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RESUMO

LABORY, Claudia Regina Gontijo. Avaliagio citolégica e condigdes de
crescimento de Agaricus blazei. 2003. 60 p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos ) — Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.*

O cogumelo Agaricus blazei, espécie nativa do Brasil, vem sendo consumido e
comercializado cada vez mais pelos paises europeus e orientais devido as suas
propriedades medicinais. Com o objetivo de aprofundar os conhecimentos sobre
a sua biologia e estabelecer as melhores condigdes de crescimento, hifas de
isolados de A. blazei (CS,, CS,;, CS4, CSs, CS¢, CS,,) foram cultivadas para
avaliagdo das melhores condigdes de crescimento do micélio em diferentes
meios de cultivo, como substrato para produgio de inoculante comercial e em
composto de cultivo. Também foram testados diferentes pH e temperaturas de
crescimento em meio de cultura sintético, O material estudado foi também
corado com Giemsa, para avaliar o comportamento nuclear ¢ as dimensdes
celulares da espécie. O fluorocromo DAPI foi utilizado para caracterizagdo do
comportamento nuclear dos esporos e do metabasidio. Quanto aos resultados de
velocidade de crescimento, ndo houve diferenca estatistica do pH em meio BDA
para a maioria dos isolados estudados, porém no meio MEC, os melhores
valores de pH para os isolados CS; e CS; foram: 5,0; 5,5 e 6,0. Quanto a
temperatura verificou-se que o crescimento micelial s6 foi comprometido em
temperaturas abaixo de 21°C, n3o havendo diferen¢a estatistica nas temperaturas
de 23°Ce 28°C. O meio MEC mostrou-se o mais indicado para a producgo da
matriz priméria de 4. blazei em fungio da estabilidade da cultura. Os isolados
CS,, CS, e CSs foram os mais rapidos na colonizagdo do meio de cultura e no
substrato constituido de arroz + farelo de trigo. No composto de cultivo todos os
isolados apresentaram o mesmo desempenho. Nas avaliagdes citologicas, os
isolados de A. blazei apresentaram células multinucleadas com média de 6
niicleos por compartimento celular. Foi caracterizada a presenca de 4 niicleos no
metabasidio, 4 esporos por basidia e dois niicleos por esporos, apresentando uma
mitose pds-meiética, na fase final da formac@o dos esporos. Estudos quanto a
produtividade deverdo indicar quais isolados s#o de fato os mais indicados para
a producdo de inoculante comercial.

*Comité orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Professora orientadora),
Eustaquio Souza Dias - UFLA; Lisete Chamma Davide - UFLA



ABSTRACT

LABORY, Cliudia Regina Gontijo. Cytological evaluation and growing
condition of Agaricus blazei. 2003. 60p. Thesis (Doctorate in Food Science) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras — MG.*

The mushroom Agaricus blazei, a native Brasilian species, has been consumed
and traded even more by Europeans and East countries due to its medicinal
properties. With the objective of increase its biology knowledge and establish
the best growing condition, strains of Agaricus blazei (CS,, CS,, CS,, CSs, CSs,
CS;,) were assessed to the best conditions for the mycelium development in
different culture medium such substrate to spawn production and in culture
compost. To assess different growing pH and temperature in synthetic culture
medium. The studied strains were also dyed with Giemsa, to assess the nuclear
behaviour and the nuclear compartment of this specie. The DAPI fluorochrome
was utilized to characterize the spore and metabasidium nuclear behaviour. As to
the growing speed results, there were not statistical difference to the pH in the
BDA medium for the majority of the studied strains, but in the MEC medium,
the best values to pH to the CS; and CS 5 strains were: 5,0; 5,5 and 6,0. It was
verify that the mycelium growth was affected in temperature under 21°C, not
having statistical difference in the temperature of 23°C and 28°C. The MEC
medium showed to be the most indicated to the primary matrix production of A4.
blazei due to the culture stability. The strains CS,, CS, and CS; were the fastest
in the colonization of the culture medium and in the substrate made of rice plus
midding wheat. In the culture compost, all the strains presented the same
performance. The strains of 4. blazei presented multinucleated cells with mean
of six nucleus in the cell compartment, four spore by basidium and two nucleus
by spore, presenting mitosis post meiotic in the final phase of the spore
formation. Study about productivity should indicate which strains are really the
most indicated to spawn produtction.

*Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Major Professor),
Eustiquio Souza Dias - UFLA; Lisete Chamma Davide - UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O cogumelo Agaricus blazei é nativo do Brasil sendo encontrado
naturalmente na regido sudoeste do estado de Sdo Paulo. A sua descoberta
ocorreu no municipio de Piedade e por isso, ele recebeu o nome de cogumelo
Piedade, nome pelo qual comegou a ser conhecido em outros paises (Uryu,
1995).

Os cogumelos, em geral, tém sido indicados como alimentos
terapéuticos utilizados na prevengio de doengas, tais como hipertensdo, cincer,
viroses, bacterioses e outras (Bobek & Galbavy, 1999; Bobek et al., 1995).

Dentre as espécies intensivamente cultivadas com proposito comercial, o
cogumelo A. blazei surgiu pela demanda do mercado japonés, que é o principal
comprador. Este consumo foi despertado gracas a estudos no Japdo que
permitiram a descoberta e isolamento de substincias com atividade antitumoral
(Kawagishi et al., 1988; Kawagishi et al., 1989; Osaki et al., 1994; Itoh et al.,
1994; Ito et al., 1997).

Apesar de sua importincia e grande perspectiva de utilizagdo, e
considerando que o cultivo de A. blazei é relativamente recente no Brasil,
observa-se uma caréncia de estudos mais aprofundados a seu respeito. Com o
objetivo de selecionar isolados de A. blazei mais estaveis e produtivos, estes
foram comparados em diferentes condigdes fisico-quimicas quanto ao seu
crescimento micelial. OQutro objetivo abordado neste trabalho foi a compreensdo
do comportamento morfolégico e nuclear de hifas secundarias e basidiésporos
da espécie, realizando estudos iniciais sobre sua caracterizagdo citolégica
utilizando Giemsa e fluorocromo DAPI.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos taxonomicos do Agaricus blazei

O Agaricus blazei pertence a divisdo Basidiomycota, ordem Agaricales,
familia Agaricaceae. Na ordem Agaricales estio incluidos os fungos
basidiomicetos que apresentam corpo de frutificagio visivel a olho nu,
conhecido como cogumelo, tendo como caracteristica basica o estipe central
separado do pileo, lamelas livres, acinzentadas quando jovens tomando-se
marrom-escuras na maturidade (Urben, 2001).

A variagdo morfologica, entretanto, é muito grande. A consisténcia pode
ser membranosa a camosa até quase coreacea, as vezes com diferentes graus de
gelatinizagdo, mas nunca lenhoso ou carbondceo. Ha basidiocarpos (também
chamados de carpoforos) caracteristicamente pileados e estipelados, outros com
estipe desde central até excéntrico, lateral e mesmo ausente e outros fixos pela
camada cortical estéril do pileo ao substrato (Putzke & Putzke, 1998).

Um dos caracteres mais importantes para a taxonomia da ordem
Agaricales ¢ a cor dos esporos. A variagdo de cores dos esporos é muito grande,
sendo as mais fregiientes, a branca, a marrom-escura, a amarelada, a laranja
rosada, a verde e a preta. Os esporos podem ser hialinos a pigmentados ao
microscopio, apresentando parede fina ou grossa, lisa ou diversamente
omamentada. Normalmente, observa-se um hilo ou apéndice hilar, o qual
representa o ponto onde o esporo estava preso ao esterigma que aparece como
uma pequena langa. Quando o cogumelo entra no estadio de amadurecimento
dos basidiosporos, estes sdo desprendidos do esterigma que os sustentava a

partir do basidio e langados ao ar violentamente por meio de um sistema de



ejecdo especialmente adaptado. Oposto ao hilo, em algumas familias, ocorre a
formacdo de poro germinativo (Putzke & Putzke, 1998).

A familia Agaricaceae é uma vasta familia apresentando 25 géneros. O
género mais comum da familia é o Agaricus L. ex Fr (Pegler, 1983), cuja
maioria das espécies é comestivel (14 espécies). Dentre elas, apenas seis sio
cultivadas em escala comercial (Alexopoulos et al., 1996).

A familia Agaricaceae tornou-se muito conhecida, principalmente
devido ao cogumelo Agaricus bisporus, conhecido popularmente como
champignon, o cogumelo mais produzido e consumido no mundo (Braga & Eira,
1997).

2.2 Caracteristicas morfolégicas

A hifa (Gr. Hiphé = tecido) é o filamento fimgico, simples ou
ramificado, septado ou ndo, que constitui o micélio dos fungos (Fidalgo &
Fidalgo, 1967). As hifas prolongam-se por crescimento apical, mas, muitas
partes do fungo sdo potencialmente capazes de crescer. Um pequeno fragmento
de qualquer parte do organismo ¢ capaz de crescer e dar origem a um novo
individuo (Alexopoulos et al., 1996).

Nos homobasidiomicetos, a hifa geradora ou generativa apresenta
crescimento indefinido, é ramificada, tem paredes delgadas, é sempre septada,
possui septo simples ou com grampos de conexdo e da origem ao basidiocarpo e
a outros tipos de hifas (Urben et al., 2001). ‘

O numero de nicleos nas células das hifas dos basidiomicetos varia de
espécie para espécie. Eles nio sdo igualmente distribuidos no citoplasma e nem
ha tendéncia para formarem pares. Em alguns casos, eles tendem a formar
grupos mantendo areas do citoplasma sem nicleos, nido se localizando
necessariamente na regido central da hifa. De fato, é usual encontri-los proximo
da parede da célula (Chang & Hayes, 1978).



Uma estrutura importante para a classificagido genérica e especifica dos
Agaricales, o grampo de conexdo, (Figura 1) também denominado ansa (ansai =
asa) ou fibula (fibula = fivela), é um tipo de ligagéio do micélio dicaridtico de
um grande numero de basidiomicetos, constituido por um pequeno canal
semicircular que se dirige para baixo, encurvando-se até tocar a célula inferior
da mesma hifa, 4 qual se une (Urben et al., 2001). Na familia Agaricaceae, 0
grampo de conexdo esta presente somente em alguns géneros. No entanto, ha
exemplos de familias em que os grampos de conexdo estio presentes em todos

os géneros (Pegler, 1983).

hifas anastomose

Grampo de
conexio

FIGURA 1 Desenho esquemtico de hifas em anastomose & grampo de
conexao.




