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RESUMO

O Brasil destaca-se por sua grande diversidade fangica, porém ha poucos estudos
relacionados a descricdo de Agaricomycetos ocorrentes no pais. O conhecimento da diversidade
de basidiomicetos ainda € insuficiente, assim como trabalhos realizados com atividade
antimicrobiana e enzimatica. Assim, este trabalho teve como objetivo geral avaliar a atividade
antimicrobiana e enzimatica de fungos Agaricomycetes da Reserva Florestal Humaita, Acre,
Brasil. O Capitulo 1 é um artigo de revisdo sistematica sobre a ocorréncia, atividade
antimicrobiana e enzimatica de fungos Agaricomycetes da Amazonia Brasileira. O presente
estudo é uma revisdo sistematica com a pesquisa de literatura realizada nas bases: Scielo,
Google Scholar, PubMed e ScienceDirect, publicados entre 2010 e 2021. Foram selecionados
para analise um total de 40 artigos, destes 26 (65%) relataram a descri¢do de 253 espécies de
fungos Agaricomycetes para a AmazOnia Brasileira, sendo as ordens mais frequentes
Polyporeles (52,96%), Hymenochetales (15,81%) e Agaricales (12,64%). Seis (15%) trabalhos
relataram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos
do género Candida. Cinco (12,5%) trabalhos relataram producdo enzimatica de xilanase,
pectinase, celulase, protease, amilase e lacase. E um (2,5%) trabalho para atividade
antioxidante. O Capitulo Il estuda a ocorréncia, atividade antimicrobiana e enzimatica de
Agaricomycetes da Reserva Florestal Humaita, Acre, Brasil. As coletas foram realizadas na
Reserva Florestal Humaita (RFH). As espécimes foram coletados com auxilio de canivete,
fotografados e armazenados em sacos de papel. Para identificacdo dos Agaricomycetes foram
observadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas. Os espécimes foram isolados e
conservados utilizando dois métodos de conservacdo, 6leo mineral e Castellani. Foram
produzidos extratos do micélio e do basidioma, para entdo realizar os ensaios antimicrobianos,
através da técnica de microdiluicdo afim de determinar a CIM e posteriormente a CMM. A
producdo enzimatica foi testa para amilase, celulase, protease e lipase. Os isolados que
apresentaram 0s melhores resultados foram submetidos a identificacdo molecular. Foram
coletados 55 Agaricomycetes, classificados nas ordens Agaricales (45,45%), Polyporales
(41,81%), Auriculariales (9,09%) e Hymenochaetales (3,63%), distribuidos em 16 familias, 23
géneros e 16 espécies. Dos extratos dos basidiomas testados, 66,66% apresentaram atividade
contratodas as bactérias testadas. Os isolados da espécie Trametes modesta 5.377 e Gloeoporus
telephoroides 5.415 apresentaram os menores CIM e foram microbicidas contra Klebsiella
pneumoniae. Nenhum extrato do basidioma apresentou atividade contra as cepas de Candida

analisadas. Para a atividade antimicrobiana dos extratos de micélios, a espécie Trametes



modesta 5.397 e Agaricales 5.367(3) apresentaram a menor CIM e foram microbicidas contra
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, respectivamente. Dos extratos testados,
73,91% apresentaram atividade contra o fungo leveduriforme Candida albicans, se destacando
Clitopilus prunulus. Foram isolados 24 (43,63%) agaricomicetos, destes 19 apresentaram
producdo enzimatica, sendo a enzima celulase (73,7%) a enzima mais frequente, destacando-se
0 isolado 5.418 da familia Polyporaceae. As enzimas amilase (52,64%) e protease (21%) o
melhor produtor foi Clitopilus prunulus e para a enzima lipase (15,8%), destacou Ceriporia sp.
O isolado Polyporus sp. 5.374(2) foi o Unico produtor das quatro enzimas. As ordens mais
ocorrentes na Reserva Florestal Humaitd foram Agaricales, Polyporales, Auriculariales e
Hymenochaetales. A espécie Clitopilus prunulus esta sendo realtada como primeira ocorréncia
para o Estado do Acre. Este trabalho contribui para a descricao de espécies de Agaricomycetes
ocorrentes na na Amazonia Brasileira, bem como novos dados referentes a atividade
antivimicrobiana e enzimatica desses fungos. Diante do déficit de informacBes na literatura
tanto sobre atividade enzimatica, quanto antimicrobiana, se faz necessario estudos mais

aprofundados sobre Agaricomycetes.

Palavras-chave: Agaricales, Atividade antibacteriana, Celulase, Polyporales, Polyporus sp.,
Trametes modesta.



ABSTRACT

Brazil stands out for its great fungal diversity, but there are few studies related to the description
of Agaricomycetes occurring in the country. Knowledge of the diversity of basidiomycetes is
still insufficient, as well as works carried out with antimicrobial and enzymatic activity. Thus,
this work had as general objective to evaluate the antimicrobial and enzymatic activity of
Agaricomycetes fungi from the Humaita Forest Reserve, Acre, Brazil. Chapter | is a systematic
review article on the occurrence, antimicrobial and enzymatic activity of Agaricomycetes fungi
from the Brazilian Amazon. The present study is a systematic review with a literature search
carried out in the bases: Scielo, Google Scholar, PubMed and ScienceDirect, published between
2010 and 2021. A total of 40 articles were selected for analysis, of which 26 (65%) reported the
description of 253 species of Agaricomycetes fungi for the Brazilian Amazon, the most frequent
orders being Polyporeles (52.96%), Hymenochetales (15.81%) and Agaricales (12.64%). Six
(15%) studies reported antimicrobial activity against Gram positive and Gram negative bacteria
and fungi of the genus Candida. Five (12.5%) papers reported enzymatic production of
xylanase, pectinase, cellulase, protease, amylase and laccase. And one (2.5%) work for
antioxidant activity. Chapter Il studies the occurrence, antimicrobial and enzymatic activity of
Agaricomycetes from the Humaita Forest Reserve, Acre, Brazil. The collections were carried
out in the Humaita Forest Reserve (RFH). The specimens were collected with the aid of a
penknife, photographed and stored in paper bags. To identify the Agaricomycetes, macroscopic
and microscopic characteristics were observed. Specimens were isolated and preserved using
two preservation methods, mineral oil and Castellani. Mycelium and basidiome extracts were
produced, to then carry out antimicrobial assays, through the microdilution technique in order
to determine the MIC and subsequently the CMM. Enzyme production was tested for amylase,
cellulase, protease and lipase. The isolates that showed the best results were subjected to
molecular identification. 55 Agaricomycetes were collected, classified in the orders Agaricales
(45.45%), Polyporales (41.81%), Auriculariales (9.09%) and Hymenochaetales (3.63%),
distributed in 16 families, 23 genera and 16 species . Of the basidiomata extracts tested, 66.66%
showed activity against all tested bacteria. The isolates Trametes modesta 5.377 and
Gloeoporus telephoroides 5.415 had the lowest MIC and were microbicidal against Klebsiella
pneumoniae. No basidiome extract showed activity against the analyzed Candida strains. For
the antimicrobial activity of mycelia extracts, the species Trametes modesta 5.397 and
Agaricales 5.367(3) had the lowest MIC and were microbicidal against Klebsiella pneumoniae
and Staphylococcus aureus, respectively. Of the extracts tested, 73.91% showed activity against
the yeast fungus Candida albicans, with emphasis on Clitopilus prunulus. 24 (43.63%)
agaricomycetes were isolated, of which 19 showed enzymatic production, with cellulase
enzyme (73.7%) being the most frequent enzyme, highlighting isolate 5,418 of the
Polyporaceae family. For amylase (52.64%) and protease (21%) enzymes, the best producer
was Clitopilus prunulus and for lipase enzyme (15.8%), Ceriporia sp. The isolate Polyporus sp.
5,374(2) was the sole producer of the four enzymes. The most common orders in the Humaita
Forest Reserve were Agaricales, Polyporales, Auriculariales and Hymenochaetales. The species
Clitopilus prunulus is being highlighted as the first occurrence for the State of Acre. This work
contributes to the description of species of Agaricomycetes occurring in the Brazilian Amazon,
as well as new data regarding the antimicrobial and enzymatic activity of these fungi. In view
of the lack of information in the literature on both enzymatic and antimicrobial activity, further
studies on Agaricomycetes are necessary.

Keywords: Agaricales, Antibacterial activity, Cellulase, Polyporales, Polyporus sp., Trametes
modesta.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil se destaca por sua grande diversidade fungica, contudo, h4 poucos estudos
relacionados a descricdo de Agaricomycetos encontrados no pais, com areas ainda ndo
exploradas, em especial a Amazonia (SANTOS et al., 2020). Sua biodiversidade é considerada
uma fonte de substancias bioativas e sua preservacao é fundamental, tanto pelo valor natural,
como pelo seu enorme potencial como fonte de novos bioprodutos, que vem despertando
interesse das industrias (AZEVEDO; BARATA, 2018).

A literatura apresenta trabalhos que abordam a diversidade de Agaricomycetos no Brasil
(ISHIKAWA et al., 2012; SOARES et al., 2014; PIRES, 2014; MOTATO-VASQUEZ et al.,
2014; MAIA 2015; MANZATO et al., 2020). O conhecimento da diversidade dessa classe ainda
é insuficiente, assim como trabalhos realizados referente a atividade antimicrobiana e
enzimatica.

Dessa forma, faz-se necessario conhecer a diversidade e as caracteristicas dos
agaricomicetos encontrados na Amazonia brasileira. Alguns estudos tém buscado inventariar
espécies de Agaricomycetos ocorrentes na Amazonia (BONONI 1992; GOMES-SILVA;
GILBERTONI, 2009; WARTCHOW et al., 2014; SILVA et al., 2020; CAVALCANTE et al.,
2020), contudo, a grande diversidade deste grupo de organismos na regido ainda é pouco
explorada.

No que se refere a atividade antimicrobiana na Amazé6nia, a literatura apresenta
resultados positivos frente a bactérias Gram positivas e negativas (SANTOS et al., 2020). Com
0 aumento da resisténcia aos antibidticos ja comercializados, é necessario a obtencdo de novos
principios bioativos provenientes de microrganismos (THEURETZBACHER, 2013), sendo a
floresta Amazdnica um bioma interessante, devido a sua grande biodiversidade e poucos
estudos na regido. Dentre esses microrganismos, 0s agaricomicetos tem se mostrado
promissores na producdo de principios ativos com atividade antimicrobiana (SANDARGO et
al., 2019).

Os agaricomicetos sdo fungos de grande importancia na producdo enzimatica, visto
enzimas microbianas apresentam uma rentabilidade elevada, baixos custos de producdo,
estabilidade em varias condicGes extremas e susceptibilidade genética para manipulacdo
(NI'YONZIMA, 2015). As enzimas secretadas pelos microrganismos despertam interesse em
diferentes areas industriais, como processamento de alimentos, industria de tecidos, de couro,

fabricacdo de detergentes, produtos farmacéuticos, terapia medica e na area de biologia
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molecular (CORREA et al., 2014; SRILAKSHMI et al., 2015; HAPUARACHCH] et al., 2018;
HYDE et al., 2019).

J& tém sido relatados trabalhos com atividade enzimética de Agaricomycetes
encontrados na Amazonia Brasileira (AMAZON et el., 2014; SILVA, 2016). No entanto, para
0 Estado do Acre ndo foram encontrados trabalhos com este objetivo.

Tendo em vista a possivel aplicabilidade antimicrobiana e enzimética de fungos
pertencentes as regides pouco exploradas, como a Amazbnica, é necessario pesquisas com
fungos produtores de biomoléculas com potencial para aplicacdo industrial. Diante disso, esse
trabalho tem objetivo analisar a diversidade, potencial antimicrobiano e enzimético de
agaricomicetos da Floresta Estadual do Humaita, Acre, Brasil.

Este trabalho foi dividido em dois capitulos: Capitulo | aborda a reviséo bibliografica
sobre descrigdo, atividade antimicrobiana e enzimatica de Agaricomycetes da Amazonia
Brasileira; Capitulo 1l estuda a atividade antimicrobiana e enzimatica de Agaricomycetes

coletados na Reserva Florestal Humaita, Acre, Brasil.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O reino Fungi compreende um vasto grupo de organismos caraterizados como
heterotrofos com nutricdo por absor¢do, imoveis e constituidos principalmente por longos
filamentos, denominados hifas (TELLES, 2010; BLACKWELL et al., 2012).

No mundo, a estimativa da biodiversidade fungica é de aproximadamente 2,2 a 3,8
milhdes de espécies, destas, estima-se que mais de 30.000 pertencem ao filo Basidiomycota,
sendo considerado o filo dos grupos mais evoluidos no reino, dada a complexidade de suas
estruturas (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017; HE et al., 2019). A formacdo de esporos
sexuados ou basidiésporos, pode ser indicada como sendo caracteristica inerente aos
Basidiomycota, estando estes localizados em basidios e estes no basidiocarpo. Em geral, 0s
individuos dessa classe s&o macroscopicos, variando em tamanho, forma e coloragédo (KIRK et
al., 2001).

Os Basidiomicetos podem ser divididos nas classes Teliomycetes, Gasteromycetes e
Agaricomycetes (SILVEIRA, 1995). Na classe Teliomycetes encontramos 0s fungos
conhecidos por ferrugens e carvdes, fungos causadores de doencas em plantas. Os
Gasteromycetes precisam de auxilio de forca mecénica como, por exemplo, acao de insetos ou
gotas de agua para liberar os basidiosporos que, quando maduros se localizam no interior do
basidioma. Na classe dos Agaricomycetes, 0s basidios sdo formados externamente, organizados
em um himénio exposto onde ocorre a cariogamia e a meiose, estando incluidos nessa classe 0s
anicos que apresentam um basidio verdadeiro (LIRA, 2012). Os Agaricomycetes estdo
distribuidos em 17 ordens, 100 familias, 1.147 géneros e 20.951 especies (KIRK et al., 2008).
Dentre estas, as ordens Agaricales, Boletales e Polyporales apresentam maior destaque por suas
aplicabilidades (PUTZKE, 2017).

A classe Agaricomycetes compreende os fungos macroscopicos popularmente
conhecidos como cogumelos e/ou orelha de pau (MATTOS, 2020). Esses fungos possuem
fundamental importancia na natureza realizando a ciclagem de nutrientes através da producéo
de metabdlitos secundarios e enzimas (SILVA, 2013).

A variedade de habitats onde ocorrem é bastante ampla, indo da regido do Artico até aos
Tropicos (BANARES-BAUDET; TEJERA, 2014). Considerando a diversidade de substratos e
habitats por eles ocupados, tais organismos apresentam espécies de comportamento
simbidntico, saprofito e parasita (MATTQOS, 2020).
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O comportamento simbidntico ocorre de forma mutualistica, como exemplo, os linquens
e micorrizas (MATTQOS, 2020). Os fungos saprobios (decompositores) séo responsaveis pela
degradacdo da matéria morta, podendo citar o género Marasmius (PUTZKE, 2017). J& os
fungos parasitas dependem de um hospedeiro vivo, do qual retiram os nutrientes necessarios
para sobreviver, podendo ser uma planta ou um animal, como por exemplo o fungo
Moniliophtora perniciosa , pertencente a ordem Agaricales, este fungo ataca o cacaueiro
(Theobroma cacao), provocando o aparecimento da doenga conhecida como vassoura-de-bruxa
(BARBOSA, 2018).

Os fungos tém importancia primordial nos diversos ambientes, atuando na

decomposicdo de matéria organica, sobretudo nos ecossistemas florestais (MATTOS, 2020).

Atividades antimicrobiana

Os Agaricomycetos vem sendo estudados hd muitos anos na busca de metabolitos
secundarios e ja& sdo evidenciadasatividades anti-inflamatoria (CASTRO et al., 2014),
antifangica (OLIVEIRA, 2021), antimicrobiana (HELENO et al., 2015; OLIVEIRA, 2021),
antibacteriana (COSTA et al., 2021), antioxidante (REN et al., 2014), antiviral (MIZERSKA-
DUDKA et al., 2015) e antitumoral (SIVANANDHAN et al., 2017).

