Géneros como de Beauveria Vuill., Metarhizium Sorokin e Cordyceps Fr. ndo apenas
regulam as populagdes de artropodes em ecossistemas, mas também apresentam potencial
como agentes de controle bioldgico para o manejo de pragas agricolas (Hajek & St. Leger,
2014). Esses fungos ilustram como a evolucdo moldou estratégias sofisticadas de
interagao entre diferentes reinos da vida.

O potencial biotecnolégico da Funga ¢ vasto e multifacetado. Na industria
farmacéutica, os macrofungos sdo fontes promissoras de compostos bioativos com
propriedades antimicrobianas, antitumorais € imunossupressoras. Por exemplo, o lentinan
derivado de Lentinula edodes (Berk.) Pegler, demonstrou potentes efeitos
imunomoduladores e antitumorais (Zhang et al., 2019). Na agricultura, fungos
entomopatogénicos, como Beauveria bassiana (Bals.- Criv.) Vuill. e Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin, sdo utilizados com sucesso no controle biologico de
pragas, oferecendo alternativas sustentaveis aos pesticidas quimicos (Lacey et al., 2015).

A identificagdo de novas espécies de cogumelos comestiveis expande nosso
conhecimento sobre a biodiversidade fingica e também pode revelar fontes nutricionais
alternativas e culturalmente significativas. Espécies como Pleurotus ostreatus (Jacq.) P.
Kumm. e Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach ja sdo amplamente cultivadas e
consumidas globalmente, mas muitas outras espécies comestiveis permanecem
subexploradas (Royse et al., 2017), e os fungos decompositores t€ém um potencial
biotecnoldgico particularmente promissor. Suas enzimas lignoceluloliticas sdo
amplamente utilizadas na industria de papel e celulose, na produgdo de biocombustiveis

e na biorremedia¢do de poluentes organicos. Por exemplo, as lacases e peroxidases de
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fungos da podridao branca, como Trametes versicolor (L.) Lloyd, tém sido aplicadas com
sucesso na degradacdo de corantes téxteis e na descontaminacgao de efluentes industriais
(Upadhyay et al., 2016).

O estudo da diversidade fiingica em ecossistemas naturais, como proposto pelo
sistema RAPELD, pode revelar novas espécies com potencial biotecnoldgico ainda
inexplorado, ressaltando a importancia da conservagao e pesquisa desses organismos. A
descoberta de novos compostos bioativos, enzimas industriais e agentes de controle
biologico a partir da funga nativa tem o potencial de impulsionar inovagdes em diversos
setores, desde a medicina até a agricultura sustentavel (Hyde et al., 2019).

Desde 2004, o uso do sistema RAPELD permite integrar uma rede de pesquisa em
diferentes areas do territorio nacional e internacional, onde s3o acessadas por meio da
instalacdo de parcelas padronizadas permanentes (https://ppbio.inpa.gov.br/sitios,
Magnusson et al., 2005). Dentro dos diversos grupos bioldgicos estudados, os fungos, que
variam de fungos microscopicos, ou seja, ndo € possivel vé-los a olho nu, a macrofungos
que produzem estruturas macroscopicas (ascoma e basidioma) conhecidas como
esporoforos (Halbwachs et al., 2016; Kiies et al., 2018), estdo entre os mais
negligenciados, com poucas pesquisas direcionadas a eles (Guimardes et al., 2024),
apesar de representam propor¢do grande da biodiversidade e sendo importantes para a
manutengao do ecossistema.

Este trabalho tem como objetivo apresentar de forma simples e rapida um
protocolo para amostragem de macrofungos, fungos microscopicos decompositores em
ambiente terrestre e aquatico e fungos entomopatogénicos. A partir de métodos
padronizados de coleta e esforgo amostral, estes protocolos permitem a integracdo de
dados com outros grupos taxonOmicos e informacdes ambientais, facilitando a
colaboracao de estudos em diferentes biomas brasileiros que também utilizam o sistema
RAPELD para amostragem. Dessa forma, os dados gerados serdo Uteis para comparagdes
entre diferentes ambientes e regides do pais, contribuindo para uma melhor compreensao
da biodiversidade fungica, ainda pouco explorada, e seu papel na manutencdo dos