Em eucariotos, varios tipos de conexdo entre células podem permitir a
troca de material intracelular, tanto do nicleo inteiro como de cromossomos ou
fragmentos de Cromossomos (Takats, 1959). As conexdes permitiriam também a
troca de material genético extra nuclear, como DNA mitocondrial ou plasmidial
(Collins & Saville, 1990; Griffiths, 1995).

A heterocariose é conseguida em fungos filamentosos, por meio de
anastomoses entre hifas que permitem a troca ou passagem do micleo, bem
como parte do citoplasma (Chang & Hayes, 1978).

A anastomose (Figura 1) aparentemente acontece para balancear o
conteido celular do micélio, particularmente os tipos € namero de nicleos ou
como um evento preparatorio para uma etapa do crescimento e
desenvolvimento, a formagdo dos heterocarios e dicarios, assim como a
formag@o do carpéforo (Chang & Hayes, 1978).

A translocagdo nuclear em fungos por meio da migragdo, primeiramente
descrita por Buller (1931) e citada por Chang & Hayes (1978), é considerada
uma das maiores descobertas do fendmeno do sistema de fator sexual dos
basidiomicetos. '

Chang (1969) relatou que um niicleo constricto de uma hifa vegetativa
monosporica de Volvariela volvacea, passou por um poro septal. Em alguns
casos, o ponto de migragdo do nucleo é pequeno e em outros é alongado na
forma de filamento de cromatina.

Uma unica célula possui um ou mais niicleos migratérios, apesar de
algumas ndo possuirem nenhum. Numa dada célula, a diregdo de migragio é
sempre a mesma. Essa observagio sugere que o transporte de miicleos seja
passivo, por fluxo citoplasmatico, apesar de os centriolos estarem envolvidos
ativamente na mobilidade do nicleo filngico (Kies, 2000). O movimento
nuclear geralmente é mais ativo em células apicais e durante a elongagio celular
do que em células estaveis distantes do apice (Chang & Hayes, 1978).



Em Aspergillus nidulans e Neurospora crassa, experimentos com
agentes antimicrotibulos demonstraram que a migragao nuclear € mediada
primeiramente pelo sistema de microtubulos (Oakley & Morris, 1980; That et
al., 1988). Durante o crescimento das hifas de fungos, tais como A. nidulans, N.
crasssa. N. haematococca, também foi observado que a distribuicdo e a
migracio nuclear sdo dependentes dos microtibulos e da dindmica

citoplasmatica (Xiang et al., 1994; Plamann et al., 1994; Inoue et al., 1998).

2.3 Condicdes fisicas e nutricionais
O crescimento dos fungos ¢ afetado por fatores ambientais,
especialmente pela temperatura, grau de umidade, teor de oxigénio, grau de

acidez (pH), luz e nutrientes que lhes sao oferecidos (Deacon, 1997).

23.1 pH

O crescimento apical é um método predominante do crescimento celular
em fungos que também é exibido por inumeros tipos de células especializadas de
plantas. Agora é amplamente aceito que o gradiente idnico intra e extracelular,
notavelmente de H™ e Ca’", esta associado ao crescimento polarizado de células
fingicas. Gradiente de pH extracelular comumente € associado com O
crescimento apical das células (Parton et al., 1997).

Todos os fungos estdo em contato com solugdes aquosas na natureza ou
no laboratério e a concentragdo do fon hidrogénio (pH) nessas solugoes controla
o crescimento fungico. fons metalicos podem ser afetados pelo pH, formando
complexos insoliveis em determinadas faixas. lons fosfato e magnésio podem
coexistir em pH baixo, porém, em pH elevado, eles formam um complexo
insoliivel, reduzindo a disponibilidade desses ions para o fungo. O ferro tomna-se
insoliivel em pH neutro a alcalino. Esse efeito é similar com ions calcio e zinco.

A permeabilidade celular & alterada com a variagdo entre acidez e alcalinidade,



sendo o efeito particularmente notivel em compostos que se ionizam. A
explicacdo é que em pH baixo, a membrana plasmitica se tora saturada com
jons hidrogénio ¢ a passagem de cations fica limitada, enquanto em pH elevado,
a membrana se toma saturada com ions hidroxila, limitando a entrada de anions
essenciais. Em geral, um ligeiro grau de acidez é favoravel 3 germinagdo dos
esporos e ao rapido crescimento das coldnias jovens. O pH ideal varia entre as
espécies. Para fungos como Agaricus bisporus, o pH ideal esta na faixa de 55a
8,0 (Landecker, 1996). ,

As enzimas s30 inativadas em faixas de pH extremos, tendo diferentes
niveis Gtimos para a atividade. Um pH desfavoravel do meio externo pode
alterar a atividade das enzimas digestivas extracelulares ou outros processos
metabélicos (Zheng & Shetty, 2000). Os fungos invariavelmente alteram o pH
do meio em que crescem. Comumente, o decréscimo se da pelo acimulo de
acidos organicos, como acido glucénico, piravico, citrico e succinico, formados
pelo metabolismo de agiicares. Didxido de carbono, um subproduto do
metabolismo de carboidrato, combina com agua para formar acido carbdnico,
abaixando o pH. A utilizagio pelo fungo do nitrogénio dos nitratos de sédio e
potassio tende a liberar bases, aumentando o pH. Com o sulfato de aménio

ocorre o contrario, ja que o fungo tende a liberar acidos.

2.3.2 Temperatura

Os fungos podem ser divididos em trés grupos, em termos de
requerimento de temperatura: psicrofilos, suportam baixas temperaturas;
mesofilos, crescem em temperaturas moderadas e terméfilos, crescem em altas
temperaturas. A maioria dos fungos é mesofila, crescendo numa faixa de 10°C a
35°C, com temperaturas Gtimas entre 20°C e 30°C (Deacon, 1997).

O crescimento em altas temperaturas pode incapacitar o fungo de
sintetizar uma vitamina requerida ou inativar a acdo de enzimas,



impossibilitando até a sobrevivéncia micelial (Zheng & Shetty, 2000). A
temperatura também é um dos fatores mais importantes para o crescimento de
fungos, podendo ser diferente para o crescimento micelial e a frutificagdo. Um
exemplo bem conhecido € o Agaricus bisporus, o qual requer temperatura de
25°C para o crescimento micelial e de 17°C para a formagdo dos corpos de
frutificagdo.

2.3.3 Umidade

Todo fingo, como qualquer outro organismo, necessita de agua para
difusio de nutrientes nas células e para liberagdo de enzimas extra celulares.
Substratos e enzimas, estio todos em solugdo aquosa ou suspensdo coloidal, e
nenhuma atividade enzimatica pode ocorrer na auséncia de agua. O movimento
de 4gua dentro e fora das hifas, ocorre pela osmose, difusdo em resposta ao
gradiente de concentragio através da membrana semipermeavel (Griffin, 1994).

Para o crescimento étimo do micélio do fungo no composto, o fator mais
importante ¢ o teor de agua. O melhor crescimento do micélio ocorre quando o
teor de agua do composto esta em tomo de 55 a 70% (Flegg, 1987).

A umidade do ar é um fator extremamente importante para a
frutificagio, devendo ser mantida entre 80% e 90% para evitar a
evaporacdo a partir do substrato € permitir o desenvolvimento do corpo
de frutificagdo (Miles & Buswell, 1993). Os fatores fisicos que atuam em
conjunto com Os requerimentos nutricionais para a obtengdo do

crescimento micelial, diferem dos usados para a frutificacdo.

234 Luz
A luz visivel (comprimento de onda entre 380-720nm) tem
relativamente pequeno efeito no crescimento somatico das hifas, apesar de

formar zonas de crescimento de alguns fungos em agar na qual, essas zonas



circulares densas, muito ramificadas, crescem alternadamente com zonas menos
densas. O zoneamento ocorre por que a luz inibe a extens3o da ponta da hifa, no
crescimento da superficie, prevalecendo ramificacdes densas (Deacon, 1997).

A luz influi diretamente sobre o desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo dos fungos. Na primeira fase, os fungos preferem a obscuridade ou
luz difusa para se desenvolverem, e, na segunda, proéuram a luz para formar as
frutificagdes. A maioria dos efeitos da luz nos fungos é mais efetiva sobre a
esporulagdo do que sobre o crescimento micelial (Griffin, 1994). No caso da luz
forte, podera haver destruicio de vitaminas e ma formagio de estruturas
reprodutivas.

2.3.5 Fatores nutricionais

Considerando que os fatores nutricionais s3o muito importantes para o
crescimento micelial e a produgdo de cogumelos, ¢ interessante a avaliagio de
diferentes isolados quanto aos seus requerimentos nutricionais e crescimento em
diferentes substratos. Isolados mais risticos, que apresentam crescimento mais
rapido e vigoroso, podem ser importantes pum programa de sele¢do de linhagens

para a produgdo de inoculantes comerciais.

2.3.5.1 Macroelementos essenciais

Moléculas orgdnicas que nutrem qualquer organismo contém grandes
quantidades de carbono, hidrogénio e oxigénio, sendo consideradas
macroelementos essenciais. Esses elementos sio requeridos para sustentar o
crescimento normal e o desenvolvimento fingico porque fazem parte de
componentes celulares e de enzimas envolvidas na sua sobrevivéncia, A
obtencdo de hidrogénio e oxigénio provém da agua ou quancio COmpostos
organicos sdo metabolizados. Ja o carbono provém principalmente de substratos
orgénicos utilizados por fungos. Outros elementos sdo também requeridos pelos



fungos, como macronutrientes, entre eles o nitrogénio, enxofre, potassio,
magnésio, calcio, ferro e fosforo (Griffin, 1994).

2.3.5.1.1 Carbono

Metade do peso seco de células fiingicas consiste de carbono, o que
indica a importincia funcional desse componente. Compostos orgénicos sdo
usados na estrutura celular e também como fonte de energia através da sua
oxidagio. Os fungos podem utilizar uma ampla variedade de compostos
orginicos, que incluem carboidratos (mono, di, oligo e polissacarideos),
lipideos, proteinas e acidos organicos. No entanto, os carboidratos constituem a
principal fonte de carbono (Landecker, 1996). Amido e celulose sdo amplamente
utilizados como fontes de carbono pelos fungos (Miles & Buswell, 1993). .

Tanto dissacarideos como polissacarideos 'sio importantes fontes de
carbono na natureza. Em reagdes catabélicas de respiracdo e fermentagdo, os
polissacarideos utilizados como ‘nutrientes podem ser digeridos e seus
constituintes assimilados (Kersten et al., ‘l 999). '

"Os agucares simples como a glicose e seus derivados produzem energia
quando oxidados. Naffaa et al. (1998), ao trabalharem com fungos endofiticos de
gramineas, observaram que a maioria dos isolados apresentou crescimento mais
rapido com altas concentrages de glicose (1% a 6%). Segundo os mesmos
autores, esses monossacarideos estio presentes no citoplasma em baixas
concentragdes quando comparados com outros organismos.

