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RESUMO

Agaricus blazei Murrill, o “cogumelo do sol”, € um fungo cujo cultivo vem-se expandindo
no Brasil na ultima década devido as propriedades medicinais que apresenta € ao seu alto valor
no mercado internacional. Dentre as propriedades mais pesquisadas encontra-se o efeito anti-
oncogénico, resultante da a¢do potenciadora do sistema imune. A produgiio do pais destina-se
principalmente a exportagdo para o Japdo, Estados Unidos, Canad4 e Coréia do Sul, onde os
cogumelos desidratados s@io comercializados como produto nutricutico. Entretanto, apesar do
crescente interesse na produgdo, poucas pesquisas tém sido desenvolvidas envolvendo aspectos
basicos desta espécie, tais como a taxonomia, a ecologia e a genética, assim como aspectos
aplicados relacionados, como a caracterizag@o das estirpes comerciais utilizadas nos cultivos no
pais. Sendo assim, seis estirpes comerciais de “cogumelo do sol” foram obtidas junto a diferentes
empresas produtoras de cogumelos, e diversos parimetros foram considerados para avaliar a
variabilidade intraespecifica e caracterizar quanto a taxonomia, ecologia, fisiologia e genética
destas estirpes. Foram obtidos, em cultivo experimental, basidiomas das estirpes selecionadas
visando a sua identificagfo e caracterizagdo da espécie. As caracteristicas observadas permitiram
identificar os basidiomas como sendo A. blazei. Além disso, as culturas foram caracterizadas,
sendo este o primeiro trabalho cientifico com a descri¢do de culturas desta espécie. Em seguida,
as estirpes foram avaliadas in vitro quanto ao crescimento micelial em dois meios de cultura
(4gar extrato de malte e 4gar batata dextrose), incubados em quatro temperaturas (20°C, 25°C,
28°C e 30°C), em composto comercial, assim como em meio minimo com pH ajustado para trés
niveis (6,0; 7,0 e 8,0). Foi determinado ainda o perfil enzimatico da espécie e analisada a
atividade enzimaética, visando a diferenciagdo das estirpes. Anélises genéticas utilizando a técnica
de RFLP da regido ITS do DNA ribossémico e a técnica de RAPD também foram realizadas.
Finalmente, foi montado um cultivo experimental para a obten¢3o de basidiomas e avaliagio
preliminar de produtividade de cada estirpe. Foi possivel detectar a existéncia de variabilidade,
sendo que a estirpe #22 diferenciou-se das restantes (#21, #23, #24, #33 e #34) apresentando um
crescimento mais lento nos diferentes substratos e temperaturas. A avaliagio da atividade
enzimatica n3o possibilitou diferenciar as estirpes, entretanto este € o primeiro trabalho cientifico
onde o perfil enzimético desta espécie ¢ apresentado. As enzimas produzidas pela espécie em
composto foram lacase, peroxidase, manganés peroxidase e celulases. A analise molecular por
RAPD sugeriu a existéncia de um baixo polimorfismo para as seis estirpes estudadas, sendo que
a estirpe #22 foi a que apresentou a maior distdncia genética (cerca de 12%).0 experimento
preliminar de cultivo apresentou resultados baixos de produtividade, fato resultante de controle
ambiental e manejo inadequados. Os resultados obtidos sugerem que apenas uma estirpe vem
sendo comercializada no pais, evidenciando a importancia das pesquisas envolvendo estirpes
comerciais, particularmente aspectos relacionados a sele¢do e ao melhoramento destas estirpes.
Estes resultados poderfio contribuir para o aprimoramento do sistema de produgido de A. blazei
fornecendo subsidios para o desenvolvimento de metodologias laboratoriais para a selegdo de
estirpes. Além disso, a aplicagio pratica destes resultados, observando as condigdes Stimas de
temperatura, substrato e pH para cada estirpe, possibilitam um aumento na produtividade dos
cultivos.
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SUMMARY

Agaricus blazei Murrill, known as “cogumelo do sol” in Brazil, is a fungus which
cultivation has been increased in Brazil in the last decade due to its medicinal properties and the
great economic value it reaches in the international market. Among the most studied properties is
the antitumor effect that results from the immunopotentiation action. Agaricus blazei produced in
Brazil is exported mainly to Japan, United States, and South Korea, where dried basidioms are
commercialized as nutriceutic products. However, besides the great interest in production, few
researches had been performed involving basic aspects of this species, as its taxonomy, ecology,
and genetic, thus as other applied aspects, as the characterization of the commercial strains used
in the cultivation. Six commercial strains of “cogumelo do sol” were obtained from different
mushroom growers. Some parameters were considered to evaluate intraspecific varibility and to
characterize these strains according to taxonomy, ecology, physiology, and genetic. Basidioms
from these strains were obtained from experimental cultivation to be identified and to
characterize the species. Characteristics observed allowed to identify the basidioms as 4. blazei.
Besides, cultures of this fungus were characterized for the first time. The strains were evaluated
in vitro regarding to mycelial growth in two culture media (malt extract agar and potato dextrose
agar), incubated at four temperatures (20°C, 25°C, 28°C, and 30°C), in commercial compost, and
in basic medium with three pH values (6,0; 7,0 and 8,0). The enzymatic profile of this species
was determined and the enzymatic activity was evaluated to differentiate the strains. Genetic
analyses using RFLP from ribosomic DNA and the RAPD technique were also made. Finally, an
experimental cultivation was performed to obtain basidioms and to preliminarily evaluate the
productivity of these strains. It was possible to identify variability. Strain #22 differentiated from
others (#21, #23, #24, #33, and #34) showing slower growth at different substrates and
temperatures tested. Enzymatic activity was similar among the strains, meanwhile this is the first
scientific work presenting the enzymatic profile of this species. Enzymes produced in compost
were laccase, peroxidase, manganese peroxidase, and cellulase. RAPD analysis suggested a low
polymorphism between these strains. Strain #22 presented the great genetic distance (almost
12%). Preliminary cultivation result in low productivity due to inadequate management. Results
obtained suggests that there is only one commercial strain being used in Brazil, making clear the
need of researches involving commercial strains, specially involving aspects related to strain
selection and improvement. These results can contribute to the improvement of the A. blazei
cultivation providing grants to the development of laboratorial methodologies to strain selection.
Besides, the practical application of these results, observing the optimal conditions of
temperature, substrate, and pH to each strain, make possible an increase in the productivity of the
cultivations.



INTRODUCAO

A produgdo de cogumelos comestiveis ¢ medicinais no Brasil ainda é uma atividade
incipiente € com pouca repercussio mundial. Entretanto, o pais tem um grande potencial para
aumentar a sua produg@o porque dispde de uma grande diversidade de residuos agro-industriais
adequados para a formulag@o de substratos, tem uma grande variedade de climas e dispde de uma
das dez maiores biodiversidades do planeta, certamente incluindo um ndimero elevado de
espécies de fungos com potencial para uso comestivel e/ou medicinal.

