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RESUMO
O objetivo do presente estudo foi confirmar a identificacdo molecular do fungo Pleurotus ostreatoroseus
utilizando a técnica de sequenciamento de DNA. A amostra do cogumelo foi obtida a partir do Mercado
Municipal de Séo Paulo por intermédio do Mercado Shinnai de Maringa-PR. A amostra foi encaminhada ao
laboratério de Biologia Molecular da UniCesumar para extracdo de DNA e laboratério de Microbiologia para
armazenamento. Foi realizada a extracéo de DNA seguida de eletroforese para avaliar a qualidade do material
obtido. Foram realizadas novas extracdes de DNA visando integridade e, em seguida realizada a rea¢éo em
cadeia da polimerase utilizando os primers ITS1 e ITS2. O amplicon obtido foi visualizado em eletroforese de
2,5% de agorose corado com brometo de etideo revelando uma banda de cerca de 350 pb. Estas amostras
de DNA amplificado serdo encamihandas ao Laboratério de Biotecnologia de Fungos da Universidade
Estadual de Maringd para preparo e envio para sequenciamento. Apds o retorno dos dados de
senquenciamento a amostras sera confirmada como P. ostreatoroseus utilizando recursos de andlise de
bioinformética. Espera-se ao final deste estudo contribuir com a popularizacdo desta espécie de cogumelo
gue além de comestivel apresenta propriedades medicinais.

PALAVRAS-CHAVE: Bioinformética; Bioprospecc¢do; Cogumelos; Pleurotus ostreatoroseus.
1 INTRODUGCAO

Cerca de 200 espécies de cogumelos sdo consumidas no mundo como ingrediente
de diversas receitas. Segundo Novaes (2007), os cogumelos séo considerados alimentos
funcionais, fonte de proteinas, aminoacidos essenciais e hdo essenciais. Sua gordura bruta
possui acidos graxos livres, mono, di e triglicerideos, esteroides, terpendides e fosfolipidios.
Ainda segundo Novaes (2007), cogumelos da ordem Agaricales possuem vitaminas
hidrossolaveis como a tiamina, riboflavina e &cido ascérbico, em diferentes quantidades
dependendo da espécie, e vitaminas lipossolluveis, principalmente a vitamina D.

Além de suas propriedades nutritivas estudos foram realizados com fungos
Agaricales para avaliar seus potenciais efeitos antineoplasicos e papel imunomodulador em
células de animais geneticamente alteradas para induzir tumor. Também foi considerado o
efeito citostatico no crescimento tumoral e na proliferacdo vascular de suporte ao tumor.
Ainda ndo existe um consenso, entretanto a maior parte dos estudos ja realizados
demonstra efeito benéfico destes cogumelos como tratamento coadjuvante em portadores
de cancer através da imunomodulacdo, reducdo do crescimento tumoral pelo efeito
citostético e na inibicdo da vascularizacao tumoral (NOVAES, 2007).

De acordo com Fortes e Novaes (2006) os cogumelos podem modular a
carcinogénese em diferentes estagios, principalmente os pertencentes a ordem Agaricales.
Os pesquisadores sugerem que componentes como 0s glucanos, ergosterol, lecitinas e
alguns aminoéacidos como a arginina e glutamina sao imunomoduladores. Os glucanos, por
exemplo, inibem o crescimento tumoral promovendo a ativacao de células Natural Killer,
linfocitos T e B, células complementares, aumento de macréfagos, monocitos e anticorpos;
ja a lecitina tem propriedades indutoras de apoptose nas células tumorais, que constitui
mecanismo primario contra neoplasias malignas.

O Pleurotus ostreatoroseus é uma espécie pertencente ao género Pleurotus, da
ordem Agaricales. E um cogumelo nativo da Mata Atlantica e foi identificado pela primeira
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vez por Rof Singer (1960). O género é conhecido no Brasil como hiratake, caetetuba e
shimeji rosa, internacionalmente é chamado de cogumelo ostra, termo oriundo de sua
morfologia (REIS, 2014).

Segundo Corréa (2016) o género cosmopolita Pleurotus apresenta alto valor nutritivo
e propriedades terapéuticas. As propriedades bioativas destas espécies, sua estrutura
guimica e mecanismos de acado ainda sao inexplorados e compdem demandas que a
ciéncia busca alcancar, além disso o P. ostreatoroseus € um exemplo de cogumelo
brasileiro comestivel que possui caracteristicas quimicas e bioativas pouco exploradas.

O sequenciamento é uma técnica que permite a identificacdo precisa dessas
espécies. Consiste em um método analitico que demonstra a ordem dos nucleotideos em
um determinado fragmento de DNA. Através desta sequéncia é possivel obter informacgdes
relevantes a respeito de sua estrutura, funcéo e relacéo evolutiva (WATSON et al., 2009).

Considerando a disponibilidade de técnicas moleculares de identificacdo de espécies
e a caréncia de estudos e informacdes relativas ao P. ostreatoroseus, é de extrema
relevancia sua caracterizagdo morfologica e molecular, cujo potencial nutritivo e terapéutico
podem fomentar novos estudos relacionados a identificacdo da micobiota do Parand, ainda
pouco explorada, e a bioprospeccado de produtos e métodos pertinentes a diversos setores.
Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi confirmar a identificacdo molecular do
fungo Pleurotus ostreatoroseus utilizando a técnica de sequenciamento de DNA.