Os fungos produzem polissacarideos que podem ser fonte de energia de
reserva, como glicogénio e quitina, que ocorrem na maioria das paredes

celulares fingicas (Wannet et al., 2000).
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2.3.5.1.2 Nitrogénio

De todos os nutrientes necessarios ao desenvolvimento do fungo, o
nitrogénio é requerido em grandes quantidades, podendo ser fator limitante para
o crescimento do fungo em condigGes naturais. O nitrogénio € um elemento
essencial para formagdo de aminoacidos, acidos nucléicos, parede de
polissacarideos das células, fosfolipideos, vitaminas, e outros cofatores. Os
fungos ndo fixam nitrogenio da atmosfera, como algumas bactérias, mas podem
usar muitas outras formas de nitrogénio. Todos os fungos podem utilizar os
aminoacidos como fonte de nitrogénio. Geralmente eles necessitam apenas de
um aminoacido como o acido glutamico ou asparagina, a partir dos quais podem
sintetizar os demais aminoacidos através da reagdo de transaminagao (Grniffin,
1994).

Muitos fungos podem utilizar a amonia como unica fonte de nitrogénio,
apesar de ndo ser considerada a fonte de nitrogénio ideal. Depois de assimilada,
¢ combinada com acidos organicos usualmente para produzir acido glutamico ou
aspartico e os demais aminoacidos sdo produzidos por transamina¢3o
(Deacon,1997) .

Muitos fungos podem wusar o nitrato como fonte de nitrogénio
convertendo este para amonio através das enzimas nitrato redutase ou nitrito
redutase. Muitos outros componentes nitrogenados sdo usados como fonte de

nitrogénio por varios fungos (Deacon,1997).

2.4 Translocacao

Como as plantas superiores, os fungos também necessitam transportar
materiais de uma parte do organismo para outras. Isto € dbvio em A. bisporus,
em que o corpo de frutificagdo se desenvolve a uma certa distancia do substrato.
Ja foi relatado o transporte de nutrientes em Amillaria mellia a uma distancia de

90m. Os mecanismos de transporte nos fungos ainda ndo sdo bem entendidos e
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varios mecanismos tém sido propostos, incluindo difusdo, fluxo citoplasmatico,
passagem osmética e transpiragdo em corpos de frutificagfio. Imagina-se que
seja amplamente por fluxo de volume induzido por evaporagéo (Jennings et al.,
1974, citados por Hammond & Wood, 1987).

2.5 Reprodugiio dos basidiomicetos
A reprodugiio assexuada se di por meio da fragmentagdo do micélio
(artrésporos) formando fragmentos de hifas, os quais sofrem divisGes mitticas
alongando-se formando tramas e, conseqiientemente, um novo micélio. A
reprodugio sexuada (Figura 2) se inicia a partir da germinagdo de esporos
monocariéticos formando hifas primdrias ndo férteis (Alexopoulos et al., 1996).
Essas hifas monocaridticas (micélio primario) de fatores sexuais diferentes se
fundem formando hifas dicaridticas. As demais hifas subseqiientes se
desenvolvem com dois nicleos por compartimento, uma de cada parental. O
fungo pode entfio crescer por grande parte de sua vida como um micélio
(emaranhado de hifas) dicariético. Num estagio mais avangado, em resposta a
condigdes especificas do ambiente, esse micélio se aprofunda numa complexa
formagdo dando origem a um corpo de frutificagdo (basidiocarpo ou cogumelo).
Neste sdo formadas células especiais chamadas de basidios (Figura 3), nas quais
o dois niicleos se fundem (cariogamia), seguindo-se uma meiose para a produgéo
~de quatro esporos sexuais (basidiésporos). Quando os basidiésporos germinam,
estes dio origem a uma hifa monocari6tica novamente, formando assim um ciclo

de vida (Deacon, 1997).
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FIGURA 2 Ciclo de vida de um basidiomiceto (Deacon, 1997).

2.5.1 Variacfio genética

Uma forma conveniente de categorizar os sistemas de hibridos ou
variagio genética dos cogumelos é baseada na fertilidade do micélio derivada de
esporos {nicos. Nas espécies homotilicas, esporos individuais uninucleados e
hapléides germinam produzindo uma hifa que é capaz de produzir corpos de
frutificacdo (carp6foros). Portanto os esporos sdo autoférteis (Alexopoulos et al.,
1996). ,

Nas espécies heterotilicas a fertilidade € controlada geneticamente, por
meio de fatores sexuais. Neste caso, as hifas origindrias de um tnico esporo
hapléide uninucleado n3o s3o autoférteis. Micélio fértil é produzido entre a

fusio de hifas geneticamente compativeis. Ap6s a fusfo, os niicleos das hifas
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interagidas coexistem em um citoplasma comum dando origem a um micélio
dicaridtico (Elliot, 1987).

Dos basidiomicetos ja estudados, 90% sdo heterotalicos. 0Os 10%
remanescentes compreendem as espécies homotalicas e as espécies cujo sistema

de cruzamento ainda ndo esta especificado (Raper, 1966).

2.5.2 Basidios e basidiosporos

Entre as microestruturas presentes na ordem Agaricales, encontram-se
os basidios e basidiosporos (estruturas férteis) e cistidios (estruturas estéreis). Os
basidios geralmente sdo em forma de clava, sobre os quais se formam os esporos
exogenos (basidiésporos). Na ordem Agaricales, o basidio é tipicamente um
holobasidio, ou seja, monocelular (Urben et al., 2001). Esta caracteristica coloca
a ordem Agaricales, segundo Alexopoulos et al. (1996), dentro da classe
Basidiomycetes, na subclasse Holobasidiomycetidae I (Hymenomycetes II).

Os basidios sdo dicaridticos e possuem dois nicleos hapléides. O niicleo
se funde formando um novo nicleo dipléide (cariogamia) que é submetido a
meiose. Usualmente, quatro basidiésporos uninucleados s&o produzidos em cada
basidio. Apesar de os basidiosporos se desenvolverem diretamente sobre a
superficie do basidio, eles s3o produzidos sobre uma proje¢ao elongada
denominada esterigma. Cada esterigma sustenta um basidiosporo no seu apice
(Figura 3) (Kemp, 1980; Kiies, 2000).

Os niicleos migram para o interior de cada basidiésporo inicial. Os
microtubulos citoplasmaticos devem ser responsaveis pela migragio nuclear,
bem como para migragio de outras organelas. Finalmente, o citoplasma contido
no basidiésporo é separado pelo esterigma (Figura 3) (Kemp, 1980, Kiies, 2000).
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FIGURA 3 Cariogamia, meiose ¢ formagdo do basidiésporo (Kiies, 2000).
I: basidio dicariético; 2: cariogamia; 3: meiose I, 4: meiose II;
5: formag#o dos esterigmas; 6 e 7: inicio e matura¢do dos esporos;
8: migracdo nuclear; 9: mitose pos-meidtica.

Os basidiésporos dos Agaricales apresentam formas, tamanhos e
omamentagSes variados. Tais caracteristicas sdo importantes na taxonomia dos
membros da ordem, sendo um dado importante na identificagio de géneros,
conforme descrito por Singer (1975). Os basidiésporos dos Agaricales tém
paredes espessas, que sdo formadas em multicamadas, podendo ou n3o possuir
uma regido de poros germinativos definida (Urben et al., 2001).

Normalmente sdo encontrados quatro basidiésporos formados no apice
do basidio, sendo que cada basidiésporo recebe um unico niicleo hapléide. Em
algumas espécies, o nicleo pode sofrer uma divisdo mitética de modo que cada
basidiésporo possa apresentar dois niicleos (Figura 3) (Kiies, 2000). Na espécie
Agaricus bisporus siao formados, normalmente, dois basidiésporos apenas, os
quais recebem dois nicleos ao final do processo (Chang & Hayes, 1978).

Os basidiésporos possuem usualmente um tnico nicleo hapldide.
Quando o basidiosporo germina, inicia-se uma hifa hapléide monocariética. O
nucleo contido no interior do tubo germinativo se divide, consegiientemente, o

septo ¢ formado separando os nicleos irmdos. Inicialmente a hifa ¢ ndo
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septada, mas depois toma-se septada formando células uninucleadas. Essa fase
do ciclo de vida ¢ geralmente de curta duragdo. Ocorre entdo a plasmogamia,
onde ha fusio de duas hifas homotalicas. Quando elas se fundem, o nucleo de
uma delas flui para dentro da outra. O novo nicleo move-se até parar numa nova
posiciio. A hifa passa a possuir nucleos geneticamente diferentes, tornando-se,
assim, dicariética. Cada ¢élula desse dicarioto possui, dessa forma, dois nacleos
_hapléides. O dicarioto formado apés a plasmogamia.continua se desenvolvendo,

mantendo a condigdo binucleada (Kiies, 2000).

2.5.3 Grampo de conexio

Geralmente, o grampo de conexdo ¢ formado para manter a condigao
dicaridtica e heterocaridtica da hifa. Os grampos jovens sdo inicialmente
formados como um broto na parede da hifa entre os dois nucleos diferentes.
Ambos os nicleos se dividem mitoticamente. A divisdo do nucleo se dirige
obliquamente na diregio do grampo e se completa quando um nucleo se mantém
na posi¢io anterior e o outro na parte terminal do grampo formado. O segundo
niicleo da célula mie também se divide, e um dos nucleos se estende para a parte
axial da hifa e o niicleo de origem se mantém na porcao terminal, ficando os
dois novos niicleos proximos. O grampo se recurva e entra em contato com a
célula uninucleada e a parede entre eles é dissolvida. O nicleo do grampo migra
para a célula da hifa, reconstituindo a condi¢do dicaridtica. Um septo é formado
separando a nova célula binucleada formada. O grampo passa a ser parte
permanente da hifa e passa a ser usado como evidéncia morfologica de que a
hifa ¢ dicarictica (Kiies, 2000).

O novo micélio dicaridtico formado se aprofunda no substrato onde
obtém os nutrientes. Quando as condigdes sao favoraveis para a reproducdo,
alguns dos micélios dicaridticos se aprofundam numa complexa morfogénese

para formar o basidioma (cogumelo visivel). Todo o micélio do basidioma
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(basidiocarpo) € do mesmo tipo, em contraste com alguns ascomicetos, dos
quais dois tipos distintos de sistema micelial fazem parte da formagdo do
ascoma. Dentro do basidioma, algumas das células em tecidos estéreis mantém-
se binucleadas, enquanto outras se formam multinucleadas, dependendo da
espécie (Landecker, 1996).

