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RESUMO

Os cogumelos sdao usados desde os tempos remotos devido seu valor terapéutico.
Muitas espécies sao fontes de compostos bioativos que podem apresentar efeitos benéficos a
saude, como potencial antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatoério, antimutagénico,
anticancer, neuroprotetivo, hepatoprotetivo entre outros. Este trabalho tem como objetivo
fazer a autenticacdo molecular do cogumelo, sequenciar, anotar e analisar o genoma de
Pleurotus ostreatoroseus, analisar a sua composi¢do nutricional, sua atividade antioxidante
e antimicrobiana. A autenticagdo molecular foi realizada pela amplificacdo dos genes rRNA
nucleares de fungos, e depositada no NCBI. O sequenciamento foi realizado no Ilumina
HiSeq e montado pelo método de novo com software SOAP. O tamanho total do genoma de
P. ostreatoroseus é de 43.81Mb, com contetido GC de 56.04%, e 9,263 genes. A montagem
gerou 38.588,771 contigs, com N50 de 180,9. Foram realizadas anota¢des no Gene Ontology
(GO), KEGG, KOG, NR, TCDB e CAZy. Pelo KEGG foi possivel observar a rede do
metabolismo da espécie, apresentando genes envolvidos majoritariamente em
catabolismo/transporte (274 genes) e metabolismo de carboidratos (248 genes). Na anotacao
do GO os genes mais abundantes envolvidos nas trés categorias de anotagdo foram: (1)
Componente Celular, 2.137 genes envolvidos em jungdes celulares; (2) Fungdo Molecular,
3.265 genes associados a atividade de ligantes ndo definidas (3) Processo Bioldgico, 3.171
genes ligados a processos multi-organismo. Na anotacdo KOG, a maioria dos genes (221) foi
associada a modificagdes pos-traducionais e chaperonas. Na anotagdo NR foi realizada a
comparagdo proteica com vinte espécies fungicas depositadas nos bancos de dados NCBI, e
observou-se a similaridade de 3.194 genes de P. ostreatoroseus com a espécie fungica
Phanerochaete carnosa. Os agrupamentos de genes de metabolitos secundarios revelaram
um total de 27 clusters, incluindo 10 terpenos, 1 t3pkse, 5 tlpks e outros 11 clusters. A
composi¢ao centesimal da biomassa micelial revelou teor de proteinas 12,81%, carboidratos
33,64%, fibras 3,78% e lipidios 1,43%. Analise da atividade antimicrobiana dos extratos
obtidos de P. ostreatoroseus ndo tiveram a¢ao antifiigica e antibacteriana. A partir do extrato
etandlico, foram determinados a composicao total de fenois (19,6 mg EAG/g) e a atividade
antioxidante pelos ensaios de ABTS (84,1 umol TE/g), DPPH (324,8 umol TE/g) e FRAP

(472,6 uM TE/g). Os resultados reportados nesse trabalho irdo auxiliar pesquisas futuras com



aplicacdes biotecnoldgicas, pois o dado genético fornece informagdes importantes sobre a

biologia do cogumelo.

Palavras-chave: Basidiomiceto; genoma; compostos bioativos; fermentacdo submersa.



ABSTRACT

Since remote times, Mushrooms have been used due to their therapeutic value.
Several species are sources of bioactive and they can provide beneficial health effects, such
as antioxidants potential, antimicrobial, anti-inflammatory, antimutagenic, anticancer,
neuroprotective, hepatoprotective, among other things. This research aims to do the
mushroom molecular authentication, sequence, annotate and analyse of Pleurotus
ostreatoroseus genome, analysing its nutritional composition, and its antioxidant and
antimicrobial activity. The molecular authentication was performed by amplification of the
fungi nuclear rRNA genes, and deposited in the NCBI. The sequencing was performed at
Ilumina HiSeq and assembled by the method de novo with SOAP software. The total size of
the P. ostreatoroseus genome is 43.81Mb, with a GC content of 56.04%, and 9,263 genes.
The assembly generated 38,588,771 contigs, with an N50 of 180.9. Annotations were made
in Gene Ontology (GO), KEGG, KOG, NR, TCDB and CAZy. Through KEGG was possible
to observe the metabolism network of the species, presenting genes mainly involved in
catabolism/transport (274 genes) and carbohydrate metabolism (248 genes). In the GO
annotation, the most abundant genes involved in the three annotation categories were: (1)
Cell Component, 2,137 genes involved in cell junctions; (2) Molecular function, 3,265 genes
associated with the activity of undefined ligands (3) Biological process, 3,171 genes linked
to multi-organism processes. In the KOG annotation, most genes (221) were associated with
post-translational modifications and chaperones. In the NR annotation, a protein comparison
was made with twenty fungal species deposited in the NCBI databases, and the similarity of
3,194 P. ostreatoroseus genes with the fungal species Phanerochaete carnosa was observed.
The clusters of secondary metabolite genes revealed a total of 27 clusters, including 10
terpenes, 1 t3pkse, 5 tlpks and another 11 clusters. The proximate composition of the
mycelial biomass revealed a protein content of 12.81%, carbohydrates 33.64%, fibers 3.78%
and lipids 1.43%. Analysis of the antimicrobial activity of extracts obtained from P.
ostreatoroseus had no antifungal and antibacterial action. From the ethanolic extract, the total
composition of phenols (19.6 mg EAG / g) and antioxidant activity were determined by the
ABTS (84.1 umol TE / g), DPPH (324.8 umol TE / g) assays and FRAP (472.6 uM TE / g).

The results reported in this research will assist future research with biotechnological



applications, as the genetic data provides important information about the biology of the

mushroom.

Key words: Basidiomycete; genome; bioactive compounds; submerged fermentation.
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1 INTRODUCAO

Os cogumelos comestiveis sdo macrofungos com um corpo frutifero distinto,
extensamente cultivados ao redor do mundo desde a antiguidade. S3o conhecidos por suas
propriedades medicinais e nutricionais, além do grande potencial econdmico, revelado pelos
avancos da biotecnologia (BRUGNARI et al., 2016, RATHORE et al., 2019).

Os cogumelos comestiveis detém as trés propriedades intrinsecas aos alimentos,
como nutri¢ao, sabor e funcdes fisioldgicas. Devido as suas propriedades nutricionais, os
cogumelos possuem altos teores de proteinas, aminodcidos, vitaminas, minerais, fibras, e
baixos teores de lipidios, calorias, sddio e colesterol; seu sabor, aroma e textura especificos,
apresentam substancias aromatizantes de alimentos por possuirem compostos volateis e
também compostos que realcam o sabor, incluido aminodcidos e agucares; e fungdes
fisioldgicas, pela presenca de substincias bioativas, como os polissacarideos, peptideo-
glucanas, terpenos, esterdis e compostos fendlicos, que auxiliam no funcionamento
fisiologico do organismo humano e podem oferecer muitos beneficios a saude. (WANG et
al., 2017; YAHIA et al., 2017; PAZZA et al., 2019; ALZAND et al., 2019).

Por serem importantes fontes de compostos bioativos e metabolitos, existem mais
de 100 fun¢des medicinais atribuidas aos cogumelos, e os principais usos medicinais sao:
antitumoral, imunomoduladora, anti-inflamatéria, anticancerigena, antioxidante, anti-
hipercolesterolemia, antimicrobiana, antiviral, antidiabética. Como resultado, extratos de
cogumelos sdo usados para reduzirem o risco de doencas cardiacas, assim como na prevencao
no tratamento de Parkinson, Alzheimer, hipertensdo, acidentes vasculares cerebrais e cancer
(VALVERDE, 2015; HUANG et al., 2017).

Espécies de Pleurotus sdo encontradas em todo o mundo e estdo entre as mais
amplamente cultivadas. E bem conhecido que as espécies pertencentes a este género possuem
diversas propriedades biotecnologicas e terapéuticas, além de alto valor nutricional. O
cogumelo Pleurotus ostreatoroseus Singer ¢ uma espécie autoctone de areas tropicais e
subtropicais com alta capacidade de degradar uma grande variedade de residuos
agroindustriais lignocelulésicos (PUTZKE, 2002; MIKIASHVILI, 2006). Este cogumelo ¢
uma fonte potencial de compostos bioativos, incluindo 4cidos fendlicos, acidos organicos,

polissacarideos e tocofer6is (CARBONERO et al., 2006; CORREA et al., 2015; BRUGNARI
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et al., 2018). Ainda que haja comprovacao dessas propriedades significativas e uteis, as
informagdes da constituicdo genética desse cogumelo sdo escassas.

As técnicas moleculares vém contribuindo para elucidar os mecanismos
bioquimicos e moleculares dos cogumelos, e uma das metodologias largamente utilizadas
atualmente ¢ a andlise do genoma dos organismos. A disponibilidade de sequéncias
gendmicas de fungos tem aumentado, facilitando a pesquisa da diversidade genética e a
identificacdo de genes envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios (MORIN et al.,
2012; KOHLER et al., 2015; NAGY et al., 2016).

A gendmica ¢é, em grande parte, impulsionada pelo desejo de compreender a
organiza¢do e funcdo do genoma de diversos fungos. Ao longo dos ultimos anos, com o
desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS — Next
Generation Sequencing), aumentaram o nimero de genomas sequenciados de todas as classes
de seres vivos (CRISTANCHO et al., 2014; KERSEY et al., 2014).

Assim, no presente trabalho, o genoma de Pleurotus ostreatoroseus foi
sequenciado. Também foi avaliado o potencial biotecnoldgico desse cogumelo, quanto a sua
atividade antimicrobiana e antioxidante. As anota¢des funcionais foram realizadas utilizados
os softwares (COG, GO, KEGG, CAZy, NR, Pfam, Swiss-Prot ¢ TCDB), os quais
forneceram informacdes sobre o metabolismo secundario e o metabolismo de carboidratos.
Os resultados obtidos, além de gerar novos conhecimentos sobre a arquitetura gendmica de
P. ostreatoroseus, ampliardo as possibilidades de pesquisa para a espécie. Este pode ser
considerado um trabalho pioneiro de estudos gendmicos para cogumelos da Amazonia e os

resultados obtidos abrem caminho para novas investigacdes.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

Sequenciar o genoma de Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, bem como
também avaliar seu potencial biotecnolégico quanto a sua atividade antimicrobiana e

antioxidante.

1.1.2 Objetivos especificos:

-Identificar pela analise da sequéncia genética de espacadores internos transcritos

(ITS) do DNA ribossomico de P. ostreatoroseus,
-Sequenciar e anotar o genoma de P. ostreatoroseus;
-Depositar o genoma de P. ostreatoroseus no banco de dados GenBank;
- Prospectar moléculas bioativas com os dados do genoma;

-Analisar o potencial antimicrobiano de P. ostreatoroseus frente a

microorganismos patogénicos;
-Avaliar o potencial antioxidante de P. ostreatoroseus;

-Determinar a composi¢do nutricional (composi¢do centesimal e de minerais e

valor calérico) da massa micelial de P. ostreatoroseus.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Cogumelos

Os fungos macromicetos, popularmente conhecidos como cogumelos, pertencem
principalmente ao filo Basidiomycota (basidiomicetos) e alguns deles ao filo Ascomycota
(ascomicetos). A principal caracteristica dos basidiomicetos ¢ a presenca de um basidio,
estrutura protuberante onde sdo produzidos os esporos sexuados (GEHRING et al., 1998). A
estrutura denominada de cogumelo ¢ na verdade o corpo de frutificagdo do fungo, embora
sejam de muitas variagdes na forma, tamanho e coloracdo, estas se mantém razoavelmente
constante nos diferentes grupos de fungos (MORADALI et al., 2007; MAITY et al., 2014).

Os cogumelos sdo conhecidos por possuirem extensos complexos de enzimas que
os permitem florescer com sucesso em substratos lignoceluldsicos contendo lignina,
celuloses, hemiceluloses e pectina (ANDLAR et al., 2018).

Estima-se que existam pelo menos 12.000 espécies de cogumelos no mundo, dos
quais apenas 10% sdo conhecidas. Destas, aproximadamente 2000 sdo espécies comestiveis
¢ dentre estas, 35 sdo cultivadas comercialmente (SHARMA & GAUTAM, 2015;
RATHORE et al., 2017). A China ¢ a maior produtor mundial e o maior consumidor de
cogumelos no planeta (MARTINEZ-IBARRA, 2019). No Brasil, o consumo ainda ¢ muito
inferior ao pais oriental e os niimeros pouco precisos, mas apresenta crescente evolugao
devido as melhorias na produgdo e anseio da populacdo por uma alimentagdo mais saudavel
(KUMANAYA et al., 2018). As principais espécies de cogumelos cultivados no Brasil sdo
Agaricus bisporus, Pleurotus spp, Lentinula edodes e Agaricus blazei (GOMES et al., 2016).

A relevancia dos cogumelos como alimento ndo se deve simplismente as suas
propriedades organolépticas, mas conjuntamente ao abundante conteudo de substancias que
devem estar presentes em uma dieta humana que traga beneficios a satide. Eles possuem uma
diversidade de biomoléculas com propriedades nutricionais e/ou medicinais, por isso sao
reconhecidos como alimentos funcionais e como fonte para o desenvolvimento de
medicamentos e nutracéuticos (MINGYT et al., 2019; FERRARO et al., 2020).

Sao atribuidos a estes fungos, uma gama de aplicacdes biotecnologicas e

ambientais pois convertem residuos organicos lignocelulosicos (contendo lignina, celuloses,
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hemiceluloses e pectina) em produtos de valor agregado, como alimentos, ragdes e
fertilizantes, enquanto reduzem os niveis de poluicdo ambiental. (KNOP et al., 2015; SAJON
et al., 2018; CORRAL-BOBADILLA et al., 2019).

Seu uso para a promog¢ao e manuten¢do de um bom estado de satde e para o
tratamento de doencas ¢ devido aos compostos com propriedades biologicamente ativas
identificadas, tais como: polissacarideos, fendis, glicoproteinas, fibras dietéticas,
aminoacidos essenciais, acidos graxos insaturados, peptideos, alcoois, terpenos, esterois,
tocoferois, acido ascorbico, dentre outros (LIU et al., 2018; ZHOU et al., 2019, RATHORE
et al., 2019; BLUMFIELD et al., 2020; YADAV et al., 2020). O contetudo destes compostos
bioativos depende da espécie, tipo de substrato nutritivo, condi¢des climaticas, idade do
micélio, condi¢des de processamento e preservagdo. Todos esses fatores levam a uma ampla
variabilidade no potencial biologico (VENTURELLA et al., 2021).

Essas substincias bioativas supracitadas tém efeitos bioldgicos valiosos, tais
como efeitos imunomoduladores (ZHAO et al., 2020), hepatoprotetores (ZHANG et al.,
2020), anticancerigena (LIN et al., 2017) anti-hipercolesterolemia (RAMAKRISHNAN et
al., 2018), anti-inflamatoérias (SOUILEM et al., 2017; ABREU et al., 2019), antivirais (ROY
et al., 2020), antioxidantes (KIMATU et al., 2017; AKATA et al., 2019), antitumorais
(PANDYA et al., 2019) e antimicrobianas (OZDAL et al., 2019; OLI et al., 2020).

2.2 Bioatividades dos cogumelos

Os cogumelos produzem uma ampla gama de metabdlitos secundarios com alto
valor terapéutico que sdo explorados para a produgdo de importantes farmacos. Ambos os
corpos frutiferos e o micélio contém esses compostos. Alguns dos medicamentos e fungicidas
que foram desenvolvidos a partir de metabdlitos secundarios de fungos incluem antibidticos
(penicilinas, cefalosporinas e dacido fusidico), agentes antifungicos (griseofulvina,
estrobilurinas e equinocandinas), agentes de reducdo do colesterol, tais como derivados de
estatina (mevinolina, lovastatina e sinvastatina) e drogas imunossupressoras (ciclosporina)

(ALY etal., 2011; KOZLOVSKII et al., 2013; WOSTEN, 2019).
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2.2.1 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo substancias naturais ou sintéticas com capacidade de
agir sobre fungos ou bactérias inibindo o seu crescimento ou causando a sua morte (SAEZ-
LLORENS et al., 2000). Podem ser classificados como bactericidas, quando causam a morte
da bactéria, ou bacteriostaticos, quando detém o crescimento microbiano (GUIMARAES et
al., 2010).

O primeiro metabolito fungico com eficicia comprovada foi a penicilina,
descoberta em 1928, produzida pelo fungo P. chrysogenum, com capacidade de inibir o
crescimento bacteriano. Com esta descoberta, houve um avango importante na historia
médica moderna, dando inicio a exploracdo de micro-organismos como fonte de substancias
biologicamente ativas, com énfase na busca de novas substancias com atividade antibiotica
(TOMARAS & DUNMAN, 2015).

Os antibidticos agem de varias maneiras, interferindo nos processos metabolicos
ou nas estruturas do organismo. O mecanismo de a¢do esté relacionado principalmente com
interferéncias na sintese da parede celular, modificacdo da permeabilidade da membrana
plasmatica, interferéncias na replicacdo cromossdmica ou na sintese proteica (ALVES et al.,
2013; DEHGHAN et al., 2017).

O aumento na incidéncia de novas doengas infecciosas e a resisténcia dos
microrganismos aos medicamentos atuais motivou uma grande necessidade em descobrir
novos compostos quimicos com atividade antimicrobiana e, possivelmente, com novos
mecanismos de acdo. Assim, a busca por novas substancias com propriedades
antimicrobianas € importante, sendo os produtos de origem natural uma rica fonte de pesquisa
(LIMA et al., 2016).

Os cogumelos possuem um amplo espectro de atividades farmacoldgicas, seus
extratos possibilitaram isolar e identificar vérias substancias ativas contra microrganismos,
podendo modular a resposta imunitaria do hospedeiro (TANAKA et al., 2015). Dentre as
substancias com ag¢do antimicrobiana estdo os compostos fendlicos, polifenodis, fendis,
flavonoides, acidos galicos, sesquiterpenos, terpenos, esteroides e antraquinonas (BACH,
2017). Além dos compostos citados, varios trabalhos descrevem a atividade antimicrobiana

desses fungos a partir de seus extratos, muitas vezes sem determinar o composto bioativo.
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Os extratos aquosos de cogumelos apresentaram atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas e antifungica, juntamente com uma agdo
antiaderente (KLANCNIK et al., 2017). OZDAL et al., (2019) obtiveram extratos da massa
micelial de espécies de Pleurotus, e constataram que a mesma teve atividade antibacteriana
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Além disso, os resultados apresentados
nesse trabalho demonstraram que os extratos foram capazes de inibir o crescimento in vitro
de Helicobacter pylori. Os autores sugerem que os extratos obtidos podem ser utilizados na

formulacdo de nutracéuticos.

2.2.2 Antioxidante

As oxidagdes sdo reagdes essenciais nos processos bioldgicos de muitos
organismos, garantindo a producdo de energia para alimentar processos bioldgicos,
regulando o crescimento celular e inibindo virus e bactérias (CHEN et al., 2016). Os radicais
livres sd3o produzidos normalmente no metabolismo natural de células aerobias,
principalmente na forma de espécies reativas de oxigénio. Os estudos relacionados a
atividade antioxidante sdo de grande importancia frente ao estresse oxidativo que acarreta
prejuizos as células como a oxidagdo de lipidios de membrana, proteinas, enzimas,
carboidratos ¢ DNA. No entanto, a produgdo excessiva dos radicais livres pode estar
relacionada com o envelhecimento e doengas como o o cancer e aterosclerose (GASECKA
et al., 2016).