ecossistemas.
2 MATERIAL E METODOS
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Na coleta dos fungos, devem ser planejados os materiais a serem utilizados em
campo. Para a realiza¢ao da coleta, serdo necessarias a ficha de metadados e a ficha de
campo, que servirao para registrar as informagdes. Esses documentos estao disponiveis
no material suplementar anexo. Além disso, ¢ imprescindivel contar com um mapa do
modulo ou grade, e mapas de cada parcela que mostram as linhas centrais das parcelas.
Isso ¢ fundamental, pois, em algumas situacdes, as linhas centrais podem nao ser
continuas. Ter essa informagdo antes da coleta ¢ essencial para determinar quais
segmentos devem ser amostrados ou desconsiderados. Os mapas da maioria das parcelas

na Amazoénia estao disponiveis no site do PPBio (http://ppbio.inpa.gov.br).

2.1 Fungos microscopicos decompositores
Para a realizagdo de amostragens de fungos microscopicos decompositores em

campo serdo necessarios os seguintes materiais, conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Lista de materiais ¢ equipamentos necessarios para coleta e identificagdo de fungos
microscopicos decompositores.

Item Funcao Observacao
Recomenda-se levar mais
Trena Demarcar a area de amostragem | de uma, para agilizar a
amostragem
Localizagdo dos pontos de
GPS
coleta
. , L Escrita sobre ocorréncias no
Caneta hidrogréfica, lapis
campo

Sacos plasticos

Armazenamento de folhas e
galhos provenientes do ambiente
aquatico

Cada tipo de substrato ¢
colocado em sacos
separados por pontos

Sacos de papel, “kraft”
(papel pardo)

Armazenamento de folhas e
galhos provenientes do ambiente
terrestre

Cada tipo de substrato ¢
colocado em sacos
separados por pontos

Bandeja

Acondicionamento das peneiras
para lavagem de substratos

Peneira ou escorredor

Armazenamento de substratos
para lavagem

Agua Lavagem dos substratos

Placas de Petri 150 X 20 Acondicionamento dos
mm substratos em camara-umida

Papel toalha Secagem de substratos e

montagem de cAmara-imida

Isopor grande 170L

Armazenamento das camaras-
umidas

-a
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Manuteng¢do da umidade no

Glicerina :
isopor
A ~ Manutenca i
Agua destilada anutengdo da umidade no
isopor
Agulhas Retirar estruturas fingicas dos
substratos

Montagem de estruturas
flngicas em lamina
Porta laminas Armazenamento de laminas

Resina PVL (4lcool
polivinilico, fenol e acido | Meio de montagem para laminas

Laminas e laminulas

latico)
Estereomicroscopio, Observacao de fungos para
microscopio optico identificacdo
Armazenamento de material
Envelope de papel

vegetal seco contendo o fungo
Escrever sobre a lamina dados
sobre o fungo contido nela

Meios de cultura Isolamento de fungos

Caneta permanente

Os fungos microscopicos decompositores podem ser amostrados tanto no
ambiente terrestre quanto aquatico. Para coleta de substratos vegetais em decomposicao
no ambiente terrestre, sao delimitados trés pontos em cada parcela (piquetes 0, 125 ¢ 250
m). Para cada ponto ¢ delimitado Im a direita ¢ 1m a esquerda do piquete onde sdo
coletados 5 galhos e 5 folhas, de cada lado, totalizando 10 unidades de cada tipo de
substrato. Os substratos sdo acondicionados separadamente por tipo em um saco de papel
“kraft” (papel pardo) e as informagdes de localizacdo sdo anotadas com caneta
hidrografica (Figura 1.1). As amostras sdo submetidas a metodologia proposta por
Castaneda-Ruiz et al. (2016) em que s3o lavadas separadamente durante uma hora. Cada
amostra ¢ colocada dentro de uma peneira (ou qualquer outro utensilio perfurado, como
um escorredor) e posicionada dentro de uma bandeja inclinada aproximadamente 25° sob
uma torneira onde o fluxo de 4gua deve incidir na bandeja, evitando contato direto com
o substrato (Figura 1.2).