A produgdo e o consumo de cogumelos no pais vem crescendo nos Ultimos anos sobretudo
devido & divulgagdo do seu valor nutricional e das propriedades medicinais. No entanto, a
producdo resulta sobretudo de atividade de pequenos produtores rurais que geralmente utilizam
sistemas de baixa tecnologia e conseqiientemente com baixas produtividades. Existem poucas
empresas com producdo expressiva € a maioria ndo desenvolve todas as etapas do processo de
producdo, ou seja, producdio de composto, de inoculante e de cogumelos, e geralmente a
comercializaggo € realizada por meio de intermediarios. Sendo assim, as estatisticas de produgio
e de exportagio de cogumelos no pais ndo estdo disponiveis, ¢ 0 problema pode ser devido a
forma como as remessas do produto sio registradas, sendo freqiientemente incluidas em rubricas
ndo especificas, e também a informalidade do processo de produgio e comercializag3o.

No contexto nacional: o- estado de Santa Catarina tem uma produg¢do de cogumelos
inexpressiva. Entre 1995 e 1996, registro disponivel mais recente, o estado produziu apenas 4,5%
da produgdo nacional, enquanto Sdo Paulo, 0 maior produtor nacional, contribuiu com 80% da
produgo total. Apesar disso, Santa Catarina tem grande potencial para a atividade devido a
diversidade e quantidade de residuos agro-industriais disponiveis. Além disso o clima ¢é
favoravel, propiciando o cultivo de espécies de regides temperadas, cujas tecnologias de
produgdo estdo melhor definidas, assim como de espécies de regides subtropicais, o que
possibilita a explorag@o de espécies diferentes e a produgio continuada durante o ano.

As espécies de cogumelos mais produzidas no pais ndo sfo nativas, tendo destaque
Agaricus brunnescens Peck [=Agaricus bisporus (Lange) Imbach)], o champignon de Paris, a
espécie comestivel mais cultivada mundialmente, € Lentinula edodes (Berk.) Pegler, o shiitake,
que ocupa a segunda posi¢do no pais e a terceira no contexto mundial quando se considera o
volume de produgdo. L. edodes tem importancia ndo sé por suas qualidades nutricionais, mas
também pelas propriedades medicinais que apresenta, como anti-oncogénica, anti-viral e

reguladora da pressdo sangiiinea, entre outras (WASSER & WEISS, 1999).



2

Por outro lado, espécies de Pleurotus (Fr.) Quél., um género de distribui¢io cosmopolita
ocorrendo também em diversas regides brasileiras, vém sendo cultivadas no pais desde o final da
década de 80. As espécies deste género foram as que mais cresceram em termos de produgiio
mundial, tais como P. ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm. e P. sajor-caju Fr.: Fr. entre outras,
apresentando um incremento de mais de 400% entre 1986 e 1991, ocupando atualmente o
segundo lugar na produgio mundial de cogumelos. Este aumento ocorreu devido a facilidade do
seu cultivo, realizado em substratos pasteurizados e utilizando técnicas que viabilizam o uso de
sacos plasticos para o cultivo, fato que contribuiu para aumentar a capacidade de conversiio de
substrato. Além disso, as espécies tém sabor muito apreciado e apresentam propriedades
nutricionais € medicinais comprovadas cientificamente (GUNDE-CIMMERMAN, 1999).

No final de década de 90, o cultivo de um fungo denominado popularmente como
“cogumelo do sol” se expandiu em diversas regides do pais, e surgiu como fonte de renda
alternativa para pequenos ¢ médios produtores rurais devido ao alto preco no mercado
internacional. No entanto, duas espécies, Agaricus blazei Murrill € Agaricus silvaticus Schaeffer,
vém sendo comercializadas no Brasil sob 0 mesmo nome coloquial € com a mesma finalidade. 4.
blazei tem sido bastante estudada com relaggo as suas propriedades medicinais. Esta espécie foi
identificada pela primeira vez na Flérida, EUA, ocorrendo também em pradarias na regifo
sudeste do Brasil (MURRILL, 1943; HEINEMANN, 1993). No Japdo, maior importador deste
cogumelo, é conhecida popularmente como ‘“himematsutake” ou “kawariharatake” (IWADE &
MIZUNO, 1994).

O interesse na produgdo de A. blazei reside na possibilidade de exploragiio de suas
propriedades medicinais, principalmente a atividade anti-oncogénica. Experimentos realizados
em laboratorio mostraram que extratos de A. blazei apresentaram agio anti-oncogénica, sendo a
substancia responsavel por esta atividade um polissacarideo presente na parede, o B-glucano
(MIZUNO et al., 1999). Além disso, foram detectadas também ag¢des regulatérias do agucar
sangiiineo e redugfo de colesterol (KAWAGISHI et al., 1988; MIZUNO, 1995), assim como ag#o
antibacteriana e antiviral (OSAKI ef al., 1994). Este cogumelo ainda apresenta potencial para ser
utilizado paralelamente aos tratamentos tradicionais de radio e quimioterapia, diminuindo os seus
efeitos deletérios, o que sugere uma agdo antimutagénica (DENADAI et al., 1998).

Face as propriedades medicinais de 4. blazei e, conseqilientemente, ao valor do produto no
mercado internacional, o interesse pelo seu cultivo no estado de SC vem: crescendo
significativamente, visando a exportagido principalmente para o Japdo e Estados Unidos.
Entretanto, a produgio nio tem crescido na mesma propor¢do que o nimero de produtores

envolvidos na atividade, visto que a maioria dos cultivos resulta em baixa produtividade, o que
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leva o produtor a desisténcia. A produtividade insatisfatdria dos cultivos de 4. blazei é resultante
da falta de conhecimento tecnoldgico por parte dos produtores e ocorre basicamente por trés
razdes. A primeira reside na dificuldade de obtengdo de substrato adequado para o cultivo, o
composto, sendo que a maioria dos produtores de composto utiliza formulagdes adaptadas do
cultivo de A. brunnescens, sem otimizar a produgdo com o uso de residuos locais e sem
compatibilizar as caracteristicas do composto com a estirpe de A. blazei. A segunda razio é a
falta de conhecimento das técnicas basicas de cultivo e manejo, também com freqiiente
adaptacdo daquelas utilizadas no cultivo de A. brunnescens, uma espécie tipica de regides
temperadas e com sistema de produgfo diferente. Finalmente, o desconhecimento da origem e
das caracteristicas das diversas estirpes de A. blazei utilizadas comercialmente, dificulta o
processo de sele¢ido daquelas mais eficientes para as condi¢Ses de cultivo de cada regifo.

Pesquisas envolvendo a avaliagdo da variabilidade de estirpes comerciais foram
desenvolvidas com diversas espécies de cogumelos, como A. brunnescens (HORNA & ROYSE,
1983; XU et al., 1997), Volvariella volvacea (Bull. ex Fr.) Singer (REYES et al., 1998) e Pleurotus
ostreatus (Jacq.:Fr.) P. Kumm. (MATSUMOTO & FUKUMASA-NAKAL, 1995), visando o aumento da
produtividade por meio da selecdio de estirpes mais adaptadas a determinadas condigdes
ambientais ou substratos. Estas pesquisas possibilitam uma diminui¢&io no custo de produgio e
propiciam a produgio de cogumelos durante um periodo mais longo com a utilizagiio de diversas
estirpes dependendo da temperatura da regido ou da época do ano.