Também sdo considerados alimentos funcionais por serem ricos em proteinas, sais
minerais, ferro, vitaminas do complexo B, calcio, fibras e outros elementos essenciais, além de
apresentarem baixos teores de gorduras e carboidratos. O consumo desses alimentos ajuda na
prevencdo do desenvolvimento de doencas metabdlicas e doencas cronico-degenerativas,
contribuindo para o funcionamento saudavel do organismo (KHATUN et al., 2020). Conforme
a Associacdo Nacional dos Produtores de Cogumelo (ANPC), as principais espécies
comestiveis, cultivadas no Brasil, sdo Agaricus bisporus (Champigon de Paris), Lentinula
edodes (Shiitake) e Pleorotus sp. (Shimeji, cogumelo ostra) (ANPC, 2017).

H& muitos anos os fungos eram utilizados para o tratamento de feridas infecciosas, no
entanto, foi em 1929 que essas substancias receberam destaque, com a descoberta da Penicilina,
com isso, deu-se inicio ao crescimento de pesquisas a fim de descobrir novas substancias com
atividade antimicrobiana, contra diversas bactérias e fungos e antiparasitarias (CARVALHO,
2007).

A tendéncia na exploragdo de compostos obtidos de fungos, como enzimas, proteinas e
polissacarideos, tem aumentado nos ultimos anos, por serem substancias que apresentam
propriedades biotecnoldgicas (ALEXANDRE et al., 2010).
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Os metabolitos secundarios produzidos por Agaricomycetes apresentam grande
importancia e sdo aplicados na industria alimenticia, na biorremediacdo e principalmente na
industria farmacéutica (ABREU et al., 2015). A composicdo desses metabdlitos varia de
enzimas, polissacarideos, compostos fendlicos, entre outros e que podem atuar como substancia
antimicrobiana (HELENO et al., 2015; STAJIC et al., 2017). Como exemplo, fungos do género
Agaricus que possui uma parede celular rica em B-glucanos e &cidos linoleicos que Ihe confere
acdo antimicrobiana (SMIDERLE et al., 2013; AGATA; WLODZIMIERZ, 2017; BHUSHAN;
KULSHRESHTHA, 2018).

Diante da vasta aplicabilidade dos agaricomicetos, pesquisadores buscam novos
compostos para combater a resisténcia microbiana. A resisténcia microbiana adquirida pode ser
definida quando bactérias, virus, fungos e parasitas alteram-se ao longo do tempo e deixam de
responder a medicamentos aos quais anteriormente eram susceptiveis (WHO, 2021).

A resisténcia microbiana é uma das maiores ameacas mundiais para a saude publica,
com varias patologias de origem microbiana, especialmente bacteriana. Estudos com patdgenos
de importancia meédica, como espécies de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans tém sido realizados na busca de
resultados positivos com novos principios (SILVA et al., 2010; CAVALCANTE et al., 2013;
FERNANDES et al., 2021)

Staphylococcus aureus é uma bactéria patogénica que, frequentemente, acomete
pacientes hospitalizados, se associando a morbidades e mortes. Pertence ao grupo dos cocos
Gram-positivos que faz parte da microbiota humana, mas que pode provocar doencgas gque vao
desde uma infeccdo simples, até as mais graves, como pneumonia, meningite, entre outras
(SILVA et al., 2010).

Streptococcus pneumoniae € causadora de infeccbes comumente associadas a doencas
respiratorias como pneumonia. Tal género engloba os cocos gram-positivos de maior
importancia em medicina humana e animal, por serem agentes etiologicos de patologias
conhecidas e extensamente estudadas como é o caso da pneumonia (CAVALCANTE et al.,
2013).

As bactérias Escherichia coli e Klebsiella spp. sdo bacilos Gram-negativo anaerdébios
facultativos que habitam a flora intestinal e atuam como patdgenos oportunistas importantes,
capazes de causar numerosas infecdes intra-abdominais, seja no homem ou em animais. A

bactéria E. coli é a causa frequente de infecgdes do trato urinario (CAVALCANTE et al., 2013),
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jé as bactérias do género Klebsiella sdo causas importantes de pneumonia (ASSUNCAO et al.,
2018).

O género Candida é responsavel pela maioria das infecgdes fungicas no ambiente
hospitalar e constitui causa relevante de infeccGes de corrente sanguinea e candidiase vaginal
(FERNANDES et al., 2021). Essas leveduras apresentam importancia pela alta frequéncia de
colonizagéo no humano.

No Brasil, as pesquisas sobre antimicrobianos tem crescido exponencialmente, tendo
em vista que a resisténcia microbiana frente aos farmacos existentes é um fator preocupante.
As espécies de agaricomicetes, tais como Calvatia rugosa, Leucoagaricus sp., Leucocoprinus
venezuelanus, Psathyrella sp., Leucocoprinus cf. brebissonii, Simocybe tucumana,
Xeromphalina tenuipes, Coprinopsis sp., Marasmius haematocephalus, Psathyrella
candolleana, Pleurotus sp., Gloeophyllum sp., Earliella scabrosa, Trametes sp.,
Oudemansiella canarii, Oudemansiella cubensis, Tyromyces duracinus sédo algumas espécies
com potencial antimicrobiano descritas na literatura (ROSENBERGER, 2018; COSTA et al.,
2021; OLIVEIRA et al., 2021).

Ha um vasto potencial biotecnologico e poucos estudos com objetivo a descoberta de
novos compostos produzidos por Agaricomycetos, especialmente no Brasil, sendo a maior parte
dos estudos com cogumelos comestiveis, cujas espécies sdo facilmente reconhecidas (LIMA,
2009).

Atividade enzimatica

Enzimas sdo proteinas constituidas por longas cadeias de aminoacidos unidas por
ligacGes peptidicas em uma sequéncia geneticamente determinada (SANTIAGO et al., 2021).
As enzimas sdo produtos de alto valor agregado e com a introducdo da biocatalise, numerosos
processos foram comercializados a fim de gerar produtos relevantes no mercado (CHOI et al.,
2015).

Em geral, sdo encontradas em vegetais, animais e microrganismos, porém no ambito
industrial, os microrganismos sdo as fontes preferenciais, pois sdo faceis de controlar e
manipular geneticamente, apresentam altas taxas de reproducdo, facil adaptacdo ao meio de
cultivo, sdo mais estaveis, com producdo econémica e exigindo menor necessidade de tempo e
espaco (PORTER et al., 2016; SINGH et al., 2016; RAVEENDRAN et al., 2018).
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Existem 510 enzimas de origem microbiana utilizadas comercialmente. Das enzimas
industriais, 75% séao hidroliticas (VIGNESWA RAN et al., 2014; LIU et al., 2017). As enzimas
séo divididas de acordo com o tipo de reagéo por elas realizada.

As lipases séo biocatalisadoras que apresentam diversas aplicacOes, razdo pela qual a
sua participacdo no mercado mundial de enzimas industriais cresce exponencialmente
(SANTIAGO et al., 2021). Estas enzimas catalisam a hidrolise total ou parcial de triacilglicerol
em glicerol e acidos graxos livres apresentando uma capacidade Unica de agir apenas na
interface 6leo/agua (RAY, 2015). Uma das principais aplicacdes das lipases é no processamento
de alimentos para a obtencdo de acidos graxos livres através das gorduras presentes nos
alimentos (MEHTA et al., 2017). Estas enzimas podem ainda ser utilizadas na industria
farmacéutica, no tratamento de efluentes e na producéo de biodiesel (CARVALHO et al., 2003;
MEHTA et al.,, 2017). Exemplos de Basidiomycetes produtores de lipases sdo: Antrodia
cinnamomea, Bjerkandera adusta, Grifola frondosa, Phellinus igniarius, Laetiporus
sulphureus, Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus (LIN; KO, 2005; BANCERZ;
GINALKA 2007; KRUPODOROVA et al., 2014).

A celulose é um polimero linear, que contém cerca de 15 mil unidades de D-glicose
unidas por ligagdes glicosidicas na forma B-1,4. Tais cadeias individuais estabelecem ligacdes
de hidrogénio tornando-a rigida (SANTIAGO et al., 2021). Afim de degradar estas moléculas,
0s microrganismos produzem uma mistura de enzimas denominadas celulases. Estas enzimas
agem coletivamente e apresentam elevada especificidade para romper as ligacdes glicosidicas
B-1,4 (CASTRO et al., 2010). As principais aplicaces da celulase sdo na fabricacdo de
biocombustiveis, papel, alimentos, bebidas, detergentes e racdo animal (KAPOOR et al., 2016).
Alguns exemplos de agaricomicetos produtores de celulase sdo Tyromyces palustres,
Fomitopsis sp., Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Agaricus arvensis,
Pleurotus ostreatus, Phlebia gigantean (KUHAD et al., 2011)

As amilases consistem em um grupo de hidrolases que catalisam a quebra do amido em
unidades de dextrina, maltose e glicose (SIMAIR et al., 2017). Para o processamento
enzimatico do amido ocorrer, sdo necessarias temperaturas elevadas, utilizando enzimas
termoestaveis. As principais aplicacdes das amilases estdo relacionadas a producdo de
adocantes, xaropes, detergentes, etanol, acetona e 4&cido latico (CHRISTOPHER;
KUMBALWAR, 2015; WANG et al., 2016). Alguns agaricomicetos produtores de amilases

sdo Daedalea sp., Pycnoporus sanguineus, Trametes sp., Ganoderma sp., Stereum sp.,
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Agrocybe aegerita, Coprinus comatus, Fomitopsis pinicola (SOUZA et al, 2008;
KRUPODOROVA et al., 2014).

As proteases realizam varios processos fisiologicos através do controle da sintese e
degradacdo de proteinas, catalisando a hidrolise de aminoacidos especificos dentro de
polipeptideos. As principais atuacdes das proteases sdo na producdo de detergentes, fabricacéo
de cerveja, carne, laticinios, processamento de alimentos, couro, racdo animal, e produtos
farmacéuticos (KAPOOR et al., 2016; DA SILVA BRAGA, 2020). As vendas de proteases
representam mais de 60% de todas as vendas de enzimas industriais no mundo e ainda
constituem o melhor segmento de produtos no mercado global de enzimas industriais (GAETE
et al., 2020, ARAUJO et al., 2020). A producdo de proteases tem sido evidenciada por
diferentes espécies de agaricomicetos como Lentinus villosus, Lentinus citrinus, Lentinus
edodes, Pleurotus albidus, Piptoporus betulinus, Laetiporus sulphureus € Termitomyces
clypeatus (KIRSCH et al., 2013; MAJUMDER et al., 2014; KRUPODOROVA et al., 2014;
MARTIM et al., 2017; MAGALHAES et al., 2019; DA SILVA BRAGA, 2020).

A identificacdo de microrganismos potenciais produtores de enzimas é essencial para
garantir o abastecimento aos processos industriais (SANTOS et al., 2020).

O Bioma Amazbnico apresenta alto potencial para a busca de novos extratos
enzimaticos a serem explorados para a aplicacdo biotecnoldgica, pois oferece uma riqueza
imensuravel em biodiversidade fangica (HARMS et al., 2011; ELISASHVILI, 2012;
FONSECA, 2013; PEREIRA et al., 2017).
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4. OBJETIVOS
4.1 Geral
Avaliar a atividade antimicrobiana e enzimatica de fungos Agaricomycetes da Reserva
Florestal Humaita, Acre, Brasil.

4.2 Especificos

v Relatar as ocorréncias, atividade antimicrobiana e enzimatica de fungos Agaricomycetes
no Sudoeste Amazonico;

v Descrever a ocorréncia de fungos Agaricomycetes da Reserva Florestal Humaita, Acre,
Brasil;

v' Avaliar a atividade antimicrobiana de fungos Agaricomycetes da Reserva Florestal
Humaita, Acre, Brasil,

v' Analisar a producdo das enzimas hidroliticas de fungos Agaricomycetes da Reserva
Florestal Humaita, Acre, Brasil.
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ABSTRACT

Agaricomycetes are fungi that have a variety of shapes, textures and colors and play important
roles in nature, such as nutrient cycling, in addition to acting in the decomposition of organic
matter through the production of secondary metabolites. These fungi are highlighted for
producing a variety of compounds and enzymes with nutritional and medicinal properties.
However, the knowledge of the diversity of this group of fungi is still insufficient, as well as
their biological and enzymatic activities. Thus, the objective of this work is to describe the
occurrence, biological and enzymatic activities of Agaricomycetes from the Brazilian Amazon.
The present study is a systematic review with the literature search done in the following
databases: Scielo, Google Scholar, PubMed and ScienceDirect. The descriptors used were:
Basidiomycota, Agaricomycetes, Mushroom, antimicrobial activity, antitumor activity,
antioxidant activity, anti inflammatory activity, immunomodulator, enzymatic activity and
Brazilian Amazon. We used as inclusion criteria articles in Portuguese and English, published
between 2010 and 2021 and that had the full text available and presented relevance to the
exposed topic, and as exclusion criteria, works not done in the Brazilian Amazon, duplicate
articles in the databases search or outside the topic under study. A total of 40 articles, published
between 2010 and 2021, were selected for analysis. 253 species of Agaricomycetes fungi were

described for the Brazilian Amazon, with the most frequent orders being Polyporeles (52.96%),
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Hymenochetales (15.81%) and Agaricales (12.64%). Six studies were found on antimicrobial
activity for promising Agaricomycete fungi against the bacteria Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus and the fungi Candida albicans, Candida parapsilosis and
Candida tropicalis. For the antioxidant activity, a study described the species Lentinus citrinus
with high amounts of antioxidant compounds. For enzymatic activity, five studies reported
Agaricomycete fungi producing protease, cellulase, amylase, pectinase, laccase and xylanase
enzymes. This review shows the scarcity of studies on the description and technological
potential of Agaricomycetes from the Brazilian Amazon, highlighting the need to encourage
the study of this group of organisms.

Keywords: antimicrobial, mushroom, Polyporales, protease.

INTRODUCTION

Agaricomycetes are fungi that have a wide variety of shapes, textures and colors and
play important roles in nature, such as maintaining ecosystems, ensuring the cycling of
nutrients, in addition to acting in the decomposition of organic matter through the production
of primary and secondary metabolites.*

They have a wide distribution in the Brazilian territory and although the literature
presents works that approach the diversity of Agaricomycetes in the North,® South,*
Southeast,>® North East’ and Midwest®. However, knowledge of the diversity of this class is
still insufficient, as well as studies on biological and enzymatic activity.

Such fungi stand out for producing a variety of compounds with nutritional and
medicinal properties, showing anti-inflammatory,® antioxidant,’® immunomodulatory,*
antitumor,*? antiparasitic'® and antimicrobial,** which may be able to inhibit microorganisms
that are resistant to common antibiotics.*

In addition to the compounds already mentioned, Agaricomycetes are producers of
enzymes, such as amylases, cellulases, proteases and lipases, which have advantages for large-

scale production, with potential application in the replacement of conventional chemical
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processes and of industrial interest, also presenting uses in the environmental recovery, working
in the recycling of agricultural and agro-industrial residues.*®

Thus, the objective of this work was to review the occurrence, biological and enzymatic
activities of Agaricomycetes from the Brazilian Amazon.

MATERIAL AND METHODS

The present study is a systematic review with the literature search done in the following
databases: Scielo, Google Scholar, PubMed and Science Direct. The descriptors used were:
Basidiomycota, Agaricomycetes, mushroom, antimicrobial activity, antitumor activity,
antioxidant activity, anti-inflammatory activity, immunomodulatory, enzymatic activity and
Brazilian Amazon.

The study included articles in Portuguese and English, published between 2010 and
2021, as well as articles that had the full text available and were relevant to the exposed topic.
The exclusion criteria were: work not done in the Brazilian Amazon, duplication of articles

when found in more than one search base and outside the topic under study.

RESULTS

A total of 16,686 articles were found in the Google Scholar database, 10 in PubMed,
333 in Science Direct and 4 in Scielo. Applying the inclusion and exclusion criteria, a total of
40 articles published between 2010 and 2021 were selected for analysis (Figure 1). All works

were organized by descriptors and database (Table 1).

Selected
Google Scholar Google Scholar
N = 16.686 = N=40
ScienceDirect ScienceDirect
N=333 = N=0
Total selected articles
N =40
PubMed = 8 PubMed
N=10 N=0
Scielo — Scielo
N=14 N=0
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Figure 1. Total number of articles selected for systematic review of occurrence, biological
and enzymatic activities of Agaricomycetes from the Brazilian Amazon.

