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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE BASIDIOMICETOS OCORRENTES NA
AMAZONIA

RESUMO

O aumento da resisténcia microbiana aos antibidticos disponiveis e o decréscimo continuo
observado no numero de novos antimicrobianos aprovados pela Food and Drug
Administration gera uma constante busca por novos compostos. Para tanto, uma das
estratégias a ser seguida consiste na exploracdo de fontes naturais pouco estudadas, pois
frequentemente organismos obtidos de novos ecossistemas estdo associados a nova
diversidade quimica. Neste contexto destacam-se o0s basidiomicetos, que vém sendo relatados
como promissoras fontes de antimicrobianos e, apesar deste potencial e da grande diversidade
bioldgica, as espécies ocorrentes na Amazoénia tém sido pouco estudadas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de oito basidiomicetos isolados de
Manaus e Boa Vista. Os fungos foram cultivados em dois meios liquidos (malte e GLP) e em
meio agar-malte, neste ultimo caso foram mantidos em duas condic¢des de incubacdo: auséncia
e presenca de luz. Em todos os tratamentos os fungos foram mantidos em temperatura
ambiente. Os testes utilizaram os filtrados provenientes do crescimento em meio liquido de
sete a 63 dias, além de extratos obtidos com acetato de etila a partir do cultivo em meio sélido
(dez dias). Os patdgenos testados foram Escherichia coli CBAM 001, Staphylococcus aureus
CBAM 324, Candida albicans CFAM 1342, Aspergillus niger CFAM 161 e Penicillium sp.
CFAM 059, através do método de difusdo em &gar. Os filtrados com atividade positiva foram
submetidos a teste de microdiluicdo para identificacdo da concentracdo inibitéria minima. Foi
realizada a identificacdo molecular através de amplificacdo e sequenciamento do fragmento
do rDNA, com posterior comparacao das sequéncias obtidas com as depositadas no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information. Dos filtrados testados, sete inibiram
o crescimento de C. albicans CFAM 1342, todos provenientes do cultivo de Oudemansiella
canarii 1528, tanto em meio malte, como em meio GLP. Em meio malte, este basidiomiceto
produziu compostos antifungicos aos sete e 49 dias de cultivo, enquanto em meio GLP
produziu a partir dos 21 dias de cultivo, até o 49° dia. A concentracdo inibitéria minima foi
identificada para o filtrado obtido aos 28 dias de cultivo em meio GLP (2,5 mg/mL) e o
filtrado obtido aos 49 dias em meio malte (5 mg/mL). Os extratos obtidos com acetato de etila
além de inibir C. albicans CFAM 1342, inibiram Penicillium sp. CFAM 059, E. coli CBAM
001 e S. aureus CBAM 324. Esta metodologia apresentou resultados mais satisfatdrios, pois
além de Oudemansiella canarii 1528, outros seis basidiomicetos (Basidiomycete 347,
Pleurotus sp. 474, Gloeophyllum sp. 1153, Trametes sp. 1232, Trametes sp. 1540 e Earliella
scabrosa 1552) apresentaram atividade antimicrobiana. Deste modo, os resultados obtidos
permitiram observar a influéncia das condi¢es de cultivo para a producdo de compostos
antimicrobianos, assim como a escolha de solventes, sendo necessarios estudos posteriores
para determinar a melhor condicéo para a producdo e extracdo destes compostos.

Palavras-chave: Cogumelos, antibacterianos, antifungicos, atividade anti-Candida,
compostos bioativos.



ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF BASIDIOMYCETES OCURRING ON AMAZON

ABSTRACT

The increase in microbial resistance to available antibiotics and the continuous decrease
observed in the number of the new antimicrobial agents approved by Food and Drug
Administration creates a constant search for new compounds. To do so, one of the strategies
to be followed consists in exploring understudied natural sources, as often organisms obtained
new ecosystems are associated with new chemical diversity. In this context are the
basidiomycetes, which have been reported as promising sources of antimicrobial and, despite
this potential and great biological diversity, the species found in the Amazon have been
insufficiently studied. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of
eight basidiomycetes isolated from Manaus and Boa Vista. The fungi were grown in two
liquid media (malt and GLP) and malt-agar medium, in the latter case were held in two
incubation conditions: absence and presence of light. The fungi were maintained at room
temperature in all treatments. The tests used the filtered liquid from the growth medium for
seven to 63 days, besides extracts with ethyl acetate from growing on solid media (ten days).
The pathogens tested were Escherichia coli CBAM 001, Staphylococcus aureus CBAM 324,
Candida albicans CFAM 1342, Aspergillus niger CFAM 161 and Penicillium sp. CFAM 059,
by agar diffusion method. The filtered with positive activity, were submitted to microdilution
test for identification of minimum inhibitory concentration. Molecular identification was
performed by amplification and sequencing of the rDNA fragment, with subsequent
comparison of the sequences obtained with those deposited in the National Center for
Biotechnology Information database. Of filtered tested, seven inhibited the growth of C.
albicans CFAM 1342, all of Oudemansiella canarii 1528 cultivation, as medium malt, as in
GLP. At medium malt, this basidiomycete produced antifungal compounds at seven and 49
days of cultivation, while in the medium GLP produced from the 21 days of cultivation, until
the 49™ day. The minimum inhibitory concentration was found for the filtrate obtained after
28 days of GLP cultivation medium (2.5 mg/ml) and the filtrate obtained after 49 days malt
medium (5 mg/ml). The extracts obtained with ethyl acetate inhibited C. albicans CFAM
1342, Penicillium sp. CFAM 059, E. coli CBAM 001 and S. aureus CBAM 324. This method
was found more satisfactory results, as well as Oudemansiella canarii 1528, six other
basidiomycetes (Basidiomycete 347, Pleurotus sp. 474, Gloeophyllum sp. 1153, Trametes sp.
1232, Trametes sp. 1540 e Earliella scabrosa 1552) showed antimicrobial activity. Thus, the
results allow to observe the influence of culture conditions for the production of antimicrobial
compounds, as well as choice of solvents, further studies are needed to determine the
optimum conditions for production and extraction thereof.

Word-keys: Mushrooms, antibacterial, antifungal, anti-Candida activity, bioactive
compounds.
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1 INTRODUCAO

Os fungos pertencentes ao filo Basidiomycota sdo economicamente importantes e
incluem diferentes tipos, como os causadores das doencas de plantas chamadas ferrugens,
carvdes (fungos dos carv@es), cogumelos, fungos gelatinosos, orelhas-de-pau e os fungos
denominados bolas-pafe (LUZ, 2008). Este filo apresenta grande importancia na industria,
sendo utilizado na bioconversdo de residuos lignocelulésicos (GONCALVES et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2007), biodegradacdo de xenobidticos (ACEVEDO et al., 2011),
biorremediacdo de solos (BALLAMINUT et al., 2013), tratamentos de efluentes industriais
(GARCIA, 2009), enzimas (SUHARA et al., 2012) e aromas (BOSSE et al., 2013). Além
disso, produzem uma ampla gama de produtos naturais com aplicacdes medicinais, como
compostos com atividade antitumoral (KAWANISHI et al.,, 2010; REN et al., 2012),
antioxidante (CHOI et al., 2012), antimicrobianos (MA et al., 2014; RAI et al., 2013),
antivirais (RINCAO et al., 2012), antiparasitarios (DUARTE, 2011) e citostaticos
(ISRAILIDES et al., 2008).

O primeiro trabalho que investigou o potencial dos basidiomicetos como fontes de
antibioticos foi realizado por Anchel et al. (1941), onde foram examinados extratos obtidos do
corpo de frutificacdo e do micélio de mais de 2.000 espécies (SANDVEN, 2000). Estudos
posteriores levaram ao isolamento e identificacdo da pleuromutilina, um diterpeno utilizado
no tratamento contra infecgdes por micoplasmas em animais (ROSA et al., 2003).
Atualmente, um derivado semi-sintético deste composto, chamado retapamulina, €
comercializado sob 0 nome de Altargo e utilizado no tratamento de curta duracdo de infeccdes
superficiais da pele em adultos, adolescentes, lactentes e criangas. Estudos feitos em
laboratorio mostraram que este composto ndo apresenta resisténcia cruzada especifica com
outras classes de antibioticos, isto €, mesmo que a infeccdo ndo tenha melhorado com outros
antibidticos, pode melhorar com o uso do Altargo (ANVISA, 2013).

O uso continuo de antibidticos inevitavelmente seleciona micro-organismos
resistentes. Em pouco tempo, o aparecimento e a disseminacdo da resisténcia aos
antimicrobianos entre organismos patogénicos, tornaram ineficientes muitos dos
medicamentos disponiveis para o tratamento de doencas infecciosas.

Hoje, a resisténcia tornou a maioria dos antibidticos originais obsoletos para muitas
infeccdes, determinando um aumento da dependéncia de drogas sintéticas. No entanto, as
bactérias também podem desenvolver resisténcia a estas drogas, normalmente por meio da

aquisicdo de mutacbes cromossdmicas (CIRZ et al., 2005) ou plasmidiais. Assim, a busca
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continua por novas substancias antimicrobianas eficazes contra estes micro-organismos é
crucial. Para tanto, recursos naturais tém sido explorados nos ultimos anos e, entre eles, 0s
basidiomicetos podem ser uma fonte alternativa de novos antimicrobianos (ALVES et al.,
2012, 2013).

Dentre as pesquisas desenvolvidas no Brasil recentemente, ha o estudo de Bekai
(2010) onde os extratos de Antrodia albida foram eficazes contra bactérias Gram positivas,
como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Micrococcus sp. e contra a bactéria Gram
negativa Pseudomonas aeruginosa; Athayde (2011) analisou a citotoxidade e atividade
antimicrobiana de extratos de Pycnoporus sanguineus e concluiu que seus extratos
apresentam atividade inibitoria contra Streptococcus mutans e S. aureus, além disso 0s
extratos em questdo apresentaram baixa toxicidade. Assim, os basidiomicetos podem ser uma
fonte de novos antimicrobianos capazes de inibir micro-organismos que sdo resistentes aos
antibidticos comuns (OYETAYO, 2009).

Estudos desta natureza também tém sido realizados em outros paises. Akyuz et al.
(2010) testaram extratos obtidos a partir dos corpos de frutificacdo de espécies de Pleurotus
spp., Terfezia boldieri e Agaricus bisporus da Turquia, contra varios patdgenos bacterianos e
fangicos e concluiram que todas as linhagens testadas apresentaram atividade antibiodtica
contra a0 menos um patégeno. Em relacdo a atividade antifungica, apenas os basidiomicetos
P. eryngii var. eryngii e P. eryngii var. ferulae inibiram o crescimento de Candida albicans,
enquanto sete das dez linhagens testadas inibiram C. glabrata. Um trabalho semelhante foi
desenvolvido por Giri et al. (2012) na India, onde extratos metanélicos foram obtidos a partir
de 30 tipos de cogumelos e testados contra bactérias e fungos patogénicos. Todas as espécies
apresentaram atividade antibidtica e 13 inibiram o crescimento de C. albicans. E, assim como
estes, varios outros paises como RepuUblica da Macedo6nia, Nigéria, Suddo, entre outros,
investigaram o potencial dos basidiomicetos em inibir ou matar micro-organismos causadores
de doencas ao homem, obtendo resultados positivos (NWACHUKWU; UZOETO, 2011;
MOGLAD; SAADABI, 2012; NEDELKOSKA et al., 2013).

O Brasil destaca-se por sua grande diversidade fangica, e, apesar disso, poucos
estudos relacionados com a descoberta de novos compostos bioativos a partir de
basidiomicetos tém sido relatados, com isso ainda ha um grande potencial biotecnolégico a
ser explorado (BEKAI, 2010). Uma das estratégias a serem adotadas neste tipo de estudo,
consiste em submeter os fungos a diferentes condi¢Ges de cultivo, tendo em vista que uma
Unica cepa pode produzir diferentes metabdlitos de acordo com os parametros fisico-quimicos

escolhidos. Desta forma, este projeto avaliou a atividade antimicrobiana de oito
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basidiomicetos cultivados em diferentes meios e condi¢cdes de luminosidade, frente a
Escherichia coli, S. aureus, C. albicans, Aspergillus niger e Penicillium sp.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos

Durante muitos anos os fungos foram considerados como vegetais e, somente a partir
de 1969, passaram a ser classificados em um reino a parte denominado Fungi. Sua
diferenciacdo das plantas se deve a um conjunto de caracteristicas proprias, tais como:
auséncia de clorofila e outros pigmentos fotossintéticos, ndo possuirem celulose em sua
parede celular (com excecdo de alguns fungos aquéticos) e ndo armazenarem amido como
substancia de reserva (TRABULZI et al., 1999; GUERREIRO, 2003). Seu ciclo reprodutivo
inclui formas sexuais e assexuais. Possuem micélio hapléide nas formas inferiores e dipléide
nas superiores (SILVEIRA, 1995).

S&o organismos eucarioticos, podendo apresentar um ou mais nucleos por célula. Eles
sdo heterotréficos e exibem nutricdo por absorcdo, através da producdo de enzimas que
degradam substratos. Quanto a estrutura celular, podem ser unicelulares, como as leveduras,
ou pluricelulares, como os fungos filamentosos, formando hifas e micélio (ALEXOPOULOS
etal., 1996; BONONI; GRANDI, 1998).

Em meio de cultivo apresentam trés tipos de micélio: o que se desenvolve no interior
do substrato, atuando na sustentacdo e absorcao de nutrientes, chamado de micélio vegetativo;
0 que se projeta na superficie e cresce acima do meio de cultivo, chamado micélio aéreo e
guando este se diferencia para sustentar seus 6rgdos de disseminacdo, constitui o micélio
reprodutivo (MOURA, 2008). Os fungos sdo frequentemente associados a efeitos prejudiciais.
No entanto, a maioria das espécies é benéfica e responsavel pela sobrevivéncia de outros seres
vivos, inclusive o homem (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

2.2 Basidiomicetos

Os basidiomicetos podem ser encontrados nos mais diversos habitat, tais como rochas,
solos, aguas, ambientes considerados abiéticos, entre outros, interagindo com diversas
espécies e sob as mais variadas condi¢fes ambientais (MANOHARACHARY et al., 2005). O
cogumelo constitui uma fase temporaria no ciclo de vida destes fungos, sendo denominado
basidioma ou corpo de frutificagdo, local onde ocorre a reproducdo sexuada, originando 0s
basididsporos. Apos a dispersdo dos esporos, os corpos de frutificagdo acabam apodrecendo
ou sendo comidos por insetos, enquanto o organismo em si é formado pelo micélio
vegetativo, que coloniza e explora o substrato (GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998).