2 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo quantitativo de carater experimental que faz parte do projeto
de pesquisa docente “Bioprospeccao de fungos: identificagdo molecular, caracterizagcao
quimica e efeitos bioldgicos”.

A amostra do cogumelo Pleurotus ostreatoroseus foi obtida a partir do Mercado
Municipal de S&o Paulo/SP por intermédio do Mercado Shinnai de Maringd/PR. As
amostras sdo comercializadas como produto para consumo alimenticio, portanto séo
disponibilizadas em bandejas de isopor revestidas com plastico filme e identificadas quanto
ao nome popular e cientifico do cogumelo, valores nutricionais, data de coleta e validade,
além de informacdes do produtor. Ao chegar, as amostras foram encaminhadas ao
laboratorio de Biologia Molecular da UniCesumar para extracdo de DNA.

A extragdo de DNA gendmico do basidioma do cogumelo foi realizada utilizando a
metodologia descrita por Hui-Yeng et al. (2014). Para estimar a concentracdo da amostra
de DNA genbmico foi realizada corrida eletroforética em gel de agarose a 1% (KANBE et
al., 2002). As regides ITS1 — 5,8S e ITS2 do DNA ribossomal (rDNA) foram amplificadas
via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTTGCGG-3") e ITS2 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (WHITE et
al., 1990).

Os fragmentos obtidos ap6s amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 2,5% e serao purificados utilizando o kit de purificacdo de bandas de DNA de
gel de agarose da Ludwig Biotec. Em seguida cada amostra sera enviada para uma
empresa privada onde sera realizado sequenciamento e o0s resultados obtidos serao
editados utilizando ferramentas de bioinformética (GOLIAS et al., 2019).

Apos a edicdo do sequenciamento as sequéncias nucleotidicas correspondentes as
regides ITS1 - 5,8S e ITS2 do rDNA serdo comparadas aquelas depositadas no banco de
dados NCBI (National Center for Biotechnology Information Website), utilizando o programa
BLAST para pesquisa das espécies. A confirmacao da espécie serd determinada baseada
no melhor valor de similaridade estatistica dada pelo alinhamento de sequéncias
nucleotidicas comparadas utilizando o programa Mega (versao 5.1).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O cogumelo P. ostreatoroseus € uma espécie nativa cultivada e consumida devido
as suas propriedades organolépticas, e isso conduziu as pesquisas em busca da
determinacdo de sua composicdo centesimal e consequente propriedade funcional. O
género Pleurutus é de cogumelos cosmopolitas com propriedades medicinais reconhecidas
com componentes de funcao biolégica determinada (REIS, 2014). Assim, os estudos com
P. ostreatoroseus mostram que este cogumelo apresenta polissacarideos com potencial
funcional, além de substancias de carater e funcdo antioxidante (REIS; ROCHA, 2014;
CORREA et al, 2016, REIS; ROCHA, 2017; REIS et al, 2021) . Neste estudo amostras de
P. ostreatoroseus comercializadas para fins comestiveis foram utilizadas para confirmacéo
molecular da espécie. Assim, foi realizada a extracdo de DNA seguida de visualiza¢cdo em
gel de eletroforese a 1% corado com brometo de étideo. ApoOs a padronizacao da extracao
de DNA as melhores amostras foram utilizadas para a realizacdo da PCR. Nesta reacao
foram utilizados os primers ITS-ITS2 que amplificam uma regido do DNA ribossémico do
fungo e por ser uma regido altamente conservada € considerada como DNA - Barcoding
(FAJARNINGSH, 2017). A reacao de PCR amplificou um amplicon de cerca de 350pb
(Figura 1).
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Figura 1. Gel de eletroforese apresentando amplicon da reacéo de PCR com primers ITS1
e ITS2.

Ladder de 100pb. Canaletas 1: controle negativo, 2-9: amostras de DNA amplificado com cerca de
350pb.

As amostras de DNA amplificadas serdo encaminhadas ao laboratorio de
Biotecnologia de Fungos da Universidade Estadual de Maringa para preparo e envio para
sequenciamento em uma empresa privada. As sequéncias obtidas serdo analisadas
usando recursos de bioinforméatica para confirmac¢do da amostra como P. oestratoroseus.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a necessidade de identificacdo e estudo sobre as propriedades dos
fungos do género Pleurotus, mais especificamente da espécie P. ostreatoroseus, este
estudo podera expandir e disseminar informacdes relevantes a respeito deste organismo
pouco conhecido. Além disso, a identificacdo desta espécie e seu deposito em bancos de
dados poderad fomentar novas pesquisas com intuito de determinar sua composicdo
guimica, seus efeitos biolégicos e farmacoldgicos. Através desses conhecimentos seus
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ativos podem ser aplicados em diversos setores, como na saude e meio ambiente, a partir
de biotecnologia aplicada a produtos e métodos na area.
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