O corpo humano, assim como em outros organismos aerdbicos, possui
mecanismos de defesa antioxidante e sistemas de reparo que evoluiram para protegé-los
contra o dano oxidativo, mas esses sistemas ndo sdo suficientes para impedir os danos
(CRAFT et al., 2012). No intuito de diminuir prejuizos, € necessario entdo enriquecer a dieta
com alimentos e/ou suplementos antioxidantes para ajudar o corpo humano a reduzir os danos
oxidativos, aumentando as defesas naturais das células e eliminando as espécies de radicais
livres (RADZKI et al., 2016). Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que
sdo capazes de impedir ou atrasar as taxas de oxidagdo, pois neutralizam radicais livres,

devido a capacidade de doarem elétrons que eles precisam (LACERDA, 2018). Podem
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apresentar grande vantagem para a melhoria da qualidade de vida, prevenindo o aparecimento
de doengas.

As propriedades de eliminagdo de radicais livres e antioxidantes do contetido
fendlico dos extratos de cogumelos tém sido relatadas, sugerindo possiveis papéis protetores
destes compostos, devido a sua capacidade para capturar os metais e eliminar os radicais
livres (OYETAYO, 2009). Os compostos antioxidantes podem ser isolados do corpo de
frutificacdo, do micélio e do proprio caldo de fermentagao.

No geral, diversos estudos com o cogumelo in natura e com o0s extratos
comprovam sua atividade antioxidante, servindo como ingredientes potencialmente bioativos
para uso na formulacdo de alimentos funcionais, bem como antioxidantes naturais em
sistemas alimentares (KOUTROTSIOS et al., 2017; SHARIF et al., 2017). Por isso, o
aumento do consumo de fontes naturais de antioxidantes e os estudos dos compostos que
possuem essa atividade tém sido cada vez mais observados (SHASHIDHAR et al., 2017). Os
principais compostos isolados de cogumelo com propriedades antioxidantes sao os fendlicos,
polifendis, terpenos e flavonodides. (KAEWNARIN et al., 2016; KIMATU et al., 2017,
ELKHATEEB et al., 2019).

Assim como a identificagdo dos compostos bioativos ¢ influenciada por diversos
fatores, a avaliacdo da a¢do antioxidante destes compostos pode ser feita por diversos
métodos in vitro, cada um com suas particularidades. As reagdes de oxidagdo e redugdo sdo
muito sensiveis ao meio no qual elas ocorrem ja que os alimentos sdo matrizes complexas
levando, muitas vezes, a resultados contraditorios na avaliagdo de um Unico antioxidante,
utilizando-se diferentes sistemas in vitro (SILVA & JORGE, 2011).

Muitos ensaios tém sido desenvolvidos para analisar a capacidade antioxidante
de diferentes amostras, devido a diversidade da estrutura quimica dos compostos
antioxidantes ¢ de seus mecanismos de acdo (CAETANO, 2009). Os diversos testes
propostos na literatura variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao indicador de oxidagao
escolhido e ao método usado para sua deteccdo e quantificagdo. Esses testes sdo chamados
ensaios de captacdo. Em todos esses ensaios, um radical ¢ gerado e reage com moléculas-
alvo, normalmente para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho

de sinais de ESR (Electron Spin Resonance) ou outra mudanga mensuravel. A presenga de

22



antioxidantes modifica esses sinais, o que assente sua analise quantitativa (VASCONCELOS
etal., 2007).

Com base nas reagdes quimicas envolvidas, os métodos para determinar a
capacidade antioxidante podem ser baseados na transferéncia de &tomo de hidrogénio ou na
transferéncia de elétrons. Os métodos mais utilizados, que avaliam a transferéncia de atomo
de hidrogénio sdo: o ABTS ((2,2’-azino-bis-)3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico), o
ORAC (capacidade de absor¢do de radical oxigénio), o TRAP (potencial antioxidante reativo
total) e a capacidade de inibicdo da peroxidagdo lipidica. Enquanto que os métodos que
avaliam a transferéncia de elétrons sdo: o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil), o FRAP
(potencial antioxidante de redu¢do do ferro) e o TEAC (capacidade antioxidante equivalente

em Trolox) (HAMINIUK et al., 2012).

2.3 Género Pleurotus

Os fungos do género Pleurotus sdo classificados como pertencentes ao filo
Basidiomycota, classe Basidiomycetes, ordem Agaricales e familia Pleurotaceae. Sdo
conhecidos popularmente como cogumelos ostra, e podem ser encontrados em florestas
temperadas, tropicais e subtropicais. Possuem basidiomas normalmente grandes e carnosos,
além de uma grande variedade de cores que se alteram de acordo com a espécie, incidéncia
de luz durante a frutificacdo, necessidades nutricionais, tempo de incubacdo e temperatura
(BONATTI et al., 2004; BERNARDI & NASCIMENTO, 2011).

Sao conhecidos como fungos de podridao-branca e clivam celulose, hemicelulose
e lignina de madeira. Tem a habilidade de colonizar e degradar uma variedade de residuos
lignoceluldsicos, com ciclo relativamente curto em comparagdo a outros géneros, além de
alta adaptabilidade de crescimento em uma variedade de residuos agricolas e/ou
agroindustriais (ADEBAYO & MARTINEZ-CARRERA, 2015; RAMAN et al., 2018; ZOU
et al., 2020).

A maioria dos cogumelos pertencentes a esse género sao comestiveis e possuem
um alto teor de proteinas, carboidratos, aminoacidos essenciais, acidos graxos insaturados,
minerais e vitaminas, bem como baixo teor de gordura (SOUZA et al., 2016; GOLAK-
SIWULSKA et al., 2018).
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Componentes extraidos do micélio, do basidioma, ou mesmo metabolitos
secretados no meio de cultivo contém diferentes grupos de compostos, tais como o0s
terpendides, lactonas, acidos organicos, esterdides, polifendis, tocoferdis, flavonoides,
fenolicos, alcaloides e polissacarideos. Estes compostos possuem atividades antioxidantes
(MAITY et al., 2021), anti-hipertensivas (ABDULLAH et al, 2012), antivirais
((VLASENKO et al., 2020), gastroprotetoras (YANG et al., 2012), hipoglicémica (REN et
al., 2014), antitumorais (SUN et al., 2017), antimicrobianas (MORRIS et al., 2017),
imunomoduladoras (VETVICKA et al., 2019), anti-inflamatorias (KUSHAIRI et al., 2020)

e sdo responsaveis pelas propriedades funcionais e medicinais de Pleurotus spp.

2.4 Pleurotus ostreatoroseus

Pleurotus ostreatoroseus Singer (Figura 1), ¢ um cogumelo comestivel que
cresce bem em temperaturas superiores a 20 °C, e se destaca por sua caracteristica coloracao
rosada e excelente sabor do corpo de frutificacdo. Esta incluida entre os fungos da podridao
branca pelo seu excelente potencial na degradacao de lignina. Trata-se de uma espécie com
véu ausente, lamelas ndo intervenosas, metuldides ausentes, camada cortical de pileo com
elementos de parede lisa, esporos geralmente cilindricos e basidioma carnoso (PUTZKE,
2002; ROSADO et al., 2002). P. ostreatoroseus pertence a ordem Agaricales, Familia
Pleurotaceae (Polyporaceae) (PEREIRA & PUTZKE, 1989).

Figura 1: Pleurotus ostreatoroseus. Fonte: Barbosa, 2019
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E uma espécie explorada no cultivo com significativa importancia gastronomica,
podendo ser cultivada em diferentes substratos formulados a base de residuos da
agroindustria, com o intuito de obter informagdes direcionadas sobre o conhecimento das
melhores condi¢des de crescimento, cultivo e produtividade da espécie (FONSECA et al.,
2014; MACHADO et al., 2017; PUTZKE et al., 2020).

Carbonero et al., (2006) isolaram f-glucanos do corpo de frutificagdo P.
ostreatoroseus. Os f-glucanos de basidiomicetos sdo uma importante classe de
polissacarideos com potencial para atividades bioldgicas e ha um grande interesse nessas
moléculas, uma vez que tais glucanos tém atividade antitumoral e atividade anti-inflamatoria,
sugerindo que parte do valor medicinal de Pleurotus spp. pode ser atribuido a eles.

Fonseca et al., (2014) avaliaram a producao e caracterizagao parcial de proteases
do extrato bruto de P. ostreatoroseus cultivado em substratos agroindustriais. Os resultados
demonstraram que os residuos foram fontes para a producao de proteases com pH variando
de levemente acido a alcalino e temperatura 6tima a 25 °C e 40 °C.

Fonseca et al., (2015), relataram que P. ostreatoroseus produzido em casca de
cupuacu suplementada com farelo de arroz, apresentou teores importantes de proteinas
(25,53%) e fibras (12,79%) e baixa quantidade de gordura (3,08%). Além da presenca de
aminoacidos essenciais e nao essenciais € minerais como zinco (78,06 mg/Kg), ferro (72,34
mg/Kg), potassio (24,19 g/Kg) e fosforo (10,39 g/Kg).

Correa et al., (2015) investigaram a presenga de compostos hidrofilicos e
lipofilicos, bem como as atividades antioxidante, antiinflamatoria e antimicrobiana de
formulagdes (extratos etanolicos) preparados com corpos frutiferos e micélios de cultura
submersa. As formulagdes bioativas contém pelo menos cinco agucares livres, quatro acidos
organicos, quatro compostos fenolicos e dois tocoferdis. A formulagdo baseada no corpo de
frutificagdo revelou maior atividade antioxidante de remog¢do de DPPH, inibigdo do
branqueamento de B-caroteno do que a preparagdo baseada em micélio, bem como maiores
atividades anti-inflamatorias e antimicrobianas. P. ostreatoroseus possui atividade
bactericida contra as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Enterobacter cloacae; e agio
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fungicida contra fungos versicolor, Aspergillus ochracues, Aspergillus niger, Trichoderma
viride, Penicillium funiculosum e Penicillium verrucosum. A auséncia de hepatotoxicidade
foi confirmada em células primdrias de figado suino. Essas respostas funcionais podem estar
relacionadas aos niveis de componentes bioativos, incluindo &cidos fenolicos, acidos
organicos e tocoferdis. Este foi primeiro relato de propriedades anti-inflamatorias de extrato
de corpo e micélio de P. ostreatoroseus e, a partir dos resultados obtidos, um claro potencial
anti-inflamatorio, antioxidante e antimicrobiano das amostras testadas pode ser inferido.

Reis e Rocha (2016) analisaram os efeitos de extratos aquosos dos cogumelos P.
ostreatoroseus ¢ Lentinula edodes sobre o desenvolvimento vegetativo de Aspergillus
nidulans. As anélises indicaram que estes extratos sdo capazes de modular a expressdo de
genes responsaveis pelo desenvolvimento vegetativo em Aspergillus nidulans. E ao comparar
os cogumelos analisados, constatou-se de que P. ostreatoroseus promove efeito bioldgico
sobre Aspergillus nidulans de maneira superior a Lentinula edodes nos parametros testados.

Machado et al., (2017) objetivaram produzir e caracterizar proteases de um
biocompdsito a partir da biomassa micelial cultivada em tubérculos amazonicos. Eles
observaram que houve uma maior atividade proteolitica no extrato bruto de P. ostreatoroseus
cultivado em Dioscorea alata. As enzimas mostraram atividades 6timas a 40 °C e pH 7,0; e
estabilidade a 50 °C e pH 8,0. As proteases foram classificadas como proteases de cisteina
com base no efeito dos inibidores utilizados.

Brugnari et al., (2018) avaliaram a capacidade antioxidante, a atividade
antimicrobiana e a citotoxicidade do extrato aquoso de P. ostreatoroseus, que foi cozido. Os
dados mostraram que, apo6s ser cozido e digerido, o extrato obtido manteve atividade
antioxidante e possuiu baixo efeito citotoxico. Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e
Candida albicans foram sensiveis ao extrato testado. As bioatividades encontradas neste
estudo sdo importantes porque apoiam a inclusdo do cogumelo P. ostreatoroseus na dieta,
pois suas atividades podem ajudar a prevenir algumas doengas, como aquelas relacionadas a
deficiéncia do sistema antioxidante endogeno.

Barbosa et al., (2020) avaliaram a produgdo e caracterizaram as proteases
sintetizadas por Pleurotus ostreatoroseus. O substrato promissor na sintese de proteases foi

o residuo de processamento de acai suplementado com farelo de arroz. Nas condi¢des
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experimentais, as proteases apresentaram atividade 6tima em pH 5,0 e a 40 °C, classificadas

como serinoprotease e aspartoprotease. A acao destes biocatalisadores ¢ fortemente inibida
+2 +2 rogs A -

por Fe' e Mn ~. Com essas caracteristicas, proteases desse cogumelo t€ém potencial para uso

na industria farmacéutica, té€xtil, alimenticia e quimica.

2.5 Identificagdo molecular

Para alcancar uma identificagdo satisfatoria, geralmente ¢ necessario combinar
mais de uma técnica e ter informagdes prévias sobre o grupo taxondomico com o qual se esta
trabalhando. A maior parte dos métodos convencionais para identificar os fungos ¢ baseada
na morfologia. No entanto, por estes métodos possuirem diversas limitacdes, tornou-se
necessario a utilizag¢do de técnicas moleculares para identificagdes mais precisas. Os métodos
de biologia molecular sdo altamente especificos e complementam os métodos morfolégicos
(RAJA etal., 2017).

Técnicas moleculares, por meio da andlise de DNA, possuem a vantagem de ser
um processo rapido e altamente sensivel, além disso, ndo estdo sujeitas a variagdes
fenotipicas, a agdo do ambiente, ao estagio de desenvolvimento do fungo e a outros fatores
que possam alterar a morfologia do organismo. Eles sdo baseados na variabilidade de
sequéncias de DNA de espécies intimamente relacionadas e tém sido aplicados na
identificacdo de espécies de fungos desde a década de 1990 (WHITE et al., 1990; BRUNS et
al., 1991).

As sequéncias gendmicas que compdem o DNA ribossdmico (rDNA) tém sido
utilizadas com sucesso para a classificagdo e identificacdo de fungos. O rDNA ¢ altamente
conservado, e ¢ formado pelos genes 18S, 5.8S e 28S e duas regides espagadoras intergénicas
variaveis denominadas espagador interno transcrito (ITS). Esses genes fazem parte de um
agrupamento repetido em tandem intercalados com regides espacadoras transcritas e nao
transcrita. As regides intergénicas transcrita sdo separadas em sub-regides designadas TSI,
ITS2, as quais flanqueiam o gene 5.8S ribossomal (BRUNS et al., 1991; LINDAHL et al.,
2013). Devido a sua facilidade em amplificagdo e uso generalizado, o ITS foi escolhido como

codigo de barras oficial para fungos (SCHOCH et al., 2012).
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Para os basidiomicetos, alguns pesquisadores utilizaram os primers para os
dominios variaveis do gene rRNA 28S associados as regides ITS 1 e 2 para a identificagdo
das espécies (RUNGJINDAMALI et al., 2008; SINGH et al., 2013). No entanto, quando essas
regides tém baixa resolucdo para discriminar espécies outros genes como a beta-globulina e
da citocromo-oxidase, ainda podem ser usados para identificar as espécies, mas depende de
cada caso (RAJA et al., 2017).

A técnica molecular mais utilizada em fungos ¢ a amplificagdo de dominios
polimoérficos do cistron ribossomico por Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR). Varias
técnicas também tém sido utilizadas para validar as espécies, como SSR (Single Seed
Descendent), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polymorfic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
sequéncias da subunidade menor do RNA mitocondrial e os genes da citocromo-oxidase
(AVIN et al., 2014; MIDORIKAWA et al., 2018).

O éxito no sequenciamento dessas regides tem possibilitado uma nova
prospectiva para o conhecimento da biodiversidade fungica (FIERER et al., 2012; MYROLD
et al., 2014). O método baseado na classificacdo e identificagdo de sequéncias permite a
detecgdo rapida e detalhada da diversidade, e a fiabilidade das analises depende das bases de
dados de informacao, e uma interpretacdo cuidadosa dos dados (COSTELLO et al., 2013;
LINDAHL et al.,, 2013; NGUYEN et al., 2015; NILSSON et al., 2019). O GenBank
(BENSON et al., 2015) ¢ o mais abrangente e amplamente utilizado repositorio de sequéncias
para a identificagdo de fungos, incluindo milhdes de sequéncias de diferentes biomarcadores

fangicos.

2.6 Sequenciamento do genoma de fungos

Sanger et al., (1977) publicaram dois trabalhos que iniciaram uma completa
revolug¢do na biologia com o desvendamento da sequéncia completa de genes e genomas
(SANGER et al., 1977a; SANGER et al., 1977b). Em um desses trabalhos, o genoma
completo do fago phi X174 era apresentado; tendo sido esse o primeiro genoma de um

organismo a ser completamente desvendado por seres humanos. Sanger abriu as portas para
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toda a analise informacional em ciéncias gendmicas e mostrou que era definitivamente
possivel compreender genomas (STEINDORFF, 2016).

Em 2005 com o advento das plataformas de sequenciamento de proxima geragao,
ou Next-Generation Sequencing (NGS), houve um crescimento exponencial de novas
sequéncias de genomas de todas as classes de seres vivos. Essas plataformas sdo responsaveis
pelo aumento da cobertura do genoma, por leituras de DNA cada vez mais acuradas, pela
redu¢do no tempo de corrida, pela facilidade em sequenciar genomas completos e pela
redugdo significativa no custo por sequenciamento (METZKER et al., 2010; EL-
METWALLY et al., 2013).

As NGS mais usadas atualmente para estudos do genoma sdo: Illumina (HiSeq
2500) e Pacific Biosciences (PacBio RS II). Cada uma delas oferecem novas abordagens para
o sequenciamento de DNA e tem vantagens e desvantagens com relacdo a aplicagdes
especificas. A tecnologia Illumina tem se destacado por proporcionar protocolos de
preparacao de bibliotecas compativeis com todos os sistemas, mais alta taxa de transferéncia
de dados entre todas as plataformas e menor custo por base (PORTO, 2016).

A cada ano a plataforma Illumina passa por otimizagdes, resultando em novos
kits e equipamentos de sequenciamento com diferentes caracteristicas, que se adaptam as
necessidades experimentais. Fundamenta-se na quimica de sequenciamento-por-sintese
(SBS), que utiliza nucleotideos terminadores reversiveis marcados por fluorescéncia. O
resultado final ¢ o sequenciamento base a base, proporcionando dados mais precisos, sendo
as leituras realizadas pela intensidade do sinal medido, durante cada ciclo, o que também
reduz a taxa de erro (DIAZ-SANCHEZ et al., 2013; STEINDORFF, 2016).

Apds o advento do genoma humano e também de vérios outros genomas de
plantas e microrganismos, iniciou-se uma nova era bioldgica. Utilizando diferentes
plataformas, diversos genomas fungicos foram sequenciados, incluindo organismos modelo,
como Neurospora crassa e Aspergillus fumigatus (GALANAGAN et al., 2003; NIERMAM
etal., 2005); fitopatdgenos importantes, como Magnaporthe grisea e Fusarium graminearum
(DEAN et al., 2005; CUOMO et al., 2007); patéogenos humanos, como Cryptococcus
neoformans e Sporothrix schenkii (LOFTUS et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2014). Até o

presente momento, estdo depositados na base de dados do NCBI os genomas de 7673 fungos,
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sendo que desse total 9 correspondem a cogumelos do género Pleurotus (dados de janeiro de
2021).