15

Este grupo de fungos é tipicamente micelial, mas alguns séo leveduras ou tém estadios
semelhantes aos das leveduras (LUZ, 2008). A maioria das espécies forma uma frutificacdo
macroscopica, com hifas modificadas que originam pseudo-tecidos, os quais se diferem em
pileo, estipe, lamelas, anel e volva. Diferem dos demais fungos por produzirem esporos
denominados basidiosporos. Existem basicamente dois tipos de basididsporos: balistosporos,
que sao liberados ativamente dos basidios e o0s estatismosporos que sdo liberados
passivamente (ALEXOPOULOS et al., 1996; GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998; PUTZKE e
PUTZKE, 1998).

Outra caracteristica que distingue o filo Basidiomycota € a presenca de grampos de
conexdo (ansas) que sdo formados no micélio vegetativo para manter sua condicdo
binucleada. Estas estruturas conectam células vizinhas de uma mesma hifa, formando uma
ponte sobre o septo. No centro do septo ha um poro chamado doliporo, cuja margem pode ser
inflada ou em forma de barril. Durante a divisdo celular, um dos nicleos passa através do
doliporo e o segundo, que ndo consegue atravessar 0 septo transversal, passa através do
grampo de conexdo (Figura 1) (HERRERA; ULLOA, 1990; ALEXOPOULOS et al., 1996;
GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998; LUZ, 2008).

Figura 1 - Esquema de formacao de grampos de conexdo em basidiomicetos
Fonte: <http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Clamp_connections_fungi.svg>
Acesso em: 15 junho de 2012

O micélio pode ser primario, secundario ou terciario. O primario caracteriza-se pela
germinacdo dos esporos, formando hifas hapldides. Micélios primarios geneticamente
compativeis eventualmente entram em contato e se fundem, ocorrendo a plasmogamia, dando

origem ao micélio secundario com dois nucleos separados. Inicia-se entdo um crescimento
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ordenado para formacdo do sistema reprodutor (corpo de frutificagdo). Neste estadio, o

micélio, j& denominado terciario, inicia a formagdo de basidios, local de formagdo dos
basidiosporos (Figura 2) (ALEXOPOULOS et al., 1996; PUTZKE; PUTZKE, 1998; LUZ,
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Figura 2 - Etapas do ciclo de vida de um basidiomiceto

Fonte: <http://www.freezingblue.com/iphone/flashcards/printPreview.cgi?cardsetiD=240294>

Acesso em: 18 de novembro de 2013

Este é um grupo importante de fungos, incluindo espécies prejudiciais e Uteis. Varias

sdo altamente destruidoras e causam um prejuizo de varios milhdes de doélares na industria

madeireira no mundo. Por outro lado, as espécies que atacam as plantas lenhosas mortas séo

0s principais agentes que decompdem a celulose e lignina e, a producdo de biomassa em um

ecossistema florestal €, em grande parte, devido a acdo desses decompositores, que atuam na

liberacdo de nutrientes para 0 meio. Os basidiomicetos podem causar dois tipos de podridao:

branca - quando degradam lignina, e marrom — quando degradam a celulose e hemicelulose.

Pouquissimos membros causam doencas em seres humanos, com destaque para a espécie

Filobasidiella neoformans, que é um sério patdgeno humano, principalmente em pacientes

soropositivos (ALEXOPOULOQOS et al., 1996; ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; LUZ, 2008).
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2.1.1 Compostos bioativos

Os basidiomicetos possuem uma enorme diversidade de biomoléculas com
propriedades nutricionais e medicinais. Gragas a estas propriedades, tém sido reconhecidos
como alimentos funcionais e como fonte para o desenvolvimento de medicamentos e
nutracéuticos (Figura 3) (ALVES et al., 2012).

Figura 3 — Medicamentos originados a partir de cogumelos medicinais.
A - Krestin, de Trametes versicolor; B — Lentinan, de Lentinula edodes; C
- Schizopyllan, de Schizophyllum commune; D - Befungin, de Inonotus

obliquus
Fonte: Wasser (2010)

Os cogumelos medicinais tém uma longa histdria de utilizacdo em terapias orientais
tradicionais. Historicamente, fracdes solGveis em agua quente de cogumelos medicinais foram
usadas como remédio no Extremo Oriente, onde o conhecimento e a prética do consumo de
cogumelos foram principalmente originados (LULL et al., 2005).

Cogumelos como Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Inonotus obliquus e muitos
outros foram coletados e utilizados por centenas de anos na Coréia, China, Japao e Leste da
Russia (LULL et al., 2005). No Brasil h4 registros do uso medicinal e alimenticio dos fungos
pelos povos indigenas. As espécies Geaster saccatus e Trametes cupreorosea sdo utilizadas
no tratamento de hemorragias e distarbios uterinos e P. sanguineus em hemoptise
(FIDALGO, 1965).

Estes fungos também sdo uma boa fonte nutritiva. Além de serem apreciados pelo
sabor e aroma agradaveis, possuem valor nutricional, pois contém: carboidratos, gorduras,

fibras, proteinas, aminoacidos, célcio, potassio, iodo, fésforo e vitaminas do complexo B. O
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teor dessa composi¢do quimica varia conforme a espécie e o substrato utilizado para o seu
cultivo (BONONI et al., 1999). Dessa forma, o consumo regular destes alimentos constitui
uma forma saudavel de prevenir o desenvolvimento de desordens metabolicas e garantir o
bom funcionamento do organismo, agindo assim, como os denominados alimentos funcionais.

Estes, além de propiciarem uma dieta adequada, contribuem também para o tratamento
e prevencéo de doengas cronico-degenerativas (LIMA, 2009). Entre os componentes bioativos
de cogumelos estdo os esterdis, com predominancia de ergosterol, o precursor da vitamina D.
Em cogumelos, o ergosterol é convertido em vitamina D2 (ergocalciferol), quando expostos a
radiagdo UV (CANTORNA et al., 2004).

No Brasil, 0 consumo per capita é de aproximadamente 30 g por ano, valor baixo
quando comparado com paises da Europa e da Asia onde esse niimero varia de 2 a 4 kg por
ano (EMBRAPA, 2006).

2.2.1.1 Antitumorais

Existem pelo menos 651 espécies de basidiomicetos superiores que contém
metabolitos com atividade antitumoral ou imunoestimulante (LULL et al., 2005). No Leste
Europeu, corpos de frutificacdo da espécie 1. obliquus tém sido utilizados na medicina popular
contra o cancer, Ulcera e gastrite desde o século 16 ou 17. Efeitos antitumorais de varios
extratos e compostos isolados puderam ser demonstrados em sistemas de células de tumor e
em ensaios com animais (LINDEQUIST et al., 2005).

O Shiitake (L. edodes) é a espécie mais estudada no combate ao cancer. Em 19609,
Chihara et al. isolaram um polissacarideo a partir da parede celular deste fungo, o qual foi
chamado de lentiniana. Este composto possui alta massa molecular, é sollvel em &gua,
resistente a temperaturas elevadas e estavel frente a acidos e bases fracas (DIAS, 2005;
LIMA, 2009). A sua atividade antitumoral foi originalmente comprovada por estudos in vivo
contra Sarcoma 180 (LIMA, 2009). Na verdade, lentiniana é um dos trés primeiros
medicamentos antitumorais importantes desenvolvidos a partir de cogumelos medicinais,
sendo os trés do tipo B-glucanas (NIKITINA et al., 2007). Os outros dois medicamentos sao:
Krestin (PSK), isolado do micélio de T. versicolor contendo (1-4),(1-3) ou (1-4),(1-6)-p-D-
glucana; Schizophyllan, uma (1-3),(1-6)-p-D-glucana de alta massa molecular obtida do
filtrado do cultivo de Schizophyllum commune (Figura 3) (LIMA, 2009).

Desde o isolamento de lentiniana, muitas pesquisas vém sendo realizadas em busca de
novos compostos com atividade antitumorais produzidos por basidiomicetos. Assim, varios

outros compostos antitumorais tém sido reportados na literatura. A partir do corpo de
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frutificagcéo de G. lucidum foi isolado um proteoglicano chamado GLIS, que em tratamento in
vivo causou a inibicdo de 60% do crescimento de tumor em camundongos (ZHANG et al.,
2010).

O extrato etandlico do cogumelo comestivel Ramaria flava mostrou atividade
inibitoria contra trés diferentes linhagens tumorais quando a concentracdo foi de 200 pg/mL
(LIU et al., 2013b). No mesmo ano, uma pesquisa publicada por LIU et al. (2013a), relatou
que o extrato etanolico de Antrodia cinnamomea inibiu a proliferacdo de células leucémicas,
e, num modelo in vivo, o tratamento com este extrato reduziu a infiltracdo de células
leucémicas no figado e baco e reduziu o crescimento do tumor. Tsai et al. (2013) isolaram
uma glicoproteina do basidiocarpo de Hypsizygus marmoreus que exerce alto efeito inibitdrio
sobre células leucémicas humanas e apresenta seguranca toxicologica suficiente sobre as
células brancas do sangue humano.

A partir do corpo de frutificacdo de Grifola frondosa foi isolado um polissacarideo
solivel em &gua nomeado GFPW. A derivacdo sulfatada deste polissacarideo reduziu
significativamente a proliferacdo de celulas HMEC-1 (células endoteliais microvasculares
humanas). Assim, este composto apresentou resultados promissores e surge como uma nova

opcéo para o desenvolvimento de um agente antiangiogénico (WANG et al., 2014).

2.2.1.2 Antioxidantes

As oxidacOes sao reacdes essenciais nos processos bioldgicos de muitos organismos.
No entanto, as espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo continuamente produzidas in
vivo, podem estar relacionadas com o envelhecimento e doencas, tais como a aterosclerose,
diabetes, cancro e cirrose. Além disso, os radicais livres também podem contribuir para o
declinio gradual do sistema imune (SASIDHARAN et al., 2010; KOZARSKI et al., 2012;
HAKIME-SILVA et al., 2013).

Os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas,
minerais, pigmentos naturais, outros compostos vegetais e ainda enzimas (SOUZA, 2009).
Uma substéncia é considerada antioxidante quando previne ou retarda a oxidacdo mesmo
estando em baixa concentracdo em relacdo ao substrato a ser oxidado e, além disso, deve
formar radicais estaveis apos a reacdo (BORGUINI; TORRES, 2006). Os antioxidantes estdo
em constante atividade nos organismos vivos, necessitando estar em quantidades suficientes
para neutralizar os efeitos toxicos dos radicais livres que sdo constantemente produzidos
(DUBOST et al., 2007).
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As propriedades de eliminacdo de radicais livres e antioxidantes do contetdo fendlico
dos extratos metandlicos de cogumelos tém sido relatadas, sugerindo possiveis papéis
protetores destes compostos, devido a sua capacidade para capturar 0os metais, inibir
lipoxigenase e eliminar os radicais livres (OYETAYO, 2009). Os compostos antioxidantes
podem ser isolados de diferentes partes do basidiomiceto (haste, corpo de frutificagdo), do
micélio e do proprio caldo de fermentagdo (LIMA, 2009).

Recentemente, Carneiro et al. (2013) relataram as propriedades antioxidantes de
formulacbes em pd secos de Agaricus blazei e L. edodes. Estas duas espécies estdo entre as
mais estudadas do mundo, mas a maior parte das pesquisas tem focado em seus corpos de
frutificacdo (SASIDHARAN et al., 2010; AL-DBASS et al., 2012; KOZARSKI et al., 2012;
HAKIME-SILVA et al., 2013).

Estudos feitos por Kalogeropoulos et al. (2013) indicaram atividade antioxidante para
os fungos Lactarius deliciosus, L. sanguifluus, L. semisanguifluus, Suillus bellinii e Russula
delica. Nandi et al. (2014) detectaram atividade antioxidante em outro fungo pertencente ao
género Russula. Estes pesquisadores relataram que uma [B-glucana soldvel em &gua foi
isolada do extrato alcalino do cogumelo comestivel R. albonigra e exibiu potente atividade
antioxidante em ensaios in vitro. Os polissacarideos do tipo B-glucanas sdo agentes oxidantes
bem conhecidos (KOFUJI et al., 2012).

A partir de Pleurotus tuber-regium, Wu et al. (2014) isolaram um polissacarideo que
apresentou forte poder antioxidante, considerando-o como um candidato potencial para o
desenvolvimento de um agente antioxidante seguro.

A identificagédo e o isolamento dos compostos bioativos dependem da manipulacéo da
matéria-prima e do tipo de extracdo. Geralmente, os cogumelos sdo consumidos desidratados
e, para isso, sdo expostos a temperaturas elevadas e presenca de oxigénio, causando maior
susceptibilidade aos danos oxidativos. Por isso, a desidratacdo a vacuo, ao abrigo da luz e em
baixa temperatura contribui para manutencdo da atividade antioxidante (SILVA; JORGE,
2011).

2.2.1.3 Antimicrobianos

Antibioticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como bactericidas, quando
causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando detém o crescimento microbiano
(GUIMARAES et al., 2010).
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As primeiras descri¢es do uso de antibidticos sdo muito antigas. Em 3000 a.C., os
chineses j& usavam sapatos mofados para curar feridas infeccionadas nos pés. Entretanto, o
primeiro metabolito fingico com eficacia comprovada foi a penicilina, substancia descoberta
por Fleming, em 1928, produzida pelo fungo P. chrysogenum, cuja capacidade de inibir o
crescimento bacteriano foi descoberta acidentalmente. Com esta descoberta, deu-se inicio a
exploracdo de micro-organismos como fonte de substancias biologicamente ativas, com
énfase na busca de novas substancias com atividade antibiotica (TAKAHASHI; LUCAS,
2008).

Os produtos das vias bioquimicas dos fungos incluem produtos farmacéuticos
importantes como as penicilinas, ciclosporinas e estatinas. Todos estes produtos naturais,
incluindo muitos outros metabdlitos fangicos, sdo originarios do metabolismo secundario
destes organismos. Metabolitos secundarios sdo definidos como compostos de baixo peso
molecular que ndo sdo essenciais para 0 crescimento do organismo. Caracterizam-se pela
grande diversidade de estrutura quimica e variacdo de forma em diferentes condicGes
ambientais e conferem uma vantagem seletiva ao organismo produtor. A prevaléncia de
drogas antimicrobianas derivadas de produtos naturais pode ser explicada gracas a esta
complexidade estrutural, que é necessaria para a inibicdo de vérias proteinas-alvo
antibacterianas (KELLER et al., 2005; BUTLER; BUSS, 2006). Os metabolitos secundarios
sdo a fonte da maior parte dos medicamentos em utilizacdo na clinica atualmente. O
levantamento mais recente das fontes de drogas indicou que os produtos naturais séo
responsaveis por mais de 75% dos 97 antibacterianos aprovados durante 1981-1996,
destacando a importancia continua de produtos naturais como a base de novas terapias para
doencas infecciosas bacterianas (TAYLOR, 2013).

