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RESUMO

MENEZES, Rafaela de Souza. Levantamento de Metabolitos Secundarios em Isolados de
Cogumelo Shiitake (Lentinula edodes (Berk.) Pegler) RJ. 2019. 36 p. Dissertacdo
(Mestrado em Fitotossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de Ciéncias Biologicas e
da Sadde - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Com a crescente comercializa¢do e aceitacdo, o cogumelo Lentinula edodes esta entre as espécies
mais consumidas no Brasil, surgindo a necessidade de sua caracterizacdo morfologica, genética e
com relagdo a composicdo de bioativos presentes na espécie. Por conta disso alguns estudos
relacionados ao seu cultivo, valor medicinal e nutracéutico séo cada vez mais frequentes. No ambito
genético, as regides espacadoras internas transcritas (ITS) tém sido amplamente utilizadas para
definir variacOes interespecificas, inclusive para integrantes do reino Fungi. Ja para caracterizacdo
metabdlica sdo lancadas méo de técnicas cromatogréaficas para o levantamento de bioativos com
potencial biotecnolégico. Com isso, 0 presente trabalho procurou sequenciar regides ITS com o
intuito de promover a confirmacéo da classificacdo da espécie dos isolados alvo da pesquisa, assim
como considerar o levantamento de metabdlitos secundarios contidos em amostras de micélio destes
mesmos isolados. Foram obtidos produtos de amplificagdo de tamanho de aproximadamente 625
pb. Os isolados do presente trabalho agruparam com os isolados de L. edodes provenientes do banco
de dados e diferenciaram-se das demais espécies representantes do género Lentinula. A analise de
sequéncias da regido ITS foi adequada para diferenciacdo interespecifica do género Lentinula,
confirmando seu potencial para identificagdo e caracterizacdo molecular de fungos. Essas amostras
seguiram para analises quantitativas, em que os componentes da fase mével destas amostras foram
identificados e quantificados em Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia- Detector de Arranjo de
Diodos (CLAE- DAD). Além disso, foi feita analise por espectrofotdmetro de compostos
antioxidantes e fenolicos totais. Com relagdo aos compostos fenolicos totais, foi obeservado uma
concentracao de 0,48 mg de &cido galico/ml de extrato de micélio. O fracionamento quimico
realizado com micélio, evidenciou que estes metabdlitos secundarios sdo passiveis de observacdo
através da técnica de cromatagrofia liquida, com isso foram observados no cromatograma gerado, a
presenca de cinco possiveis biocompostos com diferentes tempos de rentencéo. Através da injecéo
de padrdes foram observados 0s mesmos tempos para estrutura do acido 2,4 dimetoxibenzoéico e 2,4
dihidroxibenzdico. Com isso, 0 presente trabalho encontrou valores que justificam que a extracdo
alcodlica destes metabolitos também se demonstra baixa reforcando que a natureza destes

compostos em cogumelos s&o de natureza polar.

Palavras-chave: Shiitake. Isolados. Sequenciamento. CLAE.



ABSTRACT
MENEZES, Rafaela de Souza. Bioprospection of Secondary Metabolites in Isolates of
Shiitake Mushroom (Lentinula edodes (Berk.) Pegler) RJ. 2019. 52 p. Master of Science
(Plant Pathology and Advanced Biotechnology). Institute of Biological Sciences and Health -
University Federal Rural of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

The upward demand and acceptance, the mushroom Lentinula edodes (Berk.) Pegler (shiitake
mushroom) is among the most consumed species in Brazil. The need for studies that
investigate its morphological, genetic characterization and bioactive composition present in
the species are increasing as well. Because of this, some studies related to its cultivation,
medicinal and nutraceutical values are becoming more frequent. Genetically, transcribed
internal spacer regions (ITS) have been widely used to define interspecific variations,
including for members of Fungi kingdom. For metabolic characterization, chromatographic
techniques are used to bioprospected actives with biotechnological potential. Thus, this
research sought to sequence ITS regions in order to promote the confirmation of species
classification of the target isolates of the study, as well as consider the survey of secondary
metabolites contained in mycelium samples from these isolates. Approximately 625 bp size
amplification products were obtained. The isolates of the present study grouped with the L.
edodes isolates from the database and differed from the other species representing the genus
Lentinula. Sequence analysis of the ITS region was adequate for interspecific differentiation
of the genus Lentinula. Confirming its potential for identification and molecular
characterization of fungi. These samples were also followed for quantitative analysis, in
which the mobile phase components of these samples were identified and quantified in High
Performance Liquid Chromatography-Diodes Arrangement Detector (HPLC-DAD). In
addition, spectrophotometer analysis of total antioxidant and phenolic compounds was
performed. Regarding total phenolic compounds, a concentration of 0.48 mg gallic acid / ml
mycelium extract was observed. The chemical fractionation performed with mycelium
showed that these secondary metabolites can be observed by the liquid chromatography
technique, with the presence of five possible biocompounds with different yield times in the
generated chromatogram. Through the injection of patterns, the same times were observed for
the structure of 2,4 dimethoxybenzoic acid and 2,4 dihydroxybenzoic acid. Thus, the present
work found values that justify the metanolic extraction of these metabolites also demonstrates
low which reinforced that the nature of these compounds in mushrooms are polar.