Table 1. List of descriptors and database used to search for occurrence, biological and

enzymatic activities of Agaricomycetes in the Brazilian Amazon.

Descriptor Google Scholar Science Direct PubMed Scielo
Basidiomycota + 1.330 38 4 2
Brazilian Amazon
Agaricomycetes + 443 9 0 1
Brazilian Amazon
Mushroom + 7.880 213 6 1
Brazilian Amazon
Antimicrobial activity + 1.610 8 0 0
Brazilian Amazon + Basidiomycota
Antimicrobial activity + Brazilian 273 2 0 0
Amazon + Agaricomycetes
Antitumoral activity + 571 0 0 0
Brazilian Amazon + Basidiomycota
Antitumoral activity + Brazilian 117 0 0 0
Amazon + Agaricomycetes
Antioxidant activity + 822 5 0 0
Brazilian Amazon + Basidiomycota
Antioxidant activity + Brazilian 155 1 0 0
Amazon + Agaricomycetes
Anti inflammatory activity + Brazilian 433 0 0 0
Amazon + Basidiomycota
Anti inflammatory activity + Brazilian 80 0 0 0
Amazon + Agaricomycetes
Immunomodulator + 186 0 0 0
Brazilian Amazon + Basidiomycota
Immunomodulator + Brazilian 41 0 0 0
Amazon + Agaricomycetes
Enzymatic activity + Brazilian 425 1 0 0
Amazon + Agaricomycetes
Enzymatic activity + Brazilian 2.320 11 0 0
Amazon + Basidiomycota
Total 16.686 333 10 4

Of the 40 articles selected, 26 (65%) were related to the description of 253 species of

Agaricomycetes distributed in 11 orders: Polyporeles (52.96%), Hymenochetales (15.81%),
Agaricales (12.64%), Geastreales (5.92%), Russulales (4.34%), Phalalles (3.16%), Boletales
(1.58%), Corticiales (0.79%), Auriculariales (0.39%), Dacrymycetales (0, 39%) and

Cantharellales (0.39%) (Figure 2). There were still four species reported with uncertainty of

identification, corresponding to 1.58% of the data collected (Table 2).
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Table 2. List of Agaricomycetes species from the Brazilian Amazon reported in the literature.

Order Species Reference
Polyporales Abundisporos rosealbus Soares et al., 20143
52.96% Xavier et al., 20187

Abundisporus violaceus
Amauroderma boleticeum
Amauroderma calcigenum
Amauroderma camerarium

Amauroderma exile
Amauroderma intermedium

Amauroderma omphalodes
Amauroderma partitum
Amauroderma praetervisum
Amauroderma schomburgkii

Amauroderma sprucei
Amauroderma trichodermatum
Amauroderma subrugosum
Antrodiella murrillii
Ceriporia amaz6nica
Ceriporia purplrea
Ceriporia xylostromatoides
Coriolopsis brunneoleuca

Coriolopsis byrsina
Coriolopsis caperata

Coriolopsis floccosa

Coriolopsis psila
Coriolopsis hostmannii
Daedalea dochmia
Datronia mollis
Dichomitus amazonicus
Dichomitus campestres
Dichomitus cavernulosus
Diplomitoporus allantosporus
Earliella scabrosa

Echinochaete brachypora

Favolus brasiliensis
Favolus tenuiculus

Flaviporus hydrophilus

Flaviporus liebmannii

Fomes extensus
Fomes fasciatus
Fomitella supina
Fomitopsis cupreorosea
Fomitopsis roseoalba
Fomitopsis scalaris
Funalia aspera
Funalia caperata
Ganoderma amazonense
Ganoderma australe

Ganoderma citriporum
Ganoderma colossos
Ganoderma multiplicatum

Ganoderma orbiforme

Medeiros et al., 20158
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014

Xavier et al., 2018

Soares et al., 2014

Soares et al., 2014
Cavalcante et al., 2019%°

Xavier et al., 2018

Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Costa et al., 20212
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014

Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
Cavalcante et al., 2019
Xavier etal., 2018
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Pinto et al., 2020
Xavier etal., 2018
Medeiros et al., 2015
Costa et al., 2021
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014

Xavier etal., 2018

Gomes-Silva et al., 20112
Gomes-Silva et al., 2011
Xavier etal., 2018
Medeiros et al., 2015
Gomes-Silva et al., 2011

Gomes-Silva et al., 2011
Soares et al., 2014
Gomes-Silva et al., 2011
Xavier etal., 2018
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Ganoderma parvulum
Ganoderma resinaceum
Ganoderma stipitatum

Ganoderma tornatum
Ganoderma zonatum
Grammothele fuligo

Grammothele lineata
Grammothele subargentea

Gloeporus thelephoroides
Haddowia longipes

Hexagonia hydnoides

Hexagonia papyracea

Hexagonia variegata
Humphreya coffeata

Junghuhnia carneola
Junghuhnia subundata

Leiotrametes lactinea
Lentinus swartzii
Lentinus crinitus
Lentinus berteroi
Lenzites elegans

Loweporus tephroporus
Megasporoporia setulosa

Megasporoporiella cavernulosa

Microporellus delbatus
Microporellus obovatus

Navisporus sulcatus
Nigrofomes melanoporus

Nigroporus rigidus
Nigroporus vinosus

Pachykytospora alabamae

Panus cf. similis

Panus velutinus

Panus strigellus

Perenniporia medulla-panis
Perenniporia aurantiaca
Perenniporia brasiliensis
Perenniporia centrali-africana
Perenniporia contraria

Perenniporia cremeopora

Perenniporia inflexibilis

Perenniporia martii

Perenniporia parvispora
Perenniporia ohiensis
Perenniporia roseoisabellina

Perenniporia sprucei

Perenniporia stipitata

Soares et al., 2014
Gomes-Silva et al., 2011
Xavier etal., 2018
Gomes-Silva et al., 2011
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Gomes-Silva et al., 2011
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Costa et al., 2021
Gomes-Silva et al., 2011
Soares et al., 2014
Cavalcante et al., 2019
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Costa et al., 2021
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Gomes-Silva et al., 2011
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Xavier et al., 2018
Xavier et al., 2018

Cavalcante et al., 2019

Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018

Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
Cavalcante et al., 2019

Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018

Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
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Polyporus arcularius
Polyporus dictyopus

Polyporus grammocephalus
Polyporus guianensis

Polyporus ianthinus
Polyporus leprieurii

Polyporus tenuiculus
Polyporus tricholoma
Porogramme albocincta
Pycnoporus sanguineus
Pyrofomes lateritius
Rigidoporus amazonicus

Rigidoporus biokoensis

Rigidoporus lineatus
Rigidoporus microporus
Rigidoporus ulmarius
Rigidoporus undatus
Rigidoporus vinctus
Tinctoporellus epimiltinus
Trametes cotonea

Trametes cubensis

Trametes elegans
Trametes lactinea

Trametes membranacea
Tametes mdxima
Trametes modesta

Trametes nivosa

Trametes psila
Trametes supermodesta

Trichaptum byssogenum
Trichaptum griseofuscum
Trichaptum perrottetii

Trichaptum sector
Trichaptum sprucei

Trulla dentipora
Trulla meridae

Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Da Silva Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014

Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Cavalcante et al., 2019

Xavier et al., 2018
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Costa et al., 2021
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014

Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Xavier etal., 2018

Hymenochaetales Coltricia barbata
15.81%
Coltricia hamata
Fomitiporella cavicola
Fomitiporia baccharidis
Fomitiporia punctata
Fulvifomes dependens
Fulvifomes fastuosus

Fulvifomes grenadensis
Fulvifomes membranaceus

Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018

Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Cavalcante et al., 2019

Xavier etal., 2018
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Fulvifomes merrillii
Fulvifomes rimosus
Fulvifomes umbrinellus
Fuscoporia callimorpha
Fuscoporia contigua
Fuscoporia gilva
Fuscoporia undulata

Hymenochaete iodina
Inonotus calcitratus

Oxyporus corticola
Phellinidium lamaoense
Phellinus anchietanus
Phellinus baccharidis

Phellinus calcitratus
Phellinus caryophylleus
Phellinus gilvus
Phellinus grenadensis
Phellinus rimosus
Phellinus umbrinellus
Phellinus fastuosus

Phellinus griseoporus
Phellinus shaferi

Phylloporia spathulate

Schizopora flavipora
Trichaptum cf. abietinum
Trichaptum biforme
Trichaptum griseofuscum
Trichaptum perrottetii
Trichaptum sector
Tropicoporus dependens
Tropicoporus linteus
Xylodon flaviporus

Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Xavier etal., 2018
Soares et al., 2014
Cavalcante et al., 2019
Xavier et al., 2018
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Medeiros et al., 2015
Medeiros et al., 2015

Xavier et al., 2018
Medeiros et al., 2015
Soares et al., 2014
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Xavier et al., 2018
Soares et al., 2014
Soares et al., 2014
Nascimento et al., 2021%
Xavier etal., 2018

Agaricales Caripia montagnei
12.64% Clavaria cf. zollingeri
Cyathus albinus
Cyathus amazonicus
Cyathus earlei
Cyathus limbatus
Cyathus morelensis
Cyathus triplex
Entoloma azureoviride
Hygrocybe firma
Hygrocybe occidentalis
Hygrocybe miniata
Leucoagaricus rubrotinctum
Leucocoprinus fragilissimus

Leucocoprinus cf. brunneoluteus

Leococoprinus birnbaumii
Marasmius haematocephalus

Marasmius rotalis
Marasmius guyanensis
Morganella albostipitata
Morganella rimosa
Morganella fuliginea
Pleurotus djamor
Pleurotus ostreatus
Psilocybe cubensis
Ramariopsis kunzei
Rectipilus stromatoides
Schizophyllum cf. umbrinum
Trichopilus fasciculatus
Tricholoma flavovirens
Trogia cantharelloides
Tulostoma exasperatum
Oudemansiella cubensis

Cavalcante et al., 2019
Nascimento et al., 2021
Accioly et al., 2018

Cruzetal., 2012%
Accioly etal., 2018
Wartchow et al., 2019%
Cavalcante et al., 2019

Nascimento et al., 2021
Cavalcante et al., 2019

Cavalcante et al., 2019
Nascimento et al., 2021
Cavalcante et al., 2019
Nascimento et al., 2021

Alfredo et al., 201227

Cabral et al., 201428
Cavalcante et al., 2019

Nascimento et al., 2021

Gorjon et al., 2014%°
Nascimento et al., 2021
Coimbra; Gibertoni, 20153
Cavalcante et al., 2019
Costa et el., 2021
Trierveiler-Pereira et al., 20123
Costa et el., 2021

Geastreales Geastrum achinulatum

Da Silva et al., 201332
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5.92% Geastrum albonigrum Trierveiler-Pereira et al., 2012
Geastrum entomophilum Leite etal., 20113
Geastrum fimbriatum Leite etal., 2011
Geastrum hyalinum Assis et al., 2019%
Geastrum inpaense Cabral et al., 2014
Geastrum javanicum Leite etal., 2011
Geastrum lageniforme Gomes-Silva et al., 2011
Geastrum lageniforme Trierveiler-Pereira et al., 2012
Cabral et al., 2014
Geastrum lilloi Gomes-Silva et al., 2011
Geastrum lloydianum Cabral et al., 2014
Geastrum saccatum Gomes-Silva et al., 2011
Cabral et al., 2014
Geastrum schweinitzii Cabral et al., 2014
Geastrum triplex
Geastrum verrucoramulosum Cabral et al., 2017
Russulales Gloeodontia halocystidiata Gorjon et al., 20123
4.34% Gloiothele incrustata Gorjon et al., 2012
Gloiothele larssonii Gorjon et al., 2012
Lactifluus guttulatus Silva-Filho et al., 202136
Lactifluus spathuliformis
Lactifluus piperogalactus
Lactifluus lepus
Larssoniporia tropicalis Xavier etal., 2018
Peniophora wallacei Gorjon et al., 2012
Wrightoporia avellanea Xavier et al., 2018
Wrightoporia tropicalis Soares et al., 2014
Phallales Phallus atrovolvatus Cabral et al., 2014
3.16% Phallus denigricans Cabral et al., 2019
Phallus purpurascens Cabral et al., 2019
Phallus indusiatus Cabral et al., 2019
Cabral et al., 2014
Santana et al., 2019%7
Nascimento et al., 2021
Phallus merulinus Cabral et al., 2014
Mutinus caninus Trierveiler-Pereira et al., 2012
Mutinus fleischeri Cabral et al., 2014
Staheliomyces cinctus Cabral et al., 2014
Boletales Scleroderma anomalosporum Baseia et al., 201638
Almeida et al., 2021%
1.58% Scleroderma camassuense Baseia et al., 2016
Scleroderma duckei Baseia et al., 2016
Scleroderma minutisporum Alfredo etal., 2012
Polyporales — Junghuhnia subundata Soares et al., 2014
Incertae sedis
1.58% Leiotrametes lactinea Xavier et al., 2018
Lenzites elegans Soares et al., 2014
Lentinus swartzii Xavier etal., 2018
Corticiales Dendrothele nakasoneae Gorjon etal., 2012
0.79% Dendrothele ornata Gorjon etal., 2012
Awuriculariales Auricularia delicata Cavalcante et al., 2019
0.39% Nascimento et al., 2021
Dacrymycetales Dacryopinax spathularia Cavalcante et al., 2019
0.39% Nascimento et al., 2021
Cantharellales Cantharellus amazonenses Wartchow et al., 2012
0.39%
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Figure 2. Distribution of fungi of the Class Agaricomycetes from the Brazilian
Amazon. A. Most frequent orders. B. Most frequent genera of the order Polyporales.
C. Most frequent genera of the order Hymenochaetales. D. Most frequent genera of

the order Agaricales.

Biological activity

Seven studies about the antimicrobial activity and one of antioxidant of Agaricomycetes

from the Brazilian Amazon were identified. The Agaricomycetes tested were positive against

the bacteria Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus, and the fungi

Candida albicans, Candida parapsiolosis and Candida tropicalis (Table 3).

Table 3. Biological activities of Agaricomycetes from the Brazilian Amazon.

Biological

activity Microorganism

Fungus Reference

Antibacterial Escherichia coli

46.42%

Cyclomyces iodinus
Gloeoporus thelephoroides
Gloeophyllum sp.
Hydnopolyporus fimbriatus
Lentinus citrinus
Lentinus citrinus
Marasmius sp.
Neolentinus lepideus

Santos et al., 20204

Oliveiraetal., 20214
Santos et al., 2020
Castillo et al., 20174
Bertéli et al., 202143
Santos et al., 2020
Castillo et al., 2017
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Oudemansiella canarii
Phellinus gilvus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus sp.

Trametes sp.

Oliveiraetal., 2021
Santos et al., 2020
Castillo et al., 2018*
Oliveiraetal., 2021

Staphylococcus aureus
25%

Cymatoderma sp.
Favolus tenuiculus
Ganoderma cf. Amazonense
Gloeophyllum sp.
Lentinus citrinus
Oudemansiella cubensis
Pleurotus sp.

Santos et al., 2020

Oliveiraetal., 2021
Bertéli et al., 2021
Costa et al., 2021
Oliveiraetal., 2021

Klebsiella pneumoniae
17.85%

Coriolopsis caperata
Cymatoderma sp.
Ganoderma cf. Amazonense
Hydnopolyporus fimbriatus
Polyporus grammocephalus

Santos et al., 2020

Streptococcus pneumoniae
10.71%

Cymatoderma sp.
Pycnoporus sanguineus
Tyromyces cf. Polyporoides

Santos et al., 2020

Antifungal Candida albicans Earliella scabrosa Oliveiraetal., 2021
77.77% Gloeophyllum sp.
Lentinus citrinus Castilloet al., 2017
Neolentinus lepideus
Pleurotus ostreatus Castilloet al., 2018
Pleurotus sp. Oliveiraetal., 2021
Pleurotus eryngii Andrade et al., 2021
Candida parapsilosis Pleurotus eryngii Andrade et al., 2021
11.11%
Candida tropicalis Pleurotus eryngii
11.11%
Antioxidant B-tocoferol Lentinus citrinus Bertéli et al., 2021
acido oxalico
acido malico

acido p-hidroxibenzoico

Enzymatic activity

Five studies developed with Agaricomycetes from the Brazilian Amazon, producers of

xylanase, pectinase, cellulase, protease, amylase and laccase enzymes were found (Table 4).