Naturalmente, os basidiomicetos necessitam produzir compostos antibacterianos e
antifangicos para sobreviver no meio ambiente. Portanto, ndo causa espanto que compostos
antimicrobianos, com diferentes potenciais, possam ser isolados de muitos destes fungos e
que estes possam ser benéficos a humanidade (LINDEQUIST et al., 2005).

Em 1946, foi isolado o composto antibacteriano poliporina a partir do fungo P.
sanguineus, o qual é eficaz contra micro-organismos Gram positivos e Gram negativos
(ROSA et al., 2003). Posteriormente, foi isolado outro composto com atividade antibidtica
deste fungo, chamado cinabarina, um pigmento alaranjado que foi ativo contra Bacillus
cereus, E. coli, Enterococcus faecium, E. faecalis, Klebsiella pneumoniae, Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus plantarum, P. aeruginosa, Salmonella sp., S. typhi, S. aureus e
varios Streptococcus spp. (SMANIA et al., 1995; 1997). Keller et al. (1996) isolaram dois



22

compostos com atividade antibiética contra Bacillus subtilis, sdo: acido 3a-acetiloxilanosta-
8,24-dien-21-oico e acido piloporénico, ambos do fungo Fomitopsis pinicola. Mothana et al.
(2000) isolaram dois compostos com atividade antimicrobiana contra varias bactérias Gram
positivas e Gram negativas a partir do fungo G. pfeifferi, estes compostos foram chamados de
ganomicina A e B. Paralelamente, outros compostos com atividade antibacteriana foram
sendo descritos, como o &cido oxalico de Lentinula edodes (BENDER et al., 2003), a
agrocibina de Agrocybe dura (ROSA et al., 2003), desoxihipnofilina, hipnofilina, 6,7-epoxi-
4(15)-hirsuteno-5-ol e 6,7-epoxi-4(15)-hirsuteno-1,5-diol de Lentinus crinitus. Outros
metabolitos que apresentam propriedades antimicrobianas contra varios fungos e bactérias séo
os acidos merulinicos A, B e C, obtidos de Phlebia radiata e Merulius tremellosus. O
patdgeno Mycobacterium phlei foi seletivamente inibido pelos acidos merulinicos B e C,
enquanto que A era inativo. Do mesmo modo, S. aureus e Proteus vulgaris foram inibidos
apenas pelo acido merulinico B. E interessante que as culturas de micélio de M. tremellosus
ndo produzem acidos merulinicos, em vez disso produzem um sesquiterpeno altamente
antifangico, o merulidial. Este fato serve como um exemplo da influéncia das diferentes fases
do ciclo de vida na producédo de metabolitos secundarios de fungos (ZJAWIONY, 2004).
Além dos compostos citados (Figura 4), varios trabalhos descrevem a atividade
antimicrobiana destes fungos a partir de seus extratos, muitas vezes sem determinar o
composto bioativo. Na Tabela 1, encontram-se alguns trabalhos realizados entre os anos 2006
e 2013 que relatam a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas € Gram

negativas e fungos.
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Figura 4 — Estrutura dos compostos antimicrobianos isolados a partir de basidiomicetos



Tabela 1 - Espécies de basidiomicetos produtoras de metabdlitos antimicrobianos
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Patogeno

Basidiomiceto

Referéncia

Aspergillus niger

Bacillus cereus

B. subtilis

Candida albicans

Enterococcus

faecalis

Escherichia coli

Coprinus comatus, Ganoderma carnosum, G. lucidum, G. resinaceum,
Laetiporus sulphureus, Lentinula edodes, Mycena pura, Phellinus spp.,
Polyporus arcularius, Trametes hirsuta

Auricularia auricula, Auricularia sp., G. resinaceum, Hygrophorus
miniatus, Inocybe grammata, Lentinus squarrosulus, M. pura, Pleurotus
sajor-caju, Russula albonigra, R. fragilis, Schizophyllum commune,
Termitomyces microcarpus, Thymelaea hirsuta, Tricholoma crissum, T.
giganteum, Tricholoma sp., Volvariella volvacea

Agaricus campestris, Ganoderma spp., L. edodes, L. squarrosulus, Lenzites
betulina, Lepiota procera, Marasmium oreades, Phellinus spp., P.
ostreatus, R. albonigra, R. delica, T. hirsuta, T. giganteum

A. arvensis, A. bisporus, A. campestris, A. porphyrocephalus, Amanita
vaginata, Amauroderma sp., Astraeus hygrometricus, A. auricula, C.
comatus, L. edodes, L. crinitus, L. squarrosulus, L. cristata, L. procera, P.
djamor var. djamor, P. squarrosolus, Pycnoporus sanguineus, R.
albonigra, R. laurocerasi, R. lepida, R. vesca, S. commune, T. lobayense, T.
sp., V. volvacea

M. oreades, T. hirsuta

A. arvensis, A. bisporus, A. porphyrocephalus, A. vaginata, Amauroderma
sp., Armillaria mellea, A. hygrometricus, Coprinellus micaceus, C.
comatus, Fistulina hepatica, G. applanatum, L. edodes, L. crinitus, L.
squarrosulus, L. betulina, L. cristata, L. procera, M. oreades, Morchella
esculenta, M. pura, Phellinus spp., P. ostreatus, P. sajor-caju, P.
grammocephalus, Psathyrella atroumbonata, P. sanguineus, R. albonigra,
R. delica, R. fragilis, R. lepida, S. commune, V. volvacea, T. eurhizus, T.
hirsuta, T. giganteum, V. volvacea

Hearst et al. (2009); Balakumar et al. (2011);
Hearst et al. (2010); Srivastava; Sharma (2011);
Sivaprakasam et al. (2011); Heleno et al. (2013b)

Hearst et al. (2010); Giri et al. (2012); Trigui et
al. (2013)

Yamag; Bilgili (2006); Getha et al. (2009);
Casaril et al. (2011); Etim et al. (2012); Giri et
al. (2012); Trigui et al. (2013)

Carvalho (2007); Moglad et al. (2011); Giri et
al. (2012); Saadabi (2012)

Etim et al. (2012); Trigui et al. (2013).

Tambekar et al. (2006); Yamac; Bilgili (2006);
Carvalho (2007); Souza (2009); Hearst et al.
(2010); Ayodele; Idoko (2011); Balakumar et al.
(2011); Casaril et al. (2011); Muhsin et al.
(2011); Srivastava; Sharma (2011); Etim et al.
(2012); Giri et al. (2012); Moglad; Saadabi
(2012); Heleno et al. (2013a); Trigui et al. (2013)
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Patogeno

Basidiomiceto

Referéncia

Klebsiella
pneumoniae

Listeria
monocytogenes

Pseudomonas
aeruginosa

Salmonella
typhimurium

S. typhi

Staphylococcus
aureus

S. epidermidis

Streptococcus
mutans

A. bisporus, M. esculenta, P. sajor-caju, T. hirsuta

L. edodes, T. hirsuta

A. bisporus, A. campestris, A. porphyrocephalus, A. hygrometricus, A.
auricula, Auricularia sp., Calocybe indica, H. miniatus, L. edodes, L.
squarrosulus, L. procera, Lepiota sp., M. oreades, Phellinus spp., P.
ostreatus, P. sajor-caju, P. grammocephalus, P. sanguineus, R. albonigra,
R. delica, R. laurocerasi, R. lepida, S. commune, T clypeatus, T. hirsuta, T.

giganteum, T. lobayense

M. oreades, M. esculenta, P. ostreatus

A. bisporus, Phelinnus sp., P. sajor-caju

A. arvensis, A. bisporus, A. porphyrocephalus, A. vaginata, Amauroderma
sp., A. mellea, C. comatus, G. applanatum, Ganoderma spp., L. sulphureus,
L. edodes, L. crinitus, L. squarrosulus, L. betulina, L. cristata, M. oreades,
M. esculenta, Phelinnus spp., P. ostreatus, P. sajor-caju, Psathyrella
atroumbonata, P. sanguineus, R. albonigra, R. lepida, T. hirsuta, T.

giganteum

A. bisporus, P. sajor-caju, P. sanguineus, T. hirsuta

Phelinnus spp., P. sanguineus

Tambekar et al. (2006); Trigui et al. (2013)

Souza (2009); Heleno et al. (2013a); Trigui et al.
(2013)

Tambekar et al. (2006); Souza (2009);
Vanderlinde; Onofre (2010); Balakumar et al.
(2011); Etim et al. (2012); Giri et al. (2012);
Moglad; Saadabi (2012); Trigui et al. (2013)

Etim et al. (2012); Heleno et al. (2013a)

Tambekar et al., (2006); Balakumar et al., (2011)

Tambekar et al. (2006);Yamag; Bilgili (2006);
Carvalho (2007); Getha et al. (2009); Souza
(2009); Vanderlinde; Onofre (2010); Athayde
(2011); Ayodele; Idoko (2011); Balakumar et al.
(2011); Muhsin et al. (2011); Srivastava; Sharma
(2011); Etim et al. (2012); Giri et al. (2012);
Moglad; Saadabi (2012); Heleno et al. (2013a);
Trigui et al. (2013)

Tambekar et al. (2006); Vanderlinde; Onofre
(2010); Trigui et al. (2013)

Athayde (2011); Balakumar et al. (2011)
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2.3 Resisténcia aos antibioticos

A terapia antimicrobiana transformou a pratica médica de uma abordagem
meramente diagndstica a uma abordagem focada no tratamento, salvando milhGes de vida
nos anos seguintes. Oitenta anos depois, a eficacia de antibidticos estd seriamente ameacada
pela resisténcia de bactérias a todos os antibidticos disponiveis atualmente, uma realidade
com imensas consequéncias sobre as sociedades em todo o mundo (PAPHITOU, 2013).

O desenvolvimento de resisténcia geralmente é consequéncia do mau uso de
antibidticos, que exerce pressao seletiva indevida sobre micro-organismos, combinado com
praticas ineficazes de controle de infeccdo que aceleram a sua propagacdo (PAPHITOU,
2013). Qualquer pessoa pode ser afetada, incluindo pacientes hospitalizados, especialmente
em unidades de terapia intensiva (UTI), onde a prevaléncia de bactérias resistentes é alta.
Além disso, pessoas da comunidade também estdo em risco de infeccdo por S. aureus
resistente a meticilina associado a comunidade (MRSA), ou com Salmonella ou
Campylobacter resistentes a ciprofloxacina (através da carne ou ovos contaminados).

No passado, um suprimento constante de novos antibioticos eficazes contra cepas
resistentes emergentes tratou adequadamente as preocupacdes de resisténcia. Hoje em dia, a
pressao seletiva favorece ndo sé as bactérias com um Unico, mas com varios determinantes
de resisténcia. Paralelamente, o aumento da mobilidade de pessoas em todo 0 mundo cria
um terreno favoravel ao surgimento de patdgenos resistentes a multiplas drogas (MDR)
(THEURETZBACHER, 2012).

Além disto, os antibidticos tém vérias aplicacbes na agricultura e, de forma
semelhante ao uso de todos os antibi6ticos, sdo capazes de promover a selecdao de bactérias
resistentes. Os animais podem servir como reservatérios e disseminadores de cepas
resistentes através dos alimentos, bem como contato direto ou indireto. Além disso, a
transferéncia genética horizontal pode ocorrer entre diferentes espécies bacterianas no
intestino dos animais e dos seres humanos (PAPHITOU, 2013).

Aproximadamente 15.000 toneladas de antibidticos sdo utilizadas nas ragGes para
animais por ano (FURUYA; LOWY, 2006). Eles podem ser utilizados para o tratamento de
doencas infecciosas, para promover o crescimento do animal ou profilaxia. Neste caso, 0s
antibidticos sdo ministrados aos animais durante os periodos ou condi¢des que 0s colocam
em risco de contrair uma infeccdo (por exemplo, antes do transporte ou outras condigdes
estressantes, durante possiveis surtos e durante o periodo seco para a prevengdo da mastite
em vacas) (PAPHITOU, 2013).



27

Outro fator agravante é que as bactérias que possuem genes que conferem resisténcia
tém uma vantagem adaptativa que facilita a sua dispersao. Elas possuem caracteristicas que
facilitam sua colonizacédo e sobrevivéncia em diversos tipos de ambientes; por exemplo, as
bactérias esporuladas podem permanecer sobre superficies, sendo resistentes ao calor e a
muitos bactericidas; a formagdo de biofilmes limita o acesso do antibidtico as bactérias
contidas neles e os fatores de viruléncia bacterianos, como a presenca de capsula e &cido
teicoico, facilitam sua persisténcia e disseminacdo (FURUYA; LOWY, 2006).

Sem duvida, a resisténcia bacteriana atingiu um ponto em que é reconhecido como
um dos principais desafios médicos na maioria dos sistemas de saude. Apesar da grande
variacdo regional e local na incidéncia de bactérias resistentes, a maioria dos médicos esta
ciente dos problemas causados por MDR. Em uma pesquisa entre Unidades de Tratamento
Intensivo (UTI’s) européias, 80% dos médicos observaram que as infeccGes causadas por
bactérias resistentes em UTI foi um grande problema (THEURETZBACHER, 2012).

Assim, os esforcos de pesquisa para trazer novos antibidticos eficazes para 0s
pacientes precisam ser promovidos, a fim de anular as consequéncias da atual falta de

opcOes terapéuticas antimicrobianas (PAPHITOU, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a atividade antimicrobiana de oito basidiomicetos contra micro-organismos

patogénicos humanos.

3.2 Especificos
Realizar identificagdo molecular dos basidiomicetos.

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de seus filtrados e extratos contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas, Candida albicans, Aspergillus niger e

Penicillium sp.

Identificar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos filtrados com atividade

antimicrobiana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material bioldgico
4.1.1 Fungos

Foram utilizadas oito culturas de basidiomicetos depositadas na Colegdo de
Macrofungos de Interesse Agrossilvicultural, do Instituto Nacional de Pesquisas na

Amazonia (Tabela 2).

Tabela 2 - Fungos selecionados para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana
N° de registro

da cultura Espécie Local de coleta
347 Basidiomycete Manaus
474 Pleurotus ostreatus Manaus
1153 Gloeophyllum trabeum Boa Vista
1210 Agaricales Manaus
1232 Boletus sp. Manaus
1528 Agaricales Manaus
1540 P. ostreatoroseus Manaus
1552 Trametes cervina Manaus

Os fungos selecionados foram inoculados em meio 4gar malte (30 g.L™ de extrato de
malte, 15 g.L™ de &gar, sem ajuste de pH) acrescido de serragem de buriti para que o
metabolismo dos mesmos fossem reativados. Em seguida, as placas foram mantidas a
temperatura ambiente por 7-10 dias. Ap0s esse periodo, foram realizados repiques em placas
de Petri contendo somente meio agar malte para manutencéo das culturas e continuagédo dos

experimentos.