2.6 Caracterizagdo citologica

A wisualizagdo de fenémenos celulares, tais como a caracterizagio
citolégica e morfologica dos basidios, basididsporos e hifas, nimero de nucleos,
sua divisio e migracdo, entre outras caracteristicas, podem ser muito facilitados
com o uso da microscopia.

A solugdo de Giemsa, um corante com caracteristicas especificas de
reagdo acido base, extensivamente usado em estudos de nicleo tanto em
interfase quanto em divisdo celular, é muito utilizado em microscopia de luz
branca, facilitando estudos citologicos e citogenéticos para a melhor
compreensdo de espécies ainda pouco conhecidas. A grande vantagem da
utilizagdo da solugdo de Giemsa € a sua pouca especificidade, tomando possivel
visualizar septos e nucleos bem definidos em hifas de fungos.

A utilizag3o de fluorocromos vitais tais como DAPI (4’ , 6 Diamidino,
fenilindoldihidrocloridrico) permitem a analise in vivo dos fendmenos celulares,
além de oferecerem outras vantagens, como a economia de tempo, dlspensando-
se fixacoes e pré-tratamentos (Gilroy, 1997).

O estudo do comportamento nuclear fomece uma importante definicio
tanto para as analises genéticas quanto para a compreensio do ciclo de vida dos
fungos. Materiais citoldgicos podem ser preparados para observagio da
distribuicio e divisdo do nucleo, ilustrando o potencial da microscopia de luz e

da fluorescéncia para investigagio cariologica (Chang & Hayes, 1978).
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A microscopia de fluorescéncia e o uso de fluorocromos tém vantagens
sobre o microscépio de luz branca porque o uso de diferentes cores sobre um
fndo preto permite uma melhor definigio de algumas estruturas. Os
fluorocromos vitais também permitem ver o movimento de organelas e
migragdes que ocorrem entre compartimentos celulares (Haugland, 1996).
Normalmente, apresentam também excelente contraste para a visualizagdo das
células a serem coradas, podendo ser utilizados com sucesso em outros fungos
(Galbraith, 1984; Nelson, 1994). |
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CAPITULO 2

CONDICOES DE CRESCIMENTO DE
Agaricus blazei
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RESUMO

LABORY, Claudia Regina Gontijo. CondigSes de crescimento de Agaricus
blazei. In: ___Avaliagdo citolgica e condigdes de crescimento de Agaricus
blazei. 2003. Cap.2, p.23-40. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras - MG.*

O cogumelo Agaricus blazei se tomou conhecido devido as suas propriedades
medicinais. Apesar de sua grande importincia, pouco se conhece a respeito de
sua fisiologia de crescimento. Este trabalho objetivou estabelecer as melhores
condicdes de crescimento dos isolados de A. blazei (CS,, CS;, CSs, CSs, CSs e
CS,) em diferentes substratos: a) constituido-de arroz em casca +10% de farelo
de trigo (inoculante comercial); b) constituido de bagago de cana + capim Coast
Cross (composto de cultivo) e em meios de cultura sintéticos (BDA, MMN,
MBC - meio basico completo e MEC - meio extrato de composto). Para
avaliagdio do efeito do pH, foram utilizados os meios BDA e MEC nos pH 5,0;
5,5; 6,0; 7,0 e 8,0. Para avaliagdo do efeito de temperatura, foi utilizado o
isolado CS¢ de Agaricus blazei em MBC nas temperaturas de 17°C, 20°C, 23°Ce
28°C e a avaliagdo realizada com base no crescimento micelial em mm/dia. Dos
meios de cultura testados, o BDA foi o que proporcionou o maior crescimento
micelial, porém, observando o aspecto da coldnia, verificou-se que o meio
obtido do composto de cultivo (MEC) apresenton um crescimento mais
uniforme, sugerindo uma maior estabilidade fisiologica da cultura. Em meio
BDA, os isolados ndo diferiram estatisticamente quanto aos pH testados, exceto
para o isolado CSs, no qual os pH 6,0 e 7,0 proporcionaram um maior
crescimento micelial. Em meio MEC, os pH 5,0; 5,5 e 6,0 proporcionaram os
melhores crescimentos para os isolados CS; e CS;. Quanto a temperatura,
verificou-se que o crescimento micelial s6 foi comprometido em temperatura
abaixo de 21°C, ndo havendo diferenca estatistica nas temperaturas de 23°C e
28°C. O meio MEC mostrou-se o mais indicado para a producdo da matriz
priméria de 4. blazei em funcdo da estabilidade da cultura. Os isolados CS,, CS,4
e CS; foram os mais rapidos na coloniza¢io do meio de cultura e no substrato
constituido de arroz + farelo de trigo. No composto de cultivo, todos os isolados
apresentaram o mesmo desempenho. Estudos quanto a produtividade deverdo
indicar quais isolados sdo de fato os mais indicados para produgdo de moculante
comercial.

*Comité orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Professora orientadora),
Eustaquio Souza Dias - UFLA; Lisete Chamma Davide - UFLA.
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ABSTRACT

LABORY, Claudia Regina Gontijo. Growing condiction of Agaricus blazei.
In: Cytological evaluation and growing condition of Agaricus blazei.
2003. Cap.2, p.23-40. Thesis (Doctorate in Food Science) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras - MG.*

The mushroom Agaricus blazei became known due to its medicinal properties.
Despite its great importance, little is known about its physiology of growth. This
work aimed to establish the best growing conditions to strains of 4. blazei (CS,,
CS,, CS,4, CSs, CSg and CS-) in different substrate: a) constituted of rice tight
plus 10% of middling wheat (spawn); b) constituted of cane bagasse plus Coast-
cross hay (cultivation compost); c) synthetic culture medium (BDA, MMN,
MBC - complete basic medium and MEC — compost extrate medium). To
evaluate the pH effect on fungal growth were used the BDA and MEC medium
in pH 5,0; 5,5; 6,0; 7,0 and 8,0. To evaluate the temperature effect on fungal
growth, it was used the CS strain of A. blazei in MBC in temperatures of 17°C,

20°C, 23°C and 28°C and the evaluation was based in the mycelium growth in
mm per day. Among the culture medium tested, BDA promoted the major
mycelium growth, nevertheless, observing colonial aspects, it was observed that
the medium obtained of the culture compound (MEC) presented the most steady
growth, suggesting a culture with better physiologic stability. In BDA medium,
the strains do not show statistical difference in the tested pH, except the CSs, in
which the pH 6,0 and 7,0 promoted the major mycelium grown. In MEC
medium, the pH 5,0; 5,5; and 6,0 promoted the best mycelium growth for CS,
and CS; strains. It was verified that the mycelium growth was only affected
when incubated at temperature under 21°C, not having statistical difference in
incubation at the temperatures of 23°C and 28°C. The MEC medium showed to
be, between those evaluated, the most suitable medium for primary matrix
production of 4. blazei due culture stability while strains CS,, CS; and CS;
showed the fastest colonization of both culture compost and substrate made of
rice plus middling wheat. In the culture compost, all strains presented similar
performance. Further studies on productivity are required in order to identify the
isolate most suitable for spawn production.

*Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Major Professor),
Eustiquio Souza Dias — UFLA; Lisete Chamma Davide — UFLA.
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1 INTRODUCAO

O cogumelo Agaricus blazei, nativo do Brasil, vem se destacando cada
vez mais pelas suas propriedades nutricionais e medicinais. Apesar de sua
grande importincia e perspectiva de utilizagdo, pouco se conhece a-respeito de
sua fisiologia de crescimento. Adaptagdes a partir do cultivo de cogumelos do
género AQaricus vém servindo de base para o aprendizado e estabelecimento das
melhores condig3es para o cultivo do A. blazei (Braga & Eira, 1999).

O cultivo desses cogumelos é feito em substrato obtido a partir de um
processo de compostagem, o qual tem o propdsito de gerar caracteristicas
favoraveis ao crescimento micelial do cogumelo e desfavoraveis a
microrganismos contaminantes (Fermor et al., 1987). Durante a compostagem
algumas propriedades fisico-quimicas sdo desenvolvidas, as quais s&o
importantes e interdependentes. O composto deve apresentar uma estrutura que
favorega a sua aeragdo e a manuten¢io da umidade sem excesso. Além de um
pH adequado, o estado quimico do composto deve ser tal que os nutrientes
necessarios para o cogumelo sejam acumulados e disponibilizados durante a
colonizagio e depois durante a frutificagdo. Nesse caso, a qualidade do substrato
-¢ as condigdes ﬁsiéo-quimicas do meio de crescimento sio fatores determinantes
para o sucesso da produgdo (Griffin, 1994).

Este trabalho objetivou estabelecer as melhores condigdes fisico-
quimicas de cultivo dos isolados de A. blazei em diferentes substratos e em
meios de cultura sintéticos, selecionando os isolados com potencial de utilizacio

como inoculante comercial.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados

Os isolados de 4. blazei testados, CS,, CS;, CS4, CSs, CSge CS;, foram
adquiridos de diferentes regides do Brasil fazendo parﬁe da colegdo de fungos do
Laboratorio de Cogumelos Comestiveis e Medicinais do Setor de Microbiologia
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras e mantidos em
meio batata dextrose agar (BDA) i temperatura ambiente.

2.2 Meios de cultivo

Os seis isolados de A. blazei foram testados nos seguintes meios de
cultivo: meios sintéticos laboratoriais (BDA, MBC e MMN) e meio constituido
pelo extrato de composto de cultivo (MEC).

O meio BDA foi preparado utilizando o extrato de 200g de batafa
cozida em um litro de 4gua destilada, ao qual adicionaram-se 15g de dextrose e
13g de agar microbiolégico.

O MBC (Meio basico completo) foi preparado com 10g de glicose, g
de peptona, 1g de extrato de levedura, 1g de KH,PO,, 0,5g de MgS0,. 7H,0, 1 g
de (NH,):S0;, 0,5g de CaCl, e 13g de 4gar microbioldgico.