Table 4. Enzymatic activity of Agaricomycetes from the Brazilian Amazon.

Enzyme Fungus Reference
Xilanase Fomitopsis subtropical De Aratjjo et al., 20194
27.27% Marasmius cladophyllus
Neonothopanus nambi
Phanerochaete australis
Perenniporia tephropora
Trametes sp. Pereira et al., 20164’
Pectinase Fomitopsis subtropical De Aradjo et al., 2019
22.72% Marasmius cladophyllus
Neonothopanus nambi
Phanerochaete australis
Perenniporia tephropora
Celulase Fomitopsis subtropical De Aradjo et al., 2019
18.18% Marasmius cladophyllus
Neonothopanus nambi
Trametes sp. Pereira et al., 2016
Protease Lentinus citrinus Ana et al., 201748
13.63% Pleurotus albidus Martim et al., 20214

Pleurotus ostreatoroseus

Ana et al., 2017
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Fonseca et al., 2014

Amilase Fomitopsis subtropical De Aradjo et al., 2019
13.63% Neonothopanus nambi
Perenniporia tephropora
Lacase Panus lecomtei De Aragjo et al., 2019
4.54%
DISCUSSION

The most common orders of Agaricomycetes in the Brazilian Amazon were
Polyporales, Hymenochaetales and Agaricales.

The highest occurrence of Polyporales is unusual, as the order Agaricales is the one that
represents the greatest diversity of species in the phylum Basidiomycota, which presents about
31,515 species, within the estimate of 1.5 million fungal species.>°

The Brazilian Amazon has a wide biodiversity and is characterized by a considerable
species richness and high levels of endemism. The occurrence of these orders is more frequent
in forest biomes, as they find in these places the conditions that guarantee their physiological
needs, acting as decomposers of organic matter, mainly cellulose and lignin, and maintaining
the environments.>!

In the record of macroscopic fungi done in the Brazilian Cerrado®® 95 species of the
phylum Agaricomycota, 23 families and 11 orders were identified, with the order Polyporales
also being more frequent. Cyathus, Geastrum, Phallus and Scleroderma were genera described
in the state of Sdo Paulo,® and Pycnoporus sanguineus, Coriolopsis caperata, Amauroderma
praetervisum, species reported in the Cerrado® and which were also reported in this work,
evidencing the wide distribution in the country.

Regarding antimicrobial activity, the most frequently inhibited microorganism was the
bacteria Escherichia coli, a Gram-negative bacteria. Studies report better results of
Agaricomycetes studied against Gram-positive bacteria®>>® unlike what was found in this work,
where 64.27% of fungi were effective against Gram-negative bacteria.

The literature reports that Pleurotus ostreatus and Lentinus sp. from different biomes
also showed positive results against E. coli °"%8%°, Lentinus sp. it also showed positive results
against the fungus Candida albicans.>®

Compounds present in Ganoderma australe were able to inhibit the bacteria E. coli and
S. aureus and the fungus Candida albicans.®® This may be because Agaricomycetes species of
this genus share these compounds, with similar results being found.

No studies were found with the species Coriolopsis caperata, Cyclomyces iodinus,

Cymatoderma sp., Tyromyces cf. polyporoides and Neolentinus lepideus, leading to the

45



observation that these were the first works to address the antimicrobial potential for these
species.

Regarding antioxidant activity, the only Amazonian Agaricomycete described was
Lentinus citrinus. Currently the excessive amount of free radical species, which cause oxidative
stress, is mainly associated with the pathology of many diseases.> Thus, the investigation for
natural antioxidants without side effect for safe consumption by people has become increasing.

The vast majority of mushrooms are reported as a source of bioactive compounds with
important pharmacological properties and are considered functional foods.®! These compounds
are mainly phenolic compounds, tocopherols, carotenoids and phenolic acids,®? these natural
antioxidant compounds being known with anti-inflammatory and anticancer properties.%%%*

The literature reports that Pleurotus ostreatus and Agaricus subrufescens showed high
concentrations of phenolic compounds with antioxidant activities, and may be considered
functional foods.%®

For enzymatic activity, the most reported enzymes in this study were xylanase (27.27%),
pectinase (22.72%) and cellulase (18.18%). Most of the fungi that showed enzymatic activity
for xylanase and cellulase belong to the Polyporales order, possibly due to their role as
decomposers of wood and plant residues.®®

The fungus Pleurotus ostreatoroseus, when cultivated in a culture medium with
controlled conditions, was able to produce the enzyme protease.®” Agaricomycetes have a large
enzymatic apparatus used in several industrial branches. ®found that the fungus Pleurotus
ostreatoroseus was able to produce the protease enzyme, with a temperature of 40 °C and pH
5.0, and also the production of amylase and cellulase.®® Species of Trametes were also
producers of cellulase and laccase enzymes.”®"?

Other cited species were not found in the literature with records of enzymatic activity,
these being pioneering works. No studies were found reporting the production of the lipase

enzyme for Amazonian Agaricomycetes.

CONCLUSION

The most common orders of fungi of the Class Agaricomycetes in the Brazilian Amazon
are Polyporales, Hymenochetalles and Agaricales, and studies with biological activities, such
as antimicrobial, antitumor, antioxidant, anti-inflammatory, immunomodulatory and enzymatic
are still scarce. This review shows the need to develop research with fungi of the Phylum

Basidiomycota in the Brazilian Amazon.

46



ACKNOWLEDGMENT

To the Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) for

granting the scholarship.

REFERENCES

1.

Azevedo E, Barata M. Diversidade no reino Fungi e aplicaces a Industria. Ciéncia
Elementar. 2018; 6(4):1-7.

Ishikawa NK, Isla RV, Chaves R, Cabral T. Macrofungos da Amazo6nia: Importéancia e
Potencialidades. Ciéncia e Ambiente. 2012; 44(1):130-9.

Soares AMS, Sotdo HMP, Medeiros PS, Gibertoni TB. Riqueza de fungos poliporoides
(Agaricomycetes, Basidiomycota) em uma Floresta Ombrofila densa no Amapa,
Amazonia Brasileira. Boletim do Museu de Biologia Mello Leitdo. 2014; 35(1): 5-18.
Pires EZ, Dalbosco EZ, Goncgalves MJ, Tonini RCG. Basidiomycetes biodiversity
founded in a fragment of Araucaria Forest. Ambiéncia Guarapuava. 2014; 10(2):489-
496.

Motato-Vasquez V, Pires RM, Gugliotta AM. Polypores from an Atlantic rainforest area
in southeast Brazil: pileate species. Revista Brasileira de Botanica. 2014; 38(1): 149-
164.

Manzato BL, Manzato CL, Santos PL, Passos RS, da Silva Junior TAF. Diversity of
macroscopic basidiomycetes in reforestation areas of Eucalyptus spp. Scientia
Forestalis. 2020; 48(128): 3305-3311.

Azevedo CO; Caires CS, Trierveiler-Pereira L. Primeiro registro de Lysuraceae Corda
(Phallales, Basidiomycota, Fungi) para o Nordeste brasileiro. Hoehnea. 2021; 48(1): 1-
5.

Castro MT. Micodiversidade Associada a Arvores de Copaifera langsdorffii Desf. em

Brasilia, Distrito Federal. Floresta e Ambiente. 2015; 22(2):256-61.

47



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Im KH, Nguyen TK, Kim JK, Choi JH, Lee TS. Evaluation of anticholinesterase and
inflammation inhibitory activity of medicinal mushroom Phellinus pini
(Basidiomycetes) Fruiting Bodies. International Journal of Medicinal Mushrooms.
2016; 18(11):1011-1122.

Greeshma P, Ravikumar KS, Neethu MN, Pnadey M, Zuhara KF, Janardhanan KK.
Antioxidant, anti-inflammatory and antitumor activities of cultured mycelia and fruiting
bodies of the elm oyster mushroom, Hypsizygus ulmarius (Agaricomycetes).
International Journal of Medicinal Mushrooms. 2016; 18(3):235-244.

Xu D, Wang H, Zheng W, Gao Y, Wang M, Zhang Y, Gao Q. Charaterization and
immunomodulatory activities of polysaccharide isolated from Pleurotus eryngii.
International Journal of Biological Macromolecules.2016; 92(1478): 30-36.

Sovrani V, Rosa J, Paula DM, Colodi FG, Tominaga TT, Dalla HSS, Rebeca R. In vitro
and in vivo antitumoral activity of exobiopolymers from the royal sun culinary-
medicinal mushroom Agaricus brasiliensis (agaricomycetes). International Journal of
Medicinal Mushrooms. 2017; 19(9): 767-775.

Abugri DA, Ayariga JA, Tiimob BJ, Yedjou CG, Mrema F, Witola, WH. Medicinal
Mushrooms as Novel Sources for New Antiparasitic Drug Development. Medicinal
Mushroom. 2019; 1(1):251-273.

Chandrasekaran G, Lee Y-C, Park H, Wu Y, Shin H-J. Antibacterial and antifungal
activities of lectin extracted from fruiting bodies of the korean cauliflower medicinal
mushroom, Sparassis latifolia (Agaricomycetes). International Journal of Medicinal
Mushrooms. 2016; 18(4): 291-99.

Peralta RM, Silva BP, Coérrea RGC, Kato CG, Seixas F, Bracht A. Enzymes from
Basidiomycetes - peculiar and efficient tools for Biotechnology. Biotechnology of

Microbial Enzymes. 2017; 1(1):119 -149.

48



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Silva CJA, Malta DJN. A importancia dos fungos na Biotecnologia. Ciéncias bioldgicas
e da saude. 2016; 2(3): 49-66.

Xavier WKS, Sotdo HMP, Soares AMS, Gibertoni TB, Rodrigues FJ, Ryvarden L
Riqueza de Agaricomicetos pordides da Serra do Navio, Amaz6nia Oriental, Brasil,
com um novo registro de Oxyporus lacera para o Brasil. Boletim do Museu Paraense
Emilio Goeldi, Ciéncias Naturais. 2018; 13(3): 303-15.

Medeiros PS, Cattanio JH. Riqueza e relacdo de fungos pordides lignoliticos
(Agaricomycetes) com o substrato na floresta amazonica brasileira. Boletim do Museu
Paraense Emilio Goeldi, Ciéncias Naturais. 2015; 10(3):423-436.

Cavalcante FS; campos MCC, De Lima, Janaina PS. Novas Ocorréncias de
Macrofungos (Basidiomycota) no Sul do Amazonas, Brasil. Ciéncia e Natura. 2021;
43(1) 46-66.

Costa, MRL, Santos, GS, Carvalho, CM. Occurrence and antimicrobial activity of
Agaricomycetes of the state of Acre, Brazil. South American Journal of Basic
Education, Technical and Technological. 2021; 8(2): 202-216.

Pinto DDS, santos LAC, Calacga, FJS, Almeida SDS. Food production potential of
Favolus brasiliensis (Basidiomycota: Polyporaceae), an indigenous food. Food Science
and Technology. 2020; 41(1): 183-188.

Gomes-Silva AC, Gibertoni TB, Ryvarden L. New records of Ganodermataceae
(Basidiomycota) from Brazil. Nova Hedwigia. 2011; 92(1-2): 83-94.

Nascimento GM, Cunha WL, Santos ADJM, Santos JS, Carvalho, LFL, Silva OB, Silva
ILA. Record of species of macrofungi in a fragment of the Amazon Forest in the state
of Maranhao, Brazil Record of species of macrofungi in a fragment of Amazon Forest
in the state of Maranhdo, Brazil. Brazilian Journal of Development. 2021; 7(8): 76520-

76536.

49



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Accioly T, Cruz R, Assis N, Ishikawa N, Hosaka K, Martin M, Baseia I. Amazonian
bird's nest fungi (Basidiomycota): Current knowledge and novelties on Cyathus
species. Mycoscience. 2018; 59(5):331-342.

Cruz RHS, Lima RAA, Braga-Neto R, Baseia I. Cyathus morelensis, a rare bird's nest
fungus in the Brazilian Amazon rainforest. Micosfera. 2012; 3(1): 880-82.

Wartchow, F.; Braga-Neto, RA. Second record of Entoloma azureoviride (Agaricales,
Basidiomycota) in the Brazilian Amazon. Hoehnea. 2019; 4(61): 1-6.

Alfredo DS, Leite AG, Braga-Neto R, Baseia IG. Two new Morganella species from
the Brazilian Amazon rainforest. Mycosphere. 2012; 3(1): 66-71.

Cabral TS, Silva BDB, Ishikawa NK, Alfredo DS, Neto RB, Clement CR. A new species
and new records of gasteroid fungi (Basidiomycota) from Central Amazonia, Brazil.
Phytotaxa. 2014. 183(4): 239-253.

Gorjon SP, de Jesus MA. Rectipilus stromatoides sp. nov. (Agaricales, Basidiomycota)
a new cyphelloid fungus from the Brazilian Amazon. Mycosphere. 2014; 5(2): 393-396.
Coimbra, VRM, Gibertoni TB. Primeiro registro de Trichopilus fasciculatus
(Agaricales) para o Brasil, com chave para as espécies de Entolomataceae da regido
Norte. Mycoscience. 2015; 56(1): 118-22.

Trierveiler-Pereira L, Gomes-Silva, AC; Baseia, YG. Observations on the
Agaricomycetes gasteroid from the Brazilian Amazon rainforest. Mycotaxon. 2012;
118(1): 273-282.

Da Silva BDB, Cabral TS, Marinho P, Ishikawa NK, Baseia IG. Two new species of
Geastrum (Geastraceae, Basidiomycota) found in Brazil. Nova Hedwigia. 2013; 96(3-
4): 445-56.

Leite AG, Assis HK, Silva BDB, Sotdo HMP, Baseia I1G. Geastrum species from the

Amazon Forest, Brazil. Mycotaxon. 2011; 118(1), 383-392.

50



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Assis NM, Freitas-Neto JF, Sousa JO, Barbosa FR, Baseia IG. Geastrum hyalinum
(Basidiomycota, Geastraceae), a new species from Brazilian Southern Amazon. Estudos
em Fungos. 2019; 4(1):83-9.

Gorjon, SP.; de Jesus, MA. Some new species and new records of corticioid fungi
(Basidiomycota) from the Brazilian Amazon. Phytotaxa. 2012; 67(1): 38-54.
Silva-Filho AG, S& MC, Komura DL, Baseia IG, Marinho P, Moncalvo JM, Roy M,
Wartchow F. Novelties in Lactifluus subg. Gymnocarpi (Russulales, Basidiomycota)
from Brazilian tropical forests. Mycological Progress. 2021; 20 (4), 549-565.

Santana MDF, Costa ADL, Gomes ESC, Guimardes LES. Occurrence and
ethnomycological notes on Phallus indusiatus (Phallaceae, Basidiomycota) in the
Reserva Extrativista Tapajos-Arapiuns, Pard, Brazil. Acta botanica mexicana. 2019;
1(126): €1436.

Baseia IG, Silva BDB, Ishikawa NK, Soares JVC, Franca IF, Ushijima S, Maekawa N,
Martin MP. Discovery or extinction of new species of scleroderma in the Amazon?.
Plos One. 2016; 11(12): e0167879.

Almeida SO, Ferreira RJ, Assis NM, Oliveira UM. Rediscovery of Scleroderma
anomalosporum Baseia, BDB Silva & MP Martin (Boletales, Basidiomycota) in the
Brazilian Amazon: is the species now safe?. Journal of Fungal Biology. 2021; 11(1),
364-372.

Santos GS, Peters LP, Carvalno CM. Study of antibacterial activity of Amazonian
Agaricomycetes mushrooms from Brazil. International Journal of Medicinal
Mushrooms. 2020; 22(6):573-80

Oliveira KKC, Oliveira TC, Fernandes OCC, Neto PQC, Jeus MA. Effect of
photoexposure on antimicrobial activity of Amazonian basidiomycetes. Research,

Society and Development. 2021; 10(14): 1-9.