Key Words: Shiitake. Isolates. Sequencing. HPLC
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo comercial de cogumelo tem sido considerado como uma boa opcao
econdmica para pequenos e médios produtores, uma vez que ndo € necessario o emprego de
tecnologias muito sofisticadas. Entretanto, a producdo nacional ndo é tdo difundida e
incentivada como em alguns paises como a China, onde o consumo médio € de 800 gramas
por habitante. No Brasil, segundo a ANPC (2013) esse consumo nao passa de 160 gramas por
habitante, sendo atribuido ao fato do alto preco que o produto é apresentado ao mercado, além
da falta de conhecimento por parte do consumidor. Dos grandes beneficios obtidos pelo
consumo regular desse tipo de alimento, podem ser destacadas suas propriedades medicinais e
nutricionais presentes em diferentes quantidades dependendo da espécie em questéo.

A espécie Lentinula edodes (Berk.) Pegler, seu nome shiitake significa "cogumelo do
carvalho" também conhecido como um dos fungos da podriddo branca, € caracteristico pela
capacidade de degradacdo da lignocelulose. Apresenta alto teor de proteinas e polissacarideos,
assim como aroma unico. Além disso, na literatura existem inumeros levantamentos de
compostos funcionais encontrados nesta espécie, como 0s polissacarideos com atividade
antitumoral. O lentinan é um b-glucano que foi o primeiro composto antitumoral isolado do
shiitake (Chiraha et al., 1970) a partir de micélio (LEM) e KS-2 (Wasser e Weiss, 1999), inibe
a tumorigénese principalmente pela ativacdo do sistema imunoldgico e por induzir a
expressao génica de citocinas imunomoduladoras e seus receptores (Borchers et al., 1999; Ooi
e Liu, 2000; Sugui et al., 2003) Entre os metabolitos de grande interesse se encontram
também compostos fendlicos e benzoicos que sdo precursores importantes de funcéo
antioxidante.

Estudos mostraram que esses efeitos antimutagénicos de L. edodes podem variar entre as
linhagens (Sugui et al., 2003), provavelmente pelas diferencas sazonais, geograficas ou
intraespecificas que podem influenciar na composicdo quimica dos cogumelos e,
consequentemente, modular os seus efeitos (Grdter et al. 1991). Com isso, o presente trabalho
procurou sequenciar regides ITS (Internal Transcribed Spacer) com o intuito de promover a
confirmacéo da classificacdo da espécie dos isolados alvo da pesquisa, assim como considerar

o levantamento de metabolitos contidos em amostras de micélio destes mesmos isolados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas Gerais dos Fungos

Fungos sdo microorganismos que se diferem das plantas em composi¢do quimica,
aparéncia, seu desenvolvimento e tipo de vida. Por essa razdo, o reino Fungi foi separado dos
demais reinos (DERMEK, 1984). Sdo organismos eucariontes que apresentam paredes rigidas
por serem formadas basicamente por B-D-glucanas, proteinas, e quitinas (SANCHEZ, 2017).

Com relacdo ao estilo de vida apresentados pelos fungos, estes podem ser saprofitas,
parasitas, simbioticos, ou ainda saproparasitas. Dermek (1984), descreve que o papel mais
importante dos fungos na natureza é a decomposicdo, a quebra e destruicdo de restos de
plantas e animais mortos. Junto com bactérias, eles quebram a matéria organica em materiais

mais simples para reutilizacdo dos mesmos (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo dos componentes da parede do micélio e os estagios de
desenvolvimento dos fungos.
Fonte: Sanchez, 2017.

2.2. Classificacdo dos Principais Filos Pertencentes ao reino Fungi
Em fungdo da complexidade de estruturas que podem originar, os basidiomecetos
podem ser indicados como a linhagem mais derivada entre os componentes do reino Fungi. A

formacdo de esporos sexuados ou basidiosporos pode ser indicada como a principal
2



caracteristica dos basidiomicetos. Tais esporos estdo localizados em basidios e estes em
basidiocarpo. De maneira geral, possuem dimensGes macroscopicas, bem visiveis a olho nu,
com variacdes de coloragdo como laranja, branco, marrom, vermelho, amarelo e negro.
Apresentam-se também de tamanho e de forma variaveis. Este grupo é conhecido como
cogumelo de chapéu, ou de orelha-de-pau, entre outras denominacdes populares. Os
basidiomicetos representam o segundo maior grupo de fungos, possuem registros de 29.900
espécies, aproximadamente 1.350 géneros, em 130 familias (KIRK et al. 2001).