Para o preparo do MEC (Meio extrato de composto), foi utilizado um
litro de extrato do composto, 10g de dextrose e 13g de agar microbiolégico. O
extrato do composto foi obtido triturando-se por 5 minutos, 200g de composto ja
fermentado e pasteurizado em dgua destilada, foi coado em gaze e descartado o
residuo. O volume foi completado para um litro, obtendo-se dessa forma o MEC
PH 8,0 (pH natural do extrato). Para se obter o MEC pH 5,5 o pI:I do meio foi
corrigido adicionando-se HCI 0,1M.
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O meio MMN (Meio Melin Norkans) consistiu de: 1,32g de
CaCl,.2H,0; 0,5g¢ de NaCl; 10g de KH,PO,; 5g de (NH.),HPO,, 3g de
MgS0,.7H;0; 3mL de citrato férrico (1%); 0,25 mL de tiamina 100pg/mL; 3g
de extrato de malte; 10g de glicose e 13g de agar para 1 litro de meio. A tiamina
foi esterilizada por filtragio em membrana milipore (0,22pm) e adicionada
depois da esterilizagio do meio em autoclave. O citrato férrico s6 foi adicionado
. depois de corrigido o pH para 5,5. Todos os meios de cultura testados foram
autoclavados a 121°C por 20 minutos.

A avaliacio do crescimento micelial nos meios sintéticos, em placas de
Petri, foi realizada pela medigdo do raio das colonias. Cada placa recebeu um
disco de 6mm contendo micélio obtido de placas matrizes de aproximadamente
14 dias de incubacdo. As placas inoculadas foram incubadas a 25°C em camara
de crescimento. O periodo de incubagdo foi determinado pelo isolado de
crescimento mais rapido, até que atingisse proximo do bordo da placa e medidos
com auxilio de um paquimetro. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC), com cinco repeti¢des para cada tratamento. Os dados foram

transformados e avaliados em mm/dia.

2.2.1 Avaliagdo dos isolados nos meios BDA e MEC em diferentes pH

Com o proposito de se estabelecer o melhor pH entre os melhores meios
de crescimento (BDA e MEC), foram testados cinco diferentes pH: 5,0; 5,5; 6,0,
7,0 e 8,0. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des para cada tratamento.

Para o preparo do meio MEC, foram seguidos os mesmos procedimentos
do item 2.2, com excegdo da concentragdo do extrato, no qual foram utilizados
500g de composto/L para a preparagdo do meio de cultura.
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2.3 Avaliagio do efeito da temperatura

Foram utilizados o isolado CSs de A. blazei e o isolado Agaricus
bisporﬁs para a avaliagdo do efeito de temperatura no crescimento micelial.
Utilizou-se o meio MBC em placas de Petri testando quatro temperaturas: 17°C,
20°C, 23°C, 28°C além da temperatura ambiente (TA), cuja média foi de 21,5°C.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes
para cada tratamento.

2.4 Avaliagiio dos isolados em substrato para inoculante comercial

Inoculante comercial consiste no substrato utilizado para crescimento
micelial do 4. blazei, devendo possuir as melhores condigdes de preservagio e
auséncia de contaminagiio do indculo a ser comercializado. Geralmente este é
constituido de grios de cereais mais aditivos, para facilitar a inoculagio do
fungo no composto de cultivo (item 2.5).

O inoculante comercial foi constituido de arroz em casca enriquecido
com 10% de farelo de trigo. O arroz em casca foi imerso por 12 horas em agua e
posteriormente cozido por 30 minutos, contados a partir da fervura. O farelo de
trigo foi umedecido e autoclavado por uma hora e entio misturado ao arroz ja
previamente cozido. A mistura foi autoclavada por uma hora a 121°C.

A avaliagdo do crescimento micelial no inoculante comercial, em frascos
de vidro de 500mL, foi realizada com a medigdo da colonizagdo do micélio no
meio. Cada vidro recebeu 10g de indculo matriz com aproximadamente 30 dias
de incubagdo. Os vidros inoculados foram incubados a temperatura ambiente. O
periodo de incubacdo foi determinado pelo crescimento do isolado que atingisse
primeiro o findo do vidro. O crescimento micelial foi medido com auxilio de
um paquimetro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com

cinco repeticdes para cada tratamento.
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2.5 Avaliacdo dos isolados em composto de cultivo

Para o preparo do composto de cultivo, foram utilizados 50kg de bagaco
de cana triturado e 50 kg de feno de capim Coast-Cross. A pilha foi montada
utilizando apenas o bagago de cana de agucar e o feno, com dgua em
abundincia. Na primeira revirada, apos dois dias, foram acrescentados como
aditivos farelo de trigo (10%), cloreto de potassio (1%), super fosfato simples
(1%), calcario (2%) e gesso (2%). A compostagem durou 21 dias, com reviradas
a cada dois dias para melhor homogeneidade da compostagem.

Em seguida, o composto foi colocado numa camara de pasteurizagio,
onde recebeu vapor fluente por 24 horas.. Cada parcela consistiu de lkg do
material pasteurizado acondicionado em sacos de polipropileno, tendo sido
inoculados com 10g de inoculante. Os sacos inoculados foram incubados a
temperatura ambiente. O periodo de incubagdo foi determinado pelo crescimento
do isolado que atingisse primeiro o fundo do saco. O crescimento micelial foi
medido com auxilio de um paquimetro e os dados foram transformados em
mm/dia. O delineamento experiemental foi inteiramente casualizado, com cinco
repetigdes para cada tratamento. |

O crescimento micelial no composto foi realizado em sacos de
polipropileno 0,13um, adotando-se os mesmos critérios de inoculagdo e
avaliagdo utilizados nos frascos de vidro (item 2.4).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Meios de cultura testados

De acordo com as médias de crescimento micelial mostradas na Tabela
1, o meio BDA foi superior aos demais meios de cultura testados, apresentando
0 maior crescimento micelial em mm/dia. Os meios MEC pH 5,5 ¢ MBC nio
apresentaram diferenca estatistica entre si e foram superiores a0 MMN.

O crescimento micelial em meio de cultura sintético utilizando placas de
Petri € uma etapa importante para a manutengio de isolados de A. blazei e
conservagdo das caracteristicas fisiologicas e morfolégicas como o vigor, o
aspecto cotonoso e a velocidade de crescimento. Dos meios testados, o BDA foi
© que proporcionou crescimento mais rapido, no entanto, verificou-se que o
MEC possibilitou um crescimento mais uniforme da colénia. Isso pode
significar que o MEC proporciona melhorés condi¢des fisioldgicas para o
crescimento do fungo. Sendo assim, € possivel que esse meio seja mais indicado

~para a manutencdo da cultura em placas. A principio o MEC foi preparado
utilizando-se 200g de composto para 1 litro de meio, no entanto, o crescimento
micelial foi rarefeito. Por isso, passou-se a utilizar 500g de composto para um
litro de meio, o qual proporcionou um crescimento micelial mais vigoroso.

O BDA ¢ um meio classico para o cultivo de fungos, sendo considerado
um meio rico que pode apresentar a desvantagem de inibir a esporulagdo de
algumas espécies de fungos (Smith & Onions, 1983). O A. blazei, como é
comum nos basidiomicetos, ¢ uma espécie que ndo produz esporos em meio de
cultura em condi¢des normais e também n3o se tem conhecimento de que a
espécie possua uma reprodugdo assexuada. Por isso, o cultivo desse fungo em
placas, visa tdo somente a produgdo de micélio como pré-inéculo a ser utilizado

em cultivos subsegilentes ou como matriz primiria para a producio de
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inoculante. Considerando tudo isso, o BDA poderia ser um bom meio para este
fim, enﬁemnto, a melhor escolha devera levar em conta a estabilidade fisiologica
da cultura apés ciclos sucessivos de cultivo. Portanto, novos estudos deverdo ser
conduzidos para avaliar esse pardmetro, comparando o BDA e o MEC, sendo
que a maior limitagio do ultimo é a disponibilidade do composto a qualquer
tempo no laboratério, ao contrario do BDA, cujos ingredientes sdo de facil
acesso.

O isolado CS; superou estatisticamente os demais isolados testados
(Tabela 1) e obteve igual crescimento micelial nos meios BDA e MBC, enquanto
que os isolados CS, e CS¢ apresentaram o pior desempenho nos meios citados.
Para a produgdo comercial de inoculante, é interessante a utilizacdo de um
isolado que apresente rapido crescimento em meio de cultura para a

multiplicagdo da matriz primarna.

TABELA 1 Avaliagdo do crescimento micelial de isolados de Agaricus blazei
(mm/dia) testados em diferentes meios de cultura.

Meios CS; CS; CS, CSs CSe CS;  Médias*
BDA 433a 3.82a 566a 3.8%a 384a 5,18a 445a
MECpH80 3,9%a 334a 538a 385a 284b 436a 39Db
MECpHS,5 3.32b 346a 411b  336a 282b 3.82b 348¢
MBC . 2,86b 1,87b 502a 3,17a 205b 473a 3,28¢
MMN 3,27b 151b  430b 3,77a 240b 304c  3.05d

MEDIAS* 3.55C 280D 489A 361C 279D 422B

sMédias seguidas de mesma letra nfo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott Knotta
5% de probabilidade. Letras minisculas comparam as médias nas colunas ¢ as letras maituisculas
comparam as médias na linha.
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3.2 Meio BDA em diferentes pH

Dos isolados testados apenas o CSs apresentou diferenga estatistica entre
os pH, sendo que o melhor crescimento micelial ocorreu nos meios com pH 6,0
e 7,0. Para os demais isolados, o pH ndo influenciou significativamente o
crescimento micelial (Tabela 2). De modo geral os fungos mais comuns crescem
bem numa faixa de pH entre 3 e 7, apesar de alguné necessitarem de pH mais
extrernos (Smith & Onions, 1994).

3.3 Meio MEC com diferentes pH

No MEC observou-se um maior efeito do pH sobre o crescimento
micelial dos isolados. Apenas os isolados CS; e CS, niio apresentaram diferenga
de crescimento em fungdo do pH. Todos os demais apresentaram pelo menos um
valor de pH que foi menos favoravel ao crescimento micelial. Para os isolados
CS: e CSy, o melhor crescimento ocorreu no pH 5 a 6, enquanto que para o

isolado CS¢ 0 pH 5 foi 0 que proporcionou o menor crescimento (Tabela 3).