A disponibilidade das sequéncias do genoma de fungos facilitou a pesquisa da
diversidade genética e a identificagdo de genes envolvidos na biossintese de metabolitos
secundarios pela minera¢ao do genoma (CORRE e CHALLIS, 2009). Os genomas de fungos
em geral sdo complexos para sequenciar e montar devido ao contetido repetitivo e o grande
tamanho do genoma (CRISTANCHO et al., 2014).

As trés espécies de cogumelos comestiveis mais comercializados no mundo ja
tiveram seus genomas sequenciados, o Agaricus bisporus (MORIN et al., 2012;
SONNENBERG et al., 2016), o Lentinula edodes (SHIMA et al., 2013), o Pleurotus
ostreatus (RILEY el al., 2014), além de outros como o Volvariella volvacea (BAO et al.,
2013) e Flammulina velutipes (KURATA et al., 2016); assim como alguns cogumelos
medicinais como o Ganoderma lucidum (CHEN et al., 2012; LIU et al., 2012), Wolfiporia
cocos (FLOUDAS et al., 2012), Daedalea quercina (NAGY et al., 2016), Ophiocordyceps
sinensis (LI et al., 2016) e Hericium erinaceus (GONG et al., 2020). O sequenciamento do
genoma ¢ a anotagdo funcional contribuem com elucidacdes uteis para a determinagdo de
marcadores genéticos chaves que sdo capazes de aprimorar a qualidade e o uso dos
cogumelos (YUAN et al., 2017).

Apesar da importancia na descoberta de drogas, a maioria das espécies de
macrofungos devido a falta de genomas de referéncia tem o desenvolvimento de novas
pesquisas limitado. Uma vez que alguns genomas de macrofungos foram relatados (YAP et
al., 2014; NAGY et al., 2016; YU et al., 2019; LEE et al., 2020; KUI et al., 2021), muitos
projetos grandes que visam o sequenciamento de genomas fungicos estdo em andamento. Li
et al., (2018) publicaram o genoma de 90 fungos (83 espécies de Basidiomicetos e 7 espécies
de Ascomicetos), sendo a maioria de cogumelos silvestres comestiveis, até agora, esse ¢ o
maior conjunto de dados gendmicos para espécies de macrofungos.

O conjunto de dados do genoma ¢ uma ferramenta util para varias investigacdes
moleculares, promovendo pesquisas nas areas cientifica, farmacéutica, nutracéutica,
cosmecéutica e agricolas. Também da suporte a investigacdo de caracteristicas fisiologicas,

diferencas morfologicas, andlises evolutivas e metabdlicas em gendmica comparativa,
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fornecendo evidéncias para a genética de populagdes de muitas espécies de fungos (LI et al.,
2018).

Pesquisadores procuram identificar genes putativos que podem estar envolvidos
na biossintese de proteinas e polissacarideos bioativos, para desenvolver recursos genomicos
fundamentais para as espécies de cogumelos que pode ser usado em pesquisas futuras. A
disponibilidade de varias sequéncias gendmicas publicadas permite a obtencdo de insights
sobre o genoma dos cogumelos por meio de andlises comparativas. Também as pesquisas
trazem as anotagdes funcionais (COG, GO e KEGG), fornecendo informagdes sobre o
metabolismo secundario e o metabolismo de carboidratos.

Um dos aspectos mais importantes na busca de informagdes bioldgicas em um
contexto gendmico ¢ a associa¢do das sequéncias de DNA com as suas respectivas funcdes
biologicas. O sequenciamento do genoma e a anotagdo funcional fornecem informagdes
valiosas para determinar a fungdo potencial e os mecanismos de expressdo do gene, que
podem fornecer a base tedrica para o cultivo e reproducao desses fungos. (YU et al., 2019).
Até onde sabemos, todos os dados de sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma de

novo representam a primeira montagem em escala do genoma de Pleurotus ostreatoroseus.
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3 MATERIAIS E METODOS

A autenticacdo molecular de Pleurotus ostreatososeus, informagdes sobre o
sequenciamento do genoma, bem como a determinacdo da composi¢do centesimal da
biomassa e atividade antimicrobiana e antioxidante por meios de ensaios in vitro foram

executados de acordo com o fluxograma a seguir (Figura 2).

Pleurotus
ostreatoroseus

Cultura
matriz

Figura 2: Delineamento experimental

Andlise Atividades
Molecular Bioldgicas

Autenticagao CerEme Atividade Atividade Composigao
Molecular Antioxidante Antimicrobiana centesimal

3.1 Reativa¢do da linhagem Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720

Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, foi cedido pela Colecdo de Culturas do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas (DPUA). A reativacdo
da cultura, preservada em 6leo mineral, foi realizada pela transferéncia de fragmentos do
micélio para o meio Agar Batata Dextrose (BDA) suplementado com extrato de levedura
0,5% (p/v) em placas de Petri. Os cultivos foram mantidos a 25 °C, na auséncia de luz por
oito dias. Apos esse periodo, as culturas foram mantidas em placas de Petri contendo meio

BDA para continuag¢do dos experimentos.
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3.2 Identicagao molecular
3.2.1 Extracdo do DNA

A cultura pura obtida do isolado de P. ostreatoroseus foi crescida em triplicata,
em Erlenmayer de 250 mL contendo 100 mL de meio extrato de malte (25 g de extrato de
malte/ 1 L de 4gua). Foram adicionados aos Erlenmeyers 5 discos de micélio, com tamanho
aproximado de 7 mm, levados a incubadora-agitadora, submetidos a rotacdo de 150 rpm a
temperatura de 28 °C. Apos quatro dias, a massa micelial foi obtida para a extracdo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada conforme método descrito por Mota & Nobrega
(2013), com modificacdes. A massa micelial foi lavada com agua esterilizada e depois
centrifugada por 2 minutos a 16.833 g, por trés vezes, seguida de descarte do sobrenadante.
Foram adicionados a um microtubo, a massa micelial, 400 uL TE (100 mM de Tris-HCL, 50
mM de EDTA, pH 8) e 300 mg de esferas de vidro (didmetro 0,5 mm) e processados em um
homogeneizador Beadbug (Benchmark Scientific) por 30 segundos para a quebra da parede
celular. Imediatamente, foram adicionados 400 puL. de tampao de lise (concentragdes finais:
100 mM de Tris-HCL, 50 mM de EDTA, pH 8, 50 mM DTT, 1 mg/mL proteinase K e 1%
SDS), e as amostras foram incubadas por 1 hora a 37 °C em banho-maria. Apos este periodo,
foram adicionados aos microtubos, acetato de potassio 5 M (v/v), incubados por 30 minutos
a -20 °C e em seguida centrifugados por 10 minutos a 10.000 g. A fase aquosa foi transferida
para outro microtubo, adicionado igual volume de isopropanol e seguida de incubacdo a -20
°C por 15 minutos. Logo apds, foi centrifugado a 16.833 g por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado por inversdo e o precipitado lavado 1 vez com 500 pL de etanol 70% e
centrifugado por 5 minutos a 16.833 g. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e
as amostras foram levadas ao banho seco a 50 °C, para a evaporacdo completa do etanol. O
DNA foi reidratado com 30 pL de TE-RNAse (10 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 1 mM EDTA, 10
pg/mL RNAse) e incubado por 30 minutos a 37 °C.
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3.2.2 Pureza, quantificacdo e integridade do DNA

A pureza do DNA foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific, USA). A pureza da amostra foi analisada por meio das absorbancias
(260/230), para avaliar a pureza em relacdo aos compostos inorganicos e (260/280), para
avaliar a pureza em relacdo as proteinas. A integridade e quantificagdo do DNA foram
determinadas por eletroforese em gel de agarose a 0,8%, visualizadas em um transluminador
ultravioleta Quantum (Vilber Lourmat) e comparadas com a intensidade de concentragdes do

marcador phago A (Invitrogen).

3.2.3 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reagdes foram realizadas com o conjunto de reagentes GoTaq” DNA
Polymerase (Promega), num termociclador ProFlex-PCR System (Applied Biosystems by
LifeTechnologies). Para a amplificacdo da regido génica 188, 5,8S, ITS 1, ITS 2 e parte do
28S (Figura 3) foram utilizadas as sequéncias de oligonucleotideos que estdo na Tabela 1.
Para o volume final de 25 pL foram utilizados: 1X tampao de PCR, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
dNTPs, 0.2 uM de cada iniciador, 10 ng de DNA gendmico, 0.125 pL de Taq DNA
polimerase 5 U e o volume final completado com é4gua ultrapura. A PCR ocorreu nas
seguintes condigdes: uma desnaturagdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos, extensado inicial

a 72°C por 3 minutos e uma extensao final a 72°C por 7 minutos.
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Figura 3: Representacao fisica dos amplicons correspondentes as regides 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 e

D1/D2 do gene 28S com seus respectivos oligonucleotideos.

NSI  NS3 NS5 ITSI 571
> > > >
NS2 NS4 NS8 gz 1!34 Un‘ i-R

Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores

Primer | Codigo Sequéncia Referéncia

NS3 608 | 5° - GCA AGT CTG GTG CCA GCA GCC -3’

NS4 611 |5 -CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG -3’ WHIITgF; gt al.,

NS5 610 |5 -AACTTA AAG GAATTGACGGAAG-3’
ITS3 350 | 5" GCATCG ATG AAG AAC GCA GC -3’
ITS4 351 5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’

5> GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG- FELL, J.W,
3 1993

UNI-F 571

FELL, J.W,
1993

UNI-R 572 |5 GGT CCGTGT TTC AAGACG-3

Apos a confirmacdo do tamanho esperados dos amplicons obtidos, os produtos
da PCR foram purificados utilizando o PuriLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen by

LifeTechnologies), de acordo com o protocolo do fabricante e armazenados a -20C.

3.2.4 Reagdo de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento por terminacao de cadeia foi realizada com volume
final de 10 uL, sendo 0.5 uL de BigDye Terminator (v3.1) (Applied Biosystems),2 pL de 5X
tampao para sequenciamento, 20 ng de amplicon e 0.3 uM de cada iniciador e dgua ultrapura

q.s.p- A termociclagem foi realizada em um termociclador ProFlex-PCR System (Applied
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Biosystems by LifeTechnologies), nas seguintes condi¢des: 96 °C 1 minuto, seguido de 35

ciclos a 95 °C 15 segundos, 55 °C 15 segundos, 60 °C 2 minutos.

3.2.5 Purificacdo da reagdo de sequenciamento

A purificagdo do produto da reagdo de sequenciamento foi feita adicionando-se
4 pL da solugdo NG (1 mg.mL™" de glicogénio dissolvido em NH40Ac 5 M) e 40 pL de
etanol absoluto, homogeneizando a mistura por inversdo e em seguida mantida a -20 °C por
30 minutos. A placa com o material foi centrifugada em velocidade méxima em centrifuga
de bancada equipada com rotor de placas (Thermo Scientific: Heraeus Megafuge 8R) a 4 °C
por 40 minutos. O sobrenadante foi desprezado por inversdo e a placa foi levada invertida a
centrifuga para um pulso de 300 rpm. O precipitado foi lavado duas vezes com 110 pL de
etanol 70% (Merck) com centrifugacdo entre as lavagens e descarte por inversdo. A cada
descarte, foi dado um pulso de 300 rpm com a placa invertida na centrifuga para desprezar
qualquer resquicio de alcool. A placa permaneceu em temperatura ambiente por alguns
minutos para secagem do precipitado final. O material foi ressuspendido em 10 pL
formamida, submetido a desnaturagdo por 5 minutos a 95 °C seguido de um rapido
esfriamento no gelo. As amostras form injetadas em um Analisador Genético por eletroforese

capilar modelo ABI 3500 (Applied Biosystems).

3.2.6 Processamento das sequéncias

As sequéncias no formato .abl foram editadas no programa Geneious (v. 9.1.8).
Para fins de identificagdo, as sequéncias obtidas foram confrontadas com os dados do banco
de sequéncias nucleicas (nt) (GenBank, DDBJ, EBI), utilizando o programa “Basic Local
Alignment Search Tool” (BLAST) (ALTSCHUL et al.,1990), configurado na op¢ao “blastn”
(<ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db>).

3.3 Sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma

O sequenciamento, montagem e anotagdo do genoma foi realizado pela empresa

Genone Biotechnologies. O DNA extraido (conforme o protocolo descrito acima) foi enviado
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para a empresa, liofilizado, na concentracao de 3 pg, cumprindo os parametros de integridade
e pureza exigidos.

O sequenciamento do DNA gendmico foi realizado utilizando a plataforma
Illumina NovaSeq6000. A biblioteca genomica (paired end com tamanho de 150 pb) foi
contruida utilizando o kit NEBNext® UltraTM II DNA Library para [llumina® (New
England Biolabs), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Para avaliar a qualidade dos reads gerados pelo sequenciamento, foi utilizado o
software fastp v0.20, em que reads ambiguos, de baixa qualidade e com menos de 38
nucleotideos foram descartados. Os reads de qualidade foram utilizados, para montagem do
genoma, usando o sofiware SOAPdenovo2 (v.2.04) (LI et al., 2009), onde foram agrupados
em contigs e scaffolds. Por meio do sofiware Funannotate v1.6.0 (PALMER, 2019), usando
RepeatModeler v1.0.11, RepeatMasker v4.0.7 identificou-se os elementos repetitivos. O
RepeatMasker rastreia elementos repetitivo em sequéncias de DNA por meio da comparacao
contra bibliotecas de repeti¢des de espécies com genoma conhecido armazenado em banco
de dados. O RepeatModeler emprega métodos computacionais de novo para a identificacao
e modelagem de familias de repeticdo. Os RNAs foram previstos pelos tRNAscan-SE
(LOWER & EDDY,1997), rRNAmmer (LAGESEN et al., 2007), Rfam (GARDNER et al.,
2009; NAWROCKI et al., 2009) e pelo programa cmsearch.

A predicao do gene foi feita usando o software Augustus v3.2.1 (KELLER et al.,
2011) combinado com conjuntos de dados OrthoDB v9 (ZDOBNOV et al., 2017), BUSCO
v3 (WATERHOUSE et al., 2018), e uma cole¢do de 798104 sequéncias transcritas de fungos
de NCBI/nuccore obtidas por filtragem de fungos/basidiomicetos/mRNA. Foi usado sete
bancos de dados: GO (Gene Ontology) (ASHBURNER et al., 2000), KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) (KANEHISA et al., 2004; 2006), COG (Clusters of
Orthologous Groups) (TATUSOV et al., 2003), TCDB (Banco de dados de classificacdo do
transportador) (MILTON et al., 2014), NR (Banco de dados de proteinas ndo redundantes)
(LT et al., 2002), Swiss-Prot (AMOS & ROLF, 2000) e Pfam (http://pfam.xfam.org) para
anotacdes genéticas gerais.

A anotacdo foi realizada por comparagdo com bancos de dados de sequéncias de

aminodcidos de fungos, que possuem genomas completos anotados utilizando a ferramenta
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BLASTx local (valor E menor que le-5, porcentagem de comprimento de alinhamento
minimo maior que 40%). Os contigs também foram comparados utilizando os bancos curados
de sequéncias de aminoacidos Refseq, Swiss-Prot contra banco de dados NCBI (banco de
dados KOG com o programa BLAST (e-value <le-5). A anotagdo funcional por termos de
ontologia foi analisada pelo software BLAST2Go. As vias metabodlicas foram obtidas usando
o padrio KEGG e banco de dados KOG com o programa BLAST (e-value <le-5). Os
clusters de gene do metabolismo secundério foi feita por antiSMASH (MEDEMA et al.,
2011). Enzimas ativas em carboidratos (CAZy) (LOMBARD et al., 2014) foram previstas

pelo banco de dados de enzimas ativas em carboidratos.

3.4 Selecao qualitativa de compostos bioativos

Neste experimento foram preparados extratos organicos obtidos da massa

micelial e dos basidiomas de P. ostreatoroseus.

3.4.1 Cultivo submerso para produ¢do de massa micelial

Para obtengio da massa micelial, P. ostreatoroseus foi cultivado em Agar Extrato
de Levedura Sacarose (YES), em placa de Petri de 90 mm x 10 mm. Os cultivos foram
mantidos a 28 °C por 8 dias. Desde cultivos, foram retirados 5 discos miceliais e transferidos
para 50 mL de meio YES liquido em frascos Erlenmeyer de 250 mL. A fermentacdo foi
conduzida por 8 dias a 28 °C, a 160 rpm. A massa micelial foi separada do extrato bruto por
filtragdo a vacuo, lavada com 4agua destilada, imediatamente armazenada no freezer e

posteriormente liofilizada.

3.4.2 Processamento dos basidiomas

Os basidiomas (10 g) foram gentilmente cedidos pelo Herbario Micoldgico Jair
Putzke, Universidade Federal do Amazonas (DPUA). Eles foram triturados para obtencdo de

um po fino.
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3.4.3 Extracdo dos compostos

Para obten¢do dos extratos organicos foi utilizado etanol como solvente extrator
(CARVAJAL etal., 2012). A massa micelial previamente liofilizada foi triturada de forma a
ser obter granulometria semelhante a do basidioma. As amostras (5 g) foram submetidas a
agitagdo com 100 mL de etanol 70:30 (em agua) a 25 °C e a 130 rpm durante 3 h e filtradas
por meio do papel Whatman n° 1. O procedimento de extragdo foi repetido duas vezes. Os
filtrados combinados foram concentrados em um evaporador rotativo a vacuo a 40 °C para
eliminar o solvente e subsequentemente liofilizar a formulagdo. Os pos liofilizados foram

armazenados no congelador.

3.5 Método difusdo em agar por pogo ou cup-plate

Os extratos organicos obtidos (subitem 4.4.3) foram analisados frente a trés
micro-organismos teste, Candida albicans DPUA 1706, Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Escherichia coli CBAM 001. A levedura foi cultivada em agar Sabouraud a 25 °C
por 48 horas e as bactérias em agar Mueller-Hinton, a 37 °C por 24 horas. Para cada cultura
foi preparada uma suspensao celular com densidade equivalente a escala de MacFarland 0,5.
Como controles positivos foram utilizados Itraconazol e Cloranfenicol (50 pg/mL) para
levedura e bactérias, respectivamente (TEIXEIRA et al., 2011). De cada suspensao celular,
100 pL foram semeados na superficie de agar Sabouraud ou dgar Mueller Hinton, em placas
de Petri (90 mm x 10 mm), formando uma camada uniforme. Em cada poco foi inoculado
100 pL do extrato organico e dos controles. As placas foram mantidas a 37 °C por 48 horas

(levedura) e 24 horas (bactérias). A atividade antimicrobiana foi expressa em milimetros.

3.6 Determinagao da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

A CMI foi realizada de acordo com a metodologia de microdiluicdo em caldo,
descrita no documento M38-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2008), contra os micro-organismos testes Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli CBAM 001 e Candida albicans DPUA 1706. O teste foi realizado em microplaca de 96
pogos, em cada poco foi adicionado 100 puL. dos meios caldos Sabouraud ou caldo Miieller-

Hinton. Na coluna 1 da placa multipoco foi colocado o controle negativo (caldo Sabouraud
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ou Muller Hinton + extrato organico) e coluna 2 foi adicionado 100 pL do extrato de maior
concentragdo em solugdo aquosa de Dimetilsulfoxido (DMSO) 10 % (v/v). A partir da coluna
2 foram feitas dilui¢des seriadas, transferindo 100 pL. da mistura composta por meio+extrato,
sucessivamente até a coluna 11 e desta, foi descartado 100 pL.