Ap0s esse tempo, as amostras secam sobre papel toalha a temperatura ambiente
(Figura 1.3), e em seguida s3o acondicionadas em camaras-umidas, utilizando-se placas
de Petri ou caixas plasticas com tampa forradas de papel toalha umedecido com agua
destilada (Figura 1.4). Para garantir a manutencao de temperatura e umidade por mais

tempo, pode-se acomodar as camaras-umidas dentro de um isopor de aproximadamente
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170 L (ndo € necessario esteriliza-lo), com as paredes internas forradas de papel toalha e
o fundo da caixa preenchida com agua e algumas gotas de glicerina para diminuir a
evaporacgao.

Apods 72h, as amostras sdo visualizadas sob estereomicroscopio a fim de coletar
com agulha as estruturas reprodutivas. Essas estruturas sdo colocadas em laminas
contendo uma gota de resina PVL, cobertas com laminula (Figura 1.5) e observadas em
microscopio para identificagdo morfoldgica (Ellis, 1976; Matsushima, 1975, 1981, 1993;
Seifert et al., 2011) (Figura 1.6). Paralelamente, os fungos sdo isolados em culturas puras
com meios: Cenoura, Milho e Agar (CMA) e Extrato de Malte (EM). Para 1L de CMA
sao utilizados: 500 mL do caldo de cenoura (30g de cenoura + 600 mL de 4gua por 30
min no microondas em poténcia baixa), 500 mL do caldo de milho (30g de fuba + 500
mL de agua por 30 min no microondas em poténcia baixa) e 13g de agar-agar. Enquanto
para o EM sdo utilizados:1L de 4gua destilada, 5 g de extrato de malte e 20 g de agar-
agar. Para ambos os meios, os ingredientes sdo misturados e levados para autoclave a 120
°C por 30 min antes de verter em placas de Petri. As laminas permanentes sdo tombadas
no herbario, bem como o material vegetal seco contendo o fungo. Este ultimo ¢

acondicionado em envelopes de papel.

Figura 1 - Materiais e montagem da metodologia de acesso aos fungos microscopicos terrestres. 1- Coleta;
2- Lavagem dos substratos; 3- Secagem de substratos; 4- Acondicionamento em camaras-umidas; 5-
Observagdo das estruturas fingicas no estereomicroscopio ¢ montagem de laminas; 6- Identificagao dos
fungos no microscopio com auxilio de literaturas. Elaborado por André Monte.

Na parcela aquatica ¢ estabelecido um trecho de 50 metros por riacho que ¢

subdividido em quatro pontos (0, 16, 32 e 50 m) com area de 2 m de didmetro para realizar

.
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as amostragens. Em cada ponto sdo coletadas as 10 folhas e 10 galhos mais proximas e
inseridos em seus respectivos sacos plasticos, com identificacdo das amostras (Figura
2.1). No laboratorio as amostras sdo separadas em cinco folhas e cinco galhos de cada
ponto, processados de acordo com a metodologia de Castafieda-Ruiz et al. (2016), e cinco
folhas e cinco galhos de cada ponto seguindo a metodologia de Ingold (1942) (Figura
2.2).

Para as amostras destinadas a metodologia de incubagdo submersa, as folhas sao
cortadas em discos de 12 mm de didmetro e incubadas em placas de Petri com agua
destilada (Figura 2.4A). Apos 72h os discos de folhas sdo montados em ldminas (Figura
2.5A) com 4gua destilada para observagdo de estruturas fingicas ao microscopio (Figura
2.6A). Os galhos sdo colocados em dgua destilada e apds 72h sdo observados no
estereomicroscopio para a montagem de laminas (com acido lactico ou resina PVL), com
estruturas fungicas do substrato ou esporos da agua. As laminas permanentes e
semipermanentes sdo depositadas no herbario. A medida que as laminas sdo
confeccionadas, os fungos encontrados em ambas as metodologias sdo isolados em meios

de culturas EM.