As caracteristicas das estirpes de A. blazei, do substrato € o manejo ambiental do cultivo,
sdo os principais fatores determinantes da produtividade e eficiéncia bioldgica do cultivo e da
qualidade dos cogumelos produzidos. Face a escassez de informagGes sobre a proveniéncia ¢ as
caracteristicas das estirpes de A. blazei utilizadas no pais, o objetivo deste trabalho foi definir
pardmetros para a avaliagdo de variabilidade intraespecifica de A. blazei, possibilitando
caracterizar as estirpes utilizadas em cultivos no pais. Sendo assim, a realizagio deste trabalho
deu-se em duas etapas: a primeira envolveu a obtengio de basidiomas de “cogumelo do sol” para
a realizagdo da identificagdo com A. blazei, a segunda foi o estudo de caracteristicas que

permitissem avaliar a variabilidade das estirpes desta espécie.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar taxonomicamente basidiomas obtidos de estirpes de “cogumelo do sol”

provenientes de diferentes empresas de produgdo de cogumelos
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Identificar parmetros ecoldgicos, fisiolégicos e genéticos que permitam detectar a
variabilidade intraespecifica de A. blazei

Avaliar preliminarmente a produtividade de diferentes estirpes de A. blazei em dois

sistemas de cultivo protegidos e produzir basidiomas para a identificagdo taxondémica

CariTULO 1

Revisio bibliografica

1 Aspectos taxondmicos, identificaciio e ciclo de vida

O género Agaricus ¢ classificado na tribo Agariceae, familia Agaricaceae, ordem
Agaricales, classe Basidiomycetes, tendo sido descrito pela primeira vez em 1821 na revista
Systema Mycologicum por Fries. Este género compreende cerca de 200 espécies, as quais estdo
distribuidas em sete se¢Bes: Agaricus, Sanguinolenti, Arvenses, Xanthodermei, Hortenses,
Bitorques e Minores, que sdo separadas basicamente de acordo com o tipo de anel formado apos
a ruptura do véu e o tipo de reag@o de coloragfo do tecido quando em contato com hidréxido de
potassio ou quando friccionado (SINGER, 1975; ARORA, 1986; HAWKSWORTH et al., 1995).

Agaricus blazei pertence a se¢do Arvenses e foi descrita pela primeira vez por MURRILL,
em 1945. O basidioma, ou cogumelo, caracteriza-se por apresentar um pileo sub-cilindrico a sub-
expandido, medindo de 5 a 11 centimetros de didmetro, com coloragio de creme a ocre e
pequenas escamas mais claras. O estipe é branco tornando-se amarelado quando friccionado,
apresenta espessura constante e tem vestigios do véu parcial (anel), o qual é esbranquigado com
pequenos flocos amarelados na face inferior. O contexto € branco, torando-se de amarelo a
laranja quando friccionado e dourado-fosco quando seco. A esporada, impressdo dos esporos em
papel, é de cor marrom-chocolate e os esporos sio lisos e elipticos, com dimensdes variando de
4,9 a 6,4 por 4,0 a 4,7 pm (MURRILL, 1945; FREEMAN, 1979; HEINEMAN, 1993).

O espécime descrito por Murrill em 1945 foi coletado em Gainesville, na Flérida, por R.
W. Blaze, razio pela qual o epiteto especifico é blazei. O tipo encontra-se depositado no
Herbario da Universidade da Flérida (FLAS) (MURRILL, 1945). Mais recentemente, FREEMAN
(1979) publicou uma descrigdo baseada em espécimes coletados na mesma regido onde foi
encontrado o tipo (FREEMAN, 1979). Os primeiros espécimes encontrados no Brasil foram
coletados em Piedade, Sdo Paulo, no final da década de 70, por um pesquisador japonés que
posteriormente cultivou 4. blazei com o objetivo de produzir cogumelos. Nesta mesma época,
algumas culturas foram enviadas ao Japdo onde se iniciaram os estudos acerca das suas

propriedades medicinais. A espécie foi cultivada no Japdo, mas na década de 90 algumas
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matrizes retornaram ao Brasil e desde entdo tém sido utilizadas nos cultivos. O primeiro material
brasileiro incluido em uma descrigio foi citado por HEINEMANN em 1993,

Agaricus blazei ¢ uma espécie encontrada naturalmente em areas de pradaria,
descampadas, ocorrendo em ambientes de clima subtropical imido, com temperaturas oscilando
entre 25 € 30°C (MURRILL, 1945; FREEMAN, 1979; HEINEMAN, 1993). A espécie ¢ saprofita e pode
ser cultivada em substratos ligno-celulésicos, como mistura de palha com esterco. As espécies
com héabito semelhante ao de A. blazei sdo consideradas ‘“decompositoras de palha” ou
celuloliticos, tendo capacidade de decompor tanto a celulose como a lignina. Como a palha tem
um contetido alto de lignina, isto pode ter sido um reflexo da pressdo seletiva nestas espécies,
possibilitando a colonizagdo da palha por estes fungos (TANESAKA, MASUDA & KINUGAWA,
1993). Esta caracteristica tem um impacto importante nos estudos aplicados, ja que a lignina é
um composto de estrutura complexa e, portanto, de dificil degradagdo (ORTH, ROYSE & TIEN,
1993; SCHOEMAKER & PIONTEK, 1996).

Em geral, a maior parte do ciclo de vida dos fungos ocorre na forma de micélio vegetativo.
Durante esta fase ocorre a decomposigéio e absor¢do de nutrientes que possibilitam a formagio
dos basidiomas, as estruturas reprodutivas. O ciclo de vida de 4. blazei tem inicio quando um
basidioma maduro, cujo himénio € exposto, libera basididsporos no ambiente, os quais germinam
dando origem a hifas hapldides que constituirdio o micélio primario. Quando dois micélios
primarios diferentes entram em contato, ocorre a plasmogamia, que resulta em hifas dicarioticas
que formardo o micélio secundario. Esta fase continuara até que um estimulo, tal como variagdes
térmicas, de umidade ou condig¢des de estresse, induza a produgdo de cogumelos para voltar a

fase reprodutiva, reiniciando o ciclo (ALEXOPOULOS, MIMS, BLACKWELL, 1996).

2 Fatores de produtividade

A produtividade de um cultivo de cogumelos depende de trés fatores interligados que
envolvem a composicdo do substrato ou composto, as técnicas de manejo do cultivo e das
condi¢des ambientais e as caracteristicas da espécie e da estirpe selecionada. O micélio fungico
tem um contato intimo com o substrato no qual se desenvolve, portanto o substrato tem um papel
importante no cultivo, devendo conter os nutrientes necessarios para o crescimento do micélio,
garantindo a seletividade do substrato para que o micélio desenvolva-se uniformemente,
impedindo ainda o desenvolvimento de contaminantes que venham a competir com o Agaricus.
Os fatores quimicos ¢ fisicos do composto também devem ser monitorados, particularmente a

relagio C/N, a umidade e o teor de aménia (RINKER, 1993). Para A. blazei a relagdo C/N do
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composto ainda ndo foi definida, sendo que ndo existem pesquisas demonstrando qual a faixa
ideal para as diversas estirpes. EGUCHI, YOSHIMOTO & HIGAKI (d.n.') verificaram que a razio C/N
que proporcionou a melhor produtividade para a estirpe CJ-01 foi de 45/1. No pais a maioria do
composto produzido dispde de uma razio em torno de 17/1 (BRAGA et al., 1998), que ¢é a relacdo
utilizada para o cultivo de Agaricus brunnescens (Peck). A umidade deve estar em torno de 70%,
com baixo teor de amonia € o pH 6timo determinado in vitro para esta espécie foi de 6,0 (EGUCHI
et al., 1994).