Em todos os pocos exceto a coluna 1 foi inoculado 5 pL da suspensdo celular de
cada micro-organismo teste, com densidade celular semelhante a escala de MacFarland 0,5.
Na coluna 12 (controle positivo) foram adicionados ao meio 50 pL as solugdes de Itraconazol
ou Cloranfenicol (200pg/mL). As placas multipogos foram mantidas a 37 °C por 24 horas.
Apos esse periodo, 10 uL de solugio aquosa do revelador Alarmar Blue® (resazurina) a 0,1
% (p/v) foram adicionados a todos os pogos. Os resultados foram visualizados através da
alteragcdo da cor, indicando resisténcia (vermelho) ou sensibilidade (azul). A concentragao
minima inibitéria (CMI) foi definida como a menor concentracao do extrato capaz de impedir

o crescimento microbiano em pg/ul. (BONA et al., 2014).

3.7 Atividade antioxidante

3.7.1 Capacidade sequestrante dos radicais DPPH e ABTS™"

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Polimeros Nanoestruturados (NA-
NOPOL) da UFAM. A amostra (10 mg/mL) foi solubilizada em etanol P.A. e submetida a
andlises de capacidade sequestrante dos radicais DPPH e ABTS" baseado em metodologias
com pequenas modificacdes para leitora em microplacas (MOLYNEUX, 2004; RE et al.,
1999). Para o ensaio de DPPH 10 pL da amostra foi adicionada a 190 pL da solu¢do de DPPH
(100 M), a mistura reacional foi incubada em ambiente escuro por trinta minutos. A leitura
das absorvancias foi realizada em leitora de microplaca a 515 nm (Epoch 2, Biotek). Uma
curva padrio de Trolox de 100 a 1500 pM (y = -0,0004x + 0,7136, R* = 0,9983) foi utilizada
como padrdo. Para o teste de ABTS, 2 uL da amostra foi adicionada a 200 pL da solugdo de
ABTS ™" (ABS de 0,70), a reagio ocorreu em ambiente escuro por seis minutos. A leitura das
absorvancias foi realizada em leitora de microplaca (Epoch 2, Biotek) a 750 nm. Uma curva
padrio de Trolox de 62,5 a 2000 pM (y = -0,0003x + 0,6689, R* = 0,9955) foi utilizada como
padrdo. Os resultados foram expressos em umoL de Equivalentes de Trolox por grama de

amostra.
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3.7.2 Determinacao de Compostos Fenodlicos Totais (CFT)

A determinacdo de fendis totais foi baseada na metodologia com pequenas mo-
dificagdes para leitora em microplacas (VELIOGLU et al., 1998). O ensaio consiste na adi¢cao
da amostra a uma mistura reacional (1:1) do reagente de Folin Cicoalteu e bicarbonato de
sodio (6%), mantida no escuro por noventa minutos para posterior analise em Leitora de
Microplaca (Epoch 2, Biotek) a 750 nm. A curva padrao de acido galico foi feita de 3,9 a 250
pg/mL (y = 0,0057x + 0,0137, R* = 0,9996) e os resultados expressos em miligramas de

equivalentes de acido galico por grama de amostra.

3.7.3 Capacidade Redutora de Ferro Total (FRAP)

A determinagdo da capacidade redutora de ferro total (FRAP) foi baseada na me-
todologia para leitora em microplacas com pequenas modificagdes (PULIDO et al., 2000). A
amostra (9 pL) foi adicionada a 27 pLL de 4gua ultrapura e 270 puL de reagente FRAP (tampao
acetato 0,3 M, pH = 3,6; solugdo TPTZ 10 mM e FeCl;-6H,0O a 20 mM a 10:1:1). Apds
incubagdo de 30 minutos a 37 °C, a absorbancia foi medida a 595 nm em leitora de micro-
placa a 750 nm (Epoch 2, Biotek). Os resultados foram expressos em Fe(Il) (uM/g) com
curva de sulfato ferroso de 250 a 2000 pM (y = 0,0006x - 0,0342, R*= 0,9994).

3.8 Determinagdo da composic¢ao centesimal da biomassa

O cogumelo Pleurotus ostreatoroseus foi cultivado em frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 100 mL de meio GYP (20% glicose, 0,5% de peptona e 0,5% de extrato
de levedura). A fermentagdo submersa foi conduzida a 28 °C sob agitag¢ao durante 8 dias. Ao
término do processo fermentativo a biomassa foi lavada trés vezes com agua destilada para
retirada do excesso de meio, separada por filtragdo a vacuo em papel de filtro com peso
conhecido e liofilizada para avaliagdo da composi¢ao centesimal.

A andlise centesimal e o valor caldrico da biomassa foram realizadas no
Laboratorio de Tecnologia do Pescado I localizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias, sul-
Minicampus, da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), conforme metodologias
oficiais da Association Official Analytical Chemists (AOAC, 2006). As amostras foram

analisadas em termos de umidade, lipideos totais, cinza, fibras, proteina bruta e carboidratos
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de acordo com o Manual de Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985). As analises
foram realizadas em triplicata.

Aumidade foi determinada por dessecagdo em estufa a 105 °C até peso constante.
O contetdo de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 550 °C até os residuos
apresentaram uma coloragdo cinza claro ou branca.

A determinacdo de nitrogénio total foi realizada pelo método de Kjedahl, no qual
consiste em decompor a amostra com acido sulfurico e um catalisador, onde o nitrogénio ¢
transformado em sal amoniacal. A quantidade de nitrogénio foi determinada titulando-se o
excesso do 4cido. Para a determinag@o de proteinas totais foi empregado o seguinte fator de
correcao: Proteinas (%) = N x 4,38.

O teor de lipideos foi determinado pelo método Bligh e Dyer (1959). Nesse
método sdo extraidas todas as classes de lipidios sem aquecimento que sdo obtidos por
pesagem.

A determinacdo do teor de fibra bruta foi obtida a partir da biomassa digerida
com solug¢do de acido sulfurico 1,25% (v/v), seguida por digestdo alcalina com hidréxido de
sodio 1,25% (p/v). As amostras foram filtradas a vacuo com papel de filtro e o residuo
resultante da hidroélise foi incinerado em mufla a 550 °C até a formagao de cinzas.

O teor de carboidratos totais foi determinado utilizando-se a seguinte formula: C
(%) = 100 — (umidade + cinzas + lipideos + proteinas). O valor calérico foi determinado
utilizando-se fatores de conversao de Atwater: 4 Kcal. g'1 (proteina), 4 Kcal. g'l (carboidratos)
e 9 Kcal.g" (lipidios), conforme a formula: Energia (Kcal) = 4 x proteinas + 4 x carboidratos

+ 9 x lipideos.

3.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média e desvio padrao de triplicatas. Os dados
foram comparados por andlise de variancia (One-Way ANOVA) seguida pelo Teste Tukey

com nivel de significancia de 5% em software Minitab® 18.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Identicagao Molecular

Nao ha um tnico método de lise celular apropriado para todos os fungos e cada
método especifico almeja uma eficiente extracdo de DNA (MANIAN et al., 2005). Dada a
variedade de protocolos na literatura para extragdo de DNA de fungos, pode ser dificil
selecionar um método adequado para as espécies de interesse. O ideal para um protocolo de
extracdo de DNA ¢ o rendimento maximo que nao deve afetar a qualidade e pureza do DNA
com contaminantes que podem atuar ao longo das etapas de extracdo, reduzindo
significativamente a sensibilidade da PCR.

O método de extragdo de DNA utilizado neste trabalho baseado em Noébrega e
Mota (2013) com modifica¢des, proporcionou uma extragdo de DNA com quantidade e
qualidade necessarias para PCR e para o sequenciamento do genoma. Apds a extracdo de
DNA, as amostras foram visualizadas em gel de agarose 0,8% (Figura 4), em seguida foi
realizada a PCR para o gene rDNA (Figura 5), purificagdo da PCR (Figura 6),
sequenciamento e comparacao dos resultados com o banco de dados do National Center for

Biotechnology Information — NCBI.

Figura 4: Perfil eletroforético do DNA em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. M:

Marcador Lambda 10 ng/pL. 1-2: amostras de DNA extraido.
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Figura 5: Amplificacdo do rDNA em gel de agarose 1%. M: Marcador de peso molecular 1kb Plus; 1-
3: Produto da PCR amplificados usando os iniciadores 611/572 (1), 571/572 (2), 350/351(3).

Figura 6: Gel de agarose 1% de produtos da PCR purificados. 1-2: Amostras purificadas.

A similaridade das sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas no
banco de dados do NCBI e sdo apresentadas na Tabela 2, comparando-se somente com o0s

resultados de sequéncias de trabalhos publicados.
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Tabela 2: Identificagdo taxondmica de Pleurotus ostreatoroseus baseada em maxima identidade a

partir do alinhamento de sequéncias de nucleotideos.

Linhagem Analogo Genebank ID Cobertura e-value Identidade
filogenético (%) (%)
DPUA1720 Pleurotus MG282493.1 20 00 90
ostreatoroseus
DPUA1720 Pleurotus MG282434.1 13 2e-98 82
ostreatoroseus

A regido interna do espagador transcrito foi amplificada e sequenciada para
confirmar a identidade da espécie (GenBank accession number MH915573.1). A andlise
subsequente pelo BLASTn identificou o isolado como Pleurotus ostreatoroseus, mostrando
90% de identidade.

Na Tabela 2, pode-se observar que apenas 20% da sequéncia submetida ao banco
foi efetivamente usada para fins de comparacdo e que correspondem aos dominios
hipervariaveis D1/D2 do gene rRNA 28S. Consequentemente, a comparacao efetiva foi de
554 bp, resultando em 498 de identidade (90%) e 2 mal pareamentos. As sequéncias que
estdo depositadas no GenBank sdo sequéncias parciais, por isso resultou em uma cobertura e
identidade baixas quando comparado com a nossa sequéncia.

Os métodos de biologia molecular sao altamente especificos e complementam os
métodos morfologicos. Eles sdo baseados na variabilidade de sequéncias de DNA de espécies
intimamente relacionadas e tém sido aplicados na identificacdo de espécies de fungos desde
a década de 1990 (WHITE et al., 1990; BRUNS et al., 1991). As sequéncias gendmicas que
compdem o DNA ribossomal (rDNA) t€m sido utilizadas com sucesso para a classificagdo e
identificacdo de fungos.

Schoch et al., (2012) publicaram um estudo de referéncia, que propds a regiao
ITS, o cédigo de barras universal para identificagdo de fungos. Considerando as limitagdes
no uso de ITS, outros biomarcadores, as vezes denominados secundarios, tém sido utilizados.

O uso combinado de ITS com outros biomarcadores, principalmente 28S e 18S, tem sido
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difundido e utilizado em muitos trabalhos de identificagdo molecular de fungos (BADOTTI

etal., 2018).

4.2 Sequenciamento e anotacdo do genoma
4.2.1 Sequenciamento e Montagem de novo

Os dados brutos do sequenciamento possuem uma certa porcentagem de dados
de baixa qualidade. Para garantir a precisdo e a confiabilidade da analise de informacdes,
etapas de pré-filtragem foram realizadas para obter dados limpos. A retirada de adaptadores
contaminantes e das bases de ma qualidade tornou a distribuicdo mais homogénea para todas
as posi¢des dos reads. O sequenciamento do genoma utilizando a plataforma NovaSeq600
gerou 18.496 Mbp. Apos os cortes de qualidade foram mantidos 16.251 Mbp, e esses foram
usadas para montagem das sequéncias gendmicas de P. ostreatoroseus. O tamanho do
genoma foi estimado depois da revisdo por analise de espectro de K-mer com K-mer = 95.

A partir das montagens dos contigs, foram analisados parametros de eficiéncia
como o numero de sequéncias geradas, tamanho minimo e maximo dos contigs e quantidade
(N50) de contigs utilizados como demonstrado na Tabela 3. As montagens gendmicas sao
medidas pelo tamanho e precisdo de seus contigs e scaffolds. Os scaffolds definem a ordem
e a orientacdo do contig e os tamanhos das lacunas que ocorrem entre os contigs (MILLER
et al., 2010).

A sobreposi¢do dos reads resultou em contigs com comprimento maximo de
1.071.624 bp e minimo de 245 bp. Obteve-se um total de 619 contigs e um teor de G + C de
52.62% (Tabela 3).
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Tabela 3: Estatisticas do genoma de Pleurotus ostreatoroseus.

Parametros

Numero total (>500 bp) contigs ~ 619

Tamanho maior contig (bp) 1.071.624
245 bp

Tamanho menor contig (bp)
N50 (bp) 180.995
Numero total (>500 pb) scaffolds 597
Tamanho do maior scaffold (bp) 1.071.624
Tamanho menor scaffold (bp) 507

N50 (bp) 192.936
GC% 52.62
Tamanho do genoma (Mb) 38.6

Apods montagem realizada com o software SOAPdenovo2 v2.04, foi obtido o
tamanho do maior (1.071.624 bp) e do menor scaffold (507 bp), bem como o tamanho total
dos scaffolds, 338.588.587. O tamanho do genoma foi estimado em 38.6 Mb com sequéncias
repetidas cobrindo 4.65% desse total. A taxa de heterozigosidade foi estimada em 0.06%. A
sequéncia do genoma de Pleurotus ostreatoroseus foi depositado em DDBJ/ ENA / GenBank
sob o numero de acesso SWBT00000000. Os dados brutos foram depositados no banco de
dados NCBI/ SRA com o niimero de acesso SRR12316382.

O tamanho do genoma de P. ostreatoroseus ¢ consistente com os tamanhos dos
genomas observados em outras espécies de Pleurotus relacionadas, que estdo depositados no
NCBI. O maior genoma depositado ¢ de P. eryngii com 49.92 Mb, seguido por P. tuoliensis
com 48.23 Mb, P. pulmonarius com 42.55 Mb, P. platypus com 39.97 Mb, P.
salmoneostramineus com 39.19 Mb, P. citrinopileatus com 36.84 Mb, P. tuber-regium com
35.82 Mb e o menor genoma ¢ de Pleurotus ostreatus com 35.09 Mb, que possui a melhor

qualidade de conjuntos de genomas.

47



O N50 ¢ um parametro utilizado para estimar a qualidade das montagens,
calculado pelo ordenamento de todos os contigs (do maior para o menor), determinando o
conjunto minimo de contigs cujo tamanho total seja 50% de todo o genoma, e que nesse
estudo foi de 180.995 bp. Esses valores de N50 sdo maiores do que de quatro outras
montagens de Pleurotus: P. platypus (N50 = 59.239 bp), P. tuber-regium (N50= 55.887), P.
tuoliensis (N50=51.043) e P. citrinopileatus (N50 = 7.719 bp).

4.2.2 Predi¢ao de Componentes do Genoma

Foi usado varios métodos para anotar os genes que codificam proteinas incluindo
previsdes de novo e previsdes baseadas em homologia. Para as previsdes de novo, foi usado
o software Augustus v3.2.1, e para previsdes baFseadas em homologia, foram utilizados os
softwares BUSCO v3, OrthoDB v9 e um conjunto de proteinas de uma coleg¢ao de 798.104
sequéncias de transcricao de fungos do banco de dados NCBI Nucleotide database. Um total
de 11.296 genes foram previstos com 113.754 exons, 113.748 introns € um comprimento de
sequéncia médio de 1.481 bp. Esses valores estdo dentro da faixa de espécies de Pleurotus,
como P. ostreatus (11.603 genes em P. ostreatus PC15 e 12.206 em P. ostreatus PC9) e P.
eryngii (15.960 genes ATCC 90797) (LEE et al., 2020).

Tabela 4: Estatistica dos genes preditos.

Amostra Tamanho Niumero Comprimento Comprimento Comprimento
genoma (Mb) de genes  total de genes médio dos dos
(bp) genes(bp) genes/Genoma
(%)
Pleurotus 38.6 11.296 13.716.684 1.481 35.55
ostreatoroseus

Os RNAs ndo codificantes (ncRNAs) sdo tipos de moléculas de RNA
amplamente expressas em procariotos e eucariotos, produzem produtos de RNA funcionais
em vez de proteinas e desempenham varias func¢des bioldgicas. Esses ncRNAs desempenham
papéis importantes no splicing, transcri¢do, tradug¢do e arquitetura da cromatina, € muitos
ncRNASs estdo associados a doengas (HUANG et al., 2016; WANG et al., 2020).

Os ncRNAs foram identificados por experimentos e métodos computacionais em

varios fungos (LIU et al., 2013; LI & BREAKER, 2017; BORGOGNONE et al., 2019).
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Existem poucos estudos relacionados ao ncRNA em basidiomicetos e ainda menos em
cogumelos comestiveis. QU et al. (2016) desenvolveram o primeiro estudo de identificacao
em escala de genoma de sncRNAs para um basidiomiceto.

Nas sequéncias nucleares de P. ostreatoroseus foram preditos 244 genes
codificantes de RNAs nao traduzidos (ncRNAs). Os rRNAs e tRNAs (RNA transportador)
foram anotados com programas que fazem uso de modelos especificos para essas familias de
RNAs, capazes de gerar resultados ainda mais precisos que o Blast. O tamanho médio dos
tRNAs, rRNAs e snRNAs (small nuclear RNA) anotados foi de 82, 3.210 e 126 bp,
respectivamente.

Os ncRNAs desempenham fungdes importantes na traducdo e na regulaciao da
expressdo génica e investigacdes desses genes, assim como a anotagdo dos genes
codificadores de proteinas, sdo importantes para a exploracdo global do genoma e a
compreensdo da biologia molecular fundamental das espécies (BORGOGNONE et al.,
2019). Para P. ostreatoroseus foi predito 224 tRNAs com comprimento médio de 82 bp. Em
compara¢do com a quantidade de tRNA, as quantidades de rRNA e snRNA foram muito
menores, apenas 1 e 19, respectivamente. No entanto, nenhum sRNAs e miRNAs
(microRNA) foi previsto (Tabela 5).

Os resultados da anotagdo de ncRNAs encontrados para P. ostreatoroseus sao
semelhantes na quantidade e no comprimento médio dos tRNAs e snRNAs encontrados para
Pleurotus platypus. O cogumelo P. platypus possui 219 tRNAs e 16 snRNAs e um
comprimento médio de 83 ¢ 131 bp, respectivamente. E possivel observar que houve uma
diferenga significativa na quantidade de rRNA entres as duas espécies, P. platypus possui 44

rRNA (LI etal., 2018).
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Tabela 5: Estatistica de ncRNA no genoma de P. ostreatoroseus.

Tipo Numero Comprimento Comprimento
médio (bp) total (bp)
tRNA 224 82 18.591
rRNA 1 3.210 3.210
snRNA 19 126 2.396

Em Morchella sextelata, um fungo comestivel, os resultados mostraram que
haviam 445 tRNAs com comprimento médio de 85 bp (HAN et al., 2019). Em comparacao
com a quantidade de tRNA, as quantidades de rRNA e snRNA foram muito menores, apenas
55 e 30, respectivamente. No entanto, nenhum sRNAs ou miRNAs foi previsto. No cogumelo
Auricularia heimuer foram preditos 150 tRNAs, 34 snRNAs, e 11 rRNAs (YUAN et al.,
2019).

As analises das sequéncias dos elementos repetitivos foram realizadas usando o
software RepeatMasker v4.0.7 e o RepeatModeler v1.0.11. A caracterizagdo dos elementos
repetitivos usando os métodos de sequenciamento de nova geracdo ndo depende de uma
elevada cobertura do genoma (YU et al., 2011).