4.1.2 Micro-organismos patogénicos

As culturas dos patégenos E. coli CBAM 001, S. aureus CBAM 324, C. albicans
CFAM 1342, A. niger CFAM 161 e Penicillium sp. CFAM 059 foram cedidas pela Cole¢édo
de Bactérias da Amazonia — CBAM e pela Colegdo de Fungos da Amazobnia - CFAM, da
Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.
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4.2 ldentificacdo molecular
4.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA ribossomal dos fungos foi realizada segundo metodologia
indicada pelo kit de extracdo Norgen Biotek #26200. Os fungos foram cultivados em meio
liquido e incubados & temperatura ambiente por dez dias sem agitacdo. Posteriormente,
foram filtrados com gaze estéril e armazenados em freezer até a extragdo. O DNA gendmico

obtido foi quantificado utilizando Eppendorf BioSpectrometer®.

4.2.2 Amplificacdo do fragmento do rDNA por Reagéo de Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificagdo de fragmento génico do rDNA foram utilizadas as seguintes
sequéncias de oligonucleotideos: ITS1 (5 — TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3’) e ITS4R
(5 — TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’). Como controle positivo foi utilizada uma
amostra DNA fangico amplificada anteriormente e como controle negativo foi utilizada
agua destilada. A reagdo de PCR teve um volume de 20 pL (25 mM de MgCl,; 2,5 mM de
dNTPs; 5,0 pmol/uL de cada iniciador; 5 U/uL de Taqg DNA polimerase; e tampédo 1X). O
sistema de amplificagdo foi realizado em termociclador BIORAD T100™ (ThermalCycler),
e o perfil térmico de PCR foi de um ciclo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 4 min, seguido
por 34 ciclos como segue: desnaturacdo das fitas-molde a 94 °C por 1 min, pareamento dos
iniciadores a 50 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 1 min. Ao término das ciclagens, o
produto amplificado foi analisado usando um marcador de peso molecular DNA GeneRuler

da Fermentas de 1 Kb em gel de agarose a 0,8%.

4.2.3 Purificagdo da PCR

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando PEG 8000, no
qual foi adicionado ao produto de PCR um igual volume de solu¢do de PEG (PEG 8000
20% NaCl 2,5M), incubado a 37 °C por 30 min, seguido de centrifugacdo a 13.400 rpm por
20 min. Os tubos fechados foram colocados com a al¢ca da tampa voltada para a parte
externa do rotor, apds foi retirado o sobrenadante com o auxilio de um micropipetador,
adicionado 125 uL de etanol 80% gelado. O sobrenadante foi descartado com o auxilio de
um micropipetador. Apos, foi deixado evaporar o etanol residual sobre a bancada. Depois de
seco, o0 sedimento foi ressuspendido com agua deionizada em um volume de 75% ao inicial
de amostra. Incubou-se a amostra por 18 horas a - 4 °C. O produto purificado foi

quantificado em gel de agarose 0,8%.
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4.2.4 Sequenciamento
O material genético foi submetido a reacdo de amplificagdo com o kit
“BigDyeTerminator v3.1 CycleSequencing Kit” (Applied Biosystems®) e 0 sequenciamento
realizado em sequenciador automatico Applied Biosystems 3130 XL Genetic Analyzer. A
programacédo para amplificagdo em termociclador compreendeu os seguintes ciclos: etapa
inicial a 96 °C por 1 min, 25 ciclos de desnaturacdo a 96 °C por 15 seg, anelamento a 60 °C
por 15 seg e extensdo a 60 °C por 4 min. O DNA amplificado e marcado foi purificado antes
do sequenciamento pela adicdo de 10 uL de agua ultrapura esterilizada, 2 pL de acetato de
amonio 7,5 M e 60 uL de etanol absoluto. A solugdo foi centrifugada a 20.000 rpm por 15
min, e o material precipitado lavado com 500 pL de etanol a 70%, centrifugado (20.000
rpm) por 15 min e seco overnight a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras de DNA
foram solubilizadas em solucdo tampdo com formamida, desnaturadas (96 °C, 5 min) e
analisadas no sequenciador automatico.
As sequéncias da regido do rDNA obtidas foram submetidas online para
comparacdo com os dados disponiveis na base de dados do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) utilizando o modo de pesquisa BLAST.

4.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana
4.3.1 Cultivo dos fungos em meio liquido

Apobs reativacdo, os fungos foram inoculados em placas contendo meio agar malte, as
quais foram incubadas a temperatura ambiente (+ 26 °C) por 7-10 dias (até que se atingisse a
borda da placa). Apos esse periodo, foram retirados com ponteira estéril (capacidade de
1000 pL) inbculos de aproximadamente 7 mm de didmetro de toda a extensdo de
crescimento micelial. A seguir, trés destes indculos foram depositados nos caldos de cultivo
malte e GLP (20 g.L™* de glicose, 10 g.L™de peptona, 2 g.L™ de extrato de levedura, sem
ajuste de pH) em frascos Erlenmeyer com capacidade de 250 mL contendo 100 mL de caldo
de cultivo. Os Erlenmeyers foram incubados em agitador rotatério a 160 rpm em
temperatura ambiente. Os filtrados foram obtidos a cada sete dias, até o 63° dia de cultivo,
totalizando 18 tratamentos (Figura 5). O controle consistiu de Erlenmeyers contendo

somente caldo de cultivo.
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21 dias
28 dias
m 35 dias 35 dias
42 dias m
49 dias 49 dias
56 dias 56 dias
63 dias 63 dias

Figura 5 - Esquema de tratamentos no cultivo das linhagens de basidiomicetos
*Meio de cultura contendo glicose, extrato de levedura e peptona

4.3.2 Obtencéo do filtrado
Apos o cultivo submerso, a biomassa foi separada do sobrenadante por filtracdo
simples utilizando gaze estéril. Em seguida, todos os filtrados foram passados em membrana

Millipore 0,22 um e armazenados em freezer a -18 °C até a execucao dos testes.

4.3.3 Extratos obtidos do cultivo em meio sélido

Os fungos foram inoculados em placas de Petri com agar malte e incubados a
temperatura ambiente até o sétimo dia de crescimento, quando foram retirados indculos de
aproximadamente 7 mm da porcdo mais nova da col6nia (borda). A seguir, foi depositado
um inéculo de cada fungo em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio agar malte.
Os fungos foram mantidos em duas condi¢bes de incubacdo: auséncia e presenca de luz,
ambos em temperatura ambiente (+ 26 °C) por dez dias. A seguir, com o auxilio de um
bisturi estéril, os fungos foram cortados em pedagos e levados para capela, onde 150 mL de
acetato de etila foram depositados em cada Erlenmeyer. Estes permaneceram inertes por trés
dias para a extracdo dos compostos bioativos. Em seguida, foi realizada filtragdo simples
utilizando gaze com algoddo hidrofilo, e os extratos permaneceram na capela até total
evaporacdo do solvente. Apos a evaporacédo, os extratos foram acondicionados em frasco de
vidro para penicilina, os quais foram mantidos protegidos da luz e em temperatura ambiente.

Para a realizacdo dos testes, os extratos foram diluidos em Dimetilsulfoxido — DMSO: 1,5
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mL de DMSO para os extratos com maior rendimento e 2,5 mL para 0s extratos com pouco

rendimento.

4.3.4 Preparo do in6culo dos patégenos
4.3.4.1 Bactérias

Os in6culos das suspens@es bacterianas de E. coli CBAM 001 e S. aureus CBAM
324 foram preparados a partir de uma cultura crescida 24h a 37 °C em placa de Petri com
meio agar Muller-Hinton. Com o auxilio de uma alca de platina, col6nias foram transferidas
para um tubo de ensaio com 10 mL de agua destilada estéril, o qual foi agitado
vigorosamente até que a suspensdo estivesse uniforme. Este procedimento foi realizado até
que a suspensdo celular apresentasse turbidez comparavel a coluna n°® 1 da escala de
McFarland, o que corresponde a 3x10® UFC/mL.

4.3.4.2 Fungos

A cultura de C. albicans CFAM 1342 foi inoculada em placa com meio agar-
Sabouraud (30 g.L™ de dextrose, 10 g.L™ de peptona, 15 g.L™* de 4gar) a qual foi incubada a
28 °C, por 48 horas. Apo6s este periodo, a cultura foi utilizada no preparo de suspensdes
celulares com concentracfes ajustadas com agua destilada estéril, de modo a obter uma
turbidez éptica comparavel a coluna n° 1 da escala de McFarland.

Os fungos filamentosos A. niger CFAM 161 e Penicillium sp. CFAM 059 foram
inoculados em meio agar-Sabouraud e incubados a 28 °C por 7-10 dias. Em seguida,
pequenos fragmentos destes patdgenos foram utilizados no preparo de suspensbes de
conidios em tubos com 10 mL de agua destilada estéril, os quais foram agitados em Vortex

até que a suspensao estivesse homogénea.

4.3.5 Teste de difusdo em agar

A partir da suspensdo dos patdgenos, 150 pL foram retirados e semeados com auxilio
de swab na superficie do meio &gar-Sabouraud (C. albicans CFAM 1342, A. niger CFAM
161 e Penicillium sp. CFAM 059) e agar Mueller-Hinton (E. coli CBAM 001 e S. aureus
CBAM 324), em placa de Petri (10 mm x 90 mm), formando uma camada uniforme. Em
seguida, os meios foram perfurados utilizando ponteira estéril (capacidade de 1000 pL) de
modo a se obter trés pocos com 7 mm de didmetro em cada placa. Os filtrados e extratos
obtidos conforme item 4.3.2 e 4.3.3 foram depositados nos orificios perfurados no agar,

sendo 100 pL em cada pogo. O controle consistiu na aplicagao de discos de papel de filtro
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contendo cloranfenicol (5 mg/mL) ou itraconazol (5 mg/mL) no centro das placas. No teste
com os extratos foram realizados controles diferenciados com aplicacdo de DMSO e acetato
de etila nos pogos. As placas com bactérias foram incubadas a 37 °C durante 24-48 horas,
as placas com levedura foram mantidas a 28 °C durante 48 horas e as placas com A. niger e
Penicillium sp. foram incubadas a 28 °C até que houvesse crescimento dos patdgenos. A
avaliacdo consistiu na determinagdo da presenca/auséncia de halos e medigédo dos mesmos,

sendo calculada a média dos trés pogos.

4.4 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

A concentracgdo inibitéria minima (CIM) é definida como a menor concentragdo de
um agente antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um micro-organismo em
testes de sensibilidade.

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo (TELLES; MOSCA, 2000)
para os filtrados cuja atividade antimicrobiana foi determinada no teste de difusdo em &gar.
Inicialmente, os filtrados foram liofilizados, pesados e ressuspendidos em agua destilada
estéril até alcancar a concentracdo de 10 mg/mL. A seguir, em microplacas de 96 pocos
foram distribuidos 100 uL de caldo de cultivo Sabouraud em todos os orificios. Na linha A
da placa foram adicionados 100 uL do filtrado a ser analisado. Em seguida, foram realizadas
diluicdes seriadas, transferindo-se 100 pL da linha A para a linha B, e assim sucessivamente
até alcancar a linha G, totalizando sete concentra¢des analisadas: 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312,
0,156 e 0,078 mg/mL. A dltima linha da placa foi utilizada como controle, sendo as colunas
de 1-5 destinadas ao controle positivo (patégeno e meio de cultura), as colunas 6-10 ao
controle negativo (agua destilada e meio de cultura) e as colunas 11 e 12 foram destinadas
ao controle de pureza da solucdo indicadora (indicador e meio de cultura). Em todos os
pogos, exceto nos controles, foram inoculados 25 pL da suspensdo do patogeno (tépico
4.2.4). E, por dultimo, foram inoculados 25 pL da solucdo indicadora Cloreto de
Trifeniltetrazolium (TCC) a 1,0% diluido em &gua destilada estéril, em todos os pogos da
microplaca (Tabela 3). O indicador TCC é um sal tetrazolium cuja forma reduzida é de cor
purpura e indica crescimento celular. O teste para determinacdo da CIM foi realizado em

triplicata (Figura 6).
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Figura 6 - Método de inoculagdo em microplacas para determinagdo da Concentracdo
inibitéria minima

Tabela 3 - Descricdo de preenchimento dos pocos das microplacas para o teste de
microdiluicdo

Teste de Controle Controle Controle da solucéo
amostra positivo negativo indicadora
Caldo de cultivo 100 uL
Sebouraud H 100 uL 100 uL 100 pL
Filtrado
ressuspendido (10 100 uL - - -
mg/mL)
H.0 destilada - - 25 uL -
Inéculo do patdgeno 25 uL 25 uL - -
Solucdo indicadora 25 ul 25 ul 25 ul 25 Ll
il H il 1l
(TCC)

4.5 Determinacéo da acgéo dos filtrados

Paralelamente, a acdo dos filtrados foi determinada e classificada em fungicida ou
fungistatica. Para isto, a menor concentracdo de cada filtrado capaz de inibir o crescimento
microbiano foi selecionada e retiradas aliquotas de cada um dos trés pocos (repeticdes).
Estas foram semeadas em placas com meio agar-Sabouraud isenta de antifingico e
incubadas de acordo com a temperatura ideal para o patdgeno.

Para interpretagdo dos resultados foram considerados os seguintes critérios:

- Crescimento do micro-organismo no meio de cultura - Fungistatico;

- Auséncia do crescimento do micro-organismo no meio de cultura - Fungicida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo molecular

Apds a extracdo de DNA, as amostras foram visualizadas em gel de agarose 0,8%
(Figura 7), em seguida foi realizada a PCR para o gene rDNA (Figura 8), purificacdo da
PCR (Figura 9), sequenciamento e comparacdo dos resultados com o banco de dados do

National Center for Biotechnology Information - NCBI (Anexos 1-8).

Figura 7 — Quantificacdo do DNA gendmico dos basidiomicetos em gel de
agarose 0,8%. C+: DNA cromossomal. Isolados de 1 a 8: 347, 474, 1153,
1552, 1210, 1232, 1528 e 1540

Figura 8 — Amplificacdo do fragmento do rDNA dos basidiomicetos. M:
marcador de 1Kb Fermentas. Isolados de 1 a 8: 347, 474, 1153, 1552, 1210,
1232, 1528 e 1540. C-: controle negativo

Figura 9 — Purificagdo das amostras com PEG 8000 em gel de agarose
0,8%. M: marcador de 1Kb Fermentas, Isolados de 1 a 8: 347, 474, 1153,
1552, 1210, 1232, 1528 e 1540
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A similaridade das sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas no
bancos de dados do NCBI e séo apresentadas na Tabela 4, comparando-se somente com 0s

resultados de sequéncias de trabalhos publicados.