Por outro lado, para que o substrato mantenha as condigdes ideais para o crescimento de
Agaricus, € necessario que o manejo do cultivo seja rigoroso quanto a manipulagio das
condigdes ambientais. A temperatura, umidade e ventilagdo devem ser controladas para que a
superficie do substrato mantenha as caracteristicas propicias para o crescimento do micélio de
Agaricus e o desenvolvimento dos basidiomas, € estes pardmetros variam para cada fase do
cultivo. O manejo inadequado destes fatores pode levar a anormalidades nos cogumelos e a
queda na produtividade. Alteragdes bruscas na temperatura podem resultar em cogumelos com
pileo rijo e o excesso de agua proximo a fase de frutificagdo pode implicar na maturagio
prematura do cogumelo; o excesso de CO, na superficie da camada de cobertura pode provocar
alongamento no estipe e desenvolvimento restrito do pileo, sendo que todas essas anomalias vém
acompanhadas de quedas na produtividade (HARVEY, WUEST & SCHISLER, 1982; RINKER, 1993).

O terceiro fator critico para a produtividade do cultivo é a qualidade e a origem da estirpe
utilizada. As estirpes apresentam caracteristicas particulares que vio desde a cor e o tamanho dos
cogumelos produzidos, o tempo de maturagdo e a resisténcia a patogenos, até a quantidade de
substancias com propriedades medicinais produzidas (RINKER, 1993). A capacidade da estirpe de
manter uma baixa taxa de variag@o relacionada aos aspectos morfo-fisiolégicos é a garantia de
qualidade e produtividade daquela estirpe. Para manter as caracteristicas das estirpes, estas
devem ser propagadas vegetativamente em laboratdrio e conservadas adequadamente, evitando-
se a0 maximo o subcultivo. As culturas podem ser conservadas em meios nutricionalmente
pobres, sob 6leo mineral ou liofilizadas. No entanto, fungos filamentosos que sio mantidos e
subcultivados repetidamente em meios laboratoriais, exibem altos niveis de variagio morfologica
e fisiolégica e uma alta freqii€ncia de instabilidade € freqiientemente encontrada na auséncia de
qualquer agente mutagénico externo (ROYSE, 1982; LI et al, 1994). Este fato ressalta a

importancia de serem identificadas as caracteristicas das espécies em cultura, o que facilita o

! Data n3o disponivel.
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acompanhamento destas espécies em bancos de germoplasma que garantem a qualidade ¢ a
viabilidade das estirpes.

Em estudos realizados com A. brunnescens, observou-se que estirpes comerciais
subcultivadas em laboratério por periodos prolongados apresentaram  setorizagdo
espontaneamente, isto €, a cultura apresentou variagdes morfoldgicas decorrentes de variagdes
genéticas em conseqiiéncia de processos de adaptagdo ao meio de cultura. O micélio setorizado,
quando utilizado na produg@o de inoculante, pode completar o ciclo de crescimento, mas o
resultado € uma baixa produtividade do cultivo e qualidade inadequada dos cogumelos para
comercializagd0. No caso especifico de A. brunnescens existe um problema relacionado ao
melhoramento de estirpes resultante da limitada diversidade genética existente nas estirpes
utilizadas comercialmente, caracterizando este cultivo como uma monocultura, o que dificulta a
selecdo de novos fendtipos por meio de programas de melhoramento, tornando estas estirpes
ainda mais frageis e vulneraveis as doengas epidémicas (JODON, ROYSE & JONG, 1982; LI et al.,
1994; BASTIDE et al., 1997).

Existem dificuldades relacionadas ao melhoramento genético de A. brunnescens porque
esta espécie tem um ciclo de vida secundariamente homotalico, o que significa que um unico
basidiosporo apresenta mais de um nucleo, podendo se auto fertilizar dando origem a um micélio
heterocaridtico € que tem capacidade de produzir basidiomas, o que ndo ocorre em outras
espécies de Agaricus. Esta caracteristica restringe os cruzamentos e limita a troca genética entre
populacles € entre estirpes diferentes desta espécie (CASTLE, HORGEN & ANDERSON, 1988; XU et
al., 1997; STOOP & MOOIBROEK, 1999).

As estirpes de A. blazei que vém sendo comercializadas no Brasil provém de empresas
diversas, mas a origem de cada estirpe ndo € clara. Alguns produtores afirmam que as estirpes
brasileiras provém de uma unica origem, uma estirpe levada ao Japio e que retornou ao Brasil na
década de 90. Por outro lado, algumas empresas divulgam que as estirpes que comercializam sio
exclusivas e provenientes de programas de sele¢do e melhoramento. Caso haja uniformidade
genética ocorre um monocultivo, o que ndo é vantajoso, pois a espécie perde variabilidade,
tornando-se mais vulneravel a competi¢do, doengas, parasitismo e outras intera¢des negativas
(oDuM, 1988; BASTIDE et al., 1997). No entanto, se houver variabilidade entre as diversas
estirpes, € possivel diferenciar e melhorar geneticamente as estirpes.

As técnicas mais empregadas para avaliar a variabilidade intraespecifica de estirpes
envolvem aspectos ecoldgicos, fisiologicos e genéticos que sdo estudados a partir de culturas
obtidas dos basidiomas. Estas técnicas evidenciam a variabilidade das estirpes, analisando

caracteristicas que vdo desde a produgdo de determinadas enzimas (KLAN & BAUDISOVA, 1992;
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MATA, SAVOIE, DELPECH, 1997), anilise do DNA (MATSUMOTO, MIMURA, FUKUMASA-NAKAI,
1995), o efeito da temperatura, do pH e do meio de cultura no crescimento vegetativo € na
produgdo de biomassa (LONERGAN, JONES, MAINWARING, 1994; REESLEV & KJGLLER, 1995) até a
produtividade da estirpe em substratos diversos (NOBLE, GROGAN, ELLIOTT, 1995).

A variabilidade ecoldgica intraespecifica pode ser avaliada através do estudo do efeito de
diversos fatores ambientais no crescimento, assim como a analise do crescimento em diferentes
substratos, temperaturas € pHs. Estes efeitos podem ser avaliados determinando-se a taxa de
crescimento vegetativo, a produgdo de biomassa ou a produtividade da estirpe em um sistema
experimental de produgdo. Dentre as técnicas diretas para avaliar a produgdo de biomassa em
fungdo das variagdes ambientais, pode-se citar as que determinam a taxa de crescimento micelial,
a avaliagdo do crescimento radial e linear e a produgdo de biomassa em fungdo do tempo
(WIEGANT et al., 1992; LONERGAN et al., 1994; NOBLE et al., 1995; REESLEV & KJQLLER, 1995;
BASTIDE ef al., 1997). As técnicas indiretas de avalia¢@o de biomassa podem envolver a detecgio
da atividade de lacase extracelular (MAU, BEELMAN & ZIEGER, 1992), a quantidade de ergosterol
da massa micelial (MARTIN, DE LARUELLE, HILBERT, 1990; OKEKE et al., 1997) ou a quantidade de
glicosamina produzida (MAU et al., 1992).