O comprimento total das sequéncias repetidas foi de cerca de 1.802.067 bp
representando 4.65% do tamanho do genoma. Dos elementos de repeti¢do, os elementos
transponiveis e as sequéncias de repeti¢do em tandem representam 0.0356% e, 0.7752%
respectivamente. J4 o genoma do cogumelo Russula griseocarnosa possui 64.81 Mbp e
33.272 bp sequéncias repetidas, cobrindo 5% do comprimento genémico (YU et al., 2019).

Por meio dos elementos de transposicao (TE) ¢ possivel estimar o nimero de
cdpias, as bases mascaradas e organizagao geral no genoma de P. ostreatoroseus. Os TEs sdo
sequéncias de DNA que tém a capacidade de mudar de posi¢dao no genoma, independente de
homologias entre as regides. De acordo com o tipo de transposi¢cdo, RNA ou DNA, os TEs

podem ser divididos em duas classes principais com base no intermediario de transposi¢ao
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(ou seja, classe I ou retrotransposons — intermediario de RNA e classe II ou transposons de
DNA - intermediario de DNA) (WICKER et al., 2007).

Entre as sequéncias analisadas um total de 1.531 bases foram mascaradas, o que
correspondeu a 0.77% do genoma. Os TEs da classe I, os retrotransposons LTRs, LINE/L1
e SINE, foram os mais abundantes correspondendo a 0.6977% do genoma e em seguida os
da classe II, os transposons DNA, representando 0.0771% do genoma (Tabela 6). Um total
de 18 dos TEs identificados ndo tiveram a classe determinada.

Como ja observado em genomas de cogumelos, os elementos LTR
retrotransposons constituem a ordem mais frequente. Esses dados corroboram com os
mesmos encontrados para as outras espécies de Pleurotus. Os TEs de P. pulmonarius tinham
principalmente elementos de classe I, retrotransposons responsaveis por aproximadamente
80% da fragdo do genoma repetitivo (ULZURRUN et al., 2020). Para P. eryngii as LTRs
foram o tipo principal de TEs encontrado (DAI et al., 2019). Li et al., (2018) analisaram o
genoma de 90 cogumelos e observaram que os retrotransposons LTRs foram os mais
frequentes, seguido dos transposons DNA.

Elementos transponiveis desempenham um papel importante na evolugdo do
genoma, causando rearranjos cromossOmicos ou remodelando as redes regulatdrias
(FESCHOTTE, 2008). Muitos genomas mostram um alto conteido de TE, levando a
tamanhos de genoma comparativamente maiores. Um efeito da presenca de TEs em
cogumelos pode estar associado com a repressdo transcricional, particularmente quando os
genes estdo rodeados por TEs. Em um estudo gendmico comparativo de duas cepas de
cogumelos, Pleurotus ostreatus PC15 e PC9, os genes cercados por transposons em uma cepa
mostraram forte repressdo transcricional, enquanto seus ortdlogos na outra cepa eram

normalmente expressos (CASTANERA et al., 2016).
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Tabela 6: Anotagao do total de TEs de P. ostreatoroseus.

Tipo Nimero Comprimento Genoma(%) Comprimento médio

total (bp) (bp)

LTR 985 243.749 0.6317 252

DNA 257 29.756 0.0771 118

LINE 234 24.583 0.0637 110

SINE 14 902 0.0023 64

Desconhecido 18 2.272 0.0059 126

Total 1.531 299.141 0.7752 202

A repetigdo em tandem (TR) contém duas ou mais unidades de repeti¢ao
vizinhas. A unidade de repeticdo varia de 1 pb a 500 pb de comprimento e mostra a
diversidade de espécies, permitindo pesquisas de evolugdo. Os minissatélites, também
chamado de repeticdes em tandem com numero variavel, ¢ um tipo de sequéncia curta com
unidade de repeticdo de 15 a 65 pb. A unidade de repeticdo de variancia e a frequéncia em
diferentes espécies tornam o TR disponivel para uso como marcador molecular (BARBOSA,
2010).

As repeti¢des de sequéncia simples (SSR), também chamadas de microssatélites,
consistem em motivos de sequéncias curtas de DNA repetidas (cerca de 2-10 pb de
comprimento) em tandem SSRs e derivam da adicdo ou delecdo de unidades repetidas
durante a replicagdo, reparo ou recombinacdo do DNA apds o pareamento incorreto. Sao
encontrados nas regides codificantes e ndo codificantes dos genes, e tém estado envolvidos
na regulagio génica, variagdo fenotipica e evolugio (LABBE et al., 2011).

A andlise de regides microssatélites no genoma ¢ importante para explicar o
mecanismo de algumas propriedades fisiologicas e € util para a pesquisa gendmica funcional.

Um total de 3.218 TRs com tamanhos de repeticdo de 1-1.376 bp, 2.443 DNAs de
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minissatélites com tamanhos de repeticdo de 10-60 bp e 291 DNAs de microssatélites com

tamanhos de repeticdo de 2-6 bp foram previstos (Tabela 7).

Tabela 7: Estatistica das repeti¢des em tandem.

Amostra Tipo Nimero Tamanho da Comprimento No
Repeticao total(bp) Genoma(%)
TR 3.218 1-1.376 194.449 0.5039
Pleurotus DNA 2.443 10-60 116.157 0.3010
ostreatoroseus . . ‘1

Minissatélite

DNA 291 2-6 13.740 0.0356
Microssatélite

Em Morchella sextelata (HAN et al., 2019) foi encontrado um total de 15.485
TRs com tamanhos de repeticdo de 1-1.894 bp, 10.026 minissatélites com tamanhos de
repeti¢do de 10-60 bp e 2.702 microssatélites com tamanhos de repeti¢ao de 2-6 bp.

Em P. ostreatus foram identificados 2.114 SSRs e a frequéncia média de SSRs
no genoma foi de aproximadamente 62 SSRs/Mbp (mega pares de bases) e 0 comprimento
médio foi de 1025 bp/Mbp, representando 0,1% do genoma (QU et al., 2016). As densidades
SSR de outros fungos variam de dezenas a centenas de SSRs/Mbp (LABBE et al., 2011).

Os microssatélites podem afetar a expressao génica, splicing de mRNA e outras
atividades de transcri¢do por meio da inser¢do em introns e regides nao codificantes (LI et
al., 2004). O sequenciamento de nova geracao ¢ uma ferramenta poderosa para encontrar um
grande nimero de loci microssatélites por meio de uma identifica¢do rapida e economica.
Esses marcadores podem ser usados para melhoramento genético, determinagdo de
cultivares, pesquisa de estrutura genética e outras aplicacdes em tipos cultivados e selvagens

de cogumelos (AN et al., 2019).

4.2.3 Predi¢ao Funcional Gendmica

As anotagdes funcionais dos genes previstos pelos bancos de dados publicos
foram mostradas na Figura 7, onde os valores representam o nimero de genes codificadores

anotados no banco de dados correspondente. Os genes que codificam proteinas na sequéncia
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genOmica foram previstos com base na homologia da sequéncia. Dos 11.296 genes

identificados, o maior numero de genes anotado foi para a bases de dados NR (7000).

Figura 7: Resultados estatisticos da anotacdo de genes.
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4.2.3.1 Gene Ontology (GO)

J4

O Gene Ontology ¢ o padrao estabelecido para a anotagcdo funcional de
produtos génicos. A ontologia cobre trés dominios: componente celular, as partes de uma
célula ou seu ambiente extracelular; fungdo molecular, as atividades elementares de um
produto génico no nivel molecular, como ligacdo ou catalise; e processos bioldgicos,
operacgdes ou conjuntos de eventos moleculares com inicio e fim definidos, pertinentes ao
funcionamento de unidades vivas integradas: células, tecidos, 6rgaos e organismos (The
Gene Ontology Consortium, 2015).

Os genes foram classificados em uma ou varias partes do GO por suas
funcdes. Baseando-se nos resultados da anotagdo GO, foi possivel detectar as fungdes

genéticas. As estatisticas da anotacdo GO foram listadas na figura 8.

54



Percent of genes (%)

0.1J

Figura 8: Anotacdo da fun¢do GO de P. ostreatoroseus
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Na anotagdo do GO foram anotados 5820 genes e os mais abundantes estdo

11.017 estdo envolvidos nos processos

biologicos, 7.251 genes nas fungdes moleculares e 6.732 genes participam dos componentes

celulares.

Na categoria processos biologicos, 3.171 genes estdo ligados a processos

metabolicos e 3.075 a genes associados a processos celulares. Isso ocorre, porque os

processos metabdlicos sdo um conjunto amplo de procedimentos responsaveis pela sintese e

degradacdo de moléculas das células e as vias metabdlicas dessa sintese ou degradacao

ocorrem constantemente para suprir o funcionamento da célula. Os processos celulares sdo
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abundantes uma vez que fazem referéncia as atividades celulares de crescimento,
manutengdo ¢ comunicagao entre células (JUNG et al., 2014).

Na categoria fungdo molecular, 3.265 genes estdo associados a atividade de
ligantes ndo definidas, 3.090 genes associados a atividades cataliticas. A razdo por essas
sequéncias estarem amplamente relacionadas a ligagdes ¢ referente a importancia das
mesmas em formar ligagdes ocorrentes entre moléculas como proteina-proteina, proteina-
DNA, cofator-enzima, entre outras, sendo essas ligagdes fundamentais para o controle e
funcionamento das moléculas envolvidas no metabolismo celular. Sequéncias relacionadas a
atividade catalitica estdo em abundancia, pois grande parte das reagdes quimicas ocorre com
a presenca de enzimas, moléculas capazes de aumentar a velocidade das reagdes quimicas
sem serem consumidas no processo (NELSON; COX, 2018).

Considerando a anotagdo GO para componente celular, pode-se verificar que
a maior parte dos transcritos foram anotados como pertencentes as categorias ontologicas
relacionadas com a estrutura da célula (2.137 genes) e com organelas (849 genes). As
sequéncias ligadas a fung¢ao celular ou parte celular sdo correspondentes a genes que exercem
sua fung¢do no citoplasma e ndo estdo agregados na membrana plasmatica ou em organelas
(CARBON et al., 2009). E esperado que 50% dos genes atuem no citoplasma, pois é nesse
local da célula onde acontece a grande maioria dos processos metabolicos. As sequéncias
correspondentes a organelas estdo associadas aos elementos constitutivos da célula ou aos
que atuam no nucleo, mitocondria, vesiculas e ribossomos. Essas sequéncias estdo entre as
mais abundantes pois € nas organelas que ocorrem processos metabolicos fundamentais para
o funcionamento da célula como a respiracdo, estruturag@o celular e sintese de biomoléculas
(NELSON; COX, 2018).

Qu et al., (2016) observaram que na categoria fun¢do molecular de P.
ostreatus, a atividade catalitica e a de liga¢do foram as subcategorias que tiveram um maior
niamero de genes envolvidos. No processo biologico, o processo metabdlico e processo
celular, foram os dois principais termos de GO. E no processo celular, a atividade catalitica
seguida de ligacao foram as subcategorias que se destacaram.

Yuan et al., (2019) analisaram o genoma do cogumelo Auricularia heimuer, onde

a funcdo molecular possui 4.119 genes associados a atividade de ligantes ndo definidas e
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3.482 genes associados a atividades cataliticas; seguida por processo bioldgico, 3.171 genes
ligados a processos metabodlicos e 3.075 genes associados a processos celulares e por fim
componentes celulares, 1.054 genes envolvidos nas partes celulares e 1.054 funcdes celulares
ndo definidas.

Na anélise comparativa do GO do cogumelo Russula griseocarnosa (YU et al.,
2019), foram anotados 3650 genes. Na categoria funcdo molecular, 1715 e 1398 dos genes
estavam envolvidos na atividade catalitica e de ligagdo, respectivamente. Nos processos
biologicos, 1.673 genes estavam envolvidos em atividades metabolicas, seguidos por 1635
genes em funcdes celulares. Para processos celulares, 1397 e 1389 genes foram associados a
célula e partes de células, respectivamente. Nesse estudo, os autores compararam as
anotacdes GO de R. griseocarnosa com outros dois fungos, Agaricus bisporus e Laccaria
bicolor. R. griseocarnosa tem relativamente mais genes em subcategorias de processo
bioldgico e componentes celulares como: processo de organismo Unico, resposta ao estimulo,
organiza¢cdo do componente celular, regulacdo negativa do processo bioldgico, regulacio
positiva de processo bioldgico, parte de organela, membrana e parte de membrana. Eles
observaram que os niumeros de genes da categoria processos bioldgicos de R. griseocarnosa
eram semelhantes as de Agaricus bisporus e em menor nimero do que os de Laccaria bicolor,
sugerindo que R. griseocarnosa tem capacidade significativa de crescimento e de responder
a ambientes diferentes.

Para o cogumelo medicinal, Hericium erinaceus (GONG et al., 2020), 5.187
genes foram anotados pela anélise de GO, e as quatro principais categorias de GO com o
maior numero foram ligagao, atividade catalitica, processo metabolico e processo celular.

Para o ascomiceto, Morchella sextelata (HAN et al., 2019), a analise do GO
resultou em um total de 5.876 genes. Varios processos biologicos foram preditos como
mediados pelos genes, por exemplo, 3.335 e 3.239 genes possivelmente participam do
processo celular e processo metabdlico. Na fung¢do molecular, 3.381 genes estdo associados
a atividade de ligantes ndo definidas, 2.986 genes associados a atividades cataliticas. Para
processos celulares, 2.184 genes foram associados a célula, o mesmo niimero de genes

contribuiu para parte da célula, e 1.024 genes para organelas.
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As categorias observadas s3o, em sua maioria, compativeis com resultados de
anotacdes funcionais de outras espécies de fungos. A categoria fungdo molecular se destaca,
com as subcategorias ligantes ndo definidas e a atividades cataliticas com maior nimero de
genes. Isso ocorre porque ambos sdo processos importantes para o funcionamento e
manutengdo dos organismos vivos.

A distribuicdo de GO permite uma visdo geral da expressdo génica de um
organismo sob determinada condi¢do. Uma grande parte dos genes est4 relacionada com as
funcdes moleculares e os processos biologicos, demostrando a atuacdo de uma rica
diversidade de enzimas na sintese de metabolitos secundarios. Wei et al., (2015) afirmam que
se o nimero de genes relacionados a processos celulares e processos metabolicos forem
proporcionais, o indicativo ¢ de que o organismo esteja investindo na sintese de metabolitos

primarios, o que corresponde aos dados encontrados.
4.2.3.2 KEGG

Para avaliar melhor as funcdes dos genes anotados em P. ostreatoroseus, foi
atribuido 3.857 proteinas putativas a seus ortdlogos no banco de dados KEGG. A
classificagdo da funcdo KEGG ¢ mostrada na Figura 9. Em termos de processo celular, as

Figura 9: Anotacdo funcional KEGG de P. ostreatoroseus.

classes com maior numero de genes anotados foram as de transporte e catabolismo (274) e
de crescimento e morte celular (150). Em processamento de informagdes ambientais, as
classes com o maior nimero de genes anotados foram as de transdugdo de sinal (244) e
transporte de membrana (10). J& em termos de metabolismo, o maior nimero de genes
anotados foi o de metabolismo de carboidratos (248), metabolismo de aminoécidos (211) e
metabolismo lipidico (145). De uma forma geral, a classe com maior nimero de genes

anotados foi a do metabolismo, assim como foi observado em outros estudos com cogumelos
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como o Hericium erinaceus (GONG et al., 2020), onde 2.761 genes foram anotados pela via

KEGG, e dos quais a grande parte dos genes estavam envolvidos no metabolismo.
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Com relagdo ao metabolismo de aminoacidos foram encontrados genes
associados com os componentes do sabor do cogumelo: 33 genes envolvidos no metabolismo

de aminodcidos relacionados ao sabor doce, como glicina, serina e treonina e 23 genes
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envolvidos no sabor umami dos cogumelos, incluindo alanina, aspartato e glutamato. Shim
et al., (2016) ao analisarem a fun¢do dos genes anotados para o cogumelo Lentinula edodes
nas classificacdes KEGG, observaram que haviam 22 genes relacionados ao sabor doce e 17
genes envolvidos no sabor umami desse cogumelo.

A maior concentragdo de 4cidos graxos encontrados nos cogumelos ¢ insaturada.
Foi observado que existem 20 genes relacionados a biossintese de acidos graxos insaturados
em P. ostreatoroseus. Ja em R. griseocarnosa (YU et al., 2019) foram relacionados 11 genes
a biossintese de 4cido graxos insaturados.

Os polissacarideos responsaveis pelo potencial farmacéutico sao outro tipo de
compostos bioativos. Entre os polissacarideos, o f-1,3-glucano possui compostos
imunomoduladores ¢ antitumorais mais ativos (MIZUNO & NISHOTANI, 2013; YAP et al.,
2014) e podem estar envolvidos na biossintese de Lentinan, que ¢ um [-1,3-glucano
purificado com com ramificagdes 3-1,6 derivados do cogumelo comestivel Lentinula edodes
e tem efeitos adjuvantes imunoldgicos, que aumentam os mecanismos de defesa do
hospedeiro contra tumores (SAKAMOTO et al., 2005; HAZAMA et al., 2009). Foi possivel
identificar enzimas que podem estar envolvidas na biossintese de glicose difosfato de uridina
(UDP-glicose, precursor de glucanos) em P. ostretoroseus. Essas enzimas incluem 1,3-beta-
glucano sintase, hexoquinase, fosfoglucomutase, proteina ativadora de GTPase e UTP-
glicose-1-fosfato uridililtransferase.

Sob a categoria de via do metabolismo e biodegradacdo de xenobidticos, P.
ostreatoroseus possui genes envolvidos em varias vias de degradagdo, incluindo aquelas para
benzoato, cloroalcano e cloroalceno, degrada¢do de dioxina, naftaleno e hidrocarboneto
aromatico policiclico. Esses resultados indicam que esse cogumelo tem forte capacidade de
degradacdo. Wesenberg et al., (2003) observaram que os fungos de podriddo branca sio
héabeis em degradar xenobioticos e corantes no tratamento de efluentes.

Lam et al., (2018) observaram que no genoma de Pleurotus tuber-regium possuia
4881 proteinas (44,53%) envolvidas em diferentes vias. Em termos de processo celular, as
classes com os maiores nimeros de genes anotados foram as de transporte e catabolismo
(295) com o crescimento e morte celular (186). Em termos de processamento de informagdes

ambientais, as classes com maiores nimeros de genes anotados foram a transducdo de sinal
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(365) e o transporte de membrana (28). Em termos de metabolismo, os maiores nimeros de
genes anotados foram para as classes de metabolismo de carboidratos (463), metabolismo de
aminoacidos (356) e metabolismo de lipideos (281).

Para entender melhor as fun¢des dos genes em A. Heimuer, Yuan et al., 2019,
conseguiram atribuir 5676 (34,94%) proteinas putativas aos seus ortdlogos no banco de dados
KEGG. No processo celular, o transporte e catabolismo (381) com o crescimento e morte
celular (288) foram as classes com maiores nimeros de genes. Em termos de processamento
de informagdes ambientais, os maiores nimeros de genes estavam nas classes de transducao
de sinal (427) e transporte de membrana (48). No metabolismo, as classes que se destacaram
mais foram as de mapas globais e gerais (1483) e transporte e catabolismo (519).

