Kamilla Martins Borges®, Thais Demarchi Mendes? Guilherme Conceigéio da Silva®, Léia Cecilia de Lima Fdvaro®, Félix
Gongalves de Siqueira®

Algumas espécies de macrofungos sdo amplamente exploradas como alimentos, em razdo,
além de seu sabor, das suas propriedades nutricionais e terapéuticas. Nos ultimos anos, o interes-
se tem se voltado para a aplicacdo biotecnoldgica das propriedades desse grupo de fungos, como
a producdo de enzimas lignocelulésicas, de pigmentos e de compostos bioativos. A preservagao
desses microrganismos em cole¢des de cultura garante a conservagdo do germoplasma para in-
vestigacOes e aplicagOes futuras. A preservacdo de macrofungos por longos periodos ainda é um
desafio, fazendo-se necessaria a aplicacdo de diferentes métodos, como criopreservacao, Castellani
e repique continuo. Este estudo apresenta resultados de ac¢des vinculadas ao projeto Regen, que
incluem a reativacdo, a purificacdo e a preservacdo de 140 cepas de macrofungos da Colecdo de
Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABiIo). Além disso,
para contribuir com o objetivo de agregar informacdes sobre potenciais aplicacdes biotecnoldgi-
cas dos microrganismos, foi feita uma triagem, por andlise visual, de cepas com potencial para
producdo de pigmentos. Foram selecionadas 23 cepas que apresentaram coloragdo nos tons de
amarelo, laranja, rosa, vermelho e roxo, seja no micélio ou secretada no meio ao redor das col6nias.
Adicionalmente a preserva¢do dos microrganismos, foram também prospectadas caracteristicas
gue demonstram o potencial biotecnolégico do acervo da CMMAABio.

Termos para indexagao: macrofungos, colegcao de microrganismos, pigmentos naturais.

Macrofungos sao organismos que, na natureza, desempenham papel fundamental na decom-
posicao de matéria organica e ciclagem de nutrientes. As propriedades Unicas desse grupo de fun-
gos, como producdo de compostos bioativos, de pigmentos/corantes, de enzimas e composi¢do
nutricional, tém despertado o interesse em sua exploracdo comercial em diversos setores, como
industria farmacéutica, de alimentos, de materiais, de nutricdo animal e de bioinsumos para o setor
agropecuario, entre outras (Kijpornyongpan, et al., 2022).

A manutencdo desses microrganismos em colecdes de cultura ndo sé garante a disponibili-
dade do germoplasma para pesquisas e aplicacdes futuras como também mantém preservada a
diversidade bioldgica. De maneira institucional, a Embrapa tem promovido a implementacado e a
manutencdo de cole¢des de microrganismos. Um exemplo desse compromisso é a integracao das
colecdes das Unidades da Empresa e o registro dos microrganismos no sistema Alelomicro. Outro
exemplo é o desenvolvimento do projeto REGEN, financiado pelo Sistema Embrapa de Gestao (SEG),
gue tem como objetivo o enriquecimento, a documentacao, a conservacao e a caracterizacao de dez
colecdes de microrganismos. Entre elas, esta a Colecao de Microrganismos e Microalgas Aplicados a
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Agroenergia e Biorrefinarias (CMMAABIo), que possui em seu acervo milhares de microrganismos,
dentre cepas de bactérias, leveduras, microalgas e fungos filamentosos, incluindo os macrofungos.

A preservacdo de macrofungos por longos periodos ainda é um desafio. O método mais utiliza-
do é o de repique continuo, porém essa técnica é muito laboriosa e a transferéncia sequencial para
um novo meio de cultura pode levar ao acumulo de mutac¢des, mudancas fenotipicas e perda da
diversidade genética. Outras estratégias de preservacdo por longos periodos, como criopreservacao
e preservacao por Castellani, tém se demonstrado eficazes para a manutencao de algumas espécies.

Além da preservagdao do germoplasma dos microrganismos, a CMMAABio também tem como
propdsito caracteriza-los quanto as suas potenciais aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo a produ-
¢do de pigmentos naturais. A crescente demanda por substituicdo de corantes sintéticos por coran-
tes naturais tem sido uma tendéncia nas ultimas décadas. A producgdo de corantes por microrganis-
mos é uma alternativa mais vantajosa em comparagdo com outras fontes naturais, como plantas e
insetos, por causa da viabilidade de cultivo em condi¢des controladas e otimizadas. Nesse contexto,
algumas espécies de macrofungos se destacam pelas chamativas cores de seus corpos de frutifi-
cagdo. Além de coloridos, alguns desses compostos possuem propriedades bioativas, como agdo
antioxidante, antimicrobiana e anticancerigena (Suthar, et al., 2021).

O objetivo deste trabalho é organizar, preservar e manter cepas de macrofungos da colecdo
CMMAABIo e seleciond-las visualmente quanto ao potencial de producdo de pigmentos.