As diferencgas nas taxas de crescimento evidenciam a capacidade de cada estirpe de crescer
¢ se adaptar a determinadas condi¢gSes ambientais. Varias espécies de fungos ja foram
caracterizadas segundo este critério, incluindo algumas espécies de cogumelos comestiveis,
como A. brunnescens, Lentinula edodes (Berk.) Pegler e Agaricus subfloccosus (Lange) Pilat.
Estes resultados tém impacto direto no cultivo, pois estabelecem as condigdes mais apropriadas
para o desenvolvimento do micélio e, conseqiientemente, para obtengido de maior produtividade
(TAN & MOORE, 1992; WIEGANT ef al., 1992; NOBLE et al., 1995; BOYLE, 1998).

O estudo fisioldgico dos fungos com relagdo as enzimas produzidas envolve tanto a
detec¢do de enzimas extracelulares como a identificagdio destas enzimas e avaliagdo de sua
atividade. NOBLES (1948, 1958, 1965) definiu uma metodologia que permite caracterizar as
culturas e detectar as enzimas extracelulares produzidas in vitro. Esta técnica permite detectar as
enzimas produzidas pelas culturas, no entanto nfio permite identifica-las. Para complementar
estas informagdes, outros testes bioquimicos foram propostos, além dos testes com meios 4cidos
propostos por Nobles, e estes permitem identificar as enzimas produzidas pelas culturas fingicas,
tais como lacase, citocromo oxidase, peroxidase e tirosinase (KAARIK, 1965; HARKIN & OBST,
1973; TAYLOR, 1974; STALPERS, 1978). Enzimas extracelulares como lacase, peroxidase e
celulase foram detectadas em A. brunnescens (TURNER, 1974; wOOD, 1980; BONNEN, ANTON,

ORTH, 1994) e Agaricus bitorquis (Quel.) Sacc. (ROUX & LABARERE, 1990) que tém habitat
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semelhante ao de A. blazei, ocorrendo naturalmente em pradarias, € cujo cultivo envolve
substratos lignocelul6sicos (IRACABAL, ROUX, LABARERE, 1991; MILES & CHANG, 1997).

O uso da biologia molecular é outra estratégia que pode ser utilizada para avaliar a
diversidade em diversos niveis taxondmicos, ¢ freqiientemente fornece informagdes acerca da
variabilidade de estirpes de uma mesma espécie. A variabilidade genética nestas estirpes propicia
a base necessaria para o melhoramento e selecido de organismos que apresentem as caracteristicas
comercialmente desejadas, além de permitir o desenvolvimento de marcadores especificos, os
quais podem proteger industrialmente a estirpe marcada. Dentre as metodologias que permitem
estudar o polimorfismo genético das estirpes de uma mesma espécie fiingica esti a analise de
marcadores moleculares baseados no DNA, como RFLP (restriction fragment length
polymorphism) € RAPD (random amplified polymorphic DNA). A caracterizagdo genética
usando marcadores moleculares baseados no DNA tem a vantagem de que estes marcadores nio
sdo suscetiveis & variagdo em fung¢do da idade e nem do tipo de material bioldgico utilizado para
analise, assim como n#o apresentam influéncia das condigdes ambientais (NEALE et al., 1992;
ZERVAKIS & LABARERE, 1992; BERTINI et al., 1998; CASTLE et al., 1998).

As relagdes intra e interespecificas em culturas fungicas tém sido extensivamente
analisadas através das seqiiéncias de nucleotideos dos espagadores transcritos internos (ITS) e
dos espagadores intergénicos (IGS) do DNA ribossomico (rDNA) nuclear. Uma estratégia
eficiente para verificar o polimorfismo em estirpes fungicas ¢ a analise do RFLP das regides do
DNA amplificadas por PCR, usando enzimas de restrigio. Os marcadores RFLP possibilitam
detectar diferencas especificas na seqiiéncia de DNA que alteram o tamanho dos fragmentos
obtidos a partir da digestdo da seqiiéncia amplificada com enzimas de restrigdo (HENRION,
CHEVALIER, MARTIN, 1994; KRETZER et al., 1996; JACOBS & REHNER, 1998).

Os estudos de polimorfismo entre estirpes, utilizando a técnica RFLP, demonstraram
heterogeneidade nas seqiiéncias IGS de Pleurotus cornucopiae (Paul.: Pers.) Roll. (IRAGABAL &
LABARERE, 1994). A andlise genética do DNA mitocondrial (mtDNA) através dessa mesma
técnica em Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm., L. edodes (MATSUMOTO & FUKUMASA-
NAKAI, 1993; 1995) e A. brunnescens (XU et al., 1997) evidenciou uma correlagdo entre a
divergéncia genética e a distincia geografica das populagdes analisadas em cada espécie.

Outro tipo de marcador molecular ¢ o RAPD-PCR. Nesta metodologia os fragmentos de
uma pequena quantidade de DNA podem ser amplificados utilizando oligonucleotideos com
seqiiéncia Unica e aleatéria, de pequeno tamanho. O pareamento ocorre em diferentes regides do
genoma, ampliando fragmentos de DNA de diferentes tamanhos. A maioria dos

oligonucleotideos apresenta homologia a seqiliéncias com baixo nimero de cépias no DNA.
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Sendo assim, estes marcadores RAPD tém sido utilizados para caracterizagdo molecular,
estabelecimento da correlagdo molecular e variabilidade genética (WILLIAMS et al., 1990;
SCHAFER, WOSTEMEYER & RANDOM, 1992; WILLIAMS ef al., 1993; JUNGHANS et al., 1998).

O desenvolvimento de marcadores moleculares especificos foi utilizado para a
identificagio de uma espécie de trufa, Tuber borchii Vittad., onde os pares de iniciadores
(primers) selecionados foram seqiiéncias ndo polimérficas de regides génicas da espécie e que
permitiram a monitoragdo de todo o ciclo de vida deste fungo (BERTINI et al., 1998). No caso de
A. brunnescens as bandas produzidas por RAPD apresentaram polimorfismo entre as estirpes
estudadas, demonstrando que sdo potenciais marcadores genéticos da espécie, 0 que propicia

estudos de melhoramento e de caracterizagdo (KHUSH, BECKER & WACH, 1992).

3 Cultivo de Agaricus blazei

O cultivo de A4. blazei envolve diversas etapas, as quais foram adaptadas do cultivo de
champignon de Paris e podem ser ordenadas da seguinte forma: obten¢io ou preparo do
inoculante ou spawn, preparo do composto, incluindo a compostagem (Fase I) e a pasteurizagio
(Fase II), inoculagdo, incubac¢io ou ‘“corrida micelial”, coloca¢do da camada de cobertura,
produgdo, colheita e limpeza. O preparo do inoculante é uma etapa importante que requer
condigdes rigorosas de assepsia. Neste processo, o micélio desenvolvido in vitro € transferido
para um substrato esterilizado, geralmente a base de gréos, € a mistura dos grdos com o micélio é
denominada de inoculante ou spawn. A qualidade do inoculante depende ndo sé das técnicas de
produgdo, mas também das caracteristicas da estirpe. Apos a coloniza¢do dos grios pelo micélio
fangico, o inoculante devera ser adicionado ao composto (RINKER, 1993; COLAUTO & EIRA, 1998,
BRAGA et al., 1998).