A anotacao do banco de dados da via KEGG permite a expansao da compreensao
das fungdes bioldgicas e interagdes dos genes. Com o intuito de compreender melhor essa
interacdo, Yu et al., 2019 descreveram que dos genes anotados para R. griseocarnosa, 4169
genes tinham correspondéncias no banco de dados KEGG. Dos seis niveis principais, 0
metabolismo foi o maior (1775), seguido pela informagao genética (1008), doengas humanas
(756), processos celulares (756), sistemas organicos (633) e processamento de informagdes
ambientais (411). Assim, € notério que ha genes correspondentes a processos metabolicos
significativos. Nesse mesmo estudo, os autores fizeram uma comparagdo com as anotagdes
KEGG de L. bicolor e A. bisporus, e o nimero de genes de R. griseocarnosa associados a
maioria das vias ndo foi significativamente diferente do nimero de genes para L. bicolor e
A. bisporus, mas havia menos genes R. griseocarnosa nas vias do metabolismo de
aminodcidos. Na categoria de via metabolismo e biodegradagdo xenobidticos, foi eles
observaram que R. griseocarnosa tinha relativamente mais genes envolvidos em varias vias
de degradacdo do que os outros cogumelos analisados, indicando que possui capacidade de
degradacao.

Xie et al., 2018 anotaram os genes do cogumelo Pleurotus eryngii e atribuiram
as sequéncias em classificagdes KEGG. Uma quantidade total de 8.854 genes foi dividida
nos grupos funcionais. As principais vias de KEGG foram a de metabolismo do carbono,

biossintese de aminodacidos e fosforilagdo oxidativa.
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4.2.3.3 KOG

KOG ¢ um recurso de banco de dados de grupos ortdlogos de proteinas para

eucariotos. Pertence ao COG (cluster de grupos ortdlogos de proteinas).

Foram atribuidas as categorias KOG 2.027 proteinas (Figura 10). A classe

modificacdo pds-traducional, turnover proteico e chaperonas teve o maior nimero de genes

(221), seguido por predicao funcional geral (207), tradugao, estrutura ribossomal e biogénese

(199), producdo e conversdao de energia (177), como as classes mais ricas em genes nos

agrupamentos KOG.

200

Number of matched genes

Figura 10: Anotagdo KOG de P. ostreatoroseus
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Resultados semelhantes foram encontrados para o cogumelo Auricularia

heimuer, em que as classes: predicdo funcional geral (408); tradugdo, estrutura ribossomal e

biogénese (223), modificagdo poés-traducional, turnover proteico, chaperonas (197),
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transcri¢do (184), replicagdo, recombinagao e reparo (180) e producdo e conversao de energia
(168) como as classes mais ricas em genes nos agrupamentos KOG. Esses achados podem
ser sugestivos da presenga de um conjunto enriquecido e variado de fungdes do metabolismo
de proteinas e do metabolismo de energia que permitem melhor absor¢do e transformacao de
nutrientes dos substratos.

Para R. griseocarnosa (YU et al., 2019), 10.318 proteinas foram atribuidos as
categorias KOG. As classificacdes de KOG com maior nimero de genes foram: replicagdo,
recombinacdo e reparo, modificagdo pos-traducional, turnover proteico, chaperonas,
transporte intracelular, secre¢ao e transporte vesicular e mecanismos de transducdo de sinal.
Nesse mesmo estudo, os autores fizeram uma comparagdo também com as anotacdes KOG
de L. bicolor e A. bisporus, e observaram que R. griseocarnosa possuiam relativamente mais
genes em replicacdo, recombinacdo e reparo € em compensacao ndo tinha genes em estruturas
extracelulares. Esses achados sugerem a presenca de uma rica e variada matriz de processos
celulares e mecanismos de sinalizagdo e metabolismo que pode facilitar a absor¢do
nutricional de R. griseocarnosa.

Han et al., (2019) classificaram 2.148 proteinas com base no banco de dados
funcional KOG para Morchella sextelata. A maioria dos genes anotados foram previsto para
funcdo geral (331). E as outras principais categorias que se destacaram seguem a seguir:
modificacdo pos-tradugdo, turnover proteico, chaperonas (240 genes); traducgdo, estrutura
ribossomal e biogénese (219 genes) transporte e metabolismo de aminoacidos (161 genes).

Para P. tuber-regium (LAN et al., 2018) 3.381 proteinas foram atribuidas a
diferentes classes. Em termos de classes KOG, exceto para predi¢do de fungdo geral (560),
as trés classes com maior destaque em ordem decrescente foram: modificacdo pds-tradugdo,
turnover proteico, chaperonas (365); traducdo, estrutura ribossomal e biogénese (252) e
mecanismo de transdugao de sinal (238).

Yap et al., (2014) atribuiram 4.948 proteinas a classes KOG do cogumelo
Lignosus rhinocerotis. A categoria predi¢ao funcional geral (predi¢do tipica da atividade
bioquimica), que possui o maior numero de genes (1.785), indica que essas proteinas ndo
foram atribuidas a um determinado grupo. Seguido por transporte e metabolismo de

carboidratos; transcri¢do; replicacdo, recombinacao e reparo; tradugdo, estrutura ribossomal
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e biogénese como as cinco categorias de genes mais abundantes no agrupamento KOG. Esses
achados sugerem a presenca de uma gama enriquecida e variada de mecanismos de absor¢ao
e metabolismo de carboidratos de L. rhinocerotis porque tal estilo de vida resulta na
exposicao a formas e fontes de carboidratos mais diversas, em oposi¢do aos saprofitos da

madeira.
4.2.3.4NR

O NR (sequéncias de proteinas ndo redundantes de NCBI) ¢ o banco de dados de
sequéncia de proteinas formais do NCBI, que incluem informagdes de sequéncia de proteinas
do GenBank, PDB (Protein Data Bank), Swiss-Prot, PIR (Protein Information Resource),
PRF (Protein Research Foundation), etc. Seu sistema de informacgao abrangente em nivel de

espécie e pode ser usado para classificacdo de espécies.

Figura 11: Estatistica das espécies e genes anotados.
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Na anotacdo NR (Figura 11) foi realizada a comparacdo proteica com vinte
espécies fungicas depositadas nos bancos de dados NCBI, onde constatou-se a similaridade
de 3.194 genes de P. ostreatoroseus com a espécie fungica Phanerochaete carnosa. Essa
similaridade proteica pode ser devido ao fato de que a espécie P. carnosa ¢ um basidiomiceto,
conhecido como fungo de podriddo branca. Sdo denominados dessa forma por colonizarem
a madeira em decomposicao e realizarem a biodegradacao da lignina, expondo assim as fibras
de celulose. Essa mesma caracteristica ¢ encontrada nas espécies pertencentes ao genéro
Pleurotus que também possuem um complexo enzimdtico lignocelulotitico Unico, que os

habilita a decomporem substratos indisponiveis para a grande maioria dos organismos. E

possivel que esses genes sejam conservados nas espécies desses fungos.
4.2.3.5 TCDB

Na anotagdo TCDB que indica a classificacdo funcional e filogenética de
proteinas de transporte de membranas, foram observados 124 genes de transportadores
acionados por potencial eletroquimico, esses genes representam uma vasta gama de proteinas

com

TCDB function classification

Number of matched genes

1: Channels/Pores (41)
2: Elactrochemical Potential-driven Transporters (124)
3: Primary Active Transporters  (113)

4: Group Translocators  (6)

5: Transmembrane Electron Carriers (1)

8: Accessory Factors Involved in Transport (14)

9: Incompletely Characterized Transport Systams  (20)

Function class
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especificidades variadas de substrato; 113 genes para transporte ativo primdrio e 41 para

canais/poros (Figura 12).

Figura 12: TCDB classificagdo das proteinas de transporte em P. ostreatoroseus.

Para o fungo M. sextelata, a maioria das proteinas transportadoras foram
enriquecidas em transportadores ativos primarios (120), 111 proteinas foram anotadas como
transportadores acionados por potencial eletroquimico e 55 em canais e poros (Han et al.,

2019).
4.2.3.6 PHI

Para identificar potenciais genes codificadores de proteinas relacionados a
patogenicidade e viruléncia no genoma de P. ostreatoroseus, pesquisas no banco de dados
de interagdo patdgeno-hospedeiro (PHI) e no banco de dados de fatores de viruléncia fingica
(DFVF) foram realizadas. No PHI foram previstos 683 genes e no DFVF 287 genes. Além
disso, 231 genes foram identificados em ambos bancos de dados. Dos genes PHI, a viruléncia
reduzida (345) foi a mais abundante, seguida por patogenicidade ndo afetada (164), perda de
patogenicidade (87), letal (66), viruléncia aumentada (13), alvo quimico (4) e efetores (4)

(Figura 13).
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Figura 13: Classificacao fenotipica PHI em P. ostreatoroseus.
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Function class

Até o momento, existe apenas um artigo publicado sobre o numero de genes
preditos para PHI em cogumelos. Yuan et al., (2019) anotaram o genoma de Auricularia

heimuer, e previram 585 genes para o banco de dados PHI.
4.2.3.7 CAZy (Carboidrate Active enzymes)

As proteinas preditas em P. ostreatoroseus foram classificadas em familias
CAZy, que s3o enzimas relacionadas com a degradagao e biosintese de carboidratos. Noventa
e uma familias de genes de CAZyme foram identificadas em um total de 320 genes
homologos. Esses genes incluem 159 hidrolases de glicosideos (GHs), 67 atividades
auxiliares (AAs), 9 esterases de carboidratos (CEs), 4 polissacarideos liases (PLs), 33 glicosil

transferases (GTs) e 48 modulos de ligagdo a carboidratos (CBMs) (Figura 14).

Figura 14: Grafico de colunas indicando a distribui¢cdo dos dominios CAZy. CBM:
modulo de ligagcdo a carboidratos; CE: esterase de carboidratos; GH: glicosideo hidrolase; GT:

glicosil transferase; AA: atividade auxiliar e PL: polissacarideo liase.
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As GTs sdo proteinas envolvidas na sintese de biomassa, enquanto AAs, CEs,
GHs e Pls sdo proteinas envolvidas na degradagdo da biomassa. CMBs sdo proteinas que
atuam na ligacdo de carboidratos e sua aproximagao aos sitios ativos de enzimas catabdlicas
ou anabolicas (LAM et al., 2018). Os GHs hidrolisam principalmente a ligagdo glicosidica
entre carboidratos ou entre um carboidrato e um ndo carboidrato (SATHYA & KLAN, 2014).
As CEs sdo enzimas que catalisam a desacilagdo de ésteres ou amidas nas quais os agucares
desempenham o papel de alcool e amina (BIELY, 2012).

As familias GH 16 (22 genes), GH 3 (11 genes), GH 61 (14 genes), GH 18
(10 genes) e GH 5 (17 genes) foram dominantes entre os GHs anotados para P.
ostreatoroseus. Xie et al.,, (2018) obtiveram essas mesmas familias de GHs como
predominantes na analise das CAZymes para P. eryngii: GH 16 (16 genes), GH 3 (12 genes),
GH 61 (17 genes), GH 18 (11 genes) e GH 5 (20 genes). As enzimas da familia GH 16
possuem atividade de xiloglucanase e podem degradar B-1,3-glucanos ou xiloglucanos

(NAKAJIMA et al., 2012). As enzimas da familia GH 3 clivam as -hexosaminidas que
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retém as fosforilases de B-glicosideos (MACDONALD et al., 2015). As enzimas da familia
GH 61 sdao monooxigenases polissacaridicas liticas (LANGSTON et al., 2011). GH 18 pode
degradar a quitina e clivar a liga¢do B-1,4 entre a N-acetilglucosamina (TZELEPIS et al.,
2015). GH 5 ¢ uma das maiores familias de GH e consiste em uma ampla gama de atividade
de enzimas em diferentes substratos, como [-1,3-glucanos, -1,4-glucanos na celulose e f3-
1,4-mananos na hemiceluloses (ASPEBORG et al., 2012).

Na distribuicdo de genes lignoceluloliticos em P. ostreatoroseus foram
identificadas as familias para a degradagdo: 1) celulase: GH 5, GH7, GH12, GH 44, GH 45,
AA 9, GH 6, GH 7, GH1 e GH 3; 2) hemicelulase: GH 10, GH 3, GH43, GH 51 ¢ CE 1; 3)
pectinase: CE 8 e GH 28; 4) lignina: AA 1 e AA 2 e 5) enzimas auxiliares de degradacdo da
lignina: AA 3, AAS e AA 6. Esse cogumelo pode degradar todos os componentes da parede
celular da planta e tem uma eficiéncia de degradagdo de lignina particularmente alta.

Em P. ostreatoroseus o numero de GHs foi significamente maior do que os
GTs. Para a maioria dos trabalhos realizados com fungos ¢ possivel encontrar essa mesma
diferenga. Por exemplo, para 4. heimuer (YUAN et al., 2019) os autores associaram que essa
diferenca significativa pode estar ligada ao estilo de vida do fungo, no qual sua sobrevivéncia
depende da decomposicdo da lignocelulose. Eles concluiram que a decomposicdo dos
polissacarideos ¢ mais importante do que sua construgdo para o crescimento e metabolismo
de A. heimuer.

Uma caracteristica predominante nos fungos da podriddo branca sdo as
enzimas AA 5 e AA 2, que compreendem as enzimas oxidativas e as peroxidases,
respectivamente, e foi possivel identifica-las no genoma de P. ostreatoroseus (AAS: 9 genes;
AA2: 13 genes). As enzimas de degradacdo de hemicelulose (GH 10 e GH 115) e de
degradagdo da pectina (GH 43, GH 51, GH 78 e PL 4) foram constatadas nessa analise
realizada. Foi encontrada também a familia de modulo de ligagdo a carboidratos CBM 1 (27
genes), que tem a funcdo de ligacdo a celulose, sugerindo que esses genes podem
desempenhar um papel mais importante na degradacao da celulose.

A anotagdo do genoma de P. ostreatoroseus revelou genes que codificam as
enzimas lignoceluloliticas. Os resultados mostram um perfil metabolico do cogumelo

analisado neste trabalho, exibindo uma vasta producdo de enzimas das classes hidrolases,

69



transferases e oxidorredutases. Essas enzimas s3o associadas a degradacdo da lignina de
substratos lignoceluldsicos.

Lam et al., (2018) observaram que o genoma de P. tuber-regium ¢ composto
por 130 AAs, 143 CBMs, 25 CEs, 162 GHs, 50 GTs e 14 PLs. Nessa pesquisa eles
escolheram sete outros cogumelos comestiveis/medicinais, de diferentes géneros para uma
comparagdo com P. tuber-regium com base em seu sistema CAZyme. Incluiram trés espécies
de Pleurotus mais comumente consumidos que sdo P. eryngii, P. ostreatus, ¢ P.
salmoneostramineus. E quatro outros cogumelos comestiveis/medicinais que ndo pertencem
ao género Pleurotus, como Lignosus rhinocerotis, Grifola frondosa, Wolfiporia cocos e
Ophiocordyceps sinensis foram escolhidos para comparacdo. Entre as quatros espécies de
Pleurotus, P. salmoneostramineus (841) foi a que teve o maior nimero total de CAZymes,
portanto os autores esperam que esse cogumelo tenha maior eficiéncia na conversdo de
biomassa. Todos os quatros cogumelos Pleurotus tiveram um total de variedade de CAZymes
em torno de 110-130, o que implica que eles podem com eficiéncia metabolizar qualquer
composto feito de diferentes fontes lignoceluldsicas ou biomassa lignocelulosica na natureza.
Na comparagdo de P. tuber-regium com os outros quatro cogumelos, P. tuber-regium teve o
maior numero total de CAZymes (524), e entre os trés, W. cocos parece ser o mais eficientes
na conversao de biomassa. A variedade total de CAZymes foi de cerca de 100-120, para esses
ultimos cogumelos analisados.

A sequéncia do genoma de R. griseocarnosa, um basidiomiceto formador de
ectomicorrizas, foi analisada por Yu et al., (2019) para determinar a presenca de enzimas
ativas por carboidratos (CAZymes). A analise revelou 353 genes que codificam CAZymes,
que foram distribuidos entre 91 familias de proteinas CAZymes. Isso inclui 133 GHs, 80 AA,
78 GTs, 45 CEs, 12 CBMs e 5 PLs. A andlise da base de dados CAZy sugeriu que esse fungo
simbidtico codifica um rico conjunto de CAZymes em ntimeros e distribuicdo semelhantes
aos dos fungos simbioticos L. bicolor e S. citrinum, mas parece codificar relativamente
poucas enzimas envolvidas na degradagao de polissacarideos da parede celular de plantas. R.
griseocarnosa teve mais GTs e CEs, e menos GHs e CBMs comparadas as outras espécies
de fungos. Os CAZymes de R. griseocarnosa confirmam a adaptacdo do repertério de

enzimas dessa espécie fungica para simbiose, e revela a estratégia para a interacdo com o
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hospedeiro. O niumero reduzido de CAZymes para a degradacao do polissacarideo da parede
celular de plantas ¢ 6bvio para quase todas as familias de glicosideos hidrolases, com a
auséncia completa das familias GH 6 e GH 7, consistente com os genomas de L. bicolor e S.
citrinum. As enzimas degradantes de hemicelulose (GH 10, GH 11 e GH 115) e enzimas
degradantes de pectina (GH 43, GH 51, GH 78, GH 93, PL 1, PL 3 e PL 4) também estavam
ausentes dos genomas de R. griseocarnosa, L. bicolor e S. citrinum. Essas observacdes
sugerem uma perda de enzimas degradantes da parede celular da planta em R. griseocarnosa
devido a sua adaptacdo a um estilo de vida simbiotico. Essa espécie agora ¢ incapaz de utilizar
muitos polissacarideos da parede celular de plantas como fontes de carbono, incluindo
aqueles encontrados no solo e serapilheira. Os autores ainda sugerem que R. griseocarnosa
parece ter desenvolvido a capacidade de degradar polissacarideos ndo vegetais (por exemplo,
polissacarideos animais e bacterianos), dada a presenga de CAZymes nas familias GH 79,
GH 88, PL 8 ¢ PL 14. Esses achados sdao semelhantes aos resultados de estudos anteriores
sobre CAZymes nas espécies de fungos simbidticos L. bicolor e S. citrinum.

No cogumelo comestivel e medicinal H. erinaceus (GONG et al., 2020) foram
identificados um total de 341 genes candidatos a CAZymes, que incluiu 161 GHs, 59 GTs, 7
PLs, 26 CEs, 4 CBMs e 84 AAs. O amplo espectro de familias de GHs necessarias para
digerir a celulose (por exemplo, GH 5, GH 6 e GH 7) e hemicelulose (por exemplo, GH 3,
GH 10 e GH 43) foram encontradas no genoma de H. erinaceus. Além disso, como em outros
fungos da podridao branca, como Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus ostreatus, H.
erinaceus possui familias de genes necessarios para digerir a lignina. Seis genes que
codificam peroxidases degradantes de lignina e quinze genes de monooxigenases de
polissacarideo foram observados em H. erinaceus. No geral, H. erinaceus foi bem equipado
para as familias de genes envolvidos na degradacdo da parede celular da planta, pois ¢ um
fungo de podridao branca. O perfil CAZymes em H. erinaceus também foi comparado com
os de outros fungos. O nimero de GHs, PLs, CEs e CBMs de H. erinaceus foi comparavel
ao de Heterobasidion irregulare e Hericium alpestre, menos do que em fungos tipicos de
podridao-branca, como L. edodes e P. ostreatus, mas maior que os fungos da podriddo parda,

como Postia placenta e Serpula lacrymans. Os autores observram que as espécies de
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Hericium t€ém um numero reduzido de CBMs. Esses resultados podem indicar que H.
erinaceus tem uma capacidade de degradagdo lignoceluldsica menos proeminente.