Tabela 4 — Resultados da busca e comparacdo das sequéncias obtidas com as sequéncias
depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
Similaridade Identidade Numero de

Cultura  Espeécie NCBI (%) (%) acesso NCBI Taxon
Schizophyllum 94 90 AF280759.1
commune
347 S. commune 78 94 AF249390.1 Basidiomycete
S. commune 93 90 GQ249870.1
Pleurotus ostreatus 100 99 KC686865.1
474 P. sapidus 100 99 HM561982.1  Pleurotus sp.
P. ostreatus 100 99 GU722280.1
Gloeophyllum 93 97 KJ141171.1
striatum
. Gloeophyllum
1153 G. striatum 93 96 HM536092.1 sp.
G. trabeum 90 94 AY089733.1
S. commune 100 99 AF280759.1
1210 S. commune 99 99 FJ372688.1 S commune
Trametes versicolor 100 99 FJ608587.1
1232 T. hirsuta 100 99 JX501305.1  Trametes sp.
T i 100 99 JN164953.1
Oudemansiella 89 95 AF321477.1
1528 canari O. canarii
O. canarii 38 95 AF321479.1
T. lactinea 99 99 JX082369.1
T. lactinea 99 99 JX082368.1
1540 ) Trametes sp.
T. cubensis 99 99 JN164989.1
T. cubensis 99 99 JN164923.1
Earliella scabrosa 99 100 JN165008.1
E. scabrosa 99 100 JN165009.1
1552 E. scabrosa 99 100 JN164992,1 - scabrosa

E. scabrosa 93 100 JX082364.1




38

Apos consulta ao GenBank, algumas espécies ainda ndo puderam ser determinadas,
tendo em vista que a submissdo de uma Unica sequéncia de nucleotideos obteve valores de
identidade altos para mais de uma espécie. Por isso, estes fungos foram identificados apenas
em nivel de género (Tabela 4). Além disso, o fungo 347 ndo pode ser identificado devido ao
baixo percentual de identidade, sendo assim, este foi classificado como Basidiomycete. Para
que a identificagdo molecular possa determinar a espécie destes fungos, serd necessario
trabalhar com outros primers. O artigo de White et al. (1990) inclui primers universais
amplamente utilizados para a amplificagdo de trés componentes principais do Operon
ribossomal fangico: a subunidade grande (LSU), a subunidade pequena (SSU), a qual é
separada pelo ITS, compreendendo duas se¢Oes (ITS1 e ITS2) (Figura 10).

A identificacdo molecular de fungos geralmente é feita utilizando-se os primers
amplificadores da regido ITS (SEIFERT, 2009). Contudo, alguns grupos de pesquisas
utilizaram os primers para regido LSU na identificagdo de basidiomicetos
(RUNGJINDAMAII et al., 2008; SINGH et al., 2013).

Com o surgimento das técnicas moleculares baseadas em DNA, vérias técnicas
moleculares incluindo tém sido utilizadas para validar espécies de cogumelos como SSR,
RAPD, AFLP, as sequéncias de rRNA SSU mitocondrial e 0os genes da citocromo-oxidase
(AVIN et al., 2014).

The nuclear ribosomal operon

5.85 rDMA (55 rDMNAY
SSU rDMNA | LSU rDMA !
B s xSl 20O ()
ITS1 TSz \

{intergenic s pacer)

http://www.melkonian.uni-koeln.de/pixels/ribooperon.gif

Figura 10 — Operon ribossomal fngico indicando a regido de anelamento
dos diferentes primers que podem ser utilizados na identificacdo molecular
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5.2 Atividade antimicrobiana
5.2.1 Filtrados

Dos filtrados testados, sete inibiram o crescimento de C. albicans CFAM 1342
(Figura 11), todos obtidos a partir do cultivo de Oudemansiella canarii 1528 (Tabela 5).

Figura 11 — Halos de inibigdo contra C. albicans CFAM 1342 dos filtrados obtidos do
cultivo de Oudemansiella canarii 1528. Meio malte: A — sete dias, B — 49 dias; Meio GLP:
C - 21 dias; D - 28 dias; E - 35 dias; F - 42 dias; G - 49 dias. H — filtrado sem atividade
antifungica. Controle positivo: disco com itraconazol (5 mg/mL) no centro das placas.

Na figura 11 pode ser visualizada a acdo inibitoria dos filtrados contra o patdgeno C.
albicans CFAM 1342, assim como o controle positivo no centro das placas. Na foto H, o
filtrado testado ndo inibiu o patdgeno e este cresceu por toda a extensdo da placa, exceto ao
redor do disco controle. Dessa forma, foi possivel comparar a presenca e auséncia de agdo
inibitdria dos diferentes filtrados.



40

Tabela 5 - Atividade antifingica dos filtrados de Oudemansiella canarii 1528 contra
Candida albicans CFAM 1342, ap6s crescimento em diferentes meios de cultivo e periodos
de incubacao

Meios Periodos de incubacéo (dias)
de 7 14 21 28 35 42 49 56 63
CUltivo  —memeemmmee e Diametros dos halos de inibigdo (mm) -----------==-=---------

Malte 7,0 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 5,5 0,0* 0,0*
GLP 0,0* 0,0* 8,7 8,3 6,2 8,5 7,0 0,0* 0,0*

* Sem halo de inibigdo aparente (visivel)

Na tabela 5, pode-se observar que aos sete dias de crescimento em meio malte, O.
canarii 1528 produziu compostos capazes de inibir o crescimento de C. albicans CFAM
1342, o que ndo foi possivel quando este basidiomiceto foi cultivado em meio GLP pelo
mesmo periodo de tempo. Entretanto, a atividade antifungica dos filtrados provenientes do
cultivo em meio malte ndo foi mais detectada nos tratamentos seguintes, voltando a ser
detectada apenas aos 49 dias. Outra caracteristica observada é que nos periodos de 56 e 63
dias ndo houve producéo de antimicrobianos em nenhum dos meios utilizados.

Na mesma tabela é possivel notar que o cultivo deste fungo em meio GLP produziu
filtrados com atividade antifungica num periodo diferente de incubacdo. Neste meio, foram
necessarios 21 dias de incubacdo para que O. canarii 1528 iniciasse a producdo de
compostos antifingicos, o que a primeira vista parece ser uma desvantagem em relacdo ao
meio malte. Porém, a producdo destes compostos ocorreu por um periodo de incubagdo mais
longo, entre 21 e 49 dias, indicando que a constituicdo do meio de cultivo pode ter
interferido na producdo desses compostos antiflngicos. Carvalho (2007) avaliou a influéncia
de diferentes meios de cultivo quanto a produgéo de biomassa e antimicrobianos dos fungos
L. edodes, L. crinitus, Amauroderma sp. e P. sanguineus. Este autor observou que nao existe
um meio ideal para todas as espécies produzirem antimicrobianos, tendo em vista que 0s
resultados dos testes variaram de acordo com o meio de cultivo estudado e o patdégeno
testado. Além disso, 0s autores concluiram que a producdo de biomassa parece ndo ter
relacdo com a sintese de antimicrobianos.

A ordem Agaricales é extensa e diversificada e inclui os fungos popularmente
conhecidos como cogumelos. Para o Brasil, sdo citados 136 géneros e 1.011 espécies, de
acordo com um levantamento da producéo cientifica referente aos anos 1900-1991 realizado

por Putzke (1994). Em relacdo a Amazonia, o nimero de trabalhos é bastante reduzido e
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menos abrangente, necessitando de coletas e trabalho bésico para o conhecimento das
espécies desta regido (PUTZKE, 2011).

Através de analise molecular foi possivel determinar a espécie do fungo 1528
(anteriormente classificado como Agaricales), tratando-se de Oudemansiella canarii (Figura
12). Espécies de Oudemansiella sdo conhecidas por produzirem os compostos bioativos
estrobilurinas e oudemansinas, 0s quais sdo capazes de inibir o crescimento de outros fungos
mesmo em baixas concentracdes (108-107 M). Estes compostos matam patdgenos
oportunistas como C. albicans e dermatéfitos pertencentes ao género Trichophyton,
Epidermophyton e Microsporum (ANKE et al., 1979; 1997). Além de inibir patégenos
humanos, os compostos antifingicos de O. canarii impediram o crescimento micelial e
germinacdo de conidios dos fitopatdgenos Alternaria solani, Colletotrichum acutatum e
Sclerotium rolfsii (DOMINGUES et al., 2011).

Figura 12 — Corpos de frutificacdo de Oudemansiella canarii. A-B: frutificacdo em placa
de Petri, ap0s retiradas de indculos e exposicdo a luz; C: foto retirada da internet
(http://www.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxon=Oudemansiella
%?20canarii)

Um screening realizado por Rosa et al. (2003) detectou um amplo espectro de
atividade antifingica de uma linhagem de O. canarii, a qual produziu compostos inibidores
de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis. Este foi o primeiro relato de atividade
antifungica para esta espécie, contudo, 0s autores sugeriram que esta atividade esta
relacionada a presenca de estrobilurinas e oudemansinas. Para confirmar esta teoria, Rosa et
al. (2005) avaliaram a atividade antifingica de extratos e compostos isolados a partir deste
fungo contra o patégeno Cladosporium sphaerospermum. Assim, determinaram que o
composto oudemansina A foi o responsavel pela atividade antifingica apresentada contra
este patogeno.

A ocorréncia de oudemansina A em O. canarii sugere que especies pertencentes a

este género possivelmente possam compartilhar uma maquinaria bioquimica comum para
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produzir compostos antifungicos, que lhes conferem uma vantagem estratégica em um

ambiente extremamente competitivo (ROSA et al., 2005).

5.2.1.1 Concentracdo inibitoria minima (CIM)

Foi realizado o teste de microdilui¢do dos filtrados cuja atividade antimicrobiana foi
encontrada no teste de difuséo a fim de identificar a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento de C. albicans CFAM 1342. Assim, o teste foi realizado com sete filtrados
obtidos do cultivo de O. canarii 1528 em meio liquido.

Dentre os filtrados, apenas dois foram capazes de inibir o patdgeno na concentracdo
testada. O restante dos filtrados apresentou CIM em concentragdes superiores a 5 mg/mL,

sendo necessaria a repeticdo deste teste com concentracdes mais altas (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultado do teste de microdiluicdo para identificacdo da
concentracdo inibitdria minima dos filtrados de Oudemansiella canarii
1552 contra Candida albicans CFAM 1342

Concentracédo Inibitéria

Filtrado Minima (mg/mL) Acéo do filtrado
M1 T7 >5 -

M1 T49 >5 -

M2 T21 >5 -

M2 T28 2,5 Fungistatica
M2 T35 >5 -

M2 T42 >5 -

M2 T49 5 Fungistatica

*M1: meio malte; M2: meio GLP; T: nimero de dias de incubacao

Os resultados da avaliacdo da CIM sugerem que o tempo de cultivo ideal para a
producdo de compostos antifungicos é aproximadamente 28 dias, sendo o meio de cultivo
GLP ideal para esta finalidade. Apesar de ter sido comprovado em teste de difusdo que o
fungo O. canarii 1528 sintetizou compostos inibidores de C. albicans CFAM 1342 aos sete
dias de crescimento em meio malte, atraves de teste quantitativo (microdiluicdo) pode-se
notar que a concentracao de antifingicos neste filtrado € mais baixa. Apesar desta diferenca,
tanto o filtrado obtido aos 28 dias, como o obtido aos 49 dias apresentaram acao fungistatica

contra o patégeno (Tabela 6).
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A maioria dos trabalhos publicados expde a CIM de extratos de basidiomicetos
contra patdgenos bacterianos. Contudo, alguns trabalhos identificaram a CIM contra C.
albicans e demonstraram resultados semelhantes com os do presente trabalho.

Entre os basidiomicetos pertencentes a Ordem Agaricales, A. rubescens teve sua
CIM contra C. albicans conhecida pelo método de microdilui¢do, sendo de 5 mg/mL
(KOSANIC et al.,, 2013); Nwachukwu e Uzoeto (2011) analisaram extratos de P.
squarrosulus e encontraram CIM de 50 mg/mL; Vahidi e Namjoyan (2004) trabalharam
com extratos do cultivo em meio liquido de Oudemansiella sp. e obtiveram CIM de 40
Hg/pL.

Algumas espécies pertencentes a outras Ordens também tiveram sua CIM
identificada. Kosanic et al. (2013) testaram extratos obtidos com acetona e metanol de
Cantharellus cibarius, Lactarius piperatus e R. cyanoxantha pelo método de microdiluicéo
contra C. albicans, e observou que os valores da CIM foram menores nos extratos de
acetona, sendo 5,0, 2,5 e 5,0 mg/mL, respectivamente, enquanto os extratos metanolicos

foram 10,0, 5,0 e 10,0 mg/mL, respectivamente.

5.2.2 Extratos

Um total de 16 extratos (oito obtidos a partir do cultivo dos fungos com exposicdo a
luz ambiente e oito sem exposi¢do) foi testado quanto a sua acdo antimicrobiana, através do
método de difusdo em agar. Dos fungos estudados, apenas Schizophyllum commune 1210
ndo inibiu nenhum dos patégenos. Além disso, nenhum dos extratos inibiu o crescimento de
A. niger CFAM 161 (Tabela 7).

Tabela 7 - Atividade antimicrobiana de extratos do cultivo de basidiomicetos em meio
agar malte

Diametro dos halos de inibicdo (mm)
Ec Sa Ca An P
1,7 0,0* 3,0 0,0* 0,0*

Identificacdo Condicéo

—

Basidiomycete 347

1,7 0,0* 3,5 0,0* 0,0*
2,0 0,0* 3,8 0,0* 0,0*
Pleurotus sp. 474 23 3.5 31 0,0% 0,0*
0,0* 3,3 3,8 0,0* 0,0*
Gloeophyllum sp. 1153 20 3.2 31 0.0% 0.0*

0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
0,0* 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
1,7 0,0* 0,0* 0,0* 0,0*
0,0* 0,0* 3,8 0,0* 3,7
2,3 0,0* 4,6 0,0* 3,7

Schizophyllum
commune 1210

Trametes sp. 1232

Oudemansiella canarii
1528

mrrmremMememMe m
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L 0,0* 0,0* 35 0,0* 0,0*

Trametes sp. 1540 E 0,0 0,0% 42 0,0* 0,0*
. L 15 0,0* 2,9 0,0* 0,0*
Earliella scabrosa 1552 E 20 0.0* 0.0* 0.0* 0.0*

Condigdes: L — expostos a luz ambiente; E: cultivado na auséncia de luz

Ec: Escherichia coli CBAM 001; Sa: Staphylococcus aureus CBAM 324; Ca: Candida albicans CFAM
1342; An: Aspergillus niger CFAM 161; P: Penicillium sp. CFAM 059

*Sem halo de inibi¢do aparente (visivel)

Segundo Stadler e Keller (2008), mais de 1.500 metabolitos fungicos, caracterizados
entre 1993 e 2001, apresentaram atividade antibidtica ou antitumoral. Hoje este nimero
deve ser superior, pois, desde entdo, muitos outros trabalhos foram sendo realizados e novos
compostos isolados. Desta forma, os fungos sdo considerados fontes promissoras na busca
de novas moléculas antimicrobianas, o que pdde ser confirmado com os resultados obtidos
no presente trabalho.