TABELA 2 Avaliagdo do crescimento micelial de isolados de Agaricus blazei
(mm/dia) em meio BDA sob diferentes pH.

pH CS, CS; CSq CS; CS¢ CS, Meédias*
5,0 2,54a 282a 34l1a 2,80 3,19a 3,12a 2,99a
55 2,182 2,82a 291a 271b 3,75a 3,29a 294 a
6,0 2,79a 3,2%9a 3,16a 3.82a 3,08a 3,17a 3.22a
7,0 290a 295a 349a 388a 329a 32la 3,29a
8,0 231a__358a 352a 321b 318a 320a 3,17a

MEDIAS* 254B  309A 330A 329A 330A 3.20A

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott Knotta
5% de probabilidade. Letras mintisculas comparam as médias nas colunas e as letras maitsculas
comparam as médias na linha. :
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TABELA 3 Avaliagdo do crescimento micelial de isolados de Agaricus blazei
(mm/dia) em meio MEC sob diferentes pH.

pH CS§, CS, CSs CSs CSs CS,  Médias*
5,0 4042 3,22a 363a 38a 321b 383a 365a
5,5 410a 3,17a 364a 3.88a 347a 4,04a 364a
6,0 397a 328a 368a 399a 345a 398a 368a
7,0 375b  3,09a 38a 392a 350a 3,58b 383a
8.0 359b 323a 3.59a 367b 340a 3.67b 3.59a

MEDIAS* 389A 3,20D 368B 38 A 340 C 382A

" *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, Pelo teste de Scott Knoit a
5% de probabilidade. Letras minisculas comparam as médias nas colunas e as letras maiusculas
comparam as médias na linha.

Esses resultados demonstram que os diferentes isolados respondem de
forma diferente ao pH do meio 4 base de composto. A literatura relata que 0 pH
do composto de cultivo para os cogumelos Agaricus deve ser em tomo de 8. No
entanto, para trés dos isolados testados (CS,, CSs e CS,), o pH 8 foi o que
proporcionou menor crescimento micelial. Com isso, dependendo do isolado a
ser selecionado para a produgdio de inoculante, sera interessante avaliar o efeito
do pH do corﬁposto de cultivo sobre o crescimento micelial do fungo e sobre a

sua frutificagdo.

3.4 Efeito da temperatura
De acordo com os resultados da Tabela 4, as temperaturas que
proporcionaram melhor crescimento micelial para o 4. blazei isolado CS¢ foram

23°C, 28°C e temperatura ambiente (T A), nio diferindo estatisticamente entre si.



TABELA 4 Avaliagdo do crescimento micelial do isolado CS¢ de Agaricus
blazei e do Agaricus bisporus (mm/dia) em meio MBC,
submetido a diferentes temperaturas.

' Médias (mm/dia)*
Temperatura (°C) A. blazei (CSq) A. bisporus
28 4,79a 243a
23 45%a 2,38a
TA (21,5) 445a 223b
20 265b 1,97 ¢
17 1,50 ¢ 1.77d

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott Knott, a
5% de probabilidade.

Como pode ser observado, a temperatura de 28°C o A. blazei cresceun
quase duas vezes mais que o A. bisporus, o mesmo ocorrendo a 23°C e a
temperatura ambiente. A temperatura de 20°C o crescimento do A. blazei é
ligeiramente superior ao do A. bisporus, enquanto que na temperatura de 17°C o
comportamento do crescimento do A. bisporus foi superior ao do A. blazei.
Esses resultados conﬁrmarﬁ que as melhores temperaturas de crescimento para o
A. blazei variam de 21°C a 28°C e que para o A. bisporus, mesmo necessitando
de baixas temperaturas para frutificacio, prevalecem temperaturas mais elevadas
para o seu crescimento micelial. O crescimento na temperatura ambiente foi
feito com o objetivo de avaliar o efeito da oscilagiio da temperatura sobre o
crescimento micelial do fungo, considerando que durante o dia a temperatura
ambiente ficou em tomo de 25°C e a noite a mesma ficou normalmente abaixo
de 20°C. No entanto, o crescimento micelial foi estatisticamente igual quando
comparado com o obtido nas temperaturas de 23°C e 28° C.

Relatos de crescimento micelial para producdo de indéculo demonstram

que a temperatura ideal de crescimento do micélio é de 28°C a 30°C para 4.



bitorquis e média de 24°C para A. bisporus (Raper, 1978). Os resultados deste
trabalho mostraram que o A. blazei apresentou melhor crescimento nas
temperaturas de 23°C e 28°C (Tabela 4). Esses resultados ndo permitem afirmar
se temperaturas mais altas podem ou ndo ser favoraveis. Portanto, em
experimentos futuros devem ser testadas temperaturas acima de 28°C para se
verificar o efeito de temperaturas mais elevadas sobre o seu crescimento,
principalmente porque é comum a afirmagio na literatura e entre produtores de
que a temperatura 6tima de crescimento do 4. blazei no composto de cultivo esta
entre 23°Ce 28°C. A confirmagdo dessa informagdo, mesmo que em condi¢des
de cultivo “in vitro™ sera importante para trazer um pouco mais de conhecimento

sobre a natureza desse fungo.

3.5 Velocidade de crescimento em substrato para inoculante comercial

No substrato utilizado para produgdo de inoculante (arroz em casca +
farelo de trigo), os isolados CS,, CS, e CSs ndo diferiram estatisticamente entre
si, apresentando um crescimento micelial (mm/dia) superior aos demais isolados
(Tabela 5). O isolado CS7, que havia apresentado melhor crescimento micelial
em meios de cultivo, no substrato arroz + farelo de trigo ndo apresentou a
mesma eficiéncia, o que demonstra que a decisdo de escotha de um isolado para
a produgdo de inoculante ndo pode estar pautada em apenas um critério. A
utilizagdo de griios de cereais para a produgdo de inoculantes de cogumelos é
uma pritica comum em todo o mundo, em 'ﬁqu’io da disponibilidade do
material, da facilidade de preparo e, principalmente, pela praticidade no
momento da inoculagiio, proporcionada pela facil desagregagdo do material,
permitindo uma inoculagdo mais uniforme e com menos gasto de inoculante. Por
outro lado, os grios permitem uma colonizagdo apenas superficial, ao contrario
do que ocorre quando se utiliza como substrato o proprio composto de cultivo, o

qual permite uma colonizac¢3o intema das particulas.



TABELA 5 Avaliagdo do crescimento micelial de isolados de Agaricus blazei
(mm/dia) em substrato constituido de arroz e farelo de trigo.

Isolado Médias (mm/dia)*
CS4 - 327a
CSs 471 a
CS; 4242
CS; 363b
CS, 343b
CS; 287b

*Médias seguidas de mesma letra nfio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott,
a 3% de probabilidade.

Como conseqiiéncia, o inoculante produzido em grios toma-se menos
eficiente quando se utiliza um composto de cultivo de qualidade inferior, com
niveis de aménia acima do ideal (Fritsche, 1978). Em fungdo disso, além da
velocidade de colonizagdo, deve-se verificar se o substrato apresenta-se bem
colonizado pelo fungo. Neste trabalho, ndo se verificou diferengas de
intensidade de colonizagdo entre os isolados, tomando possivel a avaliacdo do

crescimento em mm/dia.

3.6 Velocidade de crescimento em composto de cultivo

Ao contririo do ocorreu no substrato arroz + farelo de trigo, no
composto de cultivo ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela
6), indicando que os isolados em média, crescem na mesma velocidade. O
isolado CS, apresentou tendéncia de crescimento superior aos demais, enquanto
que o CS,, que nos tratamentos anteriores mostrou-se mais agressivo, apresentou
o menor valor de crescimento micelial, ainda que essa média ndo tenha diferenga

estatistica. Esses resultados demonstram mais uma vez que os isolados



comportam-se de maneira diferente dependendo do meio ou substrato de cultivo
utilizado. Além disso, pode-se inferir que isolados que apresentem crescimento
micelial mais lento em meio de cultura ou no substrato arroz + farelo de trigo,
nio podem ser descartados do processo de selecdo de linhagens para a produgdo
de inoculantes comerciais sem antes fazer a avaliagdo de produtividade de todos
os isolados. Apenas no caso desses isolados apresentarem produtividade igual ou
inferior, além de outras caracteristicas, ¢ que os mesmos devem ser preteridos

em relagdo aos demais.

TABELA 6 Avaliagio do crescimento micelial de isolados de Agaricus blazei

(mm/dia) em composto de cultivo.
Isolado Médias (mm/dia)*
CS; . 6,692
CS7 5,99 a
CSs 560a
CS; 5.52a
CSs 4,77 a
CS4 4.68 a

*Médias seguidas de mesma letra nio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scoti-Knott,
a 5% de probabilidade.
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4 CONCLUSOES

O BDA ¢ o meio que proporciona crescimento micelial mais rapido para
todos os isolados de Agaricus blazei.

O MEC (meio extrato de composto) apresentou maior estabilidade
fisiologica para o crescimento do Agaricus blazei, proporcionando a formacdo
de colonias mais uniformes.

Considerando todos os experimentos, o isolado CS, se destacou em
crescimento micelial e podera ser uma étima opgdo para a producio de
inoculante do Agaricus blazei.

Estudos quanto a produtividade deverdo indicar quais isolados sdo de

fato os mais indicados para produgio de inoculante comercial.
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CAPITULO 3

ASPECTOS CITOLOGICOS DE
Agaricus blazei
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RESUMO

LABORY, Claudia Regina Gontijo. Aspectos citologicos de Agaricus blazei.
In. ____ Avaliagiio citolégica e condigGes de crescimento de Agaricus blazei.
2003. Cap.3, p.41-60. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras ~ MG.*

O Agaricus blazei tem despertado um grande interesse nos seus estudos devido
as suas propriedades medicinais, principalmente antitumorais. Apesar do
crescente interesse dos produtores na comercializacdo desse cogumelo, pouco se
conhece de sua biologia, especialmente no que diz respeito a seus aspectos
basicos. Este trabalho objetivou determinar o comportamento citolégico de hifas
dos isolados CS,, CS;, CSs, CSs, CSe, CS; de A. blazei, utilizando a coloragdo
Giemsa para contagem de nucleos e avaliacdo das dimensdes dos
compartimentos celulares. Foi também utilizado o fluorocromo DAPI (2pg/mL)
para a caracterizacdo do comportamento nuclear do metabasidio e esporos da
espécie. Foi revelada a presenca média de 6 nucleos para os isolados estudados.
O comprimento das células variou de 49,2um a 96,12um, a largura variou de
4,38um a 5,45um e a area celular variou entre 215,50um’ e 514,24um’. Com o
fluorocromo DAPI foi possivel observar quatro nucleos no metabasidio e dois
nticleos na fase final dos esporos. A presenga de dois nicleos indica a ocorréncia
de divisdes mitdticas pos-meiéticas no processo de maturacéo dos esporos de 4.
blazei, sendo tal fenémeno peculiar para alguns basidiomicetos, entre eles
Coprinus cinereus (Kues, 2000). Essas observagdes revelaram a necessidade de
estudos mais detalhados visando a elucidagio do ciclo sexual do 4. blazei.