No fungo de podridao branca, L. edodes, Chen et al., (2016) encontraram um
total de 461 genes de enzimas ativas a carboidratos (CAZymes), que incluiu 245 GH, 31 CE,
75 GT, 9 PL, 58 CBM e 85 AA. Além disso, os autores observaram que o genoma de L.
edodes ¢ particularmente rico em membros das familias de hidrolase de glicosideo (GH 13,
GH 15, GH 17, GH 27, GH 71) e a familia de médulo de ligagdo a carboidratos CBM20,
indicando que tem grande potencial de degradagdo do amido. Da mesma forma, foram
identificados 9 genes que codificam para a hemicelulase e 7 para a pectinase. L. edodes pode
degradar todos os componentes da parede celular da planta e tem uma eficiéncia de
degradagdo de lignina particularmente alta. Lignina peroxidases (LiP), manganés peroxidase
(MnPs) e versateis peroxidases (VP) sdo as principais enzimas para decomposic¢ao da lignina.
Dois candidatos a MnPs e um candidato a genes VP foram identificados no genoma de L.
edodes e o gene LiP estava ausente. Além disso, 14 supostos genes codificadores de oxidases,
incluindo lacases. Foram identificados 6 genes que codificam outras peroxidases, como L-
ascorbato peroxidase, e 24 genes que codificam enzimas auxiliares de degradacao da lignina,
que podem participar da decomposicao da lignina. Em resumo, o genoma de L. edodes
revelou que 101 modelos de genes estavam potencialmente envolvidos na decomposicao da
lignocelulose, com composi¢do semelhante ao modelo de fungos da podriddo branca.

O crescimento ¢ o desenvolvimento dos cogumelos do género Pleurotus ¢é
baseado no nutriente dos compostos, que fornecem as fontes de carbono disponiveis (STAJIC
et al., 2006). O metabolismo do carbono e as vias da glicolise/gliconeogénese medeiam a
decomposicdo e ressintese dos polissacarideos nos cogumelos. Na via do metabolismo do
carbono, CAZymes, especialmente celulases e hemicelulases, estdo envolvidos na hidrolise
de polissacarideos da parede celular vegetal e desempenham um papel importante nos
processos de degradacdo do substrato (ANDRE et al., 2014).

A composigao dos genes e os mecanismos de degradacgdo da lignocelulose sao
complexos em fungos da podriddo da madeira. Além disso, a expressdo desses genes
degradadores de celulose, hemicelulose, pectina e lignina pode ser induzida por diversos

meios de cultivo. A atividade enzimatica extracelular e a capacidade de degradacdo do
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substrato seriam afetadas por varios fatores durante o crescimento do fungo. As sequéncias
do genoma de alguns fungos comestiveis, indicam que ha alguma relevancia entre a
expressdao do gene da enzima lignocelulolitica e a variedade dos materiais de cultivo nesses
cogumelos comestiveis (KUES, 2015).

Os basidiomicetos foram amplamente estudados e classificados com base em
suas habilidades de decomposicdo de biomassa vegetal em fungos de podriddo branca,
podridao parda e podriddo mole. Os fungos da podridao branca sdo os eficientes degradadores
da biomassa vegetal, sendo a sua especialidade a degradacdo de compostos aromaticos,
conferindo assim um aspecto branco caracteristico a madeira em decomposi¢dao. O genoma
de Phanerochaete chrysosporium foi a primeira sequéncia completa do genoma de um
basidiomiceto a ser publicada no ano de 2004 (Martinez et al.,) que revelou varias
informagdes significativas sobre os mecanismos de degradacao da lignocelulose. Apos este
estudo, sequéncias completas do genoma de varios fungos basidiomicetos foram reveladas
nos ultimos anos, contribuindo para um melhor entendimento dessas enzimas e a sua atuacao
no substrato.

Os fungos sdo os degradadores mais eficientes da biomassa vegetal e,
desempenham assim um papel fundamental na manutenc¢do do ciclo global do carbono. Sao
estudados e aplicados nas industrias de biocombustiveis, biorrefinaria e biorremediacao
(Mékela et al., 2014). A capacidade de decomposi¢do dos fungos apodrecedores da madeira
¢ diretamente proporcional a sua capacidade de secretar enzimas que degradam a biomassa
das plantas. O ntimero total de genes que codificam para enzimas ligninoliticas, celuloliticas,
hemiceluloliticas e pectinoliticas revelam que os fungos da podriddao branca estio bem
equipados com maquindrios enzimaticos eficientes para a degradacao da lignina. Kameshwar
& Qin (2018) sugeriram que os fungos de podridao branca sdo altamente adequados para a
degradacdo de lignina, outros compostos aromaticos e poluentes ambientais. Portanto, esses
mesmos autores afirmam que mais estudos relevantes devem ser realizados para otimizar o
crescimento adequado e as condi¢cdes ambientais para aumentar a expressao e o turnover de

proteinas dessas enzimas lignoceluloliticas.

73



4.2.3.8 Metabolismo secundario

Para os campos da farmacologia e da terapéutica, muito interesse tem sido
gerado nos fungos devido aos seus diversos e importantes metabolitos secundarios, que
comprovadamente  possuem  propriedades  farmacologicas, como  atividades
imunomoduladoras, antiinflamatorias, antivirais, antioxidantes, antitumorais ¢
antimicrobianas (ALVES et al., 2012).

Os agrupamentos de genes de metabolitos secundarios foram analisados para
P. ostreatoroseus. Um total de 27 clusters, incluindo 10 terpenos, que sdo enzimas
biossintéticas essenciais, 1 policetideo sintases iterativas tipo III (t3pks), 5 policetideo
sintases iterativas tipo I (t1pks) e 11 outros clusters foram identificados. A categoria outros
clusters significa que tem alguma proteina relacionada ao metabdlito secundério, mas ndo se
encaixa em nenhuma categoria especifica. Os genes biossintéticos e clusters relacionados aos
metabolitos secundarios estdo na figura 15.

Como a maioria dos basidiomicetos, P. ostreatoroseus contém poucos genes
de policetideo sintases. Comparado com outros fungos, em P. ostretoroseus nao foi
identificado nenhum peptideo nao ribossomal (NRPS), assim como em Ganoderma lucidum
(CHEN et al., 2012) e em Russula griseocarnosa (YU et al., 2019). O terpeno ¢ um dos
metabolitos secundarios mais importantes em fungos, e tem sido amplamente aplicado em
alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos. O terpeno € construido a partir das
moléculas simples de cinco precursores de carbono dimetilalil difosfato (DMAPP) e difosfato
de isopentenil (IPP), e esses precursores sdo produzidos a partir de acetil-CoA via do
mevalonato (MVA) (YU et al., 2019). Foi possivel observar que na via de biossintese do
esqueleto dos terpenodides, P. ostreatoroseus possui 13 enzimas principais distribuidas na via
de MVA. Todas as enzimas centrais envolvidas na via do MVA estdo resumidas na Tabela

8.
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Figura 15: Horizontal representa o nome do agrupamento de genes e a vertical mostra o
numero de agrupamentos de genes. As barras azuis correspondem ao numero do gene em cada

agrupamento, enquanto as barras vermelhas representam o namero de agrupamentos.

M clusters_number M gene_number

1501

1254

1004

75+

Number(#)

50+

25+

Tabela 8: Genes putativos envolvidos na biossintese do esqueleto terpendide.

Gene Termo KO EC no.

FDPS; farnesyl ~ diphosphate | KOO787 EC:2.5.1.1;2.5.1.10
synthase

MVD, mvaD; | K01597 EC:4.1.1.33
diphosphomevalonate

decarboxylase

FNTA; protein | K05955 EC: 2.5.1.58;2.5.1.59
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farnesyltransferase/geranylgeranylt
ransferase type-1 subunit alpha
STE24; STE24  endopeptidase | K06013 EC: 3.4.24.84

EC:3.4.24.84

HMGCR; hydroxymethylglutaryl- | KO0021 EC:1.1.1.34

CoA reductase (NADPH)

atoB; acetyl-CoA C- | K00626 EC:2.3.19
acetyltransferase

GGPSI; geranylgeranyl | K00804 EC: 25.1.1; 2.5.1.10;
diphosphate synthase, type I1I 2.5.1.29

mvaK2; phosphomevalonate kinase | K00938 EC:2.74.2

E2.3.3.10; hydroxymethylglutaryl- | KO1641 EC:2.3.3.10
CoA synthase
idi; isopentenyl-diphosphate Delta- | KO1823 EC:5.3.3.2
isomerase
FCLY; prenylcysteine oxidase/ | K05906 EC: 1.8.3.51.8.3.6
farnesylcysteine lyase
FNTB; protein farnesyltransferase | K05954 EC: 2.5.1.58
subunit beta
SRT1; ditrans,polycis-polyprenyl | K19177 EC:2.5.1.87
diphosphate synthase

Os acidos ganodéricos triterpendides foram relatados em Ganoderma
lucidum como tendo fung¢des antitumorais, imunorreguladoras e antioxidantes (CHEN et al.,
2012). Outros exemplos incluem o diterpendide com atividade antibidtica (pleuromutilina)
do cogumelo Clitopilus passeckerianus e o sesquiterpendide com atividade anticancer
(Iludin) isolado de Omphalotus illudens e Lampteromyces japonicus (ZAIDMAN et al.,
2005; POUCHERET et al., 2006; BUTLER, 2008)

Em busca de potencial genes de biossintese de triterpendides, foi encontrado
uma Unica copia gene para lanosterol sintase (LSS; K01852; EC5.4.99.7). LSS ¢ uma enzima
da familia da oxidosqualeno ciclase que catalisa a cicliza¢do dos triterpenos esqualeno ou 2-
3-oxidosqualeno para lanosterol, o precursor de todos esterdides (HUFF & TELFORD,
2005). Essa enzima foi implicada na biossintese de 4cidos ganodéricos, que sdo os bioativos

triterpenos em G. lucidum (CHEN et al., 2012) e em Lignosus rinocerotis (YAP et al., 2014).
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4.3 Atividade antimicrobiana
4.3.1 Método de difusdo em agar

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método em difusao
em agar. Usou-se o antibiotico estreptomicina (100 mg/mL) e o antifungico itraconazol (100
mg/mL) como controles positivos, respectivamente contra as bactérias Escherichia coli
CBAM 001, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e a levedura Candida albicans DPUA
1706. Normalmente, o agente antimicrobiano difunde no meio 4gar e inibe a germinagdo e
crescimento do microrganismo testado (BALOUIRI et al., 2016). Logo apo6s, o didmetro da
zona de inibi¢do de crescimento ¢ medido para o milimetro inteiro mais préximo no ponto
em que ha uma redugdo proeminente de crescimento de 80% (DAS et al., 2010).

A producdo de substincias antimicrobianas por P. ostreatoroseus nao foi
observada em nenhum dos extratos organicos obtidos, tanto do basidioma como da massa
micelial, frente as bactérias e levedura testadas (Figura 16). Os testes realizados com o extrato
etandlico (Img/mL) frente a todos os microrganismos-teste foram negativos. Pode-se
observar que ndo houve formagdo de halo para E. coli, S. aureus e C. albicans, apenas nos

controles positivos, houve a formagao de halo.
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Figura 16: Auséncia de halos de inibi¢do contra: E. coli (A- extrato micélio e B- extrato
basidioma), S. aureus: (C- extrato micélio e D- extrato basidioma) e C. albicans (E- extrato micélio

e F- extrato basidioma).

Os dados obtidos ndo mostraram a seletividade da atividade antimicrobiana do
biocomposto da espécie quando pareados aos micro-organismos teste, provavelmente esses
dados estejam relacionados ao método, as condigdes de extracdo dos compostos e também
da forma como os fungos foram submetidos a crescimentos. Carvalho (2007) avaliou a
influéncia de diferentes meios de cultivo quanto a producdo de biomassa e antimicrobianos
dos basidiomicetos Lentinus edodes, Lentinus crinitus, Amauroderma sp. e Pleurotus
sanguineus. Esse autor observou que ndo existe um meio ideal para todas as espécies
produzirem antimicrobianos, tendo em vista que os resultados dos testes variaram de acordo
com o meio de cultivo estudado e o patogeno testado. Além disso, ele concluiu que a

producgdo de biomassa parece ndo ter relagdo com a sintese de antimicrobianos.
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4.3.2 Teste da Concentracdo Minima Inibitoria

A CMI determina a menor quantidade do composto bioativo capaz de inibir o
crescimento microbiano em condi¢des padronizadas (OLIVEIRA et al., 2009). A
determinagdo da CMI pela técnica de microdilui¢do tem se demonstrado favoravel devido a
sensibilidade e quantidade minima de reagentes, fatores que proporcionam um maior nimero
de replicagdes e o aumento da confiabilidade dos dados (OSTROSKY et al., 2008).

Foi realizado o teste de microdiluicao dos extratos a fim de identificar a menor

concentragdo capaz de inibir o crescimento dos microorganismos. Os resultados do teste da

concentragdo inibitoria minima (CIM) demonstraram que a concentragdo de 1 mg.mL'1 do
extrato etandlico de P. ostreatoroseus ndo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano contra,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli CBAM 001. O mesmo resultado
também foi obtido para Candida albicans DPUA 1706. O controle positivo utilizado nestes

experimentos (antibidtico e antifingicos 150 ug.ml‘l), inibiu o crescimento bacteriano e
fangico em 100%. Nesse trabalho, tentamos reproduzir os mesmos experimentos realizado
por Correa et al., (2015), onde os corpos de frutificacdo e o micélio produzidos por cultura
submersa foram submetidos a extragdo com etanol para preparar formulagdes bioativas. E
necessario ressaltar que obtivemos resultados diferentes daquele obtidos pelos autores
referidos acima.

Segundo Correa et al., (2015), as formulagdes bioativas de P. ostreatoroseus
exibiram atividade antibacteriana e antifingica contra todas as bactérias (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Enterobacter cloacae, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Micrococcus flavus e Listeria monocytogenes) e fungos (Aspergillus
fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Trichoderma
viride, Penicillium funiculosum, Penicillium ochrochloron e Penicillium verrucosum var.
Cyclopium) testados. O extrato etandlico de P. ostreatoroseus do basidioma apresentou maior
atividade antibacteriana e antiflingica que o correspondente extrato do micélio contra os
microorganismos testados.

Wang e Ng (2004) relataram a atividade de um peptideo antifingico isolado de

corpos de frutificagdo de Pleurotus eryngii, e Ngai e Ng (2004) relataram efeitos antifingicos
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de uma ribonuclease isolada do basidioma de Pleurotus pulmonarius. Nos dois casos, a
inibi¢do foi contra Fusarium oxysporum e Mycosphaerella arachidicola. Tambekar et al.,
(2006) relataram a capacidade antimicrobiana dos extratos (aquoso, etanol, metanol e xileno)
de Agaricus bisporus e Pleurotus sajor caju contra Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.

Hearst et al., (2009) ndo encontraram atividade antimicrobiana no extrato aquoso
de Pleurotus ostreatus contra E. coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger e Candida
albicans. Ja Nehra et al., (2012), Oyetayo e Ariyo (2013) e Skariyachan et al., (2016)
relataram o potencial antimicrobiano dos extratos etanolicos de P. ostreatus. Eles
encontraram atividades contra os microrganismos Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e
C. albicans.

Bach (2017) analisou o extrato etandlico de nove espécies de cogumelos
comestiveis, contra as bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus) e
Gram-negativas (Sa/monella enterididis e E. coli). As bactérias Gram-negativas foram menos
sensiveis aos agentes antibacterianos intrinsecos dos cogumelos, necessitando maior
concentragdo desses para que houvesse inibi¢ao do seu crescimento. O Flammulina velutipes,
o Pleurotus djamor e o Pleurotus ostreatus nao apresentaram atividade antibacteriana para
as bactérias Gram-negativas, nas concentragdes testadas.

Brugnari et al., (2018) relataram atividade antimicrobiana dos extratos de
basidiocarpo cozidos e ndo cozidos de P. ostreatoroseus contra 9 microorganismos. O extrato
de basidiocarpo ndo cozido apresentou atividade usando 50 e 75 mg/mL, respectivamente,
contra a cepa de B. subtilis. Contra a cepa de S. aureus, foram encontrados valores de 100
mg/mL e 150 mg/mL, e C. albicans foi sensivel nas concentragdes de 100 e 125 mg/mL
(MIC). Os outros microrganismos ndo foram sensiveis ao extrato. Os extratos de
basidiocarpo cozidos ndo inibiram o crescimento de microrganismos testados nas
concentragOes avaliadas.

Ainda que uma diversidade de trabalhos utilize 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 Owaid et al., (2015), onde foram obtidos filtrados do
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micélio de quatro espécimes de Pleurotus e, desses, apenas P. salmoneostramineus foi capaz
de inibir o crescimento de E. coli.

Os cogumelos contém diferentes compostos antimicrobianos naturais, como
compostos organicos aromadticos, derivados do acido benzodico, acidos graxos, acidos
organicos, ribonuclease, peptideos, polissacarideos, proteinas, quinilinhas, esteroides,
terpenos, (ALVES et al., 2012). A sensibilidade de algumas bactérias para extratos de
cogumelos pode ser explicada pela estrutura hidrofilica que elas possuem em seu espaco
periplasmatico (espaco fluido entre a membrana plasmatica e a membrana externa de
bactérias gram-negativas), o que faz com que a parede celular seja mais permeavel e
consequentemente, essas bactérias ficam mais vulneraveis ao ataque por cogumelos. Assim,
cogumelos que possuem em sua constituicdo compostos bioativos poderiam suportar
aplicacdes na industria como fontes acessiveis de compostos antimicrobianos (GYAWALI
& IBRAHIM, 2014).

Em plantas, a atividade antimicrobiana dos extratos pode estar relacionada as
condi¢des de cultivo, uma vez que os componentes ativos, geralmente substancias fendlicas,
sdo sintetizados como resposta ao estresse, como ataques de micro-organismos ou radiacao
UV forte (OLIVEIRA et al., 2016). Bach (2017) observou que os cogumelos F. velutipes, o
P. djamor e o P. ostreatus apresentam baixas concentragdes de compostos fendlicos e nao
continham &cido galico, que pode ser um dos potenciais agentes antibacterianos presente nos
cogumelos.

Efeitos antibacterianos de extratos de cogumelos em grande parte dependentes
da espécie de cogumelo, suas cepas e formas vegetativas, condi¢des de cultivo, método de
preparacao do extrato, métodos de avaliacdo e interpretacdo dos resultados (DOGAN et al.,
2013, CANLI et al., 2019). As espécies de Pleurotus tém uma variedade de compostos em
diferentes concentragdes, ¢ isso explica a diferenca de atividade antibacteriana. Muitos
pesquisadores relataram que extratos do corpo de frutificacdo ou biomassa micelial de
espécies de Pleurotus exibiram atividade antibacteriana contra diferentes microorganismos.
Possivelmente estudos utilizando diferentes solventes podem fornecer mais dados sobre a

atividade antimicrobiana de P. ostreatoroseus.
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4.4 Atividade antioxidante
4.4.1 Compostos Fendlicos Totais (CFT) e poder antioxidante.