O composto € o substrato propicio para o desenvolvimento do micélio e que ¢ geralmente
preparado por fermentagio sdlida, a compostagem, utilizando-se residuos agro-industriais,
durante a qual ocorre a degradagio da matéria orginica. Esta etapa é seguida de uma
pasteurizagdo, cujo objetivo ¢é eliminar insetos, pragas e esporos de microorganismos
contaminantes. A pasteurizagdo ¢ realizada sob condigdes ambientais controladas em local
fechado, ao final da qual deve-se equilibrar a temperatura do substrato com a temperatura
ambiental para ent3o o inoculante ser misturado ao substrato tratado. As caracteristicas que dardo
seletividade ao composto para o desenvolvimento do micélio do Agaricus sdo a relagdo entre a
quantidade de carbono e nitrogénio, que para 4. brunnescens deve estar em 17:1 no momento da

inoculag3o, o pH, em torno de 7,5, e a quantidade de amédnia no final da pasteurizagdo, que néo
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deve superar 10 ppm. O periodo de crescimento vegetativo do micélio fiingico no composto é
chamado de corrida micelial e geralmente ocorre em cimaras sem luz e com circulagiio de ar
minima (RINKER, 1993).

Dois sistemas de cultivo sdo tradicionalmente utilizados para A. blazei apds o composto ter
sido colonizado pelo micélio fiingico. O primeiro é desprotegido, a céu aberto, e simula as
condi¢Ges do habitat natural da espécie, e o segundo é protegido, realizado em ambiente fechado
climatizado ou ndo. No primeiro caso o substrato colonizado ¢ colocado diretamente em sulcos
(canteiros) no solo e a camada de cobertura (casing) utiliza o proprio solo do local. Sdo formados
canteiros que ficam mais elevados do que o solo original, propiciando uma ventilagdo forcada
entre os canteiros. No caso do cultivo protegido s3o utilizadas estufas plasticas ou de bambu € o
solo da camada de cobertura é colocado sobre o composto miceliado uniformemente, nas
bancadas internas a estufa (BRAGA et al., 1998; BRAGA & EIRA, 1999).

A produtividade dos cultivos de 4. blazei ainda € insatisfatoria por falta de tecnologia
adequada, e praticas alternativas vém sendo propostas visando melhorar a sua produtividade
(IWADE & MIZUNO, 1997; BRAGA, 1999; SANCHEZ-VAZQUEZ, 1999). IWADE & MIZUNO (1997)
desenvolveram uma técnica de cultivo protegido cujo objetivo foi melhorar o arejamento e a
umidade nos canteiros de 4. blazei em estufa. Para isto, os canteiros tiveram a camada de
cobertura colocada em camalhdes, dispostos no sentido da corrente de ar interna e pedras
pequenas foram misturadas & camada de solo para melhorar a drenagem de agua.

Outro sistema de cultivo, desenvolvido por SANCHEZ-VAZQUEZ (1999), utilizou substratos
em sacos plasticos que foram esterilizados em autoclave, em substitui¢do ao processo de
pasteurizagdo tradicionalmente utilizado para espécies de Agaricus. Esta técnica, também
utilizada em cultivos de Pleurotus spp. € de L. edodes, diminui a incidéncia de contaminantes
aumentando a produtividade do cultivo.

Nos cultivos em que a camada de cobertura ¢ utilizada, ela pode ser composta de materiais
diversos, devendo ser desinfetada para prevenir o desenvolvimento de organismos contaminantes
presentes na matéria-prima utilizada. Suas principais fungdes s3o induzir a formag3o de
primdrdios, dar suporte fisico aos basidiomas, proporcionar uma superficie uniforme, regular a
temperatura entre o substrato e o ambiente, reter dgua e fornecer agua para o basidioma. Dentre
os materiais utilizados nesta camada estdo o solo mineral ou uma mistura de solo e turfa
(COLAUTO & EIRA, 1998; BRAGA & EIRA, 1999). E importante verificar as caracteristicas desta
camada no sentido de propiciar aeragdo, pH e retengdo de agua adequados. O micélio também

devera colonizar esta camada e para que se inicie a formagdo dos primérdios, € importante
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diminuir o nivel de didxido de carbono no ambiente através do aumento da ventilagdo, uma vez
que altos niveis de CO, sdo inibidores da frutificagio (REDDY & PATRICK, 1990; RINKER, 1993).

Além dos beneficios nutricionais ¢ medicinais, o cultivo de cogumelos tem também um
importante impacto ecolégico, pois uma grande variedade de residuos agro-industriais pode ser
utilizada como substrato para a produgdo de espécies comestiveis ¢ medicinais. Residuos de
substrato utilizado em cultivo de L. edodes e de P. ostreatus também podem ser aproveitados
como substrato para outras espécies de fungos comestiveis, como Pleurotus e Lyophyllum
Karsten cultivando-os em seqliéncia. Estes mesmos residuos podem, ainda, ser usados na
alimentagdo de ruminantes. O composto previamente degradado pelas enzimas fingicas torna-se
mais facilmente digerivel por estes animais, além de conter mais aglcares livres e proteinas e
menos celulose e lignina. Pelo menos trés conseqiiéncias positivas advém destes estudos: o
aumento da oferta de alimentos, a melhora do bem-estar humano e a redugdo da polui¢do

ambiental (ROYSE, 1992; ADAMOVIC ef al., 1998; AKAMATSU, 1998; CHANG, 1999).
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CAPITULO 2

Identificacio de Agaricus blazei Murrill a partir de basidiomas
obtidos de diferentes estirpes de “cogumelo do sol”.
Estudo de culturas

1 Introducgéo

O género Agaricus L. ex Fr. inclui a espécie de cogumelo comestivel mais importante
economicamente, Agaricus brunnescens Peck. [=A. bisporus (Lange) Imbach] (MALLOCH,
CASTLE & HINTZ, 1987), assim como outras espécies comestiveis tais como Agaricus bitorquis
(Quel.) Sacc. e Agaricus campestris Fr. e uma espécie de importancia medicinal, Agaricus blazei
Murrill. Dentre os aspectos que caracterizam este género estdio o estipe central, separado
facilmente do pileo, lamelas livres de coloragdo clara no basidioma jovem, tornando-se marrom-
escuras apds o rompimento do véu, o qual estd sempre presente € que freqiientemente forma,
apds o rompimento, um anel no estipe.

Cerca de 200 espécies de Agaricus foram identificadas, sendo separadas em sete segdes
denominadas Agaricus, Hortenses, Bitorques, Sanguinolenti, Xanthodermati, Arvenses e
Minores. Estas se¢des diferenciam-se basicamente pelo tipo de anel presente e pelas reagdes de
coloragdo do basidioma apoés fricgdo manual ou quando em contato com uma soluciio de
hidréxido de potassio (KOH 5%). A separagdo das espécies em segdes facilita a distin¢iio entre
espécies aparentemente semelhantes que, no entanto, pertencem a se¢des distintas. Além das
caracteristicas ja citadas, outras que permitem a diferenciagfio entre as espécies sdo a dimensio
dos esporos ¢ das hifas, o arranjo das hifas na trama da lamela e no contexto e a estrutura hifal da
cobertura do pileo (SINGER, 1975; ARORA, 1986; COURTECUISSE & DUHEM, 1994).