* Comité orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Professora onentadora),
Eustaquio Souza Dias - UFLA; Lisete Chamma Davide - UFLA.
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ABSTRACT

LABORY, Claudia Regina Gontijo. Cytological aspects of Agaricus blazei.
In: Cytological evaluation and growing condition of Agaricus blazei.
2003. Cap.2, p.41-60. Thesis (Doctorate in Food Science) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras — MG.*

Agaricus blazei has aroused great interest in studies due to its medicinal
properties, mainly antitumoral. Despite the growing interest of producers in this
mushroom trade, little is known about its biology, especially in respect to the
basic aspects. This work aimed to determine the cytological behaviour of hyphas
strains CS,, CS,, CS,, CSs, CSs, CS; of Agaricus blazei, using Giemsa staining
to count nuclei and evaluate the cellular compartment dimension. The
fluorochrome DAPI (2ug/mL) was also used to characterize the nuclear
behaviour of this metabasidium and spore. A mean of 6 nuclei were observed in
each studied strain. The cells length varied from 49.2um to 96,12um and the
width varied from 4,38um to 5,45um. Using the fluorochrome DAPI it was
possible to observe four nuclei in the metabasidium and two nuclei in the spore
final phase. The presence of two nuclei points out the occurrence of mitotic
division post meiotic in the maturation process of A. blazei spores. This
phenomenon observed is peculiar to some basidiomycota, such as Coprinus
cinereus (Kies, 2000). The results found in this work indicated the necessity of
more detailed studies aiming to elucidate the 4. hlazei sexual cycle.

*Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Major Professor),
Eustaquio Souza Dias — UFLA; Lisete Chamma Davide — UFLA.



1 INTRODUCAO

Virios fenomenos sio responsaveis pela variabilidade genética em
fungos. A mutagdo, a recombinagdo sexual, a heterocariose, a parassexualidade e
os fatores citoplasmaticos s3o alguns deles. Além desses, o polimorfismo
cromossémico é também considerado como fator responsavel pelo aumento da
variabilidade (Kistler & Miao, 1992, Zolan, 1995).

Segundo Elliot (1987), Colson e Kligman foram os primeiros a estudar
a distribuigio dos nucleos e mostrar a natureza multinuclear dos micélios dos
cogumelos. Colson encontrou de 6 a 10 micleos nas células das hifas do tecido
de cogumelos e Kligman encontrou de 7 a 20 nucleos em células apicais.
Estudos mostraram que células mais jovens possuem mais nucleos que células
mais velhas (Wang and Wu, 1976),

O numero de niicleos em tubos germinados de Volvariela volvacea varia
de 1 a 15. O tubo germinativo de espécies heterotalicas, tais como Lentinula
edodes: e Pleurotus ostreatus, $30 uninucleados ou binucleados e aqueles
homotalicos, tais como Agaricu.§ bisporus e V. volvacea, sio multinucleados
(Chang & Hayes, 1978). Em A. bitorquis, o micélio fértil é regularmente
binucleado e esse estado é mantido na auséncia de grampos de conexdo. A
macrosporus € A. nivescens apresentam hifas multinucleadas com 10220 e 5 a
10 nucleos por célula, respectivamente (Hou & Elliot, 1979).

Os basidiomicetos tém um comportamento tipico na formagdo dos
basidios e, posteriormente, dos basidiosporos. Estes sao geralmente unicelulares
e hapléides. Como ja observado, basidiésporos recebem usualmente um unico
nucleo proveniente do metabasidio, entretanto, em algumas condi¢des, dois
niicleos podem encaminhar-se para um mesmo esporo (Alexopoulos et al,

1996).
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Normalmente, quatro basidiosporos sio formados no basidio. O
cogumelo Agaricus bisporus possui geralmente apenas dois esterigmas, sendo
que em cada um desenvolve-se um basidiésporo. Muitos outros, tais como A.
campestris (variedade selvagem), A. bitorquis (forma cultivada), Volvariela
volvacea, Lentinula edodes, Cop}inus spp e Pleurotus spp, normalmente
possuem quatro basidiésporos que sdo formados nos apices dos esterigmas.
Entretanto, ja foi relatado que cada basidio de A. bisporus pode suportarde 1 a 7
esporos. Foi observado que os esterigmas nio necessariamente estariam no apice
do basidio, mas podem desenvolver-se ao redor do basidio. Essas anormalidades
sdo encontradas em tomo de 10% dos basidios presentes num mesmo himénio
(Chang & Hayes, 1978).

Apesar da predominincia de esporos uninucleados originalmente, eles
podem também se tomar binucleados como resultado de uma divisio mitética
dos nucleos (mitose pds-meidtica) (Alexopoulos et al., 1996). Uma vez sabendo
desses comportamentos atipicos e considerando essa falta de mformagdes sobre
a espécie Agaricus blazei, este trabalho teve como objetivo determinar o niimero
~ de nucleos e dimensdes celulares de hifas e Basidiésporos de diferentes isolados
da espécie.

45



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados

Foram utilizados os isolados CS,, CSz, CS,, CSs, CSe e CSy de Agaricus
blazei, que fazem parte da colecdo de fungos do Laboratério de Cogumelos
Comestiveis e Medicinais, do Setor de Microbiologia do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras.

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Para a padronizagdo das metodologias, alguns testes sobre concentragio
de corantes, meio de cultura ideal, temperatura ideal de crescimento e estagio

ideal de coloragio do micélio foram feitos, utilizando o isolado CSe de A. blazei.

2.2 Crescimento e manutengéo da cultura

Para o crescimento e manutengio dos isolados de A. blazei foi utilizado
o meio basico completo (MBC) constituido de 10g de glicose, 1g de peptona, 1g
de extrato de levedura, g de KH,PO,, 0,5g de MgS04. 7H:0, 1g de (NH,),SOa,
0,5g de CaCl, e 13g de agar para 1L de meio.

Para a obtengdo do micélio foi utilizado o método descrito por Roane
(1952), ‘que consiste no crescimento do micélio sobre papel celofane colocado
sobre o meio de cultura. Esse procedimento foi necessario devido a dificil
manipulagio do micélio, visto que o A. blazei é um fungo filamentoso.

O crescimento se deu em camara de crescimento, 3 temperatura de 23°C,
por aproximadamente duas semanas ou até que O quadrado (1,5cm x 1,5cm) de

papel celofane fosse totalmente coberto pelo micélio.
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2.3 Avaliagdo citolégica de hifas
2.3.1 Preparagdes citologicas

O micélio dos isolados CS;, CS,, CS;, CSs, CSs, CS;, desenvolvido
sobre papel celofane, foi fixado em metanol por 3 minutos. Em seguida, foi
realizada a hidrélise com HCI IN a 60°C, por 10 minutos. Imediatamente apds,
o material foi lavado cuidadosamente em agua destilada e em tampdo fosfato
0,05M, pH 6,8. Apds a lavagem, o micélio foi imerso no corante Giemsa diluido
a 3% em tampdo fosfato 0,05M pH 6,8 por pelo menos 2 horas.

| Apos a coloragdo do micélio, 10 liminas foram montadas para cada
tratamento (CS,, CS;, CS,, CSs, CSs, CS) e, para cada lamina, foram avaliados
15 campos e, em cada campo, um compartimento celular de hifa, sendo
avaliadas cerca de 900 células. A avaliagdo consistiu em medir o comprimento
do compartimento celular, sempre que fosse possivel visualizar os dois septos
que delimitavam o compartimento interno; medir a largura e contar o niimero de
nucleos do respectivo compartimento de célula. .

Os nucleos foram contados em um microscépio de luz Carl-Zeiss
Amplival usando a objetiva de 40X e os compartimentos medidos com a ajuda
de uma ocular micrometrada (OSM), adaptada ao microscépio de luz, usando
objetiva de 40X.

O procedimento de medigio utilizando a ocular micrometrada consistiu
em determinar um fator de corregdo que foi multiplicado pelo valor da leitura,
sendo transformado em pm. Este fator de corregdo ¢ determinado para cada
microscopio e para cada objetiva utilizada com o auxilio de uma ldmina com
escala micrométrica. Para o microscopio Carl-Zeiss Amplival com a objetiva de
40X o fator de corre¢io calculado foi de 24,28; assim, os valores de
comprimento e largura dos compartimentos de célula foram muftiplicados por

este valor.
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2.3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado
(DIC) com 10 repetiges (laminas) e 6 tratamentos (isolados). Dentro de cada
repetigdo, avaliaram-se 15 compartimentos celulares. Efetuou-se a analise de
varidncia e o teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade com o auxilio
"do Software Sisvar 4.3 desenvolvido no Departamento de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal de Lavras. .

2.4 Avaliagdo citolégica de basidio e basidiésporos
2.4.1 Coleta do material

Foram utilizadas amostras de basidiocarpos cultivados a partir do
isolado CS, de A. blazei. Os isolados do cogumelo A. blazei foram inoculados
em composto, crescidos em cimara de incubagio apropriada para um bom
desenvolvimento do micélio no composto ¢, posteriormente, foi colocada terra
de cobertura para inducdo de frutificacio. Uma vez emitido o corpo de
frutificagdo, fases diferenciadas num mesmo basidiocarpo foram coletadas para
visualizagdo a0 microscépio. Apesar de serem coletadas as partes completas do
pileo mais himénio, apenas as lamelas foram analisadas.

Basidiosporos maduros foram coletados de basidiocarpos com pileo
aberto e estes ja estavam sendo liberados naturalmente. As coletas foram
realizadas colocando-se pedagos do himénio lamelar em solugio de tampdo
 fosfato e agitando gentilmente até que os basidiésporos fossem liberados. Uma
vez coletados, foram entio colocados em tubos eppendorf com duas vezes o
volume do fluorocromo DAPI (2pg/mL de tampdo fosfato 0,05M pH6,8) e

mantido na auséncia de luz.
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2.4.2 Preparagies citologicas

Para visualizagdo dos niicleos corados com DAPI, utilizou-se um
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX60 (MF), com filtro de excitagdo
ultravioleta (UG-1), espelho dicromético de 400nm e filtro de barreira de mais
de 435nm. As imagens foram adquiridas com cimera digital Nikon CoolPix 950
(1600x 1200 pixels no méaximo de resolugao).

Para a observagio do metabasidio, esterigmas e a formagio de
basidiésporos néo foram necessirios o uso de corantes. A lamela foi coletada
cuidadosamente do himénio, deixada sobre uma lamina e colocada sobre ela
uma gota de dleo de imersdo. Apés o preparo da ldmina, o material foi
observado no aumento de 40X e 100X quando foi possivel.