Verificacao da viabilidade e pureza

Cento e oitenta e cinco cepas de macrofungos previamente armazenadas na CMMAABio tive-
ram sua viabilidade e pureza checadas. Utilizando a técnica de repique, uma pequena quantidade
de micélio do fungo foi transferida para o meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), e as placas
foram incubadas a 28 °C por sete dias a 15 dias. O crescimento dos fungos nas placas foi monitorado
e sua pureza foi verificada, garantindo a auséncia de contaminacdes por bactérias ou outros fungos.
As cepas categorizadas como puras foram encaminhadas para a etapa de preservacado e triagem das
cepas com potencial para a producdo de pigmentos.

Triagem de cepas com potencial para a produgao de pigmentos

As placas com fungos com bom crescimento em meio BDA foram fotografadas de ambos os
lados (frente e verso) para documentacdo das caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas das col6-
nias. O meio BDA é indicado para promover o crescimento de macrofungos e por ser adequado para
producdo de pigmentos. Foram selecionados os macrofungos que apresentavam algum tipo de co-
loracdo rosa, roxa, laranja, amarelo, vermelho e marrom, tanto no micélio quanto secretada no agar.

Preservacao das cepas

Método de Castellani: discos de 10 mm de micélio crescido em meio BDA por sete dias a 14
dias foram transferidos para cinco criotubos e submersos em agua destilada. Os tubos estdo manti-
dos em temperatura ambiente.

Criopreservagao: discos de 10 mm de micélio crescido em meio BDA por sete dias a 14 dias
foram transferidos para cinco criotubos e submersos em solugdo crioprotetora de glicerol 20%
(m/v). Os criotubos estdo mantidos em ultrafreezer a -80 °C.

Repique continuo: fragmentos de micélio crescido em agar BDA foram transferidos para meio
BDA solidificado de forma inclinada (slant) em tubos Falcon (duplicata). Os tubos foram incubados



na temperatura de 28 °C por sete dias a 14 dias. Apds o desenvolvimento do micélio, os tubos foram
armazenados a 10 °C. Esse método ndo garante a viabilidade do fungo por longos periodos, por isso,
esse procedimento é repetido a cada quatro meses ou cinco meses.

Verificagao da viabilidade, pureza e preservagao das cepas

O acervo de macrofungos da CMMAABiIo conta com cerca de 200 cepas. A criopreservacao é
o principal método de preservacao da cole¢cdo. No entanto, por causa dos desafios de preservagao
dos macrofungos por esse método (sobrevivéncia apds congelamento), as cepas também estdo
mantidas pelo método de Castellani e repique continuo. A manutenc¢do de macrofungos em cole-
¢cOes de cultura requer um trabalho cuidadoso e continuo de verificacao de viabilidade e pureza das
cepas e renovacgao dos estoques do germoplasma preservado. Atualmente, esse trabalho é possibi-
litado pelo desenvolvimento do projeto REGEN. Até o momento, foi possivel obter 140 cepas vidveis
e livres de contaminacdo. Essas cepas foram fotografadas para a documentagao das caracteristicas
morfoldgicas das colonias e foram preservadas pelos métodos de criopreservacgao, repique continuo
e Castellani.

Triagem de cepas potencialmente produtoras de corantes

Dentre as 140 cepas que se mostraram vidveis e puras, 23 apresentaram coloragdo intensa, seja
no micélio ou secretada no dgar. Uma diversidade de coloragdes foi observada, sendo elas: rosa,
roxa, laranja, amarela, vermelha e marrom. Informacdes referentes as cepas com potencial produ-
tor de corante estdo registradas na Tabela 1, enquanto a Figura 1 apresenta as imagens das cepas

fotografadas em meio BDA apds um periodo de cultivo de sete dias a 15 dias.

Tabela 1. Macrofungos selecionados como potencialmente produtores de corantes.

1 BRM 067553 Basidiomycetes Marrom Branca/Amarela
2 BRM 062449 Basidiomycetes Marrom Branca/Marrom
3 BRM 063103 Basidiomycetes Marrom Branca