A posicdo e 0 numero de basidiosporos, divide os basidiomicetos nas classes
Teliomycetes, Hymenomycetes e Gasteromycetes (SILVEIRA, 1995). Na classe dos
Hymenomycetes ou propriamente Basidiomycetes, estdo incluidos os Unicos que apresentam
um basidio verdadeiro, seus basidiomas podem atingir dimens@es de alguns centimetros até
quase um metro, sdo todos visiveis a olho nu; a morfologia dos pileos, das Iaminas e 0s poros
sdo usados como caractereres de importancia sistematica. A grande maioria desses individuos
sdo saprofitos (SILVEIRA, 1995). Os basidiomicetos mais conhecidos apresentam suas
estruturas de reproducdo em formas macroscépicas, popularmente esses basidiomicetos séo
conhecidos como cogumelos e orelhas-de-pau, existem outros grupos menos conhecidos
como os fungos gelatinosos, os fungos gasteromicetos e os fungos identificados por ferrugens
e carvOes. Estes fungos estdo presentes em ambientes aquaticos e terrestres, podem se
comportar como parasitas, saprébios e micorrizicos.

Os fungos basidiomicetos ligninoliticos, atacam a madeira dura (hardwood) ou
madeira mole (softwood), enquanto outros , como 0s Ascomicetos, degradam unicamente
madeira dura. A degradacdo da lignina por basidiomicetos ligninoliticos é mais rapida que
quaisquer outros organismos e eles sdo responsaveis pela maior parte da degradacdo da
lignina na natureza. Os basidiomicetos constituem até 2/3 da biomassa viva do solo, sendo de
suma importancia para atuar como decompositores no ambiente (RAVEN, 2001). A maioria
apresenta habito saprofito, realizam a decomposicdo de folhas, galhos e troncos, sdo
encontrados em diferentes biomas, sob uma grande variedade de substratos. A ciclagem de
nutrientes € um dos grandes papéis de importancia ecolégica atribuido a esses fungos.

Este filo tem como representantes cogumelos venenosos como Amanita spp. e
comestiveis como Agaricus spp.; gasteromicetos, orelhas-de-pau, ferrugens e carvdes. A
natureza das hifas é septada com doliporo, o método de reproducdo assexuada se faz por
brotamento, conidios (esporos imoveis, incluindo ureddsporos) e fragmentacdo. O tipo de

esporo sexuado é o basidiosporo (RAVEN, 2001).



A classe Basidiomycetes se caracteriza em funcdo da sua morfologia. A partir da
microscopia Optica e depois com a microscopia eletronica, o estudo da morfologia dos
basidiomicetos desenvolveu-se nos niveis macroscopico, microscopico e ultraestrutural. Em
nivel macroscopico o estudo é direcionado as formas, aos tamanhos e as coloragdes, bem
como ao desenvolvimento dos basidiomas?. As descricdes de estruturas como basidios,
esferocistos, cistideos, contexos, ornamentacdo de esporos, trama das lamelas e morfologia,
ocorrem em nivel microscopico. Em termos de ultraestrutura, como a estrutura e organizagao
da parede celular, ornamentacdo de esporos, e poro septal, o estudo acontece em nivel

ultraestrutural.

2.3. Ciclo de Vida dos Fungos

Embora o ciclo de vida dos fungos varie de classe, a maioria deles seguem um padrao
bastante similar. A maioria deles apresentam esporos com um nucleo hapléide simples
(possuindo metade do nimero de cromossomos, n). Estes esporos germinam, dando origem a
hifa, que também apresentam um ndcleo. Seguindo a hifa pode produzir novamente esporos
hapldides ou fundir com outra hifa originando uma hifa diploide (AGRIOS, 2005). Em
ascomicetos, por exemplo, a hifa dicaridtica é encontrada apenas no ascoma, transformando-
se em hifa ascogena. No caso dos basidiomicetos, estes apresentam reproducdo sexuada e
assexuada, sendo a reproducédo assexuada na fase vegetativa, por meio da fragmentacdo do
micélio (artrosporos) e da producdo de conidios, oidios e clamidésporos (URBEN, 2017).

2.4. Importantes Classes do Filo Basidiomycota

A caracteristica geral dos fungos da ordem Agaricales é a producdo de corpos de
frutificacdo (basidioma) que, comumente sdo chamados de cogumelos. Nesses corpos de
frutificacdo, sdo produzidos basidioporos unicelulares, apresentam corpos de frutificacdo de
textura carnosa, as vezes resistentes na forma de guarda-chuva, com basidios produzidos na
superficie de suas lamelas (ALEXPOULOS; MIMS, 1979). A volumosa quantidade de
espécies de Agaricales é distribuida em ambientes selvagens, entre estas existem muitas
micorrizicas e as que ndo sao micorrizicas; possui elevado potencial de domesticacdo e esta
sujeita a intensivo cultivo com possibilidade de se associar a silvicultura. Podem ser citadas as
seguintes espécies (LAKHANPAL, 1994): Lactarius deliciosus, Lactarios sanguifluus,
Russula brevipes, Amanita caesaria, Pleurotus citrinopileatus e Tricholoma lobayense. A
ordem Agaricales tem grande expressividade no que diz respeito aos cogumelos comestiveis e

Venenosos.