Figura 2 — Materiais e montagem das metodologias de acesso aos fungos microscopicos aquaticos. 1. Coleta
de substratos submersos; 2. Lavagem dos substratos; 3. Secagem; 4A. Corte dos discos de folhas e
montagem de incubacdo submersa; 4B. Montagem de cémaras-umidas; 5A-5B. Observagdo ao
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estereomicroscopio e montagem de laminas; 6A-6B. Observagdo no microscopio e identificagdo dos

fungos. Elaborado por André Monte.

As amostras da metodologia de camaras-imidas (Figura 2.4B) s3o mantidas em

camara-umida por um més, periodo em que sdao confeccionadas laminas permanentes dos

espécimes coletados (Figura 2.5B) e que sao posteriormente identificados com auxilio de

bibliografias especializadas (Matsushima, 1993; Seifert & Gams 2011; Fiuza et al., 2017)

(Figura 2.6B). Os fungos coletados s3o contabilizados considerando cada substrato em

que sao coletados.

2.2 Macrofungos:

Tabela 2: Lista de materiais e equipamentos necessarios

macrofungos.

para coleta e identificacdo de

Item

Funcao

Observaciao

Trena de pelo menos 15 metros

Demarcar a area de
amostragem

Recomenda-se levar mais de
uma, para agilizar a
amostragem

Caixa de coleta organizadora
compartimentada

Para armazenar oS
fungos frageis

Saco de pipoca e/ou de papel

Para armazenar os
fungos ndo frageis e

Recomenda-se levar sacos de
varios tamanhos (ex.: 3kg, 8kg)

grandes
. Para ajudar na secagem | Recomenda-se comprar 2 rolos
Papel aluminio .
dos fungos de papel aluminio do grande

Canivete, formao, martelo

Para retirar os fungos
aderentes no substrato

Recomenda-se comprar
martelo com a cabega
emborrachada, ¢ melhor para
carregar em campo

Lapis, borracha, apontador,
régua de 10 cm e prancheta

Para anotar dados e
informacodes referentes a
amostragem

Recomenda-se comprar caneta
a prova d’agua para anotagdo
em dias chuvosos

Maquina fotogréafica e escala de
papel de 5 cm

Para registrar os
espécimes coletados

A escala & para ter uma
referéncia do tamanho dos
fungos

Tubo Falcon 50 ml, silica, papel
filtro e algodao hidrofobico

Para armazenar os
espécimes destinados a
molecular

Esse material vai dentro do tubo
Falcon, o papel filtro pode ser
aquele usado para coar café

Lupa estereoscopica binocular,
microscopio binocular

Para analisar os fungos

Laminas e laminulas

Para montar as amostras
a serem analisadas

Lamina de ago, pinga ¢ agulha

Para cortar os fungos e
preparar as laminas

A pinga serve para manusear os
fungos frageis
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Reagentes: hidroxido de Para preparar os cortes | Os reagentes usados dependem
potassio 3-5-10%, Melzer, dos fungos para do grupo de fungos a ser
vermelho congo 1%, azul de visualizar no analisado
algoddo. microscopio optico
Para identificar as Buscar primeiro guias da area

Guias de identificacao .
espécies encontradas de estudo

Deve-se ~ comprar  varios

Para armazenar os

. tamanhos, levando em
Envelope de papel fungos para depositar . ~ h
em Colecdes consideragdo o tamanho dos
fungos

Visando uma identificacio taxondmica robusta dos macrofungos, embora ndo seja
obrigatdria, a analise genética do DNA, torna-se necessaria para a confirmagdo de
espécies duvidosas e, em alguns casos, para a identificacio de espécies novas.
Recomendamos que, mesmo que o grupo de pesquisa ndo disponha de recursos
financeiros para realizar a analise de imediato, uma parte do material seja separado e
preservado, conforme sugerido adiante, para analises moleculares futuras. E fundamental
que as amostras sejam devidamente preservadas para garantir a integridade do DNA e
evitar o sequenciamento de tdxons indesejados devido a contaminagdo. Para isso,
recomenda-se que o material coletado seja armazenado em tubos Falcon contendo silica
gel, papel filtro e algodao hidrofobico (Figura 3). A silica gel deve apresentar coloragao
azul, o que indica que ainda possui capacidade de absor¢ao de umidade. Posteriormente,
essas amostras para DNA devem ser mantidas a uma temperatura entre 18°C e 27°C, até

que sejam realizadas as analises.
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MATERIAIS

e

Tubo Falcon Siliica Gel Papel Filtro Algodao
hidrofébico
MONTAGEM
Amostra
coletada de = Algodao hidrofébico
Macrofungo .
Papel Filtro
—> Siliica Gel

Figura 3 — Materiais ¢ montagem para preservacdo de amostras destinadas a analise molecular. Elaborado
por Rafaela Gurgel.