Dos fungos testados, 75% produziram compostos com atividade anti-Candida
(Tabela 7). Nesta metodologia, O. canarii 1528 novamente apresentou inibi¢do contra C.
albicans CFAM 1342, assim como no cultivo em meio liquido. Porém, os extratos do
cultivo em meio solido mostraram-se efetivos contra um maior numero de micro-
organismos, passando a inibir E. coli CBAM 001 e Penicillium sp. CFAM 059, e, no caso
deste ultimo, O. canarii 1528 foi o Unico basidiomiceto cujos extratos inibiram este
patdégeno. Outra caracteristica desta linhagem é a ndo especificidade quanto a presenca ou
auséncia de luz durante a incubacdo para a producdo de compostos antifingicos. Contudo,
somente o extrato do cultivo na auséncia de luz apresentou atividade antibiotica contra E.
coli CBAM 001.

As caracteristicas de inibicdo dos extratos de O. canarii 1528 contra C. albicans
CFAM 1342 foram diferentes para cada condicdo de cultivo. Os halos formados pelo extrato
do cultivo com exposicdo a luz foram menores (3,8 mm) em comparacdo aos halos
provenientes do cultivo deste fungo em auséncia de luz (4,6 mm) (Figura 13). Porém, é
importante ressaltar que o tamanho dos halos ndo depende apenas da concentracdo e
intensidade de acdo do composto antifingico contra o patdgeno, mas também, do seu peso
molecular e outras caracteristicas, responsaveis pela dispersao na placa de Petri. Por conta
disso, sdo necessarios estudos complementares para determinar se 0s extratos possuem

compostos antifungicos distintos.
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Figura 13 — Extratos inibidores de Candida albicans CFAM 1342 obtidos
do cultivo de Oudemansiella canarii 1528 em meio sélido, com exposi¢do a
luz (A) e sem exposicao a luz (B)

Vahidi e Namjoyan (2004) testaram extratos de Oudemansiella sp. contra patdgenos
bacterianos e fingicos através do método de difusdo em &gar e observaram que este fungo
foi capaz de produzir compostos inibidores de S. aureus, S. epidermidis, E. coli, M. luteus,
C. albicans, S. cerevisiae e C. lipolytica.

Assim como o extrato obtido do cultivo de O. canarii 1528, o extrato de Trametes
sp.1232 apresentou atividade antibacteriana contra E. coli CBAM 001 somente quando
cultivado na auséncia de luz. Em contrapartida, os extratos de Trametes sp. 1540 nao
inibiram os patdgenos bacterianos e foram eficazes no controle de C. albicans 1342,

O fungo E. scabrosa 1552, que também pode ser chamado de Trametes scabrosa,
apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli CBAM 001 nas duas condi¢Oes de
luminosidade e contra C. albicans CFAM 1342 somente quando incubado com exposicao a
luz. N&o ha relatos na literatura quanto a atividade antimicrobiana para esta espécie contra
patdgenos humanos. Contudo, Peng e Don (2013) relataram a capacidade deste fungo em
produzir compostos bioativos inibidores dos fungos degradadores da seringueira S.
commune, P. sanguineus, Lentinus sp., L. sajor-caju, L. strigosus, Microporus affinis e M.
xanthopus.

Alguns pesquisadores investigaram a acdo antimicrobiana de extratos de varias
espécies do género Trametes. Yamag e Bilgili (2006) analisaram os extratos de T. versicolor
obtidos com acetato de etila a partir do seu basidiocarpo, obtendo a inibigdo dos patdgenos
Enterobacter aerogenes, P. aeruginosa, S. aureus e Saccharomyces cerevisiae. Apesar
disso, seus extratos ndo inibiram o crescimento de C. albicans. Sivaprakasam et al. (2011)
trabalharam com extratos da espécie T. hirsuta, e identificaram que esta & capaz de inibir
diversos patdgenos bacterianos, tanto Gram positivos, como Gram negativos, assim como 0s

fungos Penicillium sp., A. fumigatus, A. niger, A. flavus e Mucor indicus. Outro parametro
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avaliado por estes pesquisadores foi a diferenga de agdo inibitoria entre extratos aquosos e
extratos metanolicos, testando trés concentragfes (50, 100 e 200 mg/mL) de cada um deles.
Todos os extratos foram capazes de inibir todos os patdgenos, com algumas diferengas nos
tamanhos dos halos. Apenas o0 extrato aquoso na concentracdo de 50 mg/mL néo foi capaz
de inibir A. fumigatus, A. niger e M. indicus.

As espécies do género Pleurotus tém sido amplamente estudadas quanto & producao
de compostos antimicrobianos. Na Tabela 7, observa-se que Pleurotus sp. 474 inibiu o
crescimento de S. aureus CBAM 324 (Figura 13), E. coli CBAM 001 e C. albicans CFAM
1342. A atividade antibiotica contra S. aureus e outras bactérias patogénicas ja é relatada na
literatura para este género, contudo, a maioria dos trabalhos utiliza extratos obtidos a partir
de seus basidiocarpos (AKYUZ; KIRBAG, 2009; ETIM et al., 2012; GIRI et al., 2012).
Ainda que varios trabalhos utilizem a mesma espécie de fungo, os resultados ndo podem ser
previstos, pois mesmo em nivel de espécie existem importantes diferencas genéticas que
podem influenciar na capacidade de produzir antimicrobianos. Isto pode ser observado no
trabalho de Akyuz et al. (2010), onde foram obtidos extratos do basidiocarpo de quatro
espécimes de P. ostreatus e, destes, apenas dois foram capazes de inibir o crescimento de S.
aureus.

Em relacdo a atividade anti-Candida, alguns trabalhos relatam a auséncia de
inibicdo deste patdgeno quando utilizados extratos do basidiocarpo de P. ostreatus obtidos
com metanol e alcool metilico (AKYUZ et al., 2010; GIRI et al., 2012). Contudo, a espécie
P. eryngii var. ferulae cultivada em residuos de palha de trigo inibiu C. albicans pelo
método de disco difusdo (AKYUZ; KIRBAG, 2009). Nwachukwu e Uzoeto (2011) testaram
extratos etandlicos obtidos a partir do basidiocarpo de P. squarrosolus e obtiveram halos de

inibicdo de 7,1 mm contra C. albicans. E, a partir de extratos etanolicos de P. flabellatus,

g hsde

Rai et al. (2013) também encontraram extratos com acao inibitdria contra este patdgeno.
s Bye 50153 ¢
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Figura 14 — Extratos de Pleurotus sp. 474 e Gloeophyllum sp. 1153 com acdo
antibidtica contra Staphylococcus aureus CBAM 324
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Outro basidiomiceto inibidor de S. aureus CBAM 324 foi o fungo Gloephyllum sp.
1153 (Figura 14). Além da acdo antibidtica, seus extratos mostraram acdo antiflngica contra
C. albicans CFAM 1342 (Tabela 7). A atividade antibacteriana e antifungica deste género
foi relatada por Rasser, Anke e Sterner (2000), onde compostos isolados de espécies de
Gloeophyllum sp. inibiram B. subtilis, B. brevis, Mucor miehei e P. notatum. Anteriormente,
o antifungico oosponol foi isolado de G. abietinum (UMEZAWA et al., 1972). As espécies
pertencentes a este género ainda precisam ser estudadas mais detalhadamente, pois fungos
com caracteristicas biotecnoldgicas promissoras podem estar sendo ineficientemente
explorados.

As culturas utilizadas neste trabalho ndo haviam sido testadas anteriormente quanto a
producdo de antimicrobianos, por isso foram submetidas a diferentes condi¢bes de
incubacdo, ja que ndo havia informacbes prévias sobre possiveis especificidades para
producdo destes compostos. E, ainda que tenham sido verificadas diferencas significativas
nas diferentes metodologias testadas, é importante a realizacdo de trabalhos complementares
para que sejam avaliadas novas condic¢des de cultivo e métodos de extracdo dos compostos
antimicrobianos.

Através do levantamento de revisdo bibliografica, foi observado que a parte do fungo
escolhida para extracdo (basidiocarpo inteiro ou partes deste) influencia diretamente nos
resultados. Isto pdde ser notado no trabalho de Barros et al. (2007), onde diversos extratos
do fungo Lactarius deliciosus foram testados contra C. albicans. Os extratos preparados a
partir do basidiocarpo completo ou do pileo (chapéu) foram eficazes contra o patdgeno,
enquanto os extratos obtidos a partir do estipe ndo apresentaram atividade antimicrobiana.
Os autores associaram esta atividade com a quantidade de compostos fendlicos e
flavonoides presentes neste fungo, que foram encontradas em menor concentracdo no estipe
do cogumelo. lgualmente, a fase de ciclo de vida influéncia na producdo de metabolitos
secundarios. O fungo M. tremellosus em sua fase de vida micelial produz o antifungico
merulidial, enquanto seu basidiocarpo produz os antibacterianos acidos merulinicos A, B e
C (ZJAWIONY, 2004).
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6 CONCLUSOES

Com a amplificacdo da regido do rDNA dos basidiomicetos foi possivel identificar os
isolados 1210, 1528 e 1552 a nivel de espécie, sendo Schizophyllum commune,
Oudemansiella canarii e Earliella scabrosa, respectivamente. Os isolados 474, 1153, 1232 e
1540 foram identificaos a nivel de género, sendo Pleurotus sp., Gloeophyllum sp., Trametes
sp. e Trametes sp., respectivamente. O isolado 347 nédo foi identificado devido ao baixo
valor de identidade para a espécie S. commune, sendo necessario a utilizacdo de outros

primers.

Os fungos Basidiomycete 347, Pleurotus sp. 474, Gloeophyllum sp. 1153, Trametes sp.
1232, Oudemansiella canarii 1528, Trametes sp. 1540 e Earliella scabrosa 1552
apresentaram atividade antimicrobiana quando cultivados em meio sélido malte agar e
submetidos a extracdo com acetato de etila. Além disso, quando cultivado em meio liquido,

O. canarii 1528 produziu antifungicos inibidores de Candida albicans CFAM 1342.

O fungo O. canarii 1528 produziu antifungicos em meio liquido e meio s6lido. Por isso, este
foi considerado o melhor produtor de antifingicos, principalmente pela vantagem deste

excretar estes compostos em meio liquido, facilitando o processo de extracgéo.

A exposicdo a luz durante o crescimento interferiu negativamente na capacidade de
producdo de compostos antibacterianos de Pleurotus sp. 474, Gloeophyllum sp. 1153,

Trametes sp. 1232 e O. canarii 1528, e na producéo de antifungicos por E. scabrosa 1552.

A concentracdo inibitéria minima foi identificada para dois filtrados de O. canarii 1528
contra C. albicans CFAM 1342, sendo de 5 mg/mL para o filtrado obtido aos 49 dias e 2,5
mg/mL para o filtrado obtido aos 28 dias, ambos em meio GLP. Assim, observou-se que

este fungo produz concentracdes mais altas em meio GLP do que em meio malte.
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ANEXOS

Anexo 1: Sequéncias obtidas da amostra do fungo 347 e resultado da pesquisa no banco do
NCBI

>347
AACAAAGACAAACAGTAACATTCTTTGTTCTGATCCTGTGCACCTTATGTAGTCCCAAAGCCTTCACGGGTGG
CGGTTGACTACGTCTACCTCACACCTTAAAGTATGTTAACGAATGTAATCATGGTCTTGACAGACCCTAAAAA
GTTAATACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAGGGGCA
TGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATACCATCAACCCTCTTTTGACTTCGGTCTCGAGAGTGGCTTGGAAGTGGAG
GTCTGCTGGAGCCTAACCGAACCCGCTTCTCTTAAATGGATTAACGGAATTTCCTTGGCGGAACCCGTCTTCC
AAGTGATTATTTCTACCTCCTTTAACATCTTCGGGCTTAACTTGGTCAAGTTTCATAAGAATCTGCTTCCTACC
CTCCCCTGGATGGAAATAACCACCTTGCCGCTTACTTTTGACTTTGCCTTCAATCCAGGAAGAATTCCCCCTT
AACTTTAGCCTATAAAAGCGCGGGGGAA

Sequences producing significant alignments:
Select- All None Selected 0

i1 Alignments o
Description SN!:T_; ;r:t:rl ?s\::’ vaIIEue Ident  Accession
[ schizophyllum commune small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene andin 745 745  94% 0.0 90% AF280759.1
[ schizophyllum commune genes for 185 rRNA, ITS1, 585 rRNA, ITS2, 285 rRNA partial and complete sequence, isolate” 10-3 739 739 94% 00 90% AB4708611
[F] schizophyllum commune 188 rRINA gene (partial), ITS1, 5.85 rRNA gene. ITS2 and 268 rRMA gene (partial). specimen voucher CSIRO(MYE707 736 736 93% 0.0 90% AJ537501.1
[F] schizophyllum commune isolate 1-84 internal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RINA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sec 736 736 78% 0.0 94% AF2403901
[ schizophyllum commune isolate 1-71 internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sec 736 736  78% 0.0 94% AF2403801
[[] Agaricaceae sp. BAB-4070 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internaltr 734 734  94% 0.0 90% KJ6702901
[ schizophyllum commune genes for small subunit rRNA, ITS1.5 BS rRNA_ITS2 and large subunit rRNA, partial and complete sequence, strain'| 734 734 94% 00 90% AB369910.1
[F] Schizophyllum commune isolate HE2742 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA aene and infernal transcribed sp 732 732 96% 0.0 89% KC505580.1
[F] schizophyllum commune isolate BDG2-1-1 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed. 732 732 96% 0.0 89% JQ409156.1
[ schizophyllum commune isolate PRJ21 internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete s 732 732 78% 0.0 94% AF240387.1
[ schizophyllum commune isolate HE2740 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscribed s 730 730 97% 0.0 89% KC505579.1
[F] Agaricaceae sp 647 185 ribosomal RMA gene. parial sequence; internal franscribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene, and internal transeri 730 730 94% 00 89% J03122091
] schizophyllum commune isalate HLJ 20 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 58S ribosomal RNA gene and internal transcribedsp 730 730 97% 0.0 89% JN028243.1
[F] schizophyllum commune isolate UD 26/08 185 ribosomal RMNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RMAgen 730 730 93% 0.0 90% GQ249870.1
[ schizophyllum commune isolate BCC26407 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RWAge 730 730 93% 0.0 90% FJ3726801
[F] Schizophyllum commune isolate PRI29 internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete s 730 730 78% 0.0 94% AF2409336.1