Considerando a variedade de substratos onde sdo encontrados e os habitats por eles
ocupados, podemos dizer que a ordem Agaricales apresenta espécies de comportamento
simbidtico, saprofito e parasita (URBEN et al., 2004). O basidiocarpo ou basidiomas,
pertencente a este grupo de individuos, é a parte que denominamos de cogumelo, onde
observamos como partes mais evidentes o estipe e 0 pileo. Possui forma variada e o pileo
pode manifestar cores diversas bem como modificacbes na superficie, apresentando-se
sedosa, lisa, rugosa, escamosa ou viscosa e ainda apresentar restos do véu universal (uma
membrana constituida por hifas que estdo entrelacadas fortemente, apresentando-se, de certa
forma solta, tendo como fungdo a protecdo das lamelas presentes em alguns membros de
Agaricaceae, que no caso possui valor taxondmico (PEGLER; SPOONER, 1994; URBEN et
al., 2004).

A ordem Agaricales, apresenta como caracteristica geral a producdo de corpos de
frutificacdo, carpoforo, espordforo ou basidiomata que sdo conhecidos como cogumelos.
Além das caracteristicas macroscopicas do basidiomata (chapéu), aspectos microscopicos se
mostram de grande importancia para reunir estes individuos na ordem Agaricales e distribui-
los em familias, géneros e espécies. Tais aspectos sdo: presenca e forma de lamelas; trama da
hifa no espordforo; presenca de estruturas estéreis (cistideos); tamanho, forma, ornamentacéo
e coloracdo de basididsporos, além de aspectos bioquimicos. Alexopoulos e Mims (1979),
juntamente com o trabalho de outros micologistas considerando essas caracteristicas,
descreveram onze familias para os Agaricales. Por outro lado, Kendrick (1992), em seu
trabalho, descreve dezesseis familias que no geral apresentam duzentos e oitenta géneros e
dez mil espécies. Como principais familias da ordem Agaricales podemos citar: Boletaceae,
Russulaceae, Hygrophoraceae, = Amanitaceae,  Tricholomataceae, = Volvareaceae,
Rhodophylaceae, Strophariaceae, Agaricaceae, Cortinaricaceae. (ALEXOUPOULOS e
MIMS, 1979).

2.5. Espagadores Moleculares

A regido dos espacadores internos transcritos se apresenta como unidades repetidas dentro do
DNA nuclear ribossomal. Esta regido € comumente utilizada para identificagdo tanto de
espécies quanto de subunidades filogenéticas. Esta regido também é conhecida por apresentar
uma certa variabilidade dentro de espécies. Embora a variagdo intraespecifica seja melhor
elucidada por este tipo de regido, a existéncia da divisdo entre inter e intraespecifica é
implicita e presumida por interpretacGes direcionadas para classificacao de espécies (NILSON
etal., 2014).



2.6. Metabolismo Fungico

Metabolitos secundarios sdo comumente distinguidos dos primarios por serem
universalmente distribuidos como compostos intermediérios. Este tipo de metabolismo €
geralmente representado por compostos bioativos, usualmente com baixo peso molecular,
sendo produzidos por familias de componentes relacionados a diferentes estagios e parte do
organismo. Ainda ndo se sabe bem ao certo quanto a propriedade celular a eles dispensada.
Os organismos sintetizadores destes metabolitos sdo restritos em sua distribuicdo taxondmica,
Ou seja, apenas um pequeno grupo de organismos produzem determinados metabolitos
(KELLER et al., 2005).

2.7. Compostos Fenolicos

Compostos fendlicos sdo substancias encontradas em todas as plantas como
metabolismo secundario, incluindo grupos simples como fendis, acidos hidroxibenzdicos,
acidos cinamicos e derivados, entre outros (NACZK & SHAHIDI, 2004).

A caracterizacdo quimica destes compostos é definida por possuirem anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, aléem de seus respectivos grupos funcionais
(ANGELO & JORGE, 2007). Geralmente apresentam estrutura variavel e por conta disto é
justificada a multifuncionalidade destes compostos.

Nos alimentos, os compostos fenolicos podem contribuir para a amargura,
adstringéncia, cor, sabor, odor e estabilidade oxidativa do produto (NACZK & SHAHIDI,
2004). Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas vezes
como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do
processo oxidativo (SOARES, 2002).

Assim sendo, o potencial destes compostos esta relacionado aos diversos tipos
de atividades exercidas, como antioxidante, antibacteriana, antiviral, anticarcinogénica, anti-
inflamatdria e vasodilatadora (DUTHIE et al., 2000; BREINHOLT, 1999; NACZK &
SHAHIDI, 2004).