O levantamento deve ser realizado por, no minimo, duas pessoas. Ambas irdo
observar os macrofungos presentes em madeira, solo e serapilheira em cada segmento da
parcela. Enquanto uma pessoa registra os dados na planilha e no saco de coleta, a outra
sera responsavel pela coleta e fotografia dos espécimes. Tendo em vista que a dimensao
dos esporoforos de cada grupo de macrofungos € variavel, a busca pelos fungos pode ser
realizada priorizando grupos especificos se for a uma altura maxima de 0,5 m acima do
solo (por exemplo, pequenos cogumelos, ascomicetos apotecioides, entre outros que sao
muito frequentes em ramos ou folhas proximos ao chao da floresta) e at¢ 2 m de altura
visando aumentar as chances de encontrar espécies com basidiomas/ascomas maiores €
também aqueles presentes em arvores.

Os fungos devem ser registrados com maquina fotografica ou celular. Para
fotografias informativas seguir Bittencourt et al. (2022) e com uma escala ao lado antes
da coleta, depois coletados com o auxilio de um canivete ou formao, sempre com uma
porcdo do substrato onde estdo aderidos, e armazenados em sacos de papel ou caixa de
armazenamento para fungos. Em seguida, devem ser etiquetados e o nimero de
identificacdo incluido na ficha de campo (Figura 4 A-G). Por fim, o material deve ser

depositado em uma colecao cientifica.
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Figura 4 — Processo de coleta. A - Registro fotografico do fungo utilizando uma camera fotografica, B -
Registro fotografico do fungo com celular; C-D - Registro fotografico do fungo com a escala e a
identificagcdo do coletor; E-D - Exemplos de fungos poliporoides em seus respectivos sacos de papel e
numero de coletor; G - Caixa compartimentada com diferentes fungos sensiveis. Elaborado por Douglas
Couceiro, acervo pessoal.

A amostragem da ocorréncia de cada morfotipo de fungo em cada segmento da
parcela ¢ realizada dentro de uma faixa de 1,5 m x 250 m, registrados separadamente em
uma faixa de 0,5 m e 1 m de largura dentro da faixa sensivel (lado esquerdo) em relagdo
a linha central, considerando o inicio da parcela em direcdo ao final. Por se tratar de uma
parcela permanente, esta faixa também € a zona sensivel, ou seja, onde outros inventarios
serdo potencialmente feitos no futuro, e, portanto, uma zona em que se deve evitar
perturbagdes que alterem as condi¢des biologicas do local. A amostragem deve ser
realizada com uma vara de 1,5 m, posicionada horizontalmente e perpendicular a linha
central, garantindo que os macrofungos sejam coletados exclusivamente dentro dessa

zona delimitada (Figura 5).
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/< Vara

1,0m
Faixa lateral de
Amostragem (1,5 m) .

0,5m

1,0m Corredor Central I:>

Figura 5 — Faixa de amostragem de uma parcela RAPELD delimitada com uso da vara. O corredor central
¢ a area por onde os ¢ as investigadores percorrem. A faixa de ocorréncia ¢ a area onde estdo os macrofungos
que devem ser inventariados. A vara deve ser posicionada horizontalmente e perpendicular ao corredor
central, para delimitar a faixa de 1,5 metros de amostragem. Elaborado por Douglas Couceiro.

Como a parcela segue a curva de nivel do terreno, existem areas dentro de 1,5 m
da linha central que ndo sdo claramente parte de um ou outro segmento. Nesses casos, 0s
segmentos sao definidos da seguinte forma: quando um segmento forma um angulo
convexo com o seguinte, havera uma area semicircular entre os dois segmentos, que deve
ser incluida na amostragem do segmento anterior ao angulo. A area adicional entre os

segmentos 1 e 2 serd incluida na amostragem do segmento 1 (Figura 6).