51



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Castillo TA, Pereira JRG, Alves JMA, Teixeira MFS. Mycelial growth and
antimicrobial activity of species of genus Lentinus (Agaricomycetes) from
Brazil. International Journal of Medicinal Mushrooms. 2017; 19(12): 1135-1143.
Bertéli MB, Filho OO, Freitas JD, Bortolucci WC, Silva GR, Gazim ZC, Livero ARF,
Lovato CWE, Valle JS, Linde GA, Barros L, Reis FS, Ferreira ICFR, Paccola-Meirelles
LD, Colauto, NB. Lentinus crinitus basidiocarp stipe and pileus: chemical composition,
cytotoxicity and antioxidant activity. European Food Research and Technology.
2021; 247(6), 1355-1366.

Castillo TA., Lemos RA., Pereira JRG., Alves JMA, Teixeira MFS. Mycelial growth
and antimicrobial activity of Pleurotus species (Agaricomycetes). International Journal
of Medicinal Mushrooms. 2018; 20(2): 191-200.

Andrade CP, de Oliveira AP, Vieira VMC, Frazdo BKP, Gurgel RS, Lopes R, de Souza
Kirsch L. Antimicrobial activity of the edible mushroom Pleurotus eryngii (DC.) Quél
grown in liquid medium. Acta Scientiarum. Biological Sciences. 2021; 43(1), e58474-
e58474.

De Araujo JA, Ferreira NR, da Silva SHM, Oliveira G, Monteiro RC, Alves YFM,
Lopes AS. Filamentous fungi diversity in the natural fermentation of Amazonian cocoa
beans and the microbial enzyme activities. Annals of Microbiology. 2019; 69(9), 975-
987.

Pereira SA, Oliveira RL, Duvoisin Jr. S, Silva LAO, Albuquerque PM. The use of
Amazon fungus (Trametes sp.) in the production of cellulase and xylanase. African
Journal of Biotechnology. 2016; 15(20): 843-853.

Ana RGM, Salomao RM, Mircella MA, Maria FST. Production and characterization of
proteases from edible mushrooms cultivated on amazonic tubers. African Journal of

Biotechnology. 2017; 16(46), 2160-2166.

52



49.

50.

o1.

52.

53.

54,

55.

56.

Martim SR, Silva LSC, Alecrim MM, Teixeira LS, Teixeira MFS. Milk-clotting
proteases from Pleurotus albidus: an innovative alternative for the production of Minas
frescal cheese. Acta Scientiarum. Biological Sciences. 2021; 43(1): e57275-e57275.
Kirk PM, Stalpers JA, Braun U, Crous PW, Hansen K, Hawksworth DL, Hyde KD,
Licking R, Lumbsch TH, Rossman AY, Seifert KA, Stadler M. A without-prejudice list
of generic names of fungi for protection under the International Code of Nomenclature
for algae, fungi, and plants. IMA Fungus. 2013; 4(2): 381-443.

Patricio AS, Mendoza AYG, Cavalcante FS, Santos, VS, Lima RA. Levantamento de
macrofungos na reserva natural de Palmari, Atalaia do Norte, Amazonas, Brasil. Revista
Biodiversidade. 2021; 20(3):91-99.

Gibertoni, TB, Drechsler-Santos ER. Lignocellulolytic Agaricomycetes from the
Brazilian Cerrado biome. Mycotaxon. 2010; 111(1): 87-90.

Fernandes NSR, Teixeira, WF, Baltazar JM, & Trierveiler-Pereira, L. Contribuicdo ao
conhecimento de fungos gasteroides (Agaricomycetes, Basidiomycota) do Estado de
Sé&o Paulo, Brasil. Hoehnea. 2021; 48 (1): 1-8.

Abrahao MC, Pires RM, Gugliotta A de M, Gomes EPC, Bononi VLR. Wood-decay
fungi (Agaricomycetes, Basidiomycota) in three physiognomies in the Savannah region
in Brazil. Hoehnea. 2019; 46(1): €692018.

Oztirk M, Duru ME, Kivrak S, Mercan-Dogan N, Tiirkoglu A, Ozler MA. In vitro
antioxidant, anticholinesterase and antimicrobial activity studies on three Agaricus
species with fatty acid compositions and iron contents: A comparative study on the three
most edible mushrooms. Food and Chemical Toxicology. 2011; 49(60):1353-1360.
Nowacka N, Nowak R, Drozd M, Olech M, Los R, Malm A. Antibacterial, antiradical
potential and phenolic compounds of thirty-one polish mushrooms. PLoS One. 2015;
10(10): 1-13

53



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Periasamy, K. Novel Antibacterial Compounds Obtained from Some Edible
Mushrooms. International Journal of Medicinal Mushrooms. 2005; 7(3):443-446.
Baraza LD, Neser W, Jackson KC, Fredrick JB, Dennis O, Wairimu KR, Keya AO,
Heydenreich M. Antimicrobial Coumarins from the Oyster Culinary-Medicinal
Mushroom, Pleurotus ostreatus (Agaricomycetes), from Kenya. International Journal
of Medicinal Mushrooms. 2016; 18(10):905-13.

Yen LTH, Thanh TH, Anh DTH, Linh NM, Nhan VD, Kiet TT. Antimicrobial and
Antioxidant Activity of the Polypore Mushroom Lentinus arcularius (Agaricomycetes)
Isolated in Vietnam. International Journal of Medicinal Mushrooms. 2022; 24(3):15-23.
Smania EFA, Monache FD, Yunes RA, Smania Junior A. Atividade antimicrobiana do
australato de metila de Ganoderma australe. Revista Brasileira de Farmacognosia.
2007; 17(1):14-16.

Tepsongkroh B, Jangchud K, Jangchud A, Chonpracha P, Ardoin R, Prinyawiwatkul
W, Trierveiler-Pereira L, Christina AGS, Goulart BIl. Observations on
gasteroid Agaricomycetes from the Brazilian Amazon rainforest. Mycotaxon. 2012;
118(1): 273-282.

Sanchez, C. Reactive oxygen species and antioxidant properties from mushrooms.
Synthetic and Systems Biotechnology. 2017; 2(1):13-22

Ferreira  ICF, Barros L, Abreu, RVM. Antioxidants in  wild
mushrooms. Curr. Med. Quimica. 2009; 16(12):1543-1560.

Jian Q. Natural forms of vitamin E: metabolism, antioxidant and anti-inflammatory
activities, and their role in disease prevention and therapy. Free Radical Biology and
Medicine. 2014; 72(1): 76-90.

Ferrari ABS, Oliveira GA, Russo HM, Bertozo LC, Bolzani VS, Zied DC, Ximenes VF,

Zeraik ML. Pleurotus ostreatus and Agaricus subrufescens: investigation of the

54


https://ifst.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Prinyawiwatkul%2C+Witoon

66.

67.

68.

69.

70.

71.

chemical composition and antioxidant properties of these mushrooms cultivated with
different artisanal and commercial supplements. Institute of Food Science Technology.
2021; 56(1): 452-460.

Grabarczyk M, Macza W, Winska K, Uklanska-Pusz CM. Mushrooms of the Pleurotus
genus — properties and application. Biotechnology and Food Science. 2019; 83(1): 13-
30.

Fonseca TRB. Producdo em matriz sélida e caracterizacdo parcial das proteases de
cogumelo comestivel da Floresta AmazoOnica. Revista Brasileira de Tecnologia
Agroindustrial. 2014; 8(1);1227-1236.

Barbosa EEP, Pimenta L, Brito AKP, Martim SR, & Teixeira, MFS. Mushroom
cultivation edible in lignocellulosic residues from rainforest for protease
production. Brazilian Journal of Development. 2020; 6(11):92475-92485.

Coelho MPS, Barbosa EEP, Pimenta L, Batista SCP, Prado FB, Martim SR, Filho RF,
da Cruz Filho & Teixeira, MFS. Alternative of nutritional sources for the development
of the mycellial phase and production of hydrolases by edible mushroom from tropical
forest. Brazilian Journal of Development. 2021; 7(3): 22890-22907.

Lopes MMG, Sales PTF, Campos LS, Schimidt F, Santiago MF. Study of decolorization
of FD&C blue #2 indigotine by fungus Trametes versicolor combined with slow sand
filtration. Engenharia Sanitaria e Ambiental. 2014;19(1): 113-120.

Motato-Vasquez V, Pires RM, Vitali VMV, Gugliotta ADM. Cultural and ligninolytic
activity studies of some polypores (Basidiomycota) from brazilian Atlantic Forest, Sdo

Paulo State, Brazil. Hoehnea. 2016; 43(1): 289-300.

55



CAPITULO Il - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ENZIMATICA DE FUNGOS
AGARICOMYCETES AMAZONICOS DA RESERVA FLORESTAL HUMAITA,
ACRE, BRASIL

* Maria Rosiane Lima da Costal; Geyse Souza Santos?; Leila Priscila Peters®; *Clarice Maia
Carvalho'?#4

1. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia, Inovacdo e Tecnologia para Amazdnia,
Universidade Federal do Acre (UFAC), Rio Branco, Acre, Brasil;

2. Programa de Po6s-Graduacdo em Biodiversidade e Biotecnologia da Amazo6nia Legal,
Universidade Federal do Acre (UFAC), Rio Branco, Acre, Brasil;

3. Centro de Ciéncias da Saude e do Desporto, Universidade Federal do Acre (UFAC), Rio
Branco, Acre, Brasil.

4. Centro de Ciéncias Biologicas e da Natureza, Universidade Federal do Acre (UFAC), Rio
Branco, Acre, Brasil.

Autor correspondente:*rosyannelima28@gmail.com; *claricemaiacarvalho@gmail.com.

Resumo

Agaricomycetes tem sido estudado na busca de diversos metabdlitos secundarios, ja sendo
conhecido seu potencial anti-inflamatorio, antifungico, antioxidante, antiviral, antimicrobiano
e antitumoral. Além dos compostos bioativos, estes também possuem a capacidade de secretar
enzimas hidroliticas, como celulase, amilase, protease e lipase, de interesse industrial. Apesar
da grande diversidade Amazonica, ainda existem poucos estudos relacionados com fungos
macroscopicos, especificamente Agaricomycetes deste bioma. Assim, 0 objetivo deste trabalho
é avaliar a atividade antimicrobiana e enzimatica de fungos Agaricomycetes da Reserva
Florestal Humaita, Acre, Brasil. Foram realizadas coletas de basidiomas sendo analisadas as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas para identificacdo. Para a atividade
antimicrobiana foram produzidos extratos de basidiomas e do micélio, estes extratos foram
testados contra as bactérias e fungos patogénicos utilizando o teste de microdiluicdo. Os
extratos dos fungos com melhor atividade antimicrobiana foram submetidos a caracterizacao
molecular. Foi avaliada a atividade de producédo das enzimas celulase, protease, amilase e lipase
pelo teste de cup plate. Os 55 Agaricomycetes coletados foram classificados nas ordens
Agaricales (45,45%), Polyporales (41,81%), Auriculariales (9,09%) e Hymenochaetales
(3,63%), distribuidos em 16 familias, 23 géneros e 16 espécies. Os 17 isolados foram utilizados

para producdo de extratos do basidioma e 22 para producdo de extrato do micélio. A
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Concentracao Inibitéria Minima (CIM) com extratos dos basidiomas variou de 10 a 0,62 mg/mL
e as dos extratos dos micélios variou de 20 a 0,62 mg/mL. As espéecies que apresentaram 0s
melhores valores microbicidas foram: Trametes modesta 5.377, Gloeoporus telephoroides
5.409, Lentinus strigosus 5.406, Gloeoporus telephoroides 5.415, Flabellophora sp. 5.383,
Coriolopsis caperata 5.399. Dos 24 Agaricomycetos isolados, 19 apresentaram produgéo
enzimatica. Celulase foi a enzima mais frequente, sendo produzida por 73,7% dos fungos, com
destaque para o isolado 5.418, da familia Polyporaceae. Destaques para amilase foram os
fungos Polyporus sp., 5.374(2) e Polyporaceae 5.418. Para protease, Clitopilus prunulus e
Favolus tenuiculus 5.386. Apenas os isolados Polyporus sp., 5.374(2), Ceriporia sp. e
Marasmius sp., 5.392 tiveram atividade lipolitica. A espécie Clitopilus prunulus esta sendo
relatado como primeira ocorréncia para o Estado do Acre. Diante da auséncia de literatura
encontrada até o presente momento, este trabalho contém os primeiros relatos enzimaticos para
os géneros Clitopilus, Favolus e Polyporus referente as enzimas alvo neste trabalho e para
producéo de lipase, dos géneros Polyporus sp. 5,374(2), Marasmius sp. 5.392 e Ceriporia sp.
5.391. Diante do déficit de informac6es na literatura tanto sobre atividade enzimatica, quanto

antimicrobiana, se faz necessario estudos mais aprofundados sobre Agaricomycetes.

Palavras-chaves: Amazbnia, Agaricales, Celulase, Clitopilus prunulus, Ceriporia sp.,

Polyporales, Polyporus sp.

Introducéo

Agaricomycetes sdo fungos pertencentes ao Filo Basidiomycota, conhecidos
popularmente como cogumelos e/ou orelha-de-pau. Sua principal caracteristica é a presenca de
hifas que formam o micélio, onde se localizam os basidiésporos, estruturas responsaveis pela
reproducdo (MATQOS, 2020). Os fungos, de maneira geral, em especial agaricomicetos,
possuem ampla aplicabilidade ecoldgica, econdmica e biotecnoldgica (RAVEN et al., 2014).
Contudo, o conhecimento da diversidade de Agaricomycetes e seu potencial biotecnolégica,
especialmente na Amazonia, ainda é pouco (SANTOS et al., 2020).

Agaricomicetos tem sido estudado na busca de metabolitos secundarios com atividade
anti-inflamatoria (CASTRO et al., 2014), antifangica (OLIVEIRA, 2014), antioxidante (REN
et al., 2014), antiviral (MIZERSKA-DUDKA et al., 2015), antimicrobiana (HELENO et al.,
2015) e antitumoral (SIVANANDHAN et al., 2017).
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Dentre as pesquisas desenvolvidas com agaricomicetos no Brasil, espécies demonstram
resultados satisfatorio contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como Antrodia
albida (BEKAI, 2010), Pycnoporus sanguineus (ATHAYDE, 2011), Fomitopsis durescens, e
este mesmo fungo produziu duas enzimas de interesse biotecnolégico, amilase e celulase
(CHAVES, 2017). Diante disso, 0s agaricomicetos podem ser uma fonte de novos
antimicrobianos capazes de inibir microrganismos que séo resistentes aos antibioticos comuns.

Além dos compostos ja apresentados, a capacidade de secretar enzimas hidroliticas,
como celulase, amilase, protease e lipase, tem atraido a atencdo de pesquisadores da area. Tais
enzimas, como ja comprovadas em estudos anteriores sdo de fundamental importancia quando
se trata de sua aplicabilidade biotecnoldgica (SUNDARRAM; MURTHY, 2014; PARK et al.,
2015; FONTES, 2019), sendo utilizadas em grande escala, na industria de alimentos (amilases,
proteases e celulases), detergentes (proteases), tecidos (celulases) e de couro (proteases)
(HARMS et al., 2011).

Estudos na area da enzimologia revelam que o tratamento biolégico, por meio da
utilizacdo de enzimas sdo mais eficientes e apresentam menor custo financeiro, pois funcionam
como catalisadoras e podem ser recuperadas ao final do processo (BRAGA, 2012). Além disso,
a facilidade, simplicidade de controle do processo e o alto rendimento, contribui para a
utilizacdo das enzimas para estes fins (PERKINS et al., 2015).

Ja tém sido relatados trabalhos com atividade enzimatica de Agaricomycetes para o
Brasil e Amazénia (SILVA et al., 2016; DA SILVA, 2018). No entanto, para o Estado do Acre
ndo foram encontrados trabalhos com este objetivo.