2.8. Atividade Antioxidante

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: a dos com atividade enzimatica
e a dos sem essa atividade. Na primeira, estdo 0os compostos capazes de bloquear a inicia¢do
da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies reativas ao oxigénio. Na segunda

classe, estdo moléculas que interagem com as espécies radicais e sdo consumidas durante a



reacdo. Nesta classificacdo, incluem-se o0s antioxidantes naturais e sintéticos como 0s
compostos fenolicos (ANGELO & JORGE, 2007)

Segundo Balasundram et al. (2006), ao agir como antioxidantes, a estrutura dos
compostos fendlicos é um fator determinante. No caso dos &cidos fendlicos, por exemplo, a
atividade antioxidante depende do numero e posicdo dos grupos hidroxilas em relacdo ao
grupo funcional carboxila, tendo aumentada sua propriedade antioxidante quanto maior o seu
grau de hidroxilacéo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e Manutencao de Linhagens

Foram utilizados os isolados de 8 linhagens de shiitake (L. edodes) presentes na
micoteca do Laboratério de Biologia do Solo / UFRRJ. A manutencdo das linhagens foi dada

de forma a preserva- las a médio prazo, com os isolados imersos em éleo mineral.

3.2 Extracdo de DNA Total das Amostras

Para a extracdo do DNA total, cada isolado foi cultivado em meio de cultura sélido
Batata Dextrose Agar (BDA). Em seguida, foi destacado 500 mg de micélio, sendo submetido
em solucéo de extracdo (Tris-HCI 200 mM pH 8,0, EDTA 25 mM pH 8.0, SDS 1%, NaCl 25
mM) e vortexado. As amostras foram incubadas a 65°C. Posteriormente foram adicionados
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e centrifugados em 13.000 rpm. O proximo passo foi
transferir a fase superior para um novo microtubo e adicionar igual volume de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1). Apos a centrifugacdo a 13.000 rpm foi transferida a fase superior
para um novo microtubo (aprox. 400uL) foram adicionados 2 volumes de etanol 100% gelado
e incubados a —20°C por 2 ou para a precipitacdo do DNA. As amostras seguiram novemente
para a centrifugacdo e lavadas com etanol 70% (500 pL). Apds completa volatilizacdo, as

amostras foram ressuspensas em agua destilada e armazenados em freezer.

3.3 Avaliacao da Quantidade e Qualidade do DNA Total

Apos a extragdo, as amostras foram armazenadas a -20° C, e a quantidade e a
qualidade do DNA obtido também foram avaliadas por fluorometria Qubit. A integridade do
DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% acrescido de SYBR green
(Invitrogen), a fim de realizar estimativas de concentracdo, comparando a intensidade da
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banda da amostra com a intensidade da banda do marcador fago Lambda (A) (Pomega), nas
concentracdes de 25 e 50 ng. O gel foi visualizado sob luz UV 254 nm e as imagens foram
capturadas com a utilizacdo do sistema de fotodocumentacdo L-PIX EX (Loccus
Biotecnologia).

3.4 Reacdo de PCR

Para a amplificagdo de fragmento génico do rDNA foram utilizadas as seguintes
sequéncias de oligonucleotideos: ITS1 e ITS4 (Tabela 1). Como controle positivo foi utilizada
uma amostra DNA fungico amplificada anteriormente do género Sporothrix spp. e como
controle negativo foi utilizada agua destilada. A reacdo de PCR teve um volume de 20 pL (25
mM de MgCI2; 2,5 mM de dNTPs; 5,0 pmol/pL de cada iniciador; 5 U/uL de Tag DNA
polimerase; e tampdo 1X). O sistema de amplificacdo foi realizado em termociclador
BIORAD T100TM (ThermalCycler), e o perfil térmico de PCR foi de um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 4 min, seguido por 34 ciclos como segue: desnaturacdo das fitas-
molde a 94 °C por 1 min, pareamento dos iniciadores a 50 °C por 1 min e extenséo a 72 °C
por 5 min. Ao término das ciclagens, o produto amplificado foi analisado usando um

marcador em gel de agarose a 1,0 %.

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo do gene 18S rDNA

Regidodo Tamanho do

Primers Sequéncia 5°-3° _ Referéncia
DNA amplicon
ITS1-F  CTTGGTCATGAGGAAGTAA  18SrDNA 700 2.9000b Olivera,
a
ITS4-R TCCTCCGCTTTATTGATATGC 16S rDNA P 2014

3.5 Sequenciamento pelo Método de Sanger

As sequéncias foram geradas através eletroferograma e em seguida, foram editadas
manualmente através do programa DNA Baser, formando as sequéncias Contigs. A partir
destes fragmentos (em torno de 700 pares de base) as amostras foram comparadas no
GenBank, BLASTn 32 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) em que foi possivel fazer a anéalise de

similaridade das sequéncias geradas com as disponiveis no banco de dados.