4 BRM 062453 Basidiomycetes Roxa Roxa

5 BRM 062377 Basidiomycetes Amarela Branca

6 BRM 062381 Basidiomycetes Laranja Branca

7 BRM 060013 Pycnoporus sanguineus Laranja Branca/Laranja

8 BRM 067565 Basidiomycetes Marrom Branca

9 BRM 067568 Basidiomycetes Marrom Branca

10 BRM 062542 Basidiomycetes Laranja Branca

11 BRM 063322 Basidiomycetes Roxa/Rosa Branca

12 BRM 067591 Panellus stipticus Laranja Branca

13 BRM 067593 Laetiporus cincinnatus Laranja Branca

14 BRM 067588 Pholiota adiposa Marrom Branca

15 BRM 055652 Chlorophyllum molybdites ~ Marrom/Laranja Branca

16 BRM 059975 Oudemansiella canarii Marrom/Amarela  Branca

17 BRM 056513 Pleurotus pulmonarius Roxa/Vermelha Roxa/Vermelha

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Cédigo BRM Espécie ou grupo Coloragao do Coloragao do
taxonémico meio micélio
18 BRM 059978 Tyromyces pulcherrimus Vermelha Vermelha
19 BRM 056056 Xylaria cubensis Roxa/Vermelha Roxa/Branca
20 BRM 044248 Ganoderma lobatum Marrom/Amarela  Branca
21 BRM 044601 Flammulina velutipes Laranja Branca
22 BRM 051906 Pleurotaceae Amarela Branca/Amarela
23 BRM 052849 Pluteaceae Marrom Branca
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Figura 1. Imagens das cepas de macrofungos potencialmente produtoras de corantes.

1: BRM 067553; 2: BRM 062449; 3: BRM 063103; 4: BRM 062453; 5: BRM 062377; 6: BRM
062381; 7: BRM 060013 - Pycnoporus sanguineus; 8: BRM 067565; 9: BRM 067568, 10: BRM 062542;
11: BRM 063322; 12: BRM 067591 - Panellus stipticus; 13: BRM 067593 - Laetiporus cincinnatus; 14:
BRM 067588 - Pholiota adiposa; 15: BRM 055652 - Chlorophyllum molybdites; 16: BRM 059975
- Oudemansiella canarii; 17: BRM 056513 - Pleurotus pulmonarius; 18: BRM 059978 - Tyromyces
pulcherrimus; 19: BRM 056056 - Xylaria cubensis; 20: BRM 044248 - Ganoderma lobatum; 21: BRM
051906 - Flammulina velutipes ; 22: BRM 051906 - Pleurotaceae; 23: BRM 0528944 - Pluteaceae.

A Tabela 1 apresenta informacdes que indicam se a coloragdo foi observada no micélio, indi-
cando a producdo de pigmentacdo intracelular, ou se foi observada no agar (ao redor das col6nias),
indicando a secre¢do dos compostos coloridos. Para um processo de producdo desses corantes,



a secre¢do para o meio extracelular é mais vantajosa, pois elimina uma etapa de extragao intra-
celular a partir da massa micelial. Nesse sentido, merecem destaques as cepas BRM 062381 (6),
BRM 060013 - Pycnoporus sanguineus (7), BRM 067568 (9) e BRM 063322 (11) e BRM 051906 -
Flammulina velutipes (11), em razao da capacidade de secretar compostos de coloracdo intensa no
meio ao redor das colonias.

Pode-se destacar, como potenciais produtoras de pigmentos amarelo/laranja, as cepas BRM
062381 (6), BRM 060013 - Pycnoporus sanguineus (7), BRM 059975 - Oudemansiella canarii (16) e
BRM 051906 - Flammulina velutipes (21). Pycnoporus sanguineus, cogumelo orelha-de-pau, apre-
senta corpo de frutificacdo com coloracdo laranja intensa. Segundo Meng et al. (2022), os compos-
tos majoritarios responsaveis pela coloracdo, cinabarina, acido cinabarinico e tramesaguin, apre-
sentam também propriedades antivirais, antibacterianas e anti-inflamatdrias.

As cepas BRM 062453 (4), BRM 063322 (11), BRM 056513 - Pleurotus pulmonarius (17), BRM
059978 - Tyromyces pulcherrimus (18) e BRM 056056 - Xylaria cubensis (19) podem ser destaca-
das como produtoras de intensa coloragdo rosa/vermelha. Tyromyces pulcherrimus, cogumelo
“strawberry bracket”, possui corpo de frutificagdo com coloragdo rosa/vermelha, e a composicdo
de seu pigmento ainda ndo estd descrita na literatura.

A caracterizacdo de cepas com potencial para a producado de pigmentos e a documentacao des-
sas informacdes agrega valor a CMMAABIo ao fornecer dados que podem ser futuramente utiliza-
dos como ponto de partida para a prospecc¢ao e avaliacdo da aplicacdo biotecnoldgica dessas cepas.

Cento e oitenta e cinco cepas de macrofungos foram reativadas e 140 tiveram a pureza che-
cada e foram preservadas por criopreservagao, repique continuo e pelo método de Castellani. As
cepas foram triadas visualmente e foi possivel selecionar 23 macrofungos com potencial para serem
posteriormente investigados quanto a produgdao de pigmentos. Além da preservagao dos micror-
ganismos, este trabalho contribuiu para a inclusdao de informag¢des que demonstram o potencial
biotecnoldgico do acervo da CMMAABIo.
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