Os compostos fendlicos sdo substdncias que possuem um ou mais anéis
aromaticos, com um ou mais substituintes hidroxilicos. Essas hidroxilas sdo responsaveis
pela caracteristica antioxidante desses compostos, pois tem a capacidade de eliminar radicais
livres (LIU et al., 2013). O teor de compostos fenolicos totais (CFT) presente na biomassa
de P. ostreatoroseus ¢ de 19,6 mg EAG/g (Tabela 9). E necessario ressaltar que esses
resultados sdo estimativos do teor de fendlicos totais em equivalente de acido galico, pois os
diferentes compostos fenolicos podem contribuir de forma diferente na reagdo quimica.

No trabalho de Pauli (2010) seis espécies de cogumelo comestiveis foram
estudadas quanto seus compostos fendlicos, Lentinus edodes, Agaricus bisporus,
Oudemansiella canarii, Pleurotus ostreatus, P. ostreatusroseus € Pleurotus sajor-caju. O A.
bisporus e o O. canarii foram as variedades que apresentaram, respectivamente, maiores
teores de fenolicos totais (6,0 mg EAG/g e 2,8 mg EC/g). J4 o cogumelo P. ostreatoroseus
obteve um teor de 5,9 mg EAG/g, maior que P. ostreatus (4,46 mg EAG/g) e P. sajor-caju
(2,57 mg EAG/g). Dentre as espécies estudadas, o 4. bisporus e o P. ostreatoroseus foram
os cogumelos que tiveram as maiores quantidades de compostos fenolicos totais.

Keles et al. (2011) analisaram os CFT de 24 cogumelos e encontraram valores
que variaram de 0,42 mg GAE/g (Hydnum repandum) a 12,78 mg EAG/g (Boletus edulis)
(MS). Foi observado também que mesmo os cogumelos analisados sendo da mesma espécie,
apresentaram importantes variagdes na concentracao de CFT e atividade antioxidante. Essa
variagdo pode estar correlacionada a subespécie/variedade, coloragdo do corpo de
frutificacdo e maturag¢do do corpo frutifero dos cogumelos.

Sousa (2012) quantificaram os CFT pelo método de Folin-Cioacalteu de
extratos de quatro espécies de cogumelos comestiveis, Agaricus bisporus, Pleurotus
ostreatus, P. ostreatoroseus e Lentinus edodes, produzidos no Brasil, no periodo do verdo e
inverno. Os cogumelos que apresentaram os maiores teores de CFT foram o P. ostreatus
(10,09 mg EAG/g), seguido do P. ostreatoroseus (10,09 mg EAG/g) e do A. bisporus (9,07
mg EAG/g para o cultivo do verdo e 8,45 mg EAG/g, 9,45 mg EAG/g e 9,60 mg EAG/g para
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o cultivo do inverno, respectivamente. Comparando a andlise feita nessa pesquisa com o0s
nossos dados, P. ostreatoroseus DPUA 1720 teve um teor de composto fenoélico maior (19,6
mg EAG/g).

A atividade antioxidante da biomassa de P. ostreatoroseus foi avaliada pelos
métodos de DPPH, ABTS e FRAP e os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 9. O
ensaio de FRAP teve maior poder antioxidante (472,6 +9,2), seguido do DPPH (324,8 + 7,6
umoL/g TE) e o ABTS teve o menor resultado (84,1 + 10,2 umoL TE/g). Nesse estudo, a
atividade antioxidante também foi medida pelo FRAP, que mede a capacidade de um
antioxidante em reduzir o complexo férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina, [Fe(II)-(TPTZ)2]3+, a
complexo ferroso, [Fe(Il)-(TPTZ)2]2+, formando um intenso complexo azul, significando
uma maior atividade antioxidante do cogumelo. A reducdo da capacidade de um composto
pode ser considerada um indicador significativo de sua potencial atividade antioxidante.
Apesar do extrato avaliado em cada ensaio ser o mesmo, os mecanismos de a¢do envolvidos
nos métodos sdo diferentes. Ambos os métodos de eliminacgao radical sdo populares para a
determinagdo da capacidade antioxidante de produtos alimenticios, devido aos
procedimentos simples, rapidos, sensiveis e reprodutiveis (OLIVEIRA et al., 2016).

A atividade antioxidante do Lentinus edodes (BACH et al., 2018) foi avaliada
pelos métodos de DPPH e ABTS. O ensaio de ABTS apresentou maior poder antioxidante
(28,85 umol TE/g), enquanto o DPPH obteve o menor resultado (11,48 pmol TE/g).

A atividade antioxidante de 43 cogumelos foi avaliada por Islam et al., (2016),
onde encontraram o maior valor de DPPH de 18,56 umoL/g TE para a espécie de cogumelo
Boletus aereus e o menor valor de 1,36 pmol/g TE foi para Tricholoma matsutake. Os autores
observaram que o maior valor de ABTS (109,19 umol/g TE) foi para Umbilicaria esculenta
e o menor valor de 2,25 umol/g ET foi para Tremella fuciformis. Ja com FRAP, o maior valor
de poder redutor foi para 399,8 uM/g Fe (II) e o menor poder redutor foi de 0,9 uM/g Fe (I).
Apenas duas espécies pertencentes ao género Pleurotus foram analisadas nesse estudo,
Pleurotus citrinopileatus e Pleurotus eryngii, que tiveram um valor de DPPH de 4.81 pmoL/g
TE e 11.16 umoL/g e de ABTS de 11.70 umoL/g e 13.61 umoL/g TE, respectivamente. Os

extratos das espécies de cogumelos podem ser fontes potenciais de antioxidantes naturais.

83



Tabela 9: Atividade antioxidante do extrato etandlico de P. ostreatoroseus.

Amostra DPPH ABTS CFT FRAP
(nmol/g TE) (umol/g TE) (mg EAG/g) (mg EAG/g)

Pleurotus
ostreatoroseus 3248 +7,6 84,1 £10,2 19,6 £ 0,6 472,6 £9,2

Resultados expressos em média + desvio padrdo de triplicatas.

Bach et al., (2019) avaliaram a capacidade antioxidante de quatro cogumelos
Agaricus bisporus, Agaricus brasiliensis, Flammulina velutipes e Lentinula edodes. O ensaio
DPPH variou de 13,12 a 50,64 pmol/g TE, ABTS de 34,57 a 128,60 umol/g TE e FRAP de
14,66 a 48,26 umol/g TE. O extrato de A. brasiliensis apresentou maior nivel de atividade
antioxidante em relacdo eliminacdo de radicais livres avaliada pelos métodos DPPH e ABTS,
enquanto 4. bisporus apresentou o nivel mais alto para FRAP.

As moléculas de DPPH e ABTS sdo dois radicais livres estaveis e coloridos,
que sdo receptores tanto de um atomo de hidrogénio como de um elétron para se tornar uma
molécula diamagnética estavel. Ao receberem um dtomo de hidrogénio ou um elétron de um
agente antioxidante, como os compostos fendlicos, a forma reduzida do radical ¢ gerada,
seguida pela perda de cor. A capacidade de cada extrato de cogumelo descolorir a solucao
ABTS mostra a poténcia desses cogumelos na eliminagdo de radicais organicos (ZIELINSKI
et al., 2016).

O ensaio de sequestro do radical livie DPPH ¢ um dos mais utilizados para
medir a capacidade antioxidante in vitro, no entanto existe grande dificuldade em se comparar
os resultados aqui obtidos aos encontrados na literatura devido as diferencgas existentes entre
as metodologias executadas, assim como devido as diferentes formas de expressdao dos
resultados. Além disso, o método de extracdo dos compostos fendlicos, a espécie de
cogumelo analisada, as condi¢des climdticas as quais os cogumelos foram submetidos e o

local onde cresceram interferem enormemente nos resultados finais.

4.5 Composicao centesimal

A massa micelial de P. ostreatoroseus liofilizada foi caracterizada
nutricionalmente e o resultados podem ser observados na Tabela 10. Os carboidratos foram

os principais constituintes, seguidos por proteinas e fibras. A amostra possui um teor de
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proteina e lipideos equivalente a 12,53% e 1,43%, respectivamente. Em relacdo aos teores de
proteina, os valores descritos na literatura sdo altamente variaveis, e o teor descrito nesta
pesquisa estd dentro do esperado para o género Pleurotus (10,5 a 30,4%) (FURLANI &
GODOY, 2005).

Valores semelhante ao resultado encontrado neste trabalho foram observados em
Pleurotus ostreatus cultivado em diferentes substratos. Os valores de proteina variaram de
9,29-14,7% e de lipideos de 1,18-1,68% (FERNANDES et al., 2015). Para Flammulina
velutipes foi encontrado também um valor baixo de lipideos, 1,73% (REIS et al., 2012).
Heleno et al. (2015) encontraram um teor de proteinas de 10,65%, 16,0% e 8,08% e de
lipideos de 2,23%, 1,14% e 4,22% para os cogumelos Boletus edulis, Lentinus edodes e
Xerocomus badius, respectivamente.

O maior teor de proteina entre as diferentes espécies de Pleurotus foi observado
para P. sapidus (38,5%), com valor comparavel ao da soja (35-40%) (ADEBAYO et al.,
2014). Além disso, P. geesteranus (30,3%), P. citrinopileatus (29,4%), P. sajor-caju
(26,0%), P. ostreatus (23,0%) e P. pulmonarius (22,9%) possuem teores de proteina
comparaveis a proteina de ervilha (20-30%) ou grao de bico (20-25%) (AHMED et al., 2013;
MUSIEBA et al. 2013; GOGAVEKAR et al., 2014; HOA et al., 2015). O menor teor de
proteina foi registrado para P. tuber regium (10,8%), sendo comparavel ao sorgo (9-17%),
milho (12,9%) e trigo (8-15%) (AKINDAHUNSI & OYETAYO, 2006; DAY, 2013;
GONZALEZ et al., 2017). E importante destacar que o teor de proteinas do substrato afeta a
concentragdo final no corpo de frutificagdo (FERNANDES et al., 2015).

Os cogumelos possuem baixos teores de lipideos, variando de 2 a 10%, em
matéria seca (KALAC, 2013). Os alimentos pobres em gordura sdo fundamentais para dietas
saudaveis e com restricdo de calorias. Além disso, a maior concentra¢do de acidos graxos
encontrados nos cogumelos ¢ insaturada, entre eles os essenciais, linoleico e oleico
(RATHORE et al., 2017).

Valores nutricionais muito distintos foram encontrados por Correa et al., (2015)
avaliando o corpo de frutificagcdo de P. ostreatoroseus. A andlise revelou teores regulares de
cinzas (7,6%), além de um 6timo teor de fibra total (45%). O basidioma tinha um alto teor

de proteina (26%) e baixo teor de lipideos (3%).
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Segundo Phat et al., (2016) as proteinas do cogumelo contém todos os nove
aminodcidos essenciais requeridos pelo ser humano, possibilitando seu uso como substituto

da dieta a base de carne.

Tabela 10: Caracterizagdo centesimal da massa micelial liofilizada de P. ostreatoroseus.

Parametros %
Umidade 50,78 £ 0,24
Proteina 12,81 £ 0,09
Lipideos 1,43 +£0,11

Cinzas 1,35+0,10

Fibra 3,78 £ 0,09
Carboidratos totais 33,64 +£0,25
Energia kcal 198,64 + 1,15

De acordo com Villares et al., (2012), o elevado teor de fibras de cogumelos
alcanga valores médios entre 4 a 55%, incluindo além das B-glucanas, outros tipos de fibras,
como pectina e hemiceluloses. No presente trabalho, foi observado uma quantidade inferior
de fibra (3,83%) e de cinzas (1,35%). Fonseca et al., 2014 analisaram a biomassa de P.
ostreatoroseus € essa possuia um teor de cinzas e fibra de 6,49% e 12,79%. Mshandete &
Cuff (2007) obtiveram um teor de cinzas de 6,1% e 11% de fibra, em basidiomas de Pleurotus
flabellatus cultivado em residuo de sisal e em basidiomas de P. djamor cultivado em palha
de bananeira, 6,34% de cinzas e 12,69% de fibra bruta. Gonzalez et al., (2017) notaram que
as espécies de Pleurotus possuem uma variacao de 2,68% a 15,9% na quantidade de cinzas.

As fibras alimentares destacam-se entre os nutrientes, pois promovem
diversos beneficios a saude humana. A parede celular dos cogumelos ¢ rica em quitina que
atua como uma fonte de fibra dietética, junto com seu conteudo de vitaminas (incluindo
tiamina, riboflavina, acido ascorbico, ergosterina e niacina), consideraveis teores de micro e
macroelementos como fosforo e ferro, carboidratos e teor de muito baixo teor de gordura

tornam os cogumelos excelentes alimentos para serem utilizados em dietas de baixa caloria

(MAFTOUN et al., 2015).
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Os carboidratos foram os principais constituintes de P. ostreatoroseus, com
teor de 33,64%. Cogumelos sdo fontes de carboidratos podendo conter de 9 a 88%, em base
seca, podem ser digestiveis como manitol, arabitol, trealose, inositol e glicose e nao
digestiveis como os oligo e os polissacarideos (ATRI et al., 2013; WANG et al., 2014). As
espécies com maior teor de carboidratos ja registrados para o género Pleurotus foram P.
eryngii (75,4%), P. giganteum (65,9%), que eram comparaveis a farelo de aveia (66%) e
graos de trigo (73%) (REIS et al., 2012; PHAN et al., 2014; GONZALEZ et al., 2017).

Corpos de frutificagdo frescos de Pleurotus spp contém 85 e 90% de umidade
(KHAN & TANIA, 2012), e a porcentagem de umidade depende da espécie de cogumelos
além de outros parametros relacionados a colheita, substrato, crescimento e condi¢des de
armazenamento. O valor encontrado neste estudo para umidade foi relativamente menor
(55,78%) comparado a estudos que analisaram o corpo de frutificacdo. O teor de umidade
dos cogumelos frescos ¢ muito elevado, o que pode afetar a textura, facilitar o
desenvolvimento de microrganismos e diminuir o prazo de validade, além de interferir na
concentragdo dos compostos (REIS et al., 2012). E necessario ressaltar que a maioria dos
trabalhos publicados com as andlises centesimais de cogumelos sdo feitos a partir do
basidiomas desidratados, diferente do que foi analisado nesta pesquisa, onde foi utilizado a
massa micelial liofilizada.

Quanto a energia total, a massa micelial de P. ostreatoroseus possui 198,64
kcal. Fonseca et al., (2014) encontraram uma média 309,7 kcal em P. ostreatoroseus
enquanto P. ostreatus apresentou 385 kcal (FERNANDES et al., 2015).

Furlani e Godoy (2007), analisaram a composicao centesimal de diferentes
lotes de cogumelos (Agaricus blazei, Pleurotus ostreatus e Lentinus edodes) comprados nas
cidades de Campinas e S3o Paulo. A composicdo de todas as espécies analisadas, os
carboidratos foram os principais constituintes nutricionais apresentando um teor médio de
63,17%, em base seca. O A. blazei apresentou os maiores valores de proteina (28%), seguido
de L. edodes com 19% e P. ostreatus com 22%. Outro fator importante foi o baixo teor de
lipideos, em que a média para as trés espécies ficou ao redor de 5%. O teor de fibra alimentar

para os cogumelos foi alto, apresentando um teor médio de 34% para as trés espécies. Os
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autores observaram que houveram diferengas nas composi¢des centesimais para os diferentes
lotes de cada espécie.

Rampinelli et al., (2010) determinaram a composi¢do fisicoquimica dos
basidiomas de Pleurotus djamor, o teor de proteina foi de 20,5% e o teor de lipidios igual a
1,12%. Assim como P. djamor outras espécies apresentaram um baixo teor de gordura como
P. ostreatus (0,88%), P. sajor-caju (0,30% e 0,54%) e P. florida (0,9% e 1,2%).

Kirsch (2013) notou que a biomassa de Pleurotus albidus continha um teor de
cinzas de 8,18% e lipidios de 2,66%. Carboidratos, proteinas e fibras foram os componentes
predominantes na biomassa de P. albidus, representando, 68,75%, 20,41% e 18,55%,
respectivamente. A autora ressaltou que o teor de proteinas da biomassa desidratada de P.
albidus foi similar ao de outras fontes proteicas consumidas comumente pelo homem, como
a sobrecoxa de frango (15,2%) e queijo minas (17,4%).

Fonseca et al., (2014) observaram que P. ostreatoroseus, apresentou 3,08%
de lipidios, valor dentro do observado para biomassa de cogumelos em base seca (1,1 e 8,3%)
e proximo ao determinado em P. ostreatus comercializado em Sao Paulo (4,30%) (FURLANI
& GODOY, 2007; BERNARDI et al., 2009). Para o mesmo cogumelo, o teor de cinzas e
fibra bruta foi 6,49% e 12,79%, valores proximos ao encontrando por Mshandete & Cuff
(2007), 6,1% de cinzas e 11% de fibra, em basidiomas de Pleurotus flabellatus cultivado em
residuo de sisal e em basidiomas de P. djamor cultivado em palha de bananeira, 6,34% de
cinzas ¢ 12,69% de fibra bruta.

A composi¢ao nutricional dos cogumelos ndo ¢ uniforme entre si, ainda que
algumas caracteristicas sejam generalizadas. Podem ocorrer variagdes quantitativas e
qualitativas inter € mesmo intraespécie de acordo com o tipo de cogumelo, composi¢do do
meio de cultura, periodo em que ¢ efetuada a colheita e preparacdo dos substratos. Por essa
razdo, podem-se encontrar diferencas na composi¢ao entre cogumelos selvagens e cultivados,
ainda que dentro da mesma espécie. Esses fatores exercem grande influéncia em seu conteudo
protéico (SEABRA, 2015; SUN et al., 2017).

Embora haja uma grande diferenga na composi¢do, dependendo das espécies
e dos meios de cultivo utilizados para a produgdo de cogumelos comestiveis, esses podem

ser considerados excelentes alimentos devido as caracteristicas nutricionais, pois apresentam
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alto teor de proteinas e carboidratos e baixos teores de gordura, resultando em um baixo valor
calérico. Os cogumelos tém consideraveis quantidades de fibras alimentares e podem ser

consideradas fontes de aminoacidos essenciais (RATHORE et al., 2017).
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5 CONCLUSAO

A sequéncia de genoma forneceu informagdes importantes sobre a biologia de
Pleurotus osteatoroseus. A montagem dos dados de sequenciamento apresentou um genoma
de qualidade com o tamanho estimado de 38.6 Mb.

As anotacgdes revelaram o potencial gendmico para degradagdo da lignina e
biorremediacdo. Além disso, foi possivel evidenciar particularmente os genes envolvidos na
biossintese de terpenos, promissores para pesquisas biotecnologicas por serem potenciais
antitumorais, anti-oxidadantes e anti-inflamatorios.

O extrato etanolico obtido, tanto da massa micelial como do basidioma, nao
tiveram atividade antimicrobiana. E quanto a atividade antioxidante, P. osteatoroseus possui
uma boa concentracdo de CFT e, com relagcdo aos métodos empregados, o FRAP foi o que
teve maior atividade antioxidante comparado ao DPPH e ABTS.

A composicdo da massa micelial liofilizada contém teores de proteinas,
carboidratos e lipidios, compativeis com outras espécies de Pleurotus. Portanto, o cogumelo
comestivel estudado mostra-se um alimento rico nutricionalmente, além de apresentar
compostos bioativos, como B-glucanas, aminoacidos essenciais € compostos fenolicos.

Este trabalho servird como base para futuros projetos, particularmente quanto as

suas aplicagdes biotecnologicas.
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