>347_1

GGGCCTGGCATCCTACCTGNAGTTGAGGTAAGTCAAAAGTTAGCGCGCAAGTCCGCTAGTCTCAATCAAGAG
ACGGTTAGATGCAGACTCCTATTGAAACTGACCAAGGTCAGCCCCGAGATGGTCAACGACGTAGAAATTATC
ACATCGGAGACGCGATCCCGCAAGGGAAATCCGCTAATACATTTAAGAGGAGCTGGCTCCGTTTAGCTTCCA
CCAAACTTCCCTTTCAAACCACTTTTCAAAACCAAATTCAAAAAAGGTTTAATGTATTTTATTACCCTTCAAC
CAGGCTTGCCCTTCGAATTCCCAAAGGCCCCAAGGGCCTTTCAAAATTTCATTAATTCATTAATTTCTCCATTT
ACCTTTCTTTTTCCCTTTTCCTTCCTTCCTCCTCCATTCCAAAACCCAAAAAATCCTTTTCCAAAGTTTTATTTA
CTTTTTAAGGTCTTTCCAGAACCTTAATTCCTTTCTTTACCTTCTTTTAAGTTTTAAGGAAAACTTATTCACCCC
CCCCCCTTAAAGCTTTTGGACTTCCTTAAGGTCACCAGAACCAAACCAAAATAACTTGTTTGAATTCTTTATG
AATCTTTCCAGCACCCACCCCCAACG AAAGGA



Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0
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11 Alignments
Max

Description
Rt score

Schizophyllum commune small subunit ribosomal RMNA gene, parfial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene and 420

Uncultured fungus clone FA1-019 183 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RNA gene, andi 409

Schizophyllum commune genes for 185 rRMNA. ITS1, 585 rRNA, ITS2, 285 rRNA, partial and complete sequence, strain: NBRC 4928 409

Schizophyllum commune strain Sci1 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, an 409

Schizophvllum commune 185 rRINA gene (partial), ITS1, 5.85 (RNA gene, [TS2 and 265 rRNA gene (partial). specimen voucher CSIRO(MM E7. 409

Uncultured fungus clone LX037935-122-009-F02 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete seque 409

Schizophyllum commune strain 1-19 188 ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene. ar 409

Trametes robiniophila strain CECC 6839 18S ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNAgen 409

Schizophyllum commune genes for small subunit rRMA, ITS1, 5.85 rRNA. ITSZ and large subunit rRMA, partial and complete sequence, strair 409

Schizophyllum commune strain NF58 185 ribosomal RINA gene, partial sequence: internal franscrived spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, = 407

Schizophyllum commune isolate BCC22128 183 ribosomal RMA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA 407

Schizophyllum commune isolate HM21 183 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RMA gene, 405

Schizophyllum commune genes for 185 rRNA, ITS1, 5.83 rRNA, ITS2, 283 rRNA partial and complete sequence, strain: SCC-0749 405

Schizophyllum commune 185 rRNA gene (partial), ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2 and 265 rRNA gene (partial), specimen voucher CSIRO(M) E71 405

Schizophvllum sp. FPGLXJ09 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene, and inten 405

Schizophyllum commune isolate LGS 185 ribosomal RMA gene, pariial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene.a 403

Schizophyllum commune 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal t 403

Schizophyllum commune strain DMRF-7 183 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gent 403

Schizophyllum commune strain UCD304-0e 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA - 403

i e i R e i i v

Schizophvllum commune strain UCD296-0e 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA - 403

Tatal
score

420
409
409
409
409
409
409
409
409
407
407
405
405
405
405
403
403
403
403
403

Query
cover

95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
95%
94%
94%
93%
95%
95%
94%
95%
95%
95%
95%
95%

E
value

1e-113
2e-110
2e-110
2e-110
2e-110
2e-110
2e-110
2e-110
2e-110
8e-110
8e-110
3e-109
3e-109

Ident

80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
80%
79%
80%
79%
79%
79%
79%
9%

Accession

AF280759.1
JX984746 1
ABT33163.1
HQ684720.1

AJ53T75031

GOB51764.1
HM392521.1
EUBE1883.1
AB369909.1
KJ588263.1
FJ372688 1
KJ572203.1
AB733176.1
AJ53T502.1
FJ196608 1
KJ0934089.1
KFE79517.1
KC237296 1
JX515740 1

JX515730 1

Anexo 2: Sequéncias obtidas da amostra do fungo 474 e resultado da pesquisa no banco do

NCBI

>474

TGCGGAAGGATCATTAATGAATTCACTATGGAGTTGTTGCTGGCCTCTAGGGGCATGTGCACACTTCACTAGT
CTTTCAACCACCTGTGAACTTTTGATAGATCTGTGAAGTCGTCTCTCAAGTCGTCAGACTTGGTTGCTGGGAT
TTAAACGTCTCGGTGTGACTACGCAGTCTATTTACTTACACACCCCAAATGTATGTCTACGAATGTCATTTAA
TGGGCCTTGTGCCTATAAACCATAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCC
CCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAAACTCACTTTTGGTTTCTTTCCAATT
GTGATGTTTGGATTGTTGGGGGCTGCTGGCCTTGACAGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCAGGACTTCTC
ATTGCCTCTGCGCATGATGTGATAATTATCACTCATCAATAGCACGCATGAATAGAGTCCAGCTCTCTAATCG
TCCGCAAGGACAATTTGACAATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT



Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:4
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it mlignments [EIDownload v GenBank Graphics Distance tree of results

Ident

Description Max Total Query E

score score cover value
[[] Uncuttured fungus clone CMH171 18S ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, andinf 1184 1184 100% 0.0
[T] Pleurotus floridanus sirain S040 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, andinte 1181 1181 100% 0.0
Pleurotus ostreatus woucher ASDNA 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene. and 1179 1178 100% 0.0
[T Pleurotus sp. 52007 18S ribosomal RINA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transer 1179 1179 100% 0.0
[E Pleurotus floridanus strain $2002 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, andint 1179 1179 100% 0.0
Pleurotus sapidus isolate PSW3 183 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.89 ribosomal RNA gene, and inte 1179 1179 100% 0.0
[T] Pleurotus sapidus isolate PSW2 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.8 ribosomal RNA gene, andinte 1179 1179 100% 0.0
[F] Pleurotus sapidus isolate PSW1 183 ribosomal RMA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5 88 ribosomal RNA gene. and inte 1179 1179 100% 00
Pleurotus ostreatus voucher EI Colegio de |a Frontera Sur ECS-0184 18S ribosomal RMA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer1 1179 1179 100% 0.0
[E Pleurotus floridanus strain PE101 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal trans cribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, andint 1179 1179 100% 0.0
[T] Pleurotus floridanus sirain dd08070 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and 1179 1179 100% 0.0
[E] Pleurctus ervngii isolate NW450 185 ribosomal RNA gene, partial seguence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMNA gene, and inte 1179 1179 100% 0.0
[T Pleurotus ostreatus isolate NW449 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transeribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and it 11756 1175 100% 0.0
[E Pleurotus ostreatus isolate NW437 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene, and it 1175 1175 100% 0.0
[T Pleurotus ostreatus isolate NW431 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.83 ribosomal RNA gene, andii 1175 1176 100% 0.0
Pleurotus sapidus strain FPSPT 1885 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.8 ribosomal RNA gene, andinte 1173 1173 99% 0.0

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

KFB800262.1
AY540323.1
KCG86865.1
JOB63T43 1
JOBGETI9 1
HM561982.1
HM561981.1
HM5619301
GUT222501
GU7210581
FJ810170.1
EU520127.1
EU5201101
EU520108 1
EU520107.1

JX429940.1

Anexo 3: Sequéncias obtidas da amostra do fungo 1153 e resultado da pesquisa no banco do

NCBI

>1153

AGGGGGTTCAATCTGCAGNATTTGAGGTCAAATGTCAGAGTTGTCCGAAGACGATTAGAAGCTGATCCACTA
AGGCACTTCACAGACACGGCGTAGACAATTATCACACCGAGGACTGATCCGTAACGGGTCCAGCTAATGCAT
TTAGAGAGGAGCCGACTAGTCAGCCAGCATGCCTCCAAGTCCAAGCTCATCACAGTCACAAAAACTGGGTGA
GTTGAGATATTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGAT
TCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTTTATAGATGCGTTATACGCAGATGACATTCTAAGACTACAGTGTATGTG
TAGAACATAGGAAGAGTAGCCTGACAGAAGCCAAGCCACCCGACCTACAATAGATGCACAGGTGTAAGGTT
GGATTGAGTAGAGAGCGTGCACATGCCTTGCGGCCAGCTACAACTCCCCTGGTTAATTCTTAAAGAATCTTTC

CCCAGTCCNCTTACCGAAGGAAN

Sequences preducing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0

i Alignments
Description

U Gloeophyllum striatum voucher Santos 1624 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene. and internal transcribet

U Gloeophyllum striatum voucher 0904/72-) 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, and internal ranscribed s

L) Gloeophyllum striatum voucher 1109/38-J 18S ribosomal RNA gene, partial sequence. internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RMA gene, and internal transcribed s

L) Gloeophyllum striatum voucher ARIZ.ANO31238 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal franscri

L Gloeophyllum striatum voucher 0610/K14-Kout 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcrit

L) Gloeophyllum striatum 185 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal ranscribed spacer 1, 5.85 subunit ribosomal RNA gene, and internal transcribe

U Gloeophyllum trabeum isolate 61750M internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.88 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2, complete sequence: ¢

U Gloeophyllum trabeum strain FP101508 188 ribosomal RMNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene. and internal franscribed spi

U Gloeophyllum striatum strain FPRI-86 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RNA gene, and internal ranscribed spact

) Gloeophyllum trabeum strain GT859/3 183 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.83 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spac

)" Uncultured fungus clone L046973-122-077-B08-unis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal tre

)" Uncultured fungus clone L 046973-122-077-B12-unis 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcril

d spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal tre

)" Uncultured fungus clone L046938-122-076-C04-unis 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal tr:

U Uncultured fungus clone L046938-122-076-C05-unis 183 ribosomal RMA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RMA gene, and internal tr:

U Gloeophyllum trabeum strain KU-41 188 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene, and internal franscribed spacer

U Gloeophyllum subferrugineum isolate FRI-88(a)-C 188 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 subunit ribosomal RMNA ¢

U Gloeophyllum trabeum culture-collection DSM:3087 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, and internal fran

Max
score

976
966
953

Total
score

976
966
953
948
946
922
821
817
817
817
817
817
817
817
817
817
817

Query
cover

93%
93%
93%
93%
93%
93%
90%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%

value
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

98%
98%
97%
97%
97%
96%
94%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%
93%

Accession

KC3457231
KC3457201

KC345721.1

KJ141171.1

KJ141172 1
JX501307.1
JF289096.1
JF289094.1
JF289090.1
JF289089.1

JFBB2771.1

H 0931

Q3379131
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Anexo 4: Sequéncias obtidas da amostra do fungo 1210 e resultado da pesquisa no banco do
NCBI

>1210

TGCGGAAGGATCATTAACGAATCAAACAAGTTCATCTTGTTCTGATCCTGTGCACCTTATGTAGTCCCAAAGC
CTTCACGGGTGGCGGTTGACTACGTCTACCTCACACCTTAAAGTATGTTAACGAATGTAATCATGGTCTTGAC
AGACCCTAAAAAGTTAATACAACTTTCGACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTA
TTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATACCATCAACCCTCTTTTGACTTCGGTCTCGAGAGTGGC
TTGGAAGTGGAGGTCTGCTGGAGCCTAACGGAGCCAGCTCCTCTTAAATGTATTAGCGGATTTCCCTTGCGG
GATCGCGTCTCCGATGTGATAATTTCTACGTCGTTGACCATCTCGGGGCTGACCTTGGTCAGTTTCAATAGGA
GTCTGCTTCTAACCGTCTCTTGATTGAGACTAGCGACTTGCGCGCTAACTTTTGACTTGACCTCAAATCAGGT
AGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:5

i1 Alignments [JDownload v GenBank Graphics Distance tree of results )

Max Total Query E

Ident  Accession
score score cover value

Description

=]

Schizophyllum commune small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence: internal franseribed spacer 1. 5.88 ribosomal RMA gene andin 1114 1114 100% 0.0 99% AF280759.1

Uncultured fungus clone LX037985-122-009-F02 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequen: 1098 1098 100% 0.0 99% GQ851764.1

Schizophyllum commune genes for small subunit rRMA, ITS1, 5.88 rRNA, ITS2 and large subunit rRINA, partial and complete sequence, strain: 1 1098 1098 100% 0.0 99% AB369909.1

OOoO

Schizophvllum commune strain NF53 185 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RMA gene. any 1096 1096 99% 0.0 99% KJ5882631

=

Schizophvllum commune isolate BCC22128 185 ribosomal RNA gene, partial seguence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RiA ge 1096 1098 99% 0.0 99% FJ3726881

=

Schizophyllum commune 188 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMNA gene, and internal tra 1092 1092 100% 0.0 99% KF679517.1

=)

Schizophwlum commune strain DMRF-7 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1. 5,85 ribosomal RMNA gene, 1092 1092 100% 0.0 99% KC237296.1

=

Schizophyllum commune strain WB033 12 small subunit ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 588 ribosoma 1092 1092 100% 0.0 99% JX8486441

Schizophvllum commune genes for 188 rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 285 rRNA, partial and complete sequence, strain: NBRC 4928 1092 1092 100% 0.0 99% AB733163.1

Agaricaceae sp. 710 188 ribosomal RNA gene, partial sequence. internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosemal RNA gene, and internal transcri 1092 1092 100% 0.0 99% J0312210.1

Schizophyllum commune isolate MY11 1 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene, 1092 1092 100% 0.0 99% JQB87513.1

Aschersonia aleyrodis strain GZZKB 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and 1092 1092 100% 0.0 99% JQ085930.1

Schizophvllum commune isolate T2& 183 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribpsomal RNA gene. anc 1092 1092 100% 0.0 99% JF439509.1

Schizophyllum commune strain Sc1 188 risosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, and 1092 1092 100% 0.0 99% HQG6847201

OoooDoooo

Schizophyllum commune strain 1-19 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMNA gene, and 1092 1092 100% 0.0 99% HM992521.1

Anexo 5: Sequéncias obtidas da amostra do fungo 1232 e resultado da pesquisa no banco do
NCBI