3.6 Analise de Agrupamento

Ap6s o alinhamento, os contigs foram curados nos programas BioEdit e utilizados
para buscar sequéncias 40 similares no banco de dados do NCBI — GenBank. Foi feito o
download das sequéncias similares aos contigs e seu alinhamento com estes para a montagem
das arvores filogenéticas. As arvores foram montadas no software MEGA7 pelo método de
Neighbour Joining, com modelo de substituicdo Kimura 2 parametros (KIMURA, 1980), com

valor de bootstrap calculado a partir de 1000 réplicas.

3.7 Preparo das Amostras

As amostras de micélio foram retidaras da micoteca do Laboratério de Quimica
Bioldgica do Solo — UFRRJ. Estas amostras foram levadas a estufa de ventilacdo forcada a
50° C durante 48 horas. Posteriormente, foram levadas para o Laboratério de Farméacia Viva-
UFRRJ onde foram trituradas em moinho de faca, sendo pesados 2g em balanca analitica e
posteriormente adicionado 40 ml de metanol, pelo meio extrativo de maceracdo. Apos

completa volatilizacdo do solvente, as amostras seguiram para o liofilizador.

3.8 Andlise de Compostos Fendlicos Totais

As amostras foram preparadas em solucdo hidroalcdlica 70% em uma concentracdo de
3mg/mL. Foi retirada uma aliquota de 0,5 ml da amostra diluida sendo esta transferida para
tubos com tampa de rosca, sendo adicionado 2,5 de reagente de Folin (1:10). Ap6s 5 minutos
de repouso foram adicionados 2 mL de Carbonato de Sodio (4%). Os tubos foram deixados de
repouso por 2 h ao abrigo de luz e na sequéncia, foram feitas leituras de absorbancia a 740
nm. Para o preparo do branco foram utilizados 0,5 mL de metanol acrescido de 2,5 mL de

Folin, 2 mL de Na2CO3 e 5 mL de &gua em que foi utilizado o &cido galico como padréo.
3.9 Analise de Atividade Antioxidante Total

O ensaio foi dado conforme descrito por Ruffino et al. (2007), em que uma solucéo
inicial de 60 uM de DPPH foi preparada para obtengéo de curva padrdo em baldo volumétrico
de 10 ml de solugdes variando de 10, 20, 30, 40 e 50 pM. Em ambiente escuro, foi transferido
aliquota de aproximadamente 4 ml para cubetas de vidro para realizar a leitura (A = 515 nm),

sendo utilizado metanol como branco. Para a diluicdo das amostras, foram preparadas 5
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diluicdes diferentes (1, 2, 5, 7 e 10 pg/ml) sendo feitas 5 repeticdes de cada diluicdo. Em
ambiente protegido de luz foi transferido uma aliquota de 0,1 ml de cada diluicdo com 3,9 ml
de DPPH.

3.10 Perfil em CLAE- DAD de Extrato Metanélico

Para a obtencdo do extrato, foi utilizada seringa filtro com 0.2 um de poro para filtrar
20 pl de amostra passando pelo sistema CLAE. A separacdo foi atinginda com coluna (100
mmx4.6 mm, 3.5 um) utilizando um fluxo 0.8 ml/min em temperatura ambiente. A fase
movel consistiu no eluente A (solugdo aquosa de Acido Acético, 1% v/v) e eluente B
(Acetonitrila, 100%), sendo utilizado o seguinte programa de gradiente para eluicdo: 0-2 min,
5% B; 2-5 min, 15% B; 5- 6 min, 40% B; 6-16 min, 60% B; 16-18 min, 90% B; 18-20 min
5% B; 20-22 min 5% B. A absorbancia da solucdo foi medida de 280 a 370 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Nesse estudo, a qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose, sendo percebida
boa intensidade nas bandas. De acordo com as andlises qualitativas as bandas se mantiveram
intactas sem nenhuma degradacgéo aparente, sendo que este protocolo, portanto demonstrou-se

altamente reproduzivel (Figura 2).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % do DNA total extraido das amostras de
micélio: 1- A1 - DNA do fago lambda a 10 ng puL-1; 2- A2 - DNA do fago lambda a 30 ng
pL-1; 3-10: UFRRJ STB5, STB2801, SHOSTB, SHOSTB2802, SHO23, SHO, M14, SHO20

Para o estudo da variacao genética, a regido ITS foi amplificada e os produtos de PCR
foram confirmados com bandas entre 650 e 737 pares de base. Foram observadas altas
concentragdes de DNA nos produtos de PCR, sendo quantificados 1035.2, 751.8, 701.6,
186.3, 605.3, 510.2, 237.8, 426 ng/ul (Figura 3).

800 pb

650 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,0% dos produtos de PCR com marcador

Segundo Schoch et al. (2012), ao sequenciar estas subunidades percebeu que ndo sdo
suficientes para separacdo entre espécie, 0 mesmo que o presente trabalho verificou.
Entretanto, com base na analise das sequéncias obtidas nestes fragmentos, os isolados

apresentam similaridade com a espécie L. edodes depositada no banco de dados NCBI
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(YAASM228.1). Além disso, a analise filogenética baseada na sequéncia de nucleotideos
apontou como grupo externo as espécies Mycetinis alliaceus e Alloclavaria purpurea. Pode-
se observar que estas regides sao relativamente pequenas e facilmente amplificiveis ao ser

usado um anico par de primers universal (Figura 4).