Com base na literatura, quando se refere a descricdo de agaricomicetos no Estado do
Acre, as ordens Agaricales e Polyporales sdo as mais frequentes, apresentando maiores nimeros
de espécies encontradas, com sete exclusivas para o Estado (BONONI, 1992; GOMES-SILVA,;
GILBERTONI, 2009). As espécies Oudemansiella macracantha e Oudemansiella steffenii
(WARTCHOW et al., 2014), Macrolepiota colombiana, Cyathus striatus, Calvatia rugosa,
Marasmius rhabarbarinus, Ganoderma resinaceum, Lentinus velutinus, Oudemansiella
cubensis, Coprinellus disseminatus, Cotylidia diafana (SILVA et al., 2020) sdo algumas das
espécies relatadas para o estado do Acre.

Atualmente, a lista online da Flora do Brasil disponibiliza em sua base de dados, 552
nomes aceitos de espécies de fungos basidiomicetos para a Amazodnia, 77 deles encontrados no
Estado do Acre (FUNGI, 2022).

58



Referente a atividade antimicrobiana na Amazé6nia, fungos do género Pleurotus,
Gloeophyllum, Trametes, Coriolopsis, Cyclomycesiodinus, Cymatoderma, Favolus tenuiculos,
Tyromyces cf. poliporoides, Oudemansiella cubensis e Oudemansiella canarii séo alguns dos
resultados evidenciando o potencial antimicrobiano quando testados contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (SANTOS et al., 2020; COSTA et al., 2021; OLIVEIRA et al.,
2021).

Tendo em vista a ampla aplicabilidade antimicrobiana e enzimatica de agaricomicetos
e a escassez de estudos com este no estado do Acre, este projeto tem por objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana e enzimética de fungos Agaricomycetes da Floresta Estadual Humaita,
Acre, Brasil.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

As coletas foram realizadas na Reserva Florestal Humaita (RFH) (9° 43°S — 9° 48°S;
67° 33°W - 67° 48°W) localizada no municipio de Porto Acre, distante 23 km de Rio Branco,
capital do estado do Acre. Possui 2.200 hectares e constitui um fragmento florestal coberto
predominantemente por floresta aberta de bambu ou palmeira (FARIAS, 2015; PINHEIRO et
al., 2015).
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Figura 1. Mapa de coleta de Agaricomycetes, Reserva Florestal Humaita, Acre, Brasil.

A. Local de coleta; B-C. Espécimes coletadas.
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Coleta e identificacéo

Os espécimes foram coletados com auxilio de canivete e armazenados em sacos de
papel. Todos os exemplares foram fotografados, numerados e dados de campo como o substrato
foram registrados no momento da coleta. As medidas foram realizadas com régua milimétrica.
Feito todas as observacdes, uma parte do material foi utilizado para o isolamento micelial e a
outra reservada para confeccdo de exsicatas e identificacdo taxonémica. Para herborizacéo, o
material foi desidratado em estufa a 45 °C durante 24-48 h (VARGAS-ISLA et al., 2014).

Para identificacdo dos agaricomicetos foram observadas as caracteristicas
macroscopicas como: cor, forma, consisténcia, tamanho do basidioma, pileo (coloracéo, forma,
superficie e margem), estipe (coloracdo, posicdo e superficie) e lamelas (coloracdo e aspecto)
(GIMENES, 2010; WESTPHALEN et al., 2010). Para observacdo das estruturas
microscopicas, foram feitos cortes a méo livre com lamina de ago nos basidiomas, os cortes
foram colocados entre lamina e laminula com hidroxido de potassio 3% e Vermelho congo para
reacdo cianofilia (GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998; GIMENES, 2010). Foram utilizadas
chaves de identificacdo de acordo com literaturas especificas (RYVARDEN; JOHANSEN,
1980; GILBERTSON; RYVARDEN, 1986; GILBERTSON; RYVARDEN, 1987;
RYVARDEN, 1991, 2004, 2010, 2015; NUNEZ; RYVARDEN, 1995; PEGLER, 1983, 1997)
e bancos de dados como Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org) e Mycobank

(http://www.mycobank.org).

Isolamento micelial

Para o isolamento, foi retirado um fragmento do basidioma e em camera de fluxo
laminar, foi submetido ao processo de desinfeccdo pela imersao por 4 min em hipoclorito a
2,5%, seguido por duas lavagens em agua destilada estéril. Apds a desinfeccao, esse fragmento
foi cortado em trés fragmentos de aproximadamente 5 mm?, e transferidos para placas de Petri
contendo meio Batata-Dextrose-Agar-BDA (infusdo de 200 g de batata, 20 g de dextrose, 15 g
de &gar, 1000 mL de agua destilada), Agar Malte-AM (30 g de extrato de malte, 15 g de &gar,
1000 mL de &gua destilada) e Agar Aveia-AA (30 g de aveia, 15 g de agar, 1000 mL de 4gua
destilada) com adicdo de 100 pug/mL de antibiotico cloranfenicol para prevenir o crescimento
de bactérias (MORRISON et al., 1991). Os isolamentos foram incubados a 28 °C durante até 7
dias ou até o crescimento do micélio. Apos o crescimento as culturas foram purificadas e
armazenadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA inclinado e mantidos sob

refrigeracdo a 4 °C, com finalidade de preservacgéo dos exemplares (BONONI; TRUFEM, 1985;

60



CORNELLIS, 1987). Os fungos foram conservados utilizando dois métodos de conservacao,
6leo mineral e Castellani (SOLA et al., 2012).

Preparacdo dos extratos do micélio

As culturas isoladas foram cultivadas em placas de Petri em BDA durante 14 dias a 28
°C e, posteriormente, 10 plugs medindo 5 mm de didmetro foram transferidos para um frasco
Erlenmeyer contendo 20 mL de meio caldo Batata-Dextrose-BD (infusdo de 200 g de batata,
20 g de dextrose, 1000 mL de &gua destilada) e incubados a 28 °C sem agitacdo por 14 dias.
Apos a incubacgdo, o micélio foi separado por filtracdo do meio liquido e secos a 37 °C até a
evaporacao total do meio liquido. 1 g de p6 de micélio seco foi macerado com etanol por 24 h,
por trés vezes (ATHAYDE, 2011). Apds o processo de maceracdo, as amostras foram filtradas
e secas a 37 °C ate a evaporacéo total do solvente. Rendimentos dos extratos foram calculados
e dissolvidos em Dimetilsulfoxido (DMSQO) a uma concentragéo de 20 mg/mL.

Preparacao dos extratos de basidioma

Para a extracao, 1 g de po de basidioma seco foi macerado com etanol por 24 h, por trés
vezes (ATHAYDE, 2011). Apds o processo de maceragdo, as amostras foram filtradas e secas
a 37 °C até a evaporacdo total do solvente. Rendimentos dos extratos foram calculados e

dissolvidos em DMSO na concentragdo de 20 mg/mL.

Concentracéo Inibitéria Minima e Concentracdo Microbicida Minima

A atividade antimicrobiana foi realizada por técnica de microdiluicdo, utilizando
microplacas de 96 pocos estéreis. Foram utilizados como microrganismos teste as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 12598), Streptococcus pneumoniae (ATCC 11733),
Escherichia coli (ATCC 10536), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) e o fungo
leveduriforme Candida albicans (ATCC 90028).

Para realizacdo do bioensaio, foram selecionadas de trés a cinco colénias bacterianas,
bem isoladas, do mesmo tipo morfoldgico de cultura de cada um desses microrganismos
bacterianos em placa de Petri com meio agar Miller-Hinton (MH) sendo 0 mesmo processo
realizado com as colénias fangicas crescido em agar Sabouroud-Dextrose (SDA). Cada coldnia
foi tocada com uma alca e transferida para tubos contendo 5 mL de solucéo salina esterilizada
de modo a obter uma turbidez dptica comparével & da solugdo padrdo de 0,5 da escala de
McFarland.

61



DiluicGes sucessivas foram realizadas nas placas contendo 96 pogos. Para atividade
antibacteriana, foi distribuido 100 uL de meio Mdiller-Hinton (MH) em todos 0s pogos da placa,
e em seguida, adicionados 100 pL de cada extrato na concentracdo de 20 mg/mL na primeira
fileira de pogos, seguindo o processo de diluicdo seriada, homogeneizando e transferindo 100
uL para o proximo pogo, e assim sucessivamente, resultando na concentragdo final de 0,62
mg/mL.

A droga controle, cloranfenicol 2 mg/mL, foi diluido de forma semelhante aos extratos.
Foram adicionados 5 pL. do indculo correspondente a cada cepa testada exceto para o controle
negativo segundo norma M7-A6 (CLSI, 2003). O controle negativo continha somente 100 pL
de meio MH e o controle positivo 100 puL de meio MH e 5 uL de in6culo. As microplacas foram
incubadas a 37 °C por 24 h, ap6s esse periodo foi adicionado em cada pogo 20 uL do reagente
resazurina (0,15 mg/mL), que indica crescimento microbiano quando muda a coloracdo azul
para o vermelho (OLIVEIRA et al., 2013; RISS et al., 2016).

Para avaliacdo da CIM dos extratos com atividade antifungica, foram distribuidos 100
ML de meio Sabouraud Dextrose (SD) em todos os pogos da placa, adicionado 100 pL do extrato
na concentragdo de 20 mg/mL. Seguiu o processo de diluicdo descrito anteriormente. A droga
controle, Fluconazol 2 mg/mL, foi diluido de forma semelhante aos extratos. Foi adicionado 5
uL de indculo correspondente a cada cepa testada em todos os pogos, exceto para o controle
negativo, de acordo com a norma M27-A2 (CLSI, 2002). O controle negativo continha apenas
100 pL de caldo SD, e o controle positivo 100 pL de caldo SD e 5 pL indculo. As microplacas
foram incubadas a 37 °C por 48 h, ap0s esse periodo foi adicionado em cada pogo 20 uL do
reagente Resazurina (0,15 mg/mL), que indica crescimento microbiano quando muda a
coloracdo azul para o vermelho (OLIVEIRA et al., 2013; RISS et al., 2016). Os ensaios serdo
realizados em triplicata.

Para determinacdo da concentracdo microbicida minima (CMM), a fim de avaliar a se
0 extrato teve acdo bacteriostatica/fungistatica ou bactericida/fungicida, foi utilizado swab
estéril para absorver o contedo dos pocos que apresentaram inibicdo para crescimento
microbiano, a partir do menor valor de CIM, e duas dilui¢cGes acima desse valor, inoculadas em
placas de Petri contendo meio agar MH para bactérias e agar SD para fungo. As placas foram
incubadas a 37 °C, durante 24 h e observado o desenvolvimento de col6nias microbianas
(AZEVEDO et al., 2012).

Caracterizagéo Molecular
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A caracterizacdo molecular dos fungos com as melhores atividades antimicrobianas foi
realizada com a extracdo do DNA, seguida pela amplificagdo da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer). Para extracdo do DNA gendmico dos fungos 5.366, 5.367(3), 5.385,
5.391 e 5.392 foram pesados 100 mg do micélio crescidos em meio BDA. O material biolégico
para extracdo do DNA dos isolados 5.377 e 5.405 foi a partir dos basidiomas coletados. As
amostras foram maceradas manualmente com o auxilio de cadinho e pistilo, adicionando
nitrogénio liquido.

O método de extracdo de DNA seguiu o protocolo de Doyle e Doyle (1987). O tampéao
de extracdo CTAB 3% foi preparado utilizando NaCl 1,4 M, EDTA 0,5 M com pH 8,0 e TRIS-
HCI 1,0 M com pH 8,0. Em seguida, a amostra foi homogeneizada e colocada em banho-maria
a 64° C durante uma hora, com homogeneiza¢des a cada 15 minutos. Para cada amostra, foram
adicionados 0,5 mL de CIA (24:1; Cloroférmio: Alcool Isoamilico), sendo agitada
manualmente durante um minuto, apos centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, adicionando novamente 0,5 mL de CIA,
homogeneizando e centrifugando a 8000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
retirado para outro microtubo e foram adicionados 0,35 mL de isopropanol gelado (-20 °C). As
amostras foram homogeneizadas novamente e mantida a -20 °C por 1 h.

Ap0s esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos. O pellet
foi lavado com etanol 70%, centrifugado a 7500 rpm por 5 minutos e depois seco a temperatura
ambiente. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 50 pL de agua mili-Q esterilizada,
adicionando-se 2 uL. de RN Ase na amostra.

A amplificacdo de rDNA da regido ITS foi realizado em uma reacao de 50 uL, que
incluiu 2 pL de molde de DNA (1-20 ng), 04 uM de cada primer ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (WHITE
etal., 1990), 1,5 mM MgCly, 0,2 uM dNTPs, 5 uL de tampao Taq e 1,25 U Taq DNA polimerase
(Ludwig Biotec). A amplificacdo foi realizada em um termociclador (Bio-Rad) com a
desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de amplificacdo (95°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 min) e uma etapa de extensao de 72 °C por 7
minutos.

O DNA extraido foi analisado em gel de agarose 1%. A solugdo tampédo para a corrida
do gel foi preparada utilizando 10,8 g de TRIS, 5,5 g de acido borico (HsBO3) e 0,74 g/4 mL
de EDTA 0,5 M com pH 8,0. Foram utilizados 4 uL de DNA extraido e corados com 3 pL

BlueJuic Gel Loading Buffer (10X) Invitroge. Como marcador molecular foi utilizado 2 puL do
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Ladder 100bp (Ludwig Biotec). A corrida do DNA foi a 100 V, por 45 minutos. A visualizagdo
foi realizada em um fotodocumentador de imagens.

Os produtos de PCR em torno de 600 a 700 bps foram purificados usando o QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) e quantificados em espectrofotometro Nanodrop.

As amostras foram encaminhadas para laboratorio externo para o sequenciamento. As
reacOes de sequenciamento foram realizadas usando os primers forward e reverse em um
sequenciador de DNA 7330xI (Applied Biosystems). As leituras das sequéncias de cada isolado
foram pareadas para gerar uma sequéncia de consenso, usando 0s programas Chromas
(http://mww.technelysium.com.au/chromas.html) e Bioedit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). As sequéncias consensos foram comparadas
com outras sequéncias através do BLASTn no NCBI. Os resultados que apresentaram 0s

melhores top hits foram usados para identificar os fungos.

Atividade enzimatica

Foram avaliadas a atividade das enzimas celulase, protease, amilase e lipase. Os
basidiomicetos isolados foram previamente crescidos em BDA por 7 dias a 28 °C e
posteriormente foram retirados plugs medindo 5 mm de diametro que foram inoculados em
meios de cultura especificos para cada enzima e incubados a 28 °C por sete dias. Todos

experimentos foram realizados em triplicata.

Atividade de amilase

Para a producdo de amilase, cada plug de 5 mm foi inoculado em meio minimo (0,199
NaNO3s, 0,599, KH2POj4, 0,259 MgS0.4.7H20, 0,25g KCI, 0,005g FeSO4. 7H20, 5g glicose e
15¢g agar para 1L), suplementado com 2,79 extrato de carne, 4,59 peptona, 20g de amido para
1 L, com pH 6,0. Apos a incubacao foi utilizado como revelador o iodo sublimado. Os
resultados das reacoes enzimaticas positivas foram identificados pela formagao de um halo de

degradacao transhicido ao redor da colonia (DINGLE et al., 1953).

Atividade de protease

Para a producdo de protease, cada plug de 5 mm foi inoculado em meio minimo (0,19g
NaNOs, 0,599 KH2PO4, 0,259 MgS0..7H-0, 0,259 KCl, 0,005g FeSO4.7H>0, 5g glicose e 15¢g
agar para 1L), suplementado com 2% de leite desnatado, com pH 6,5 nao sendo necessaria a

adicao de solugao reveladora. Os resultados das reagoes enzimaticas positivas foram
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identificados pela formagao de um halo de degradacao translucido ao redor da colonia
(DINGLE et al., 1953).
Atividade de celulase

Para a producéo de celulase, cada plugs de 5 mm foi inoculado em meio solido contendo
agar carboximetilcelulose (CMC) (carboximetilcelulose 10g, agar 15g para 1L), e incubadas a
28 °C por 7 dias. Apos incubagao, as placas foram reveladas com iodo sublimado e realizado a
mensuracdo do halo de degradagao (MEDDEB-MOUELHI et al., 2014).