¥.
1,50;'1

Figura 6 - Defini¢do das areas dos segmentos de amostragem de ocorréncia das espécies em parcelas ndo
lineares. As parcelas RAPELD nao necessariamente sdo lineares pois sdo formadas por segmentos de 10 m
que seguem a topografia do terreno. Para manter a area de amostragem em 250 m x 1,5 m ¢ importante
considerar a area de sobreposi¢ao dos segmentos, como indicado no texto. Elaborado por Fernanda Coelho,
do Protocolo de Samambaia (2014).
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2.3 Fungos entomopatogénicos

Tabela 3 - Lista de materiais e equipamentos necessarios para coleta e identificagdo de Fungos

entomopatogénicos

Item

Funcao

Observacao

Lanternas de cabega

Para ajudar a
visualizar os insetos

mortos

Recomenda-se o wuso da lanterna
mesmo durante o dia, luz adicional ¢

sempre util

Trena de pelo menos 15

metros

Demarcar a area de

amostragem

Recomenda-se levar mais de uma, para

agilizar a amostragem

Vara de 2 metros

Para auxiliar na
demarcagdo da faixa

de amostragem

Recomenda-se que a vara seja de
material resistente, a mesma pode ser
confeccionada com madeira em campo

e deve ter uma marcagdo em 1 m

Lapis, borracha, apontador,

régua de 10 cm e prancheta

Para anotar dados e
informacdes
referentes a

amostragem

Recomenda-se a compra de canecta a
prova d’agua para anotagdo em dias

chuvosos

Tubos plasticos, ou Falcon

15 ml, Eppendorf

Para armazenar os

espécimes coletados

Lupa estereoscopica

binocular

Para analisar e

identificar os fungos

Laminas e laminulas

Para montar as
amostrar a serem

analisadas

Lamina de acgo, pinga e

agulha

Para cortar os
fungos e preparar as

laminas

A pinga serve para manusear os fungos

frageis
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Reagentes: hidroxido de Os reagentes usados dependem do
potassio 3-5-10%, Melzer, Para montar as grupo de fungos a ser analisado
vermelho congo 1%, azul de amostras
algodao.

) o Para identificar as | Buscar primeiro guias da area de
Guias de identificacdes .
espécies estudo

A amostragem consiste em uma pessoa percorrer lentamente os 250 m do corredor
central da parcela, delimitando a 4rea de busca ativa em 1 m de largura por 2 m de altura,
para ambos os lados da linha central da parcela. A vareta de 2 metros com uma marcagao
a 1 m, ajuda a delimitar o espaco de amostragem (similar a amostragem de macrofungos).
A coleta baseia-se na busca ativa de cadaveres de insetos infectados presos ao tecido foliar
(principalmente na parte abaxial) ou pequenos ramos/gravetos, na superficie ou imersos
em musgo/casca de arvores, no solo/folhigo (Figura 7). Normalmente esse processo leva
entre 1,5 e 2 horas por parcela.

Ao encontrar o individuo infectado, este deve ser fotografado (veja Bittencourt et
al., 2022), retirado com cuidado do local encontrado (retirando parte da folha, musgo,
espinhos ou solo), e acomodado em potes ou tubos de plasticos de forma a preservar a
estrutura reprodutiva (assexual ou sexual) do fungo (Figura 7). Em trabalho com
monitoramento de curto, médio ou longo prazo, os cadaveres de insetos encontrados
podem ser mantidos em campo e marcados com fita isolante colorida (preferencialmente
amarela ou vermelha), podendo ser numerados individualmente seguindo um cédigo de
escolha do pesquisador. A marcacdo deve ficar abaixo do espécime, para ndo atrapalhar

a liberagcao dos esporos.