O fluorocromo 4’ , 6 Diamidino, 2 fenilindoldihidrocloridrico (DAPI)
foi utilizado com intuito de se observar o comportamento nuclear da espécie,
tanto em fase de desenvolvimento do metabasidio como na fase de formagiio dos
basididsporos. Estes ja maduros foram corados tanto com corante de Giemsa

como com fluorocromo DAPI.

2.43 Fluorescéncia

A metodologia de fluorescéncia dos niicleos dos basidiésporos de A.
blazei com DAPI foi empregada de acordo com Haugland (1996) com algumas
modificagSes. Lamelas foram coletadas do himénio dos basidiocarpos e coradas
com o fluorocromo DAPI (2pug/mL tamjio fosfato 0,05M pH 6,8) na auséncia
de luz (os fluorocromos sfo sensiveis & luz branca). O fluorocromo foi colocado
sobre a lamela e deixado por pelo menos 5 minutos para posterior avaliagio do
material.

Os esporos maduros foram também corados com o corante de Giemsa,
sendo utilizada a mesma técnica de coloragdo das hifas (Roane, 1952). Todo o

processo de coloragdo foi realizado em tubos eppendorf, com posterior
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centrifugacio para retirada do sobrenadante. Na etapa final, depois de os esporos
terem sido lavado e centrifugado por trés vezes em tampao fosfato, o corante de
Giemsa, também diluido a 3%, foi adicionado e mantido por pelo menos 2 horas

para depois ser avaliado a0 microscopio Gtico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Nimero de niicleos por compartimento celular

Com a técnica de coloragdo de Giemsa foi possivel observar tanto a
coloragdo dos niicleos quanto a presenga dos septos, visando a determinando do
tamanho do compartimento celular, o que muitas vezes ndo é possivel
utilizando-se outras técnicas de coloragio.

" Nas avaliagbes, o nimero médio de micleos por compartimento celular
nos seis isolados de A. blazei (CS,, CS;, CS,, CSs, CSs, CS;) foi elevado, o que
era ja esperado, uma vez que alguns basidiomicetos possuem natureza
multinuclear no micélio (Flegg et al., 1987).

O A. blazei pertence ao mesmo género do A. bisporus, espécie muito
estudada e que apresenta uma variacio de 7 a 20 niicleos por compartimento
celular. Ja a espécie A. bitorquis apresenta micélio binucleado em micéh:os
férteis, sendo encontrados de 3 a 4 nucleos em micélios nio férteis (Flegg et al.,
1987).

O numero médio de nicleos entre os isolados de A. blazei variou entre 5
e 6, com valores médios inferiores e superiores de 5,34 (CS;) e 6,12 (CS5) por
célula (Tabelal).

A analise de variincia para o nimero de nicleos bem como o teste de
médias ndo apresentou diferengas significativas a 5% de probabilidade. Assim,
os isolados ndo diferiram entre si, sendo observados em média 5,8 niicleos por
célula. Com base nos resultados apresentados pelos diferentes isolados, a espécie
A. blazei apresenta em média um padrio de 5 a 6 niicleos por compartimento de
célula. E importante observar que em todos os isolados foram observados
compartimentos com numero maior de nicleos, conforme observado na

Figura 1.
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FIGURA 1 Hifas do isolado CS, de Agaricus blazei. Compartimento celular
com 8 nucleos corado com Giemsa.

3.2 Comprimento e largura dos compartimentos celulares das hifas
secundarias

Nas avaliagoes do comprimento dos compartimentos celulares observou-
se uma grande variagdo. Esta variagio pode ser devido a caracteristicas
fisiolégicas proprias de cada isolado em questdo, uma vez que eslas foram
crescidas em ambiente controlado (23°C), em um mesmo meio de cultura e pelo
mesmo periodo de tempo.

A anilise de varidncia do comprimento das hifas secundarias de A.
blazei apontou uma diferenca significativa a 5% de probabilidade entre os
isolados estudados. O isolado CSg foi o que apresentou a maior média
(96,12pm), diferindo das demais, a excegdo do CSs, que apresentou uma média
de 95,25um, muito préxima a do isolado CSe. Os demais isolados (CS,, CS,,

CSs, e CS) ndo diferiram estatisticamente entre si a 5% de probabilidade.

52



A avaliagdo da largura revelou que as hifas de A. h.azei possuem uma
largura média de Sum, existindo uma variagio pequena entre os isolados de
cerca de 0,65um. Esta pequena variagdo, porém, foi suficiente para diferenciar
os isolados estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade.

O isolado CSs apresentou hifas com maior largura (5,45um), ndo
diferindo estatisticamente dos isolados CSs e CS5, que apresentaram hifas com
largura de 5,35um e 5,33um, respectivamente. Este srupo, entretanto,
apresentou diferenca significativa em relago aos isolados CS,, CS,, e CS, que
tiveram o valor médio da largura de suas hifas de 4,38um, 4,69um e 4,77um,

respectivamente, caracterizando assim hifas mais delgadas.

3.3 Correlagiio entre drea celular e niimero de niicleos

Para uma melhor caracterizagio dos isolados, as dimensdes celulares
(comprimento celular e largura) foram associadas para se obter a area celular em
um’ (Tabela 1). Posteriormente, associaram-se as areas celulares obtidas para
cada 1solado com o seu respectivo niimero de niicleos.

De acordo com a Tabela 1, pode-se notar que mesmo ndo havendo
diferencas significativas no mimero médio de nicleos entre os isolados, a area
celular, como era esperado, variou entre 215,50um’ e 5 14,24pmz. O isolado CS,
foi o que apresentou o menor numero de niicleos por célula e também as
menores dimens3es celulares. Observa-se também que o isolado CS,, apesar do
grande niimero de nicleos por célula (6,12), assim como o isolado CS¢ (6,05), o
primeiro apresentou dimensdes celulares bastante reduzidas (303,60 pm), ndo
acontecendo o mesmo com o isolado CSs o qual apresentou a maior area
(514,24pm). Portanto, para os isolados de 4. blazei estudados, nio foi observada

uma correlagdo positiva entre o nimero de nuicleos e a area celular.
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TABELA 1 Dimens6es celulares médias e namero meédio de nucleos de seis
isolados de Agaricus blazei.

Isolados Niicleos Comprimento Largura x'\re?

(nm) (pm) (pm’)
CS, 5,93 95,25 4,69 446,72
CSs 5,48 60,78 5,45 331,25
¢S, 6,12 56,96 5,33 303,60
CSy 5,67 68,32 4,77 325,89
CsS, 5,34 49,20 4,38 215,50
CSe 6,05 96,12 535 514,24

3.4 Formagio dos basididsporos

Apbs as avaliagdes das diferentes fases da formagdo dos basidiéspofos,

foi observado o entumecimento do basidio (Figura 2). Em seguida, micia-se a
formagiio dos esterigmas, sobre os quais serido formados os basidiosporos. Numa
outra fase, ha o crescimento longitudinal dos basididsporos, os quais recebem os
nucleos em sua cimara. Os basidiésporos depois de algumas horas tomam-se

pigmentados e sio liberados quando em estagio maduro. A Figura 2 mostra um

basidio com 4 esterigmas apés a liberago dos basidiosporos.
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FIGURA 2 Ordem cronoldgica da formagio ¢ liberagiio dos basidiésporos em

Agaricus blazei isolado CS;: a) formagdo do basidio, b)
formagiio dos esterigmas, ¢) formagdio dos basidiésporos, d)
basididsporos em tétrades, ¢) basidiosporos prontos para serem
liberados, f) esterigmas apds a liberagio dos basidiosporos.




As avaliagdes citologicas demonstraram que os basidios de A. blazei

possuem, em sua grande maioria, a formag@o de 4 basidiosporos, sendo esta uma

caracteristica da maioria dos basidiomicetos (Figura 3).

BT e Tl ’M" syl

FIGURA 3 Identificago da formagiio de 4 basidiésporos nos basidios de
Agaricus blazei isolado CS;.
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A coloragdo dos basidiosporos com o fluorocromo DAPI revelou a
presenga constante de esporos binucleados (Figura 4). Anteriormente foi feita
uma tentativa de coloragdo de niicleos dos basidiésporos utilizando coloragio de
Giemsa. No entanto, nio se observou uma coloragdo especifica dos niicleos.
Com a técnica de Giemsa, poucos basididsporos apresentaram-se binucleados
gerando-se a falsa impressdo de que a maioria era uninucleada. Provavelmente
devido a sua forte especificidade pelo DNA, a coloragio com DAPI permitiu
uma melhor distingdo dos nicleos e, portanto, uma caracterizagio mais
detathada dos esporos. Com isso, a coloragio com DAPI permitiu confirmar que
os basididsporos de A. blazei sdo binucleados na sua grande maioria (Figura 4).

Ha duas hipéteses para explicar a formagio dos dois nucleos no esporo.
De acordo com a primeira hipétese, o niicleo se elonga e migra para o interior do
esporo ja formado, passando pelo esterigma. Segue entio uma mitose pos-
meidtica, formando, dessa maneira, o basidiésporo binucleado. De acordo com a
segunda hipétese, a divisio poés-meidtica ocorre antes da formagdo dos
basididsporos, migrando para dentro da cimara dois ntcleos ja formados (Chiu
& Moore, 1993; Kiies, 2000).

Portanto, a presenca de dois niicleos nos basidiosporos pode ser
explicada pela ocorréncia de divisGes mitéticas pos-meidticas no processo de
maturagdo dos esporos de A. hlazei (Figura 4), como também ocorre em outros
basidiomicetos, entre eles, Coprinus cinereus (Kiies, 2000).

Uma melhor compreensio do ciclo sexual do Agaricus blazei s6 sera
possivel com a obtengdo de culturas monospéricas e analises dos cruzamentos
entre essas culturas. Por isso, na continuidade deste trabalho, sera necessario

estabelecer uma metodologia para a quebra de dorméncia dos basidiosporos.
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FIGURA 4 Fases da formagiio dos esporos binucleados no isolado CS; de
Agaricus blazei. 1- metabasidio com 4 niicleos; 2- esporos
imaturos  uninucleados; 3- pré-formagdo da mitose pos-
meidtica em esporos imaturos; 4- esporos maduros binucleados
(término da mitose pos-meidtica).
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4 CONCLUSOES

Os compartimentos celulares de hifas dos isolados de A. blazei
estudados apresentaram-se multinuéleados, com numero médio de 6 nucleos.
Mesmo havendo diferengas significativas quanto a area celular entre os isolados,
néo houve correlagéio com o nimero de niicleos.

Em Agaricus blazei, a meiose resulta na formagdo de quatro niicleos no
metabasidio e posterior formagio de quatro basidiésporos. Na fase adulta, os

basididsporos tomam-se binucleados.
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