>1232

TGCGGAAGGATCATTAACGAGTTTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCA
TCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTGGCGTGGGTTTCTGGCCTCCGGGTCAGAAGCATTCTGCCGA
CCTATGTACACTACAAACTCTTAAAGTATCAGAATGTAAACGCGTCTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGCA
ACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATG
AAATTCTCAACCCATAAATCCTTGTGATCTATGGGCTTGGATTTGGAGGCTTGCTGGCCGTAACGGTCGGCTC
CTCTTGAATGCATTAGCTTGATTCCGTGCGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAA
GCGTTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCATTAGGACAATTTTATAACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACC
CGCTGAACTTAAGCATATC
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[ Irametes villosa isolate P4 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2 comy 1085 1085 99% 00 99% KF850163.1
[0 Trametes villosa isolate CIAR 60 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, 1081 1081 97% 0.0 100% KF8501621
[0 Trametes villosa voucher AJ406 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. andinte 1075 1075 97% 0.0 99% KF5730311
Trametes versicolor 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RMA gene, complete seque 1072 1072 100% 0.0 99% FJ608587.1
[F] Trametes sp. MGGDL 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, complete seq 1072 1072 100% 0.0 99% Av840586.1
[F] Trametes hirsuta genes for 185 rRMA, ITS1, 5.85 rRINA, [TS2, 285 rRNA, partial and complete sequence, strain: NBRC 7038 1068 1068 100% 0.0 99% AB7331701
[F] Trametes hirsuta strain 394 188 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 58S ribosomal RMA gene, and interna 1066 1066 100% 0.0 99% KCO20740.1
Trametes hirsuta strain BS1 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RMA gene, and interna 1066 1066 100% 0.0 99% Jx5013051
[ Trametes hirsuta genes for 185 rRMA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, 283 rRNA, partial and complete sequence, strain: NBRC 4917 1066 1066 100% 0.0 99% AB7331671
[ Polyporales sp. 4 SR-2012 strain 366 183 ribosomal RNA gene, pariial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RMA gene, a1 1066 1066 100% 0.0 99% JQ3121911
[ Trametes villosa voucher FP86588sp 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, ar 1066 1066 100% 0.0 99% JN1649701
[0 Trametes hirsuta strain FCL19 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and inter 1066 1066 100% 0.0 99% HQ2962441
[ Uncuttured fungus clane | 042885-122-065-803 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 83 ribosomal RNA gene, complete sequen 1066 1066 100% 0.0 99% 509993491
[ Irametes hirsuta strain Bm-2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 8S ribosomal RNA qene, and intern 1066 1066 100% 0.0 99% GQ280373.1
[ Uncultured funqus clone S98 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, andintern 1066 1066 100% 0.0 99% FJ820586.1
[F] Trametes sp. 4267 155 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RNA gene. and internal transcril 1066 1066 100% 0.0 99% AY9G5077.1
[[1 Trametes sp. Y1006 18 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequ 1066 1066 100% 0.0 99% AY8405721
[F1 Uncultured funqus clone CMH546 188 ribosomal RNA gene, parial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene, and it 1061 1061 100% 0.0 99% KF800635.1
Trametes hirsuta voucher HHB8591sp 183 ribosomal RINA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. ¢ 1061 1061 100% 0.0  99% JN1649531
Trametes hirsuta voucher FP103959T 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. a 1061 1061 100% 0.0 99% JN1649521
[[1 Trametes hirsuta strain FCL21 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene, and inter 1061 1061 100% 0.0 99% JF3089491

Anexo 6: Sequéncias obtidas da amostra do fungo 1528 e resultado da pesquisa no banco do
NCBI

>1528

GCGGAAGGATCATTATTGAAACACTGAACGCTTGTGGCTTTGCTTCTGTTGCTGACTCTCTTCGCGGGGAGTA
TGTGCACGTCGCAAATGTCACTTGCCTCTTCTCTGTCCACCTGTGCACTCTTGGTAGATCTGGTCTGGCGCCTC
GCTTGTTAACTCAAGCGGATTGCGAAGGGTGTGCTTCGGCTCCCTTTGGGCCGCTCCAGGTCTACATTTTACA
TCAACTCTTGTATGTTTAGAATGTCTTGCTTACTGGACTTGATTGTCCTTTAACAACCTTATACAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCAG
TAAACTCTCAACTCTCCTTGCTTTCTTGGCAAGGGCAGAGGTTGGATGGTGGAGGCTTGCCGGACGATGAAC
GTTCGGCTCCTCTGAAATGCATTAGCGATAAACAACCATTACTTGGCTACGCTAAGCTGTGATAATATCTAAG
CTGGCTAGATCAGAGTGTTGGCAGAGGTCGGGTTTGGAAGAGCTTCTTGCTCTTCTGCGTTCGCTTTAAGCGA
TACATATGCGACTCTGTGCAAGCGTTGAATTGCTTCTAATCGTCCTTTGGGACAACCTTTACTGATTATTTGAC
CTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA
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[F] Qudemansiella canarii voucher TENNG2802 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.888 ribosomal RNA 1338 1338 98% 0.0 99% GOBI27I31
[F] oudemansiella canarii 185 small subunit ibosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene ar 1336 1336 100% 0.0  98% AY2164731
[[] Qudemansiella canarii voucher TENNG2801 clone c1 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.888 ribosc 1328 1328 98% 0.0 98% 08927951
[F] oudemansiella canarii voucher TENNG2801 clone c2 18S ribosomal RMNA gens, partial sequence: internal transcribed spacer 1,5.88S ribosc 1323 1323 98% 0.0 98% 508927961
[F] oudemansiella canarii voucher TENNG2801 clone c5 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88S ribosc 1319 1319 98% 0.0 98% GQ8927991
[Z] oudemansiella canarii voucher TENN51190 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5885 ribosomal RNA 1317 1317 98% 00 98% GQB8927941
[F] oudemansiella canarii voucher TENNG2801 clone c4 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88S ribosc 1312 1312 98% 0.0  98% GQ8927981
[F] Oudemansiella canarii voucher TENNG2801 clone c3 18S rihosomal RMA qene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.88S ribosc 1310 1310 98% 00 98% GOBI2TIT T
[F] oudemansiella canarii voucher TENN58954 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.888 ribosomal Ri# 1214 1214 98% 0.0 96% GQB92789.1
[[] Oudemansiella canarii voucher TENN56534 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.888 ribosomal RNA 1194 1194 98% 0.0 95% G08927I0.1
[F] oudemansiella canarii voucher TENN49023 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.888 ribosomal RN# 1182 1182 98% 0.0  95% GQ80927921
[ Oudemansiella canarii voucher TENN59771 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.888 ribosomal RNA 1179 1179 98% 0.0 95% GOB92791.1
Oudemansiella canarii strain RYI6/35 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 585 ribosomal RNA gene, complete sequence; andir 1077 1077 83% 0.0  95% AF321477.1
Oudemansiella canarii strain RYPR100 internal ranscrived spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene. complete sequence: and 1066 1066 88% 0.0  95% AF3214791
Oudemansiella canarii strain RVPR33 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.83 ribosomal RNA gene, complete sequence; andir 1053 1053  88% 0.0 95% AF3214781
Oudemansiella canarii strain JI38/221 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence: andi 850 850 87% 0.0 90% AF321476.1
[F] oudemansiella australis strain RV95/416 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; an 784 784  84% 0.0 89% AF3214731

Anexo 7: Sequéncias obtidas da amostra do fungo 1540 e resultado da pesquisa no banco do
NCBI

>1540

TGCGGAAGGATCATTAACGAGTTCTGACATGGGTTGTAGCTGGCCTCACGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCA
TCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCTTCGAGGGCCTTCACGGGCTTTTGAGGCATT
CTGCCTGCCTATGTATCACTACAAACACTATAAAGTAACAGAATGTAATCGCGTCTAACGCATCTTAATACA
ACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTT
GAGTGTCATGGTATTCTCAACCCACACATCCTTGTGATGCTTGTGAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGCTGGCCC
GTCGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTAC
GCTGTGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTGCTAGGGACAACTTACTTGACATCTGACCTCAA
ATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
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[T pasidiomycota sp. FPF38a internal ranscribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transt 1144 1144 100% 0.0 100% JX416577.1
O] Lenzites elegans isolate PCT.22 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, andint 1144 1144 100% 0.0 100% HOQ2482171
[E Uncultured funqus clone LX042400-122-057-F05 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequer 1127 1127 100% 0.0 99% GQ9992931
[T Uncultured funqus clone L042882-122-062-HO7 internal ranscribed spacer 1, partial sequence: 5.88 ribosomal RNA gene, complete sequent 1127 1127 100% 0.0 98% GQ9992221
[E] Uncultured funqus clone LX042767-122-058-D10 internal transcribed spacer 1, partial sequence. 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequer 1122 1122 100% 0.0 99% GQ9993051
[E] Uncultured funqus clone LX042400-122-057-F03 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequer 1122 1122 100% 0.0 99% GQ9992911
[E] Uncultured funqus clone L042883-122-063-A01 internal transcribed spacer 1. pariial sequence; 5.8 ribosomal RMA gene, complete sequenc 1122 1122 99% 0.0 99% GQ9992281
[ Trametes lactinea voucher Damm4703 183 ribosomal RMA gene, partial seguence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, 1110 1110 97% 0.0 99% HM756193.1
[ Uncultured root-associated fungus clone SC800c13P internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete se 1099 1099 100% 0.0 99% FJ3622041
[ Uncultured root-associated fungus clone SC200c3P internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RMA gene, complete seq 1099 1099 100% 0.0 99% FJ3622931
Trametes lactinea strain BRFM 1120 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.83 ribosomal RNA gene and internal franscribed space 1098 1098 99% 0.0 99% JX082369.1
Trametes lactinea strain BRFM 1119 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed space 1098 1098 99% 0.0 99% Jx082368.1
[E] Uncultured fungus clone CMH510 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene, andir 1094 1094 100% 0.0 99% KF800601.1
Trametes cubensis voucher CRM90 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene. anc 1088 1088 99% 0.0 99% JN1649891
O] Trametes elegans strain 028 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, andintern 1088 1088 100% 0.0 98% EU6618791
[ Trametes lactinea voucher Cui7084 183 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. and 1086 1086 100% 0.0 98% JN043769.1
Trametes cubensis voucher T/V93 213sp 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5.83 ribosomal RNA ger 1086 1086 99% 00 99% JN1649231
O] Trametes cubensis voucher CR96 183 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene. andi 1086 1086 99% 00 99% JN1649221
Lenzites sp. BRFM 1079 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, complet 1085 1085 99% 0.0 98% [X082361.1

Anexo 8: Sequéncias obtidas da amostra do fungo 1552 e resultado da pesquisa no banco do
NCBI

>1552

TGCGGAAGGATCATTAACGAGTTTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCA
TCCACTCTTACCCCTGTGCACTTACTGTAGGCTTCAGGCGCGCTGCGGCTTTCAACGCCGTGACGTTACTGGG
TCTACGTTTTACTACCAACTACAAAGTATCAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAG
CAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCA
TGAAATTCTCAACCTACAAATCTTTGCGGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGTTTTTGTTGGCTTCTCGCAAG
TCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCCTGTTTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATTATCTGCGCCGCGA
CCGTGAAGCGTTTGGCTGGCTTCTAATTGTCTCGCTCAAGAGACAGCTTCTTATGACCTCTGACCTCAAATCA
GGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAT
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Earliella scabrosa voucher CR95 1885 rinosomal RMA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, andin 1133 1133 99% 0.0 100% JN165008.1
Earliella scabrosa voucher PR1209 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. and 1133 1133 99% 0.0 100% JN165009.1
Earliella scabrosa voucher CR45 188 ribosomal RMA gene. partial sequence: internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. andin 1133 1133 99% 0.0 100% HR(EERErRSS
Earliella scabrosa strain MUCL 45087 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 88 ribosomal RMA gene. 3 1129 1129 99% 0.0 99% EJ711056.1
Earliella scabrosa voucher Crirel 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and inl 1127 1127 99% 0.0 99% JN165006.1
Coriolopsis byrsina strain ATCC MYA-4557 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal franscrived spacer 1. 5.88 ribosomal RNA ger 1109 1109 97% 0.0 100% FJ810520.1
Earliella scabrosa strain BRFM 1106 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal ranscribed space 1068 1068  93% 0.0 100% JX082364.1
Earliella scabrosa strain CIRM-BRFM 1105 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcriped 1068 1068  93% 0.0 100% GU731550.1
Earliella scabrosa strain KP1 internal ranscribed spacer 1, partial sequence: 5.83 ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2, cor 1051 1051 95% 00 99% KF8608791
Trametes sp. ET075 ITS1 (partial), 5.85 rRNA gene. ITS2 and 26S rRNA gene (partial), specimen voucher CSIRQ(M) E7075 1038 1038 93% 0.0 99% AJS37506.1
Trametes sp. TNAU-CBEG 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, complete 1022 1022 92% 0.0 99% JN8493921
Ganoderma sp. MIOCC 15V internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscrived spacer 2 com 1014 1014 90% 0.0 99% EU7253451
Earliella scabrosa voucher Cuifi236 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 583 ribosomal RNA gene and internal franscribed space 994 994 89% 0.0 99% KCB67366.1
Earliella scabrosa voucher He31 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2, 990 990 89% 0.0 99% KCB673651
Daedaleopsis sinensis voucher Cui3700 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNAgent 791 791 99% 0.0 90% FJ627256.1
Fungal endophyte voucher EFOMIA 14 188 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.83 ribosomal RMNA gene.a 789 789  99% 0.0 90% HQ335306.1
Daedaleopsis sp. MUCCB01 1685 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 585 ribosomal RNA gene, and intern: 787 787 99% 0.0 90% KF541330.1
Daedaleopsis sp. MUCCS00 185 ribosomal RMA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intern; 787 787  99% 00 90% KF5413291
Daedaleopsis confragosa genomic DNA containing ITS1, 5.85 rRNA gene. ITS2 and 285 rRMNA gene. strain Dc8 785 785 99% 00 90% HGOT35001
Daedaleopsis confragosa genomic DMA containing ITS1, 5.85 rRMNA gene, ITS2 and 283 rRMA gene, strain DcB 785 785 99% 00 90% HGH734981
Uncultured fungus clone CMH3265 18S ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, andlt 785 785  99% 0.0 90% KF200456.1
Daedaleopsis confragosa isolate ¥-78 185 ribosomal RMA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1.5 85 ribosomal RNA gene. : 785 785 99% 0.0 90% KC1763481
Daedaleopsis confragosa isolate X-49 188 ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. : 785 785  99% 0.0 90% KC1763381
Daedaleopsis confragosa strain BRFM 1143 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcripe 785 785  99% 0.0  90% JX082375.1