TP Bio CENBAM QCNPQ (§)Faream 395

Centro de Eldus\'gd s da
Biodiversidade Amazdnica

A"!‘
o

ok
val,,



. - Revista EDUCAmazénia - Educacao Sociedade e Meio Ambiente, Humaitd, LAPESAM/GISREA/UFAM/CNPq/
Revista EDUCAmazonia  EpuA-ISsN 1983-3423 —IMPRESSA ~ISSN 2318 ~8766 ~CDROOM —ISSN 2358-1468 -DIGITAL ONLINE

Figura 7 — Esquema simplificado das etapas de coletas de artrépodes mortos por fungos entomopatogénicos.
Em A - Coleta de formiga parasitada incluindo parte do substrato. Anotar informacdes basicas como tipo
de substrato, tipo de fixagdo (mordendo, “abragada”, fixada por hifas do fungo), estagio de desenvolvimento
do fungo (ver tabela 2 do material suplementar). B - Acondicionamento do material em pote plastico, caixa
organizadora ou sacos (ex. Ziploc). Lembre-se de etiquetar individualmente as amostras. C - Fotografar os
espécimes usando preferencialmente lente macro. Ideal ¢ fotografar no final do mesmo dia da coleta para
manter a cor natural. D - Desidratagdo em estufa (35°C). E - Compilagdo e planilhamento dos dados e
metadados, e depdsito do material coletado na Colegdo. Veja o texto para mais detalhes sobre preservagéo
das amostras para analises genéticas e taxonomia. Elaborado por Fabricio Baccaro com fontes de “Icon by
Iconriver”

Substratos ja conhecidos por abrigar invertebrados que foram mortos pelo fungo
devem ser amostrados com aten¢ao. No momento da coleta deve ser anotado a localizagao
do invertebrado (ex.: folha, espinho, tronco, musgo, base do tronco, solo); intera¢do entre
fungo/hospedeiro/substrato (por exemplo, presenca ou auséncia de estruturas de fixagao,
no caso de formigas parasitadas, se a carcaca esta mordendo tecido foliar, ou abragando
gravetos); tamanho, cor, posicdo, presenga/auséncia do ascoma; caracterizagdo das
estruturas assexuadas e inser¢do peritecial (por exemplo, imerso, semi-imerso,
erumpente, superficial). Como muitos dos animais parasitados pelos fungos estdo
escondidos dentro de troncos e outros substratos, a amostragem deve ser realizada por
uma pessoa experiente em identificar os espordforos das espécies de fungos que atacam
invertebrados.

A fim de preservar o material, todos os organismos coletados devem ser
preservados por meio de desidratacdo em silica gel ou em desidratadoras de circulacdo de
ar a 35°C e posteriormente alocados em sacos ziplock para contencdo da entrada de
umidade, apo6s o expurgo em freezer podem ser acomodados em espago apropriado nas
cole¢des de fungarios. Culturas puras dos espécimes encontrados devem ser isoladas
diretamente do estroma interno ou de micélio do interior do artrépode a depender do

estagio de decomposi¢ao do material. Os meios de cultura tradicionais como Agar e Agar-
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dextrose se mostram eficientes para muitas linhagens, mas algumas podem ser mais
exigentes com a nutricdo. Apos o desenvolvimento das colonias, estas devem ser
descritas, e de 3 a 6 discos de 10 mm de raio do meio de cultura contendo o micélio devem
ser preservados em frascos estéreis com 10 ml de 4gua destilada ou 6leo mineral segundo
Castellani (1939) para a micoteca, e posterior criopreservagdao com glicerol 10% a -80 °C
para estudos moleculares.

Os espécimes imaturos em fase anamorfica ou sem que seja observavel seus
espordforos devem ser acondicionados em camaras imidas para que possam completar o
desenvolvimento reprodutivo para auxiliar na identificagdo. A identificagao dos materiais
deve ser realizada com base na literatura especializada (Sung et al., 2007; Evans et al.,

2011; Sanjuan et al., 2015; Aragjo et al., 2015, 2018, 2020).