UFRRJ STB5: Lentinula edodes

UFRRJ STB2801: Lentinula edodes
UFRRJ SHOSTB: Lentinula edodes
UFRRJ STB2802: Lentinula edodes

100 UFRRJ SHO23: Lentinula edodes

UFRRJ SHO Lentinula edodes

UFRRJ M14: Lentinula edodes
98

UFRRJ SHO20: Lentinula edodes

YAASM228.1 Lentinula edodes

AF079579.1 Lentinula boryana

56 AY016444.1 Lentinula aciculospora

KY696784.1 Mycetinis alliaceus

KM248916.1 Alloclavaria purpurea

0.050
Figura 4. Dendograma baseado na analise de agrupamento pelo método de “Neighbour-
joining” derivado das sequéncias das regides ITS rDNA, com base em 1000 réplicas de
“bootstrap”, de isolados de L. edodes e de sequéncias obtidas do GenBank de diferentes

isolados de espécies.

A identificacdo da posicdo taxonémica precisa das espécies € essencial para
programas de selecdo, por exemplo, empregados para quaisquer experimentos de
desenvolvimento de novas estirpes, bem como para qualquer programa de criagcdo de
cogumelos recém-criado (SIDDIQUEE et al.,, 20012; LECHNER et al. 2002). Quanto a
domesticacdo e reproducao hibrida, a informacéo intra e interespécies é altamente valiosa. A
regido ITS se demonstra como um marcador Util para informagdes interespécies que permitem
produtores e pesquisadores reconhecer as espécies de interesse, vigor hibrido e minimizagdo
dos efeitos de endogamia (AVIN et al., 2014)
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4.1 Analise de Compostos Fenolicos Totais

A baixo sdo observados os resultados das analises de dos compostos fenolicos totais
(Figuras 5).

Com relacdo a composicdo fendlica total, foi observado 0,48 mg de &cido galico/ml de
extrato metandlico de micélio, valor bem proximo ao encontrado em outros trabalhos. Silva
(2011) avaliou em diferentes espéecies de cogumelos a composicdo de compostos fendlicos
totais e observou um valor de 0, 78 mg de &cido galico/ml de extrato metanolico de micélio a
partir também de extratos alcdlicos, chegando bem proximo ao encontrado no presente

trabalho.

Absorbancia 740 nm

Acido Galico pg/ml

Figura 5. Curva de calibracdo para analise de compostos fendlicos totais (A)
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4.2 Analise da Atividade Antioxidante Total

Com efeito dos antioxidantes na reacéo, foi observado o decréscimo de absorbancia
das amostras (Figura 6). Elmastas et al. (2007) explicam que este decréscimo se deve a
habilidade do reagente em poder doar seu hidrogénio. O DPPH é considerado um bom
aceptor de elétrons ou de radical hidrogénio, virando uma molécula dimagnética estavel.
Segundo os mesmos autores, a reducdo da capacidade do DPPH é observada pelo decréscimo
da absorbancia induzida pelas moléculas de antioxidantes presentes na amostra (Figura 6).

Absorbancia 515 nm
\

DPPH pg/ml

Figura 6. Curva de calibracdo para analise da Atividade Antioxidante Total pelo método de
DPPH

Foi calculado em torno de ECso 8,0 mg/ml para atividade antioxidante destes micélios.
Sabendo-se que quanto menor o valor de ECso, maior sera a atividade antioxidante, Cheung et
al. (2003) obtiveram o valor de ECso 1, 25 mg/ml, neste caso, os autores avaliaram extratos
metanolicos e aquosos. O valor da atividade antioxidante total observada neste trabalho
demonstrou- se abaixo do esperado. Isto pode ser atribuido ao fato do solvente utilizado.
Ainda assim, Campos et al. (2005), consideram como baixo potencial antioxidante ECso
equivalente a 25 mg/ ml, sendo portanto atribuido ao material analisado neste trabalho uma
boa atividade antioxidante.
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Absorbéancia 515 nm

15

[¥]

w

Extrato de Micélio pg/ml

Figura 7. Curva de calibracdo para analise de diferentes absorbancias a partir das diluicdes da

amostra

4.3 Perfil em CLAE- DAD do Extrato Metanélico

O estudo cromatografico pode ser categorizado como parte do levantamento de

compostos bioativos presentes em amostras (Acharya et al. 2015). Neste estudo, foi

caracterizado de acordo com o tempo de retencdo dos metabdlitos previamente separados e

com uso de padrbes auténticos, sendo possivel analizar a presenca de cinco diferentes picos

na corrida (Figura 9).
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Figura 8. Cromatograma da amostra de micélio a partir do extrato metanolico
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Na tabela 2 estdo presentes os compostos corridos neste trabalho, sendo analisados 0s
diferentes tempos de retencédo e espectro no UV- vis. De acordo com os tempos de retencdo e
comprimento de absor¢cdo foram levantados dois possiveis moléculas: &cido 2,4

dimetoxibenzoico e acido 2,4 dihidroxibenzoico (Figuras 10 e 11).