Atividade de lipase

Para a producdo da lipase, cada plug de 5 mm foi inoculado em meio minimo (0,19g
NaNOs, 0,599 KH2PO4, 0,259 MgS0..7H20, 0,259 KCI, 0,005g FeSO4.7H20, 5¢g glicose e 15¢g
agar para 1L), e suplementado com 2% de Tween 80, com pH 6,5 nao sendo necessaria a adigao
de solucao reveladora (SIERRA, 1957). Apds incubacdo por 7 dias a 28 °C, as placas foram
armazenadas em geladeira a 4 °C por 7 dias. A reacao enzimatica positiva para lipase foi
visualizada pela formacao de cristais de sal de calcio do acido laurico liberado pela enzima em
volta da colonia, adaptado de (HANKIN, ANAGNOSTAKIS, 1975; FERNANDES, 2009).

Determinacao enzimatica

A determinacao enzimatica foi expressa como Indice Enzimatico (IE), que consiste na
relacao do diametro médio do halo de degradacao e o diametro médio da colonia (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1975). Dessa forma, os isolados que exibiram os maiores IE nos meios de
crescimento, sdo 0s que possuem maior atividade enzimatica extracelular (OLIVEIRA et al.,
2006).

Analise estatistica

A diversidade foi analisada através da frequéncia relativa expressa em porcentagem.
Para a analise antimicrobiana foi considerado o menor valor do CIM das triplicatas e CMM
através da quantidade de colbnias crescidas. Para a analise enzimatica foram utilizados os
diametros dos halos provenientes das trés repeti¢des, considerando os valores médios e desvio

padréo.
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RESULTADOS

Coleta e identificacéo

Foram coletados 55 Agaricomycetes, classificados nas ordens Agaricales (45,45%),
Polyporales (41,81%), Auriculariales (9,09%) e Hymenochaetales (3,63%), distribuidos em 16
familias, 23 géneros e 16 espécies, ocorrentes em dois substratos, madeira e solo (Tabela 1) e

(Figuras 2 e 3). A espécie Clitopilus prunulus é relatada pela primeira vez para o Estado do
Acre (Figura 4).

Tabela 1. Identificacdo dos Agaricomycetes coletados na Reserva Florestal Humaita, Acre,

Brasil.

Ordem Familia Identificacéo Substrato  Cédigo
Agaricales Agaricaceae Agaricus sp. Ma 5.389
Cortinariaceae Cortinariaceae Ma 5.410
Entolomataceae Clitopilus prunuloi (Scop.) P. Ma 5385
Kumm.
Marasmiaceae Hydropus nigrita (Berk. & Curt.) Ma 5.413
Marasmius rhabarbarinus Berk. So 5.398
Marasmius sp. So 5.371
Marasmius sp. Ma 5.373
Marasmius sp. Ma 5.375
Marasmius sp. So 5.376
Marasmius sp. Ma 5.378
Marasmius sp. Ma 5.392
Marasmius sp. Ma 5.416
Marasmius sp. Ma 5.387
Mycenaceae Filoboletus gracilis (Klotzsch ex
Berk.) Singer Ma 5.407
Mycenaceae So 5.380
Mycenaceae So 5.394
Tetrapyrgos nigripes (Fr.) E. So 5367
Horak
Omphalotaceae Gymnopus sp. So 5.395
Psathyrellaceae ~ Coprinellus disseminatus (Pers.) J. So 5366
E. Large
Pluteaceae Pluteus sp. Ma 5.365
- Agaricales Ma 5.379
- Agaricales So 5.381
- Agaricales Ma 5.388
Polyporales Ganodermataceae Amauroderma sp. Ma 5.370
Ganoderma flaviporum (Murrill)
Sacc. & Trot So 5405
Ganoderma sp. Ma 5.390
Irpicaceae Gloeoporus telephoroides (Hook.) Ma 5 409
G. Cunn
Gloeoporus telephoroides (Hook.) Ma 5415
G. Cunn
Panaceae Panus sp. Ma 5.400
Phanerochaetaceae Ceriporia sp. Ma 5.391
Polyporaceae Coriolopsis caperata (Berk.) Ma 5 369
Murrill
Lentinus strigosus Fr. Ma 5.402
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Lentinus strigosus Fr. Ma 5.406
Coriolopsis caperata (Berk.)

Murrill So 5.399
Favolus tenuiculus P. Beauv. Ma 5.386
Favolus tenuiculus P. Beauv. Ma 5.393
Hexagonia papyracea Berk. Ma 5.384
Polyporaceae Ma 5.372
Polyporaceae Ma 5.396
Polyporaceae Ma 5.418
Polyporus sp. Ma 5.374
Polyporus sp. Ma 5.412
Trametes modesta (Kunxeex Fr.) Ma 5377
Ryvarden
Trametes modesta (Kunxeex Fr.) Ma 5397
Ryvarden
Steccherinaceae Flabellophora sp. Ma 5.383
Flabellophora sp. Ma 5.401
- Polyporales Ma 5.408
- Polyporales Ma 5.417
Auriculariales  Auriculareaceae Auricularia delicata (Fr.) Henn Ma 5.419
Auricularia fuscosuccinea (Mont.) Ma 5382
Henn
Auricularia fuscosuccinea (Mont.) Ma 5414
Henn
Auricularia fuscosuccinea (Mont.) Ma 5411
Henn
Auricularia fuscosuccinea (Mont.) Ma 5 404
Henn
Hygrophoraceae Cotylidia aurantiaca (Pers.) Ma 5368
Hymenochetales A.L.Welden '
Cotylidia sp. Ma 5.403
Ma: madeira; So: solo; * Nova ocorréncia.
A 40 i
[J Madeira
[ Solo
30
20
10
0 T T T T
5 o ] o
& & & &
W o & &
R v'é &é\
&
B Agaricales C Polyporales
et o [ Madeira 5_ [ Madeira
8- 3 Solo 4 3 Solo
67 3—
4 2
2‘% 1_
Naeneaoellilen HIRTHIRERIIATHINGS

=}

W W@
(“'0 8 Q\\(\\\Q \0‘ \\“Q \“Q \\‘(&“‘\\\ \‘)&\\“\v &
%o p.“oc\\ Q‘\ \\o‘ R \,‘3’ o ob

R
( ‘\\ o(\ OQ \
Q ) \ ‘:*“b ‘e“

& Qég(& ¢ e\\

?‘\\

W ¢
A W
DL
Q\\o@ 0‘2\‘ 0" QQQQ“(\G&\\‘Q&(
D& )
:\\‘ x\‘l” QQ' \\\\-Q QQ



Figura 2. Ocorréncia dos fungos da Classe Agaricomycetes da Reserva Florestal Humaitd em
relagdo ao substrato. A. Ocorréncia das ordens em relacdo ao substrato. B. Ocorréncias dos
géneros da ordem Agaricales em relagdo ao substrato. C. Ocorréncias dos géneros da ordem

Polyporales em relag&o ao substrato.
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Figura 3. Espécimes coletadas na Reserva Florestal Humaita. 1. Polyporus sp.; 2. e 3. Marasmius sp.; 4.
Agaricus sp.; 5. Panus sp.; 6. Tetrapyrgos nigripes; 7. Trametes modesta; 8. Ceriporia sp; 9. Hydropus
nigrita; 10. Polyporus sp.; 11. Agaricales; 12. Marasmius rhabarbarinus; 13. Clitopilus prunulus; 14.
Auricularia delicata; 15. Auricularia fuscosuccinea; 16. Ganoderma flaviporum; 17. Polyporales; 18.
Lentinus strigosus; 19. Gymnopus sp.; 20. Favolus tenuiculus; 21. Coriolopsis caperata; 22. Flabellophora
sp.; 23. e 24. Gloeoporus telephoroides; 25. Ganoderma sp.; 26. Filoboletus gracilis; 27. Hexagonia
papyracea; 28. Cotylidia aurantiaca.

Figura 4. Agaricomiceto Clitopilus prunulus, primeira ocorréncia para o estado do Acre.
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Isolamento

Um total de 55 Agaricomycetes foram coletados e todos foram submetidos ao processo
de isolamento, 24 (43,63%) culturas foram isoladas, pois houve alta taxa de contaminagédo com
os fungos dos géneros Xylaria, Trichorderma e Pestalotiopsis.

Producéo dos extratos

Dos 55 Agaricomycetes coletados, 17 foram utilizados para producgéo de extratos do
basidioma e 22 para producdo de extrato do micélio (Tabela 2). A baixa quantidade de fungos
para producdo de extratos se deve ao fator limitante para cada técnica, para extrato de basidioma
é necessario 0 minimo de 1g para extracdo, e para producdo do extrato do micélio foi a

contaminacgéo por bactérias.

Tabela 2. Relagdo em miligramas da producdo dos extratos de basidioma e de micélio de
Agaricomycetes coletados na Reserva Florestal Humaita, Acre, Brasil.

- e Extrato do basidioma Extrato do micélio
Cédigo Identificacéo
mg mg
5.367.2 \Agaricales - 1.460
5.367.3 Agaricales - 165
5.381 Agaricales - 283
5.388 Agaricales - 181
5.389 Agaricus sp. 99,2 -
5.391 Cotilidia sp. 14,4 296
5.385 Clitopilus prunalus - 209
5.399 Coriolopsis caperata 61,9 -
5.403 Cotylidia sp. - 320
5.386 Favolus tenuiculus - 230
5.393 Favolus tenuiculus 129,3 -
5.383 Flabellophora sp. 61,6 259
5.401 Flabellophora sp. - 207
5.405 Ganoderma flaviporum 69,8 122
5.390 Ganoderma sp. 33,2 -
5.409 Gloeoporus telephoroides 65,1 -
5.415 Gloeoporus telephoroides 70,9 -
5.406 Lentinus strigosus 31,3 -
5.392 Marasmius sp. - 405
5.387 Marasmius sp. - 298
5.394 Mycenaceae - 210
5.365 Pluteus sp. - 239
5.372 Polyporaceae 56,5 194
5.396 Polyporaceae 31,2 -
5.418 Polyporaceae 40,3 425
5.408 Polyporales 447 -
5.417 Polyporales 53,8 -
5.412 Polyporus sp. 66 196
5.374 Polyporus sp. - 103
5.374.2 Polyporus sp. - 125
5.366 Strophariaceae - 1.475
5.397 Trametes modesta 7,5 210
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Atividade Antimicrobiana

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) com extratos dos basidiomas de
Agaricomycetes variou de 10 mg/mL para a espécie Favolus tenuiculus a 0,62 mg/mL para a
espécie Trametes modesta (Tabela 3).

Dos extratos testados, 66,66% apresentaram atividade contra todas as bactérias testadas.
Os isolados das espécies Trametes modesta 5.377, Gloeoporus telephoroides 5.409 e 5.415 e
um exemplar da familia Polyporaceae 5.372 apresentaram o menor CIM e foram ativas contra
as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae.

Os isolados que apresentaram os melhores valores microbicidas foram: Trametes
modesta 5.377, Polyporaceae 5.372 e Gloeoporus telephoroides 5.409 contra Klebsiella
pneumoniae; Lentinus strigosus 5.406 e Gloeoporus telephoroides 5.415 contra Staphylococcus
aureus; Flabellophora sp. 5.383 e Coriolopsis caperata 5.399 contra Streptococcus
pneumoniae; e Ganoderma flaviporum contra Escherichia coli.

Nenhum extrato testado apresentou atividade contra as cepas de Candida analisadas.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana com extratos de basidiomas de Agaricomycetes isolados
da Reserva Florestal Humaita, Acre, Brasil.

Microrganismo
mg/mL
Cadigo Identificagdo Sau Spn Eco Kpn

CIM CMM CM CMM CIM CMM CIM CMM

5.389 Agaricus sp. - - 5 5 5 >20 2,5 2,5
5.399 Coriolopsis caperata - - 2,5 2,5 5 >20 2,5 2,5
5.393 Favolus tenuiculus 10 10 5 5 2,5 >10 2,5 >10
5.383 Flabellophora sp. - - 2,5 2,5 5 >20 1,25 >5
5.405 Ganoderma flaviporum 5 5 2,5 >10 5 5 2,5 2,5
5.390 Ganoderma sp. - - 5 5 5 >20 2,5 >10
5.409 Gloeoporus telephoroides 5 5 2,5 >10 5 20 0,62 0,62
5.415 Gloeoporus telephoroides 5 5 2,5 >10 5 >20 0,62 >2.5
5.406 Lentinus strigosus 5 5 5 5 5 >20 5 >20
5.372 Polyporaceae 1,25 >5 0,62 >25 5 10 2,5 2,5
5.418 Polyporaceae 10 >20 2,5 >10 5 10 2,5 >10
5.408 Polyporales - - 5 5 5 >20 10 >20
5.417 Polyporales 5 5 1,25 >10 5 >20 1,25 2,5
5.412 Polyporus sp. 5 5 2,5 >10 5 20 1,25 >5
5.377 Trametes modesta 1,25 >5 0,62 >25 5 10 0,62 1,25
Droga Cloranfenicol 30 pg/Mli 0,62 - 0,62 - 0,62 - 0,62 -
controle
Total 10 10 15 15 15 11 15 15

Sau: Staphylococcus aureus; Spn: Streptococcus pneumoniae; Eco: Escherichia coli; Kpn: Klebsiella pneumoniae. CIM:
Concentragdo Microbicida Minima; CMM: Concentracdo Microbicida Minima.
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A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) com extratos dos micélios de Agaricomycetes
variou de 20 mg/mL para a espécie Trametes modesta 5.997 a 0,62 mg/mL para o isolado
Agaricales 5.367(3) (Tabela 4).

Para a atividade antimicrobiana dos extratos de micélios de Agaricomycetes, a espécie
Trametes modesta 5.397 e um exemplar da ordem Agaricales 5.367(3) apresentaram a menor
CIM e foram microbicidas contra Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus,
respectivamente. Dos extratos testados, 73,91% apresentaram atividade contra o fungo
leveduriforme Candida albicans, e Clitopilus prunulus teve o menor CIM 2,5 mg/mL.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana dos extratos de micélios de Agaricomycetes isolados da
Reserva Florestal Humaita, Acre, Brasil.

Microrganismo

- e mg/mL
Cadigo Identificagdo sal Spn Kpn Eco Cal
CM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM
5.367(2) Agaricales 20 >20 5 5 10 10 5 >20 5 >20
5.367(3) Agaricales 062 >25 25 2,5 5 5 5 10 5 >20
5.381  Agaricales 10 >20 5 >20 - - 5 20 - -
5.388  Agaricales 20 >20 10 >20 5 5 5 20 - -
5.391  Ceriporiasp. 10 >20 5 5 5 5 5 >20 5 >20
5.385  Clitopilus prunalus 10 >20 5 5 5 >20 5 10 2,5 >10
Coprinellus 1,25 >5 25 >10 25 2,5 5 >20 5 5
5.366  disseminatus
5.403  Cotylidia sp. 10 20 5 >20 5 >20 5 20 5 >20
5.383  Flabellophora sp. 10 >20 5 >20 5 5 5 >20 5 10
5.401  Flabellophora sp. 10 >20 10 >20 5 2,5 5 20 10 >20
5.386  Favolus tenuiculos 10 >20 10 >20 5 >20 5 10 5 >20
Ganoderma 10 >20 10 >20 5 10 5 10 5 >20
5.405 flaviporum
5.378  Marasmius sp. 10 20 5 >20 5 5 5 20 - -
5.392 Marasmius sp. 10 >20 2,5 >10 1,25 2,5 5 20 5 10
5.387  Marasmius sp. 10 >20 10 10 5 >20 5 >20 10 >20
5.394  Mycenaceae 10 >20 5 >20 5 5 5 >20 5 >20
5.365  Pluteus sp. 10 >20 5 >20 5 >20 5 20 10 >20
5.372  Polyporaceae 2,5 >10 5 >20 5 >20 5 10 5 >20
5.418  Polyporaceae 10 20 10 >20 5 >20 5 10 5 >20
5.412  Polyporus sp. 10 >20 10 >20 5 >20 5 20 5 >20
5.374  Polyporus sp. 10 >20 5 >20 10 >20 5 20 - -
5.374(2) Polyporus sp. 10 >20 2,5 >10 5 >20 5 20 - -
5.397  Trametes modesta 20 20 2,5 >10 0,62 0,62 5 10 - -
Droga  Cetoconazol - - - - - - - - 0,62 -
Controle 50 pg/mL
Droga  Cloranfenicol 0,62 - 0,62 - 0,62 - 1,25 0,62 -
controle 30 pg/mL
Total 23 23 23 23 22 22 23 323 17 17

Sau: Staphylococcus aureus; Spn: Streptococcus pneumoniae; Eco: Escherichia coli; Kpn: Klebsiella pneumoniae;
CIM: Concentracéo Inibitéria Minima; CMM: Concentragdo Microbicida Minima.
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Identificacdo Molecular

As sequéncias obtidas e comparadas com as depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI), identificaram um fungo ao nivel de género, trés em espécie
e trés ndo mostraram compatibilidade suficiente entre a espécie identificada e a foto do
espécime para determinar sua identificacdo, por isso foi aceito a identificdo morfologica
(Tabela 5).