Agaricus blazei pertence a se¢@o Arvenses, cujos basidiomas s3o robustos, apresentando
uma reagdo lutescente, isto ¢, tornam-se amarelados ou alaranjados quando friccionados ou em
contato com KOH, tém anel pendente e odor adocicado, semelhante ao de anis ou de améndoas
(SINGER, 1975; ARORA, 1986). Esta € uma de varias espécies campestres que podem ser
confundidas devido a semelhanga macroscopica dos basidiomas, mesmo pertencendo a segdes
diferentes. Dentre as espécies que se assemelham macroscopicamente a 4. blazei estdo Agaricus
xanthodermoides Murrill (se¢do Xanthodermati), cujo basidioma é menos robusto e tem esporos
maiores (FREEMAN, 1979), e Agaricus silvaticus Schaeffer (se¢do Sanguinolenti), que apresenta
reacdo negativa quando em contato com KOH e reagdo rufescente, tornando-se avermelhado

quando friccionado (MOSER, 1983; CAPELLI, 1984; COURTECUISSE & DUHEM, 1994).
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Dentre as espécies comerciais, 4. blazei diferencia-se de A. brunnescens, de A. bitorquis e
de A. campestris por apresentar o pileo castanho, com pequenas escamas, ausentes naquelas
espécies, € pela reagdio lutescente, enquanto as trés espécies citadas ndo tém sua cor alterada
quando friccionadas manualmente (ARORA, 1986; COURTECUISSE & DUHEM, 1994).

As espécies do género Agaricus s3o polimoérficas, apresentando uma plasticidade marcante
no desenvolvimento do basidioma, fato que contribui para o aparecimento de fendtipos variantes,
resultado nfo s6 do gendtipo, mas de interagdes do basidioma com o ambiente (ARORA, 1986).
Em vista disso, e em conseqiiéncia de existirem espécies semelhantes entre si, é fundamental a
identificagdo taxondmica dos basidiomas oriundos de estirpes provenientes de empresas que
comercializam cogumelos. Além dos problemas de identificagdo freqiientemente observados, o
uso do nome coloquial na area comercial também ¢ problematico. Embora a maioria das
empresas utilize o nome “cogumelo do sol” para 4. blazei, ha algumas empresas que também
usam este nome para a espécie A. silvaticus. Sendo assim, existe no pa?s?uma controvérsia
envolvendo estas duas espécies, ambas comercializadas por apresentarem propriedades
medicinais. Como analises taxondmicas dos basidiomas produzidos comercialmente nfio sdo uma
pratica freqiiente nos cultivos, muitas vezes o produtor desconhece a espécie que esta utilizando
na produgdo.

O cultivo de espécies de Agaricus envolve a produgdo de um substrato, o composto,
geralmente feito a base de residuos lignoceluldsicos e esterco animal, além de suplementos e
corretivo de pH. Este substrato deve sofrer um processo de fermentagio sélida, a compostagem,
que implica na degradag¢do microbiolégica de seus constituintes, tornando-o mais seletivo para a
espécie a ser cultivada. Em seguida o substrato deve ser pasteurizado para a eliminagfio de
patdgenos e contaminantes. O inoculante, que inclui o micélio do fungo desenvolvendo-se em
um substrato normalmente constituido por gréos, ¢ misturado ao composto na fase de inoculagzo.
Ap6s a inoculag@o ocorre um periodo de incubagédo denominado corrida micelial, que dura cerca
de 30 dias, quando o fungo coloniza o composto. Ao final deste periodo de colonizagio uma
camada de cobertura € adicionada sobre o composto miceliado com o objetivo de proporcionar as
condigdes fisicas, quimicas e microbioldgicas para a indugio e formagfo dos basidiomas,
propiciando a passagem da fase vegetativa para a reprodutiva, culminando na produgio dos
basidiomas (STAMETS, 1983; RINKER, 1993). No caso do “cogumelo do sol”, nome popular
utilizado para duas espécies distintas, a produgdo de basidiomas € a Unica estratégia para que a
identificagdo da espécie seja confirmada, particularmente quando as estirpes sdo disponibilizadas

sob a forma de culturas.
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A identificagdo das espécies ¢é realizada através da analise das caracteristicas dos
basidiomas, sendo as mais importantes dentro do género Agaricus as altera¢des de cor devido a
reagdes ao toque ou a reagentes como o KOH, o odor, a orientagdo das hifas na lamela, a
estrutura da cobertura do pileo, a presencga e a forma de cistidios no himénio, a dimensdo ¢ a
forma dos esporos (SINGER, 1975; ARORA, 1984).

O isolamento e a manutengdo de culturas de espécies comercializadas ¢ uma pratica
corrente e muito importante, devendo ser realizada pelas empresas que mantém bancos de
germoplasma para a produgio de inoculante, assim como para reprodugio e pesquisas referentes
as espécies (JODON, ROYSE & JONG, 1982; MATA et al., 1994). Embora a identificagio
taxondmica seja impossivel de se realizar através das caracteristicas culturais, o estudo do
micélio em cultura é uma fonte imprescindivel de informagdes, tanto para complementar a
taxonomia classica quanto para o monitoramento destas culturas em pesquisas aplicadas e
atividades rotineiras, como analise da variabilidade entre estirpes, detec¢io de contaminantes e
de setorizagbes do micélio (STALPERS, 1978; RYVARDEN, 1991). O sistema de estudo de culturas
proposto por NOBLES (1948, 1965), amplamente utilizado na caracterizagio de culturas fiingicas,
consiste no estudo das culturas em meio agar extrato de malte sob condi¢Bes padronizadas,
incubadas a temperatura de 25°C na auséncia de luz, durante seis semanas, com observagGes
macro e microscépicas semanais. Ao final do estudo, um cédigo numérico sintetiza os resultados
obtidos, onde cada digito representa uma caracteristica da cultura.

Desta forma, a fim de caracterizar os basidiomas provenientes das estirpes de “cogumelo
do sol” como sendo A. blazei, foi realizado um estudo taxondmico dos basidiomas produzidos
em cultivo experimental. Além disso, as caracteristicas culturais das estirpes foram estudadas
com o objetivo de complementar a taxonomia tradicional de 4. blazei e detectar possiveis

parametros relacionados a variabilidade intraespecifica.

2 Material e métodos

Para identificar os basidiomas produzidos a partir das seis estirpes, foi montado um
experimento que possibilitou a produgdo dos basidiomas seguindo-se as técnicas de cultivo
comercial utilizadas na regidio. Estas técnicas envolveram as seguintes etapas: produgio de
inoculante a partir das culturas, produgio do substrato de cultivo (composto), preparo da camada

de cobertura, instalagiio do experimento € manejo e, finalmente, coleta dos basidiomas.



16

2.1 Producio de inoculante a partir das culturas

As estirpes utilizadas foram obtidas junto & empresas de produgdo de cogumelos e
receberam cddigos numéricos para identificagdo, sendo eles: 21, 22, 23, 24, 33 e 34. As estirpes
foram escolhidas aleatoriamente e sabia-se que a estirpe 22 era proveniente de um cultivo de
baixa produtividade, enquanto para as demais a informagdo de sua produtividade era
desconhecida. As culturas foram depositadas na colecdo do Laboratério de Cogumelos,
Departamento de Microbiologia e Parasitologia (MIP) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

O inoculante foi produzido no Laboratério de Cogumelos da UFSC em frascos de 1000 mL
contendo 650 g de grdo de trigo previamente cozidos, aos quais foram adicionados 6 g de uma
mistura de CaCO, e CaSO, (1:4). Foram preparados 19,5 Kg de inoculante de cada estirpe. Os
frascos foram fechados com tampas contendo 2 a 3 perfuragdes (1 cm de didmetro) vedadas com
fita Micropore para permitir a transferéncia de gases. Em seguida o substrato foi esterilizado em
autoclave durante duas horas a 121°C e foi levado a camara de crescimento para que sua
temperatura baixasse, atingindo a temperatura ambiente. Neste momento procedeu-se a
inoculagio do substrato em cidmara de fluxo laminar. O in6culo consistiu de por¢des de micélio
(1/4 de uma placa de 10 cm de didmetro para cada frasco) provenientes das culturas de cada
estirpe crescidas em agar extrato de malte (AEM) com sete dias de incubag@o. Apds o micélio

colonizar completamente o substrato do frasco, o inoculante foi misturado ao composto.