3 PERSPECTIVAS

Para os fungos microscopicos decompositores, protocolos semelhantes sdo
amplamente empregados em pesquisas de biodiversidade, biotecnologia, genética e
ecologia, permitindo a andlise de diversas espécies de ascomicetos assexuais em
diferentes ecossistemas. Em estudos de biodiversidade, o protocolo tem como objetivo
coletar espécies de ascomicetos assexuais em ambientes aquaticos e terrestres, que
crescem sobre folhas e galhos em decomposicdo, registrando espécies raras, novos
registros € novas espécies para a ciéncia. Barbosa et al. (2024) utilizaram o protocolo em
ambiente terrestre na Amazonia e identificaram uma nova espécie para a ciéncia:
Bactrodesmium amazonicum F.R. Barbosa, Fiuza, J.S. Monteiro & R.F. Castafieda.

Em estudos de biotecnologia e genética, o protocolo permite que, apds o
crescimento das espécies sobre o substrato, seja possivel coletar os conidios (esporos)
para isolamento em meio de cultura e, posteriormente, realizar estudos moleculares e
biotecnoldgicos.

Os ascomicetos assexuais desempenham papéis importantes em decomposicao,
parasitismo e simbioses. Dessa forma, no ramo da ecologia, o protocolo de coleta permite
o estudo das interagdes ecoldgicas, como a associag¢do entre fungos e seus hospedeiros

vegetais ou animais. Além disso, possibilita que, apds conhecer as espécies de cada local,

Centro de Eldus\'gd s da
Biodiversidade Amazdnica

-a

ptsio censam {RCNPg (F)raream



. - Revista EDUCAmazénia - Educacao Sociedade e Meio Ambiente, Humaitd, LAPESAM/GISREA/UFAM/CNPq/
Revista EDUCAmazonia  Epua -I1Ssn1983-3423 ~IMPRESSA ~ISSN 2318 ~8766 ~CDROOM —ISSN 2358-1468 -DIGITAL ONLINE

seja possivel comparar a similaridade, a diversidade, a riqueza, além de compreender
especificidades e influéncias de fatores abioticos, entre outros aspectos.

O protocolo de macrofungos aqui apresentado foi adaptado com base em dados ja
obtidos por Braga-Neto (2006) e Sotdo et al. (ano desconhecido), com o intuito de tornar
a amostragem de macrofungos simples e econdmica, adequada para locais com recursos
humanos e financeiros limitados. A implementagdo deste protocolo nos biomas
brasileiros que utilizam o sistema RAPELD facilitaré a integracao de dados colaborativos
em todo o pais. Espera-se que os resultados ampliem significativamente o entendimento
sobre a diversidade, preservacao e ecologia da Funga brasileira.

Em relagdo aos fungos entomopatogénicos, o protocolo apresentado foi aplicado
no levantamento e monitoramento de formigas zumbis na Reserva Florestal Adolpho
Ducke. Quando associado a varidveis climaticas e ambientais relevantes, forneceu
informagdes importantes sobre a historia de vida e ecologia desse grupo. Por exemplo,
mais espécies e mais caddveres de formigas sdo encontrados durante o periodo chuvoso,
e nos baixios, onde a umidade ¢ mais constante ao longo do ano (Cardoso-Neto et al.,
2019). Além disso, cadaveres situados em locais mais altos, especialmente entremeados
em musgos presentes nos troncos de grandes arvores, permanecem no ambiente por mais
tempo, sugerindo melhores chances de liberagdo de esporos e infeccdo de novos
hospedeiros (Andriolli et al., 2024). No entanto, esse protocolo pode ser adaptado (ou
usado diretamente) para a amostragem de outros fungos entomopatogénicos. De fato,
durante essas coletas, inimeros artropodes infectados por fungos entomopatogénicos,
como vespas, borboletas, moscas, gafanhotos e aranhas, foram amostrados. Essa
abordagem de amostragem integrativa facilita o estudo das interagdes entre fungos

entomopatogénicos e seus hospedeiros.

4 MATERIAL SUPLEMENTAR
S1. Ficha de campo;
S2. Ficha de Metadados;

S3. Modelo de planilha de campo para levantamento de fungos enteropatogénicos.
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Material disponivel em:
https://github.com/ProtocolosRAPELD/EducAmazonia_VolumeXVIII N.ESPECIAL _
2025/tree/main/MS_Protocolo FUNGOS
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