Tabela 2. Caracterizacdo quimica presente no extrato metandlico de L. edodes
Nome da Molécula Estrutura Quimica TR (min) A(nm) P/A

o]

OH

ACidO 2,4 OCH;
_ _ _ 13,61 255 +
dimetoxibenzoico
OCHj3
P (o] OH
Acido 2,3
. L 00 14,3 260 -
dimetoxibenzoico ocH,
O. OH
Acido 3,4
o ) ) 11,7 254 -
dihidroxibenzoico oH
OH

. O. OH
Acido 2,4 OH
11,91 260 +
dihidroxibenzéico
; Oy__OH
Acido 2,6
OH 12,04 287 -
dihidroxibenzéico
HO
OH
Acido 4 271-
_ _ ) 13,09 -
hidroxibenzodico H 280
O 0]

H
Acido 2,3
. _ _ OH 10,63 320 -
dihidroxibenzéico
OH
0. __OH
Acido galico L"\ 8,36 210 -
HO™ Y oH
OH

16



Nome da Molécula Estrutura Quimica TR (min) A(nm) P/A

Acido Trans cinamico " “OH 15,20 274 -

Acido para- cumérico /Q/VLOH 7,89 254 -
HO

HO._.O Q & OH
Acido clorogénico bﬂw@w 3,26 285 _
OH

Acido trans- ferdlico 8,90 309 -

Acido cafeico . /@M o 9,26 280 ]

TR:Tempo de Retencdo;i: comprimento de onda no espectro UV (nm) e P/ A: Presenca ou Auséncia da

molécula

Na tentativa de elucidar as diferencas de potencial antioxidante existentes entre 0s
compostos fenolicos, Hra$ et al. (2000), realizaram uma comparacdo quantitativa do
comportamento cinético da inibicdo da oxidacdo de alguns acidos benzoéicos (acidos p-
hidroxibenzéico, vanilico, siringico, e 3,4 dihidroxibenzdico) e cindmicos (acidos p-cumarico,
feralico, sinapico e caféico) e notaram que no caso dos &cidos benzdicos, a hidroxila presente
na molécula do é&cido p-hidroxibenzéico ndo confere a este nenhuma propriedade
antioxidante. J& a metoxila presente com a hidroxila no acido vanilico confere a ele uma
pequena atividade antioxidante. No caso do acido siringico, o qual possui dois grupamentos

de metoxila, a acdo é ainda maior.
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Figura 9. Perfil em UV da molécula 2,4 dimetoxibenzdico (A)

mAL

550

500+ ’jjih
450 o | OH
e HO™ " aH

350

300+

250+

200+

150

100+

50

398

-50+ T T T T
200 300 400
nm

Figura 10. Perfil em UV da molécula 2,4 dihidroxibenzoicos

Barich et al. (2004), descreveram quimicamente o composto 2,4 dimetoxibenzoico
como possuindo estruturas planares aproximadas, formando um dimero de ligagdo de
hidrogénio tipico com uma molécula vizinha. Esta molécula presenta grupo metil e/ ou
carboxilico fora do plano molecular, conforme ditado por interacGes estéricas. Estas
caracteristicas os diferem, por exemplo, do composto de mesmo grupo 2,5 dimetoxibenzdico,
que forma uma ligacdo de hidrogénio intramolecular comum entre os grupos carboxilicos.

Ja o acido 2, 4 dihidroxibenzoico, segundo composto levantado no presente trabalho,
apontado na literatura como, um dos compostos aromaticos utilizados na industria

farmacéutica e cosmética, bem como na producéo de corantes e plasticos (DESSIMOZ et al.,
18



2012). Como produto comercial apresenta as propriedades quimicas do resorcinol e do &cido

salicilico, podendo ser utilizado em reacdes quimicas para determinacgéo colorimétrica.

4.6. CONCLUSOES

O processo de extracdo de DNA total em micélio de L. edodes demonstou um bom
resultado, indicando que uso da regido ITS resultou um bom marcador para identificacdo de
espécies, neste estudo e para as 8 linhagens de L. edodes estudadas.

Para especie L. edodes, os marcadores ITS1 e ITS 4 ndo demonstraram-se eficientes
para separacao intraespecifica.
O micélio avaliado apresentou baixa atividade antioxidande (8,0 mg / ml de extrato
metandlico de micélio) e de compostos fendlicos totais (0,48 mg de acido galico/ml de extrato
metanolico de micélio).

Com relacdo ao perfil cromatogréafico do extrato metandlico se demonstrou pobre com
relacao a presenca de compostos fendlicos sendo levantados dois possiveis componentes

presentes na amostra (2,4 hidroxibenzoico ; 2,4 metoxibenzoico)
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