2.2 Producio do substrato de cultivo

O composto utilizado neste experimento foi produzido na Fazenda Serra Azul, Pouso
Redondo, SC, e teve como componentes basicos o bagago de cana, palha vegetal e esterco de
cavalo, além de suplementos e corretivos de pH e de textura. A sua formulagdo nZo serad
divulgada pelo fato de ser exclusividade do empresario e ligada a franquia. Os materiais foram
misturados e entdo submetidos & um processo de fermentagdo denominado Fase I, realizado em
galpdo coberto, onde foi montada uma pilha de compostagem a qual foi submetida a diversas
reviradas e irriga¢Ges de forma a uniformizar o substrato.

O composto foi transportado para uma camara de pasteurizagio (Fase II) para a eliminag&o
de insetos, acaros, nematdides, bactérias e outros microorganismos que possam competir com o
micélio de Agaricus. Neste processo o substrato foi submetido a temperaturas entre 60°C e 65°C
por cerca de 12 horas, sendo condicionado por 8 dias em uma faixa de temperatura entre 40°C e

45°C, e resfriado em seguida até a temperatura ambiente. Ao final do processo, a aménia
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volatilizou e a relagdo C/N foi de 16/1. Quando o composto atingiu a temperatura ambiente
(cerca de 25°C) foi realizada a inoculag3o.

A inoculagiio do composto ocorreu na Fazenda Serra Azul, para onde foi transportado o
inoculante produzido na UFSC. O composto foi embalado em sacos plasticos de 100 L, sendo
que cada saco recebeu cerca de 15 Kg de composto. O inoculante foi homogeneizado ao
composto durante o preenchimento dos sacos na propor¢do de 1%. Os sacos com substrato
inoculado foram transferidos para um galpdo fechado e dispostos em prateleiras para a

coloniza¢do do composto pelo micélio (corrida micelial).

2.3 Preparo da camada de cobertura

O solo utilizado na camada de cobertura foi selecionado pelos produtores locais de A.
blazei, e apresentou textura franco-siltosa, tendo sido coletado no municipio de Antdnio Carlos,
SC. A este solo foi adicionada areia grossa de construgdo na propor¢do de 1:1 a fim de torna-lo
mais poroso, com textura proxima a franco-arenosa. O solo e a areia foram misturados em
betoneira e parte da mistura teve o pH corrigido para 7,0 com a adigio de carbonato de calcio.
Foi realizada uma curva de pH com a mistura de solo e areia para se determinar a quantidade de
carbonato de calcio necessaria para se obter pH 7,0. Outra parte foi mantida com o pH original,
em torno de 4,7. Todo o solo foi desinfetado com formaldeido 37%, diluindo 1 L de formaldeido
em 4 L de agua, utilizando-se 4 L desta mistura para cada metro cubico de cobertura. O solo foi
coberto com uma lona pléstica e ap6s um periodo de 24 horas o formol evaporou e entio o solo
foi usado na cobertura. Também foram desinfetados com formaldeido pedriscos de 5 a 10 mm de
dimens&o que foram colocados sob a camada de cobertura. A camada de solo adicionada foi de

cerca de 6 cm de espessura.

2.4 Instalacdo do experimento e manejo

O experimento foi instalado em Ratones Grande, Floriandpolis, SC, na propriedade do Sr.
Lourengo, produtor de “cogumelo do sol”, e conduzido em uma estufa plastica com prateleiras de
madeira. O experimento foi realizado entre 15 de margo e 1° de maio de 2000. A montagem do
cultivo experimental foi realizada de acordo com a metodologia descrita por IWADE & MIZUNO
(1997) em uma estufa plastica de 25 X 4 m e 2,5 m de altura, possuindo um ventilador na parte
superior, um tubo pléstico ao longo da estufa para forgar a circulagdo de ar e microaspersores
laterais. O piso era de carvdo e as paredes laterais tinham tela até a metade, as quais podiam ser
fechadas com uma cortina plastica. O composto miceliado foi retirado dos sacos e disposto nas

prateleiras de madeira formando lotes de 1,0 X 1,5 metros. A camada de cobertura foi colocada
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da seguinte forma: caixas trapezoidais de madeira de 6 cm de altura, 1,5 m de comprimento com
a base mais estreita de 6 cm e a abertura de 10 cm, foram preenchidas com a terra misturada com
composto, os pedriscos foram colocados acima desta terra, de forma que quando a caixa fosse
invertida sobre o composto, os pedriscos ficassem na parte inferior. Estes camalhdes foram
dispostos & distancia de aproximadamente 6 cm uns dos outros e neste intervalo foi adicionada
uma camada de 1 cm de terra ndo tratada com carbonato. Os lotes inoculados com estirpes
diferentes foram dispostos a distancia de cerca de 1,5 metros um do outro.

O controle da temperatura foi realizado pela entrada de ar externo através das aberturas
laterais da estufa e os aspersores laterais, assim como o ventilador. As variagdes de temperatura e
umidade dentro da estufa foram monitoradas através de um termohigrégrafo que foi colocado no
interior da estufa e registrou a variagéo desses fatores ao longo dos dias.

Procurou-se controlar a temperatura durante a fase de crescimento vegetativo do micélio
entre 28°C e 30°C, mantendo a umidade relativa do ar até um maximo de 75%. Durante esta fase
a circulagio de ar dentro da estufa foi feita sem a entrada de ar fresco, mantendo uma alta
concentrag@o de CO, no interior da estufa.

Apos o micélio- ter colonizado a camada de cobertura, tentou-se baixar as condi¢Ges de
temperatura durante a fase de indug¢@o dos primoérdios para 25°C a 27°C, e a umidade relativa foi
elevada até 85%, sendo que foram aumentadas as trocas de ar de forma a diminuir a concentrago
de CO,. Durante o cultivo a rega foi efetuada usando-se um nebulizador, duas vezes ao dia.

Com o inicio do aparecimento dos basidiomas procurou-se manter a temperatura entre
25°C e 27°C e a umidade em torno de 80%. As trocas de ar foram continuadas, para manter a

concentragdo de CO, baixa.

2.5 Coleta dos basidiomas e isolamento

Os basidiomas foram coletados manualmente no estddio imaturo e foram levados ao
Laboratério de Cogumelos onde foram. limpos, pesados e fotografados. O isolamento foi
realizado sob condi¢des de assepsia em camara de fluxo laminar. Fragmentos da parte interna do
pileo foram retirados, evitando-se retirar por¢des com esporos, € foram inoculados em meio agar
extrato de malte (AEM) em placas de Petri. As placas inoculadas foram incubadas em cémaras
BOD a 28°C, sem iluminagdo. As culturas em crescimento foram acompanhadas visualmente