Tabela 5. Comparacédo das sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information.

Cadigo do Origem N° de acesso Identificacdo molecular Porcentagem de
fungo NCBI identidade
5.405 Basidioma MNO077525.1 Ganoderma flaviporum 99,64%
5.385 Micélio KX960794.1 Clitopilus prunulus 96,79%
5.366 Micélio KJ832035.1 Coprinellus disseminatus 100%
5.391 Micélio MH267854.1 Ceriporia sp. 98,96%

Figura 5. Exemplares submetidos a identificacdo molecular. A. Trametes modesta; B.
Ganoderma flaviporum; C. Clitopilus prunulus; D. Coprinellus disseminatus; E. Ceriporia

sp.; F. Marasmius sp.

Atividade Enzimatica
Dos 24 Agaricomycetes isolados e analisados, 19 (79,16%) apresentaram enzimatica e
para pelo menos uma das enzimas analisadas. A atividade enzimética mais frequente dos fungos
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analisados foi celulolitica (73,78%), com destaque para a espécie Trametes modesta 5.397 e

Polyporaceae 5.418 com halos de 40 e 61 mm, respectivamente, seguida pela enzima protease

(52,63%), com os maiores halos obtidos por Clitopilus prunulus 5.385 e Favolus tenuiculos

5.386. Os maiores halos para amilase (21,05%) foram apresentados pelos isolados Coprinellus

disseminatus 5.366 e Polyporaceae 5.418. Apenas trés isolados produziram a enzima lipase

(15,78%), sendo estes, Polyporus sp. 5.374(2), Marasmius sp. 5.392 e Ceriporia sp., com IE

de 0,559, 0,962 e 1,261 respectivamente. O isolado Polyporus sp. 5.374(2) foi o Unico a

produzir as quatro enzimas testadas (Figura 5, 6 e 7) e (Tabela 6).

Tabela 6. Producdo de enzimas por fungos Agaricomycetes da Reserva Florestal Humaita,

Acre, Brasil.
Cadigo Identificacéo Indice enzimatico
Celulase Protease Amilase Lipase

5.381 Agaricales 0,75+0,08 0,76+0,17 - -

5.367(2) Agaricales 0,25+0,02 1,01+0,02 0,20+0,01 -
5.388 Agaricales - 1,01+0,02 - -
5.391 Ceriporia sp. - - - 1,26+0,25
5.385 Clitopilus prunulus - 1,04+0,03 - -
5.366 Coprinellus disseminatus 0,20+0,03 - 0,62+0,06 -
5.386 Favolus tenuiculos - 1,04+0,02 - -
5.383 Flabellophora sp. 0,33+0,04 0,86+0,20 - -
5.395 Gymnopus sp. 0,12+0,005 - - -
5.378 Marasmius sp. 0,33+0,09 - - -
5.392 Marasmius sp. 0,08+0,06 - - 0,96+0,06
5.394 Mycenaceae 0,16+0,14 - - -
5.400 Panus sp. 0,30+0,03 - - -
5.365 Pluteus sp. - 1,01+0,03 - -
5.372 Polyporaceae 0,21+0,20 - - -
5.418 Polyporaceae 0,86+0,18 0,71+0,14 0,86+0,18 -
5.374 Polyporus sp. 0,40£0,51 - - -

5.374(2) Polyporus sp. 0,22+0 0,98+0,02 0,55+0,19 0,55%0,27
5.397 Trametes modesta 0,83+0,20 1+0 - -
Total 14 10 4 3
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Figura 6. Agaricomycetes com melhor para producdo enzimatica. A. Clitopilus prunulus;
B. Coprinellus disseminatus; C. Trametes modesta; D. Ceriporia sp.; E. Favolus
tenuiculos; F-G. Polyporaceae; H. Marasmius sp.

Figura 7. Fungos produtores de mais de uma enzia hidrolitica. A. Marasmius sp.; B.
Flabellophora sp.; C. Agaricales; D. Tetrapyrgos nigripes; E. Polyporus sp.; F.
Polyporaceae; G. Trametes modesta; H. Agaricales.

DISCUSSAO

Os 55 Agaricomycetes coletados, foram classificados nas ordens Agaricales (45,45%),
Polyporales (41,81%), Auriculariales (9,09%) e Hymenochaetales (3,63%), distribuidos em 16
familias, 23 géneros e 16 espécies.
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As ordens Agaricales e Polyporales também foram as mais frequentes em outros
trabalhos realizados no Estado do Acre (BONONI, 1992; SANTOS et al., 2020; SILVA et al.,
2020; COSTA et al., 2021). Atualmente, a ordem Agaricales é o grupo com maior nimero de
espécies identificadas no Brasil, quando comparada as demais ordens de Agaricomycetes, com
1038 espécies registradas no pais, enquanto Polyporales possui 478 (FUNGI, 2022).

Dos géneros descritos neste trabalho Cotylidia, Marasmius, Lentinus, Ganoderma,
Flabellophora, Favolus, Hexagonia, Amauroderma, Coriolopsis, Trametes, Gloeporus e
Auricularia também foram relatados em outros trabalhos (SILVA et al., 2020; COSTA et al.,
2021).

Dos 55 Agaricomycetes coletados, 24 (43,63%) culturas foram isoladas, quantidade
realtivamente baixa devido alta taxa de contaminag@o com outras espécies, principalmente dos
géneros Xylaria, Trichorderma e Pestalotiopsis. Resultados semelhantes também foram
observados em outros trabalhos, tendo sido ressaltou a necessidade de desenvolver um
protocolo de isolamento de Basidiomicetos para evitar perdas por contamina¢do com outros
fungos (SANTOS et al., 2020).

Os extratos do basidioma testados apresentaram atividade contra trés ou mais bactérias
testadas. Estudos relatam alta atividade antibacteriana de Agaricomycetes estudados contra
bactérias Gram-positivas (OZTURK et al., 2011; NOWACKA et al., 2015) e Gram-negativas
(SANTOS et al., 2020), confirmando os resultados encontrados neste trabalho, onde todos os
fungos com atividade foram eficazes tanto para Gram-negativas como para Gram-positivas.
Porém, nenhum isolado dos extratos do basidioma apresentou atividade positiva contra o fungo
leveduriforme Candida albicans.

Estudos feitos recentemente na AmazoOnia Brasileira, verificou a atividade
antibacteriana de cogumelos coletados no sudoeste da Amazo6nia, onde 14 espécies tiveram
atividade positiva, dentre elas, Trametes modesta, Favolus tenuiculus, Marasmius sp. e
Gloeoporus telephoroides que com o extrato de metabolito foi ativo contra Gram-negativos K.
pneumoniae e E. coli enquanto o extrato de basidioma foi ativo contra bactérias Gram-positivas
(SANTOS et al., 2020).

Em um estudo realizado com extratos aquosos de basidiomas das espécies Polyporus
squamosus, Ganoderma applanatum e Ganoderma lucidum exibiram atividade antibacteriana
contra todas as bactérias testadas (HASSAN et al., 2019), as mesmas usadas neste estudo.

Dos extratos do micélio testados, 17 (73,91%) apresentaram atividade contra o fungo

leveduriforme Candida albicans, destacando o isolado da espécie Clitopilus prunulus que
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demonstrou menor CIM (2,5 mg/mL). N&o foram encontrados trabalhos com atividade
antimicrobiana dessa espécie, indicando que este é o primeiro relato.

Um estudo desenvolvido com extratos de micélio de uma espécie de Clitopilus inibiu
levemente o crescimento da bactéria Gram positiva Staphylococcus aureus, mas nenhuma
atividade foi observada em bactérias Gram negativas (JATUWONG et al., 2016), diferente do
encontrado neste trabalho, sendo este fungo eficiente contra ambas bactérias. Recentemente,
um estudo também com extrato do micélio de Clitopilus apresentou resultados positivos contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (ATIPHASAWORN et al.,
2017).

E sabido que o género Clitopilus é uma das fontes de pleuromutilina, um diterpeno, que
exibe atividade antibacteriana contra patdgenos Gram-positivos e espécies de micoplasma por
inibicdo seletiva da sintese de proteinas através da interacdo com ribossomos procarioticos
(YAMANE et al., 2017).

Os Agaricomycetes possuem ampla variedade de compostos antimicrobianos,
antiparasitarios, antitumorais, dentre outros, em diferentes concentracdes, o que pode contribuir
para o efeito antimicrobiano, resultando em diversos efeitos na atividade dos extratos
(KOSANIC et al., 2016).

A identificacio molecular de fungos geralmente € feita utilizando-se primers
amplificadores da regido ITS (SEIFERT, 2009). Entretanto, algumas vezes o resultado obtido
ndo é suficiente para determinar a espécie fungica, como foi o caso neste estudo. Para que estes
possam ser identificados, € necessario que sejam utilizados outros primers, como o LSU
(SINGH et al., 2013).

Dos 24 Agaricomycetes isolados, 19 (79,16%) apresentaram producdo enzimatica. A
enzima mais frequente foi celulase, e o maior IE foi produzido pelo isolado Trametes modesta
5.397 e Polyporaceae 5.418.

Vaérios estudos demonstram a capacidade de Agaricomycetes na producdo de celulase,
dentre eles, podemos destacar De Araudjo et al. (2019), que relatou as espécies Fomitopsis
subtropical, Marasmius cladophyllus e Neonothopanus nambi e Pereira et al., (2016) que
trabalhou também com o género Trametes.

A maior producdo de celulase pode ser explicada pelo fato da maioria dos
Agaricomycetes coletados serem decompositores de madeira, logo, em ambiente natural

degrada materiais lignocelulésicos para seu crescimento (CAVALCANTE et al., 2019).
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Os melhores produtores de amilase neste estudo foram os isolados Polyporus sp.
5.374(2) e Polyporaceae 5.418. N&o foram encontrados trabalhos referentes aos géneros
Clitopilus, Favolus e Polyporus para as enzimas alvo deste trabalho, caracterizando este como
primeiro relato.

Apenas trés isolados produziram a enzima lipase, sendo estes, Polyporus sp. 5,374(2),
Marasmius sp. 5.392 e Ceriporia sp. 5.391. N&o foram encontradas literaturas sobre producéao
desta enzima para os referidos géneros, mostrando estes como primeiros relatos.

Contudo, Bu et al. (2020) relatou que Ganoderma lucidum aumentou a hidrélise de
triglicerideos, e que seus efeitos antiadipogénicos podem potencialmente serem utilizados em

produtos para antiobesidade humana.

CONCLUSAO

As ordens mais ocorrentes na Reserva Florestal Humaita foram Agaricales, Polyporales,
Auriculariales e Hymenochaetales. A espécie Clitopilus prunulus esta sendo realtada como
primeira ocorréncia para o Estado do Acre.

Os isolados das espécies Clitopilus prunulus 5.385, Coprinellus disseminatus 5.366,
Flabellophora sp. 5.383, Favolus tenuiculos 5.383, Marasmius sp 5.392, Pluteus sp. 5.365,
Polyporus sp. 5. 374, Ceriporia sp. 5.391, Mycenaceae 5.394, Polyporaceae 5.372 e 5.418,
Agaricales 5.381 e 5.388 foram o0s que apresentaram atividade antimicrobiana e enzimatica.

As atividades enzimaticas mais frequentes dos fungos analisados foram celulase,
seguida por protease, amilase e lipase.

Diante da auséncia de literatura encontrada até o presente momento, este trabalho
contém os primeiros relatos enzimaticos para a aos géneros Clitopilus, Favolus e Polyporus
referente as enzimas alvo neste trabalho e para producdo de lipase, dos géneros Polyporus,
Marasmius e Ceriporia.

Este trabalho contribui para a descricdo de espécies de Agaricomycetes ocorrentes na
Reserva Florestal Humaita, bem como novos dados referentes a atividade antivimicrobiana e
enzimatica desses fungos.

Diante do déficit de informacdes na literatura tanto sobre atividade enzimatica, quanto

antimicrobiana, se faz necessario estudos mais aprofundados sobre Agaricomycetes.
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5. CONCLUSOES GERAIS

As ordens mais ocorrentes de fungos da Classe Agaricomycetes na Amazonia brasileira
séo Polyporales, Hymenochetalles e Agaricales.

As ordens mais ocorrentes de fungos da Classe Agaricomycetes na Reserva Florestal
Humaité sdo Agaricales e Polyporales. A espécie Clitopilus prunulus esta sendo realtada como
primeira ocorréncia para o Estado do Acre.

A bactéria mais sensivel aos testes antimicrobianos foi Klebsiella pneumoniae.

Este trabalho é o primeiro relato sobre atividades enzimaticas dos géneros Clitopilus,
Favolus e Polyporus referente as enzimas alvo deste trabalho.

As atividades enzimaticas mais frequentes dos fungos analisados foram celulase,
seguida por protease, amilase e lipase.

Os resultados deste estudo contribuem para primeira informacao de atividade lipolitica
dos géneros Polyporus, Marasmius, e Ceriporia sp.

Estudos com atividades biolégicas, como antimicrobiana, antioxidante, Anti-
inflamatoria e enzimatica ainda sdo escassos. Este trabalho mostra a necessidade de

desenvolvimento de pesquisas com fungos do Filo Basidiomycota na Amazonia Brasileira.

86



	AGATA, R.; WŁODZIMIERZ, G.  Composition and biological properties of Agaricus bisporus fruiting bodies: a   review. Polish   Journal   of   Food and Nutrition Sciences, v. 67, n. 3, p. 173-182, 2017.
	BAÑARES-BAUDET, Á.; BELTRÁN-TEJERA, E. Agaricales de alta altitude do Parque Nacional do Teide (Ilhas Canárias, Espanha). Nova Hedwigia, v. 1, n. 2, p. 49-63, 2014.
	BANCERZ, R.; GINALSKA, G. A novel thermostable lipase from Basidiomycete Bjerkandera adusta R59: characterisation and esterification studies. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 34, n. 1, p. 553-560, 2007.
	BARBOSA, C. S. et al. Genome sequence and effectoroma of the subpopulations Moniliophthora perniciosa and Moniliophthora roreri. BMC genomics, v. 19, no. 1, p. 1-12, 2018.
	BHUSHAN, A.; KULSHRESHTHA, M.  The Medicinal Mushroom Agaricus bisporus: Review of phytopharmacology and potential role in the treatment of various diseases. Journal of Nature and Science of Medicine, v. 1, n. 4, p. 4-9, 2018.
	HELENO, S. A. et al. Nutritional value, bioactive compounds, antimicrobial activity and bioaccessibility studies   with   wild   edible   mushrooms. LWT-Food    Science    and    Technology, v. 63, n. 2, p. 799-806, 2015.
	SMIDERLE, F. R. et al. Agaricus bisporus and Agaricus brasiliensis (1→6)-β-d-glucans   show   immunostimulatory   activity   on   human THP-1 derived macrophages. Carbohydrate polymers, v. 94, n. 1, p. 91-99, 2013.

	SOUZA, H. Q. et al. Seleção de Basidiomycetes da Amazônia para produção de enzimas de interesse biotecnológico. Ciência e Tecnologia de Alimentos, v. 28, n. 1, p. 116-124, 2008.
	SRILAKSHMI, J. et al. Commercial potential of fungal protease: past, present and future prospects. J Pharm Chem Biol Sci, v. 2, n. 4, p. 218-234, 2015.
	STAJIC, M. et al. Mushrooms   as   potent   sources   of   new   biofungicides. Current   Pharmaceutical   Biotechnology, v. 18, n. 13, p. 1055-1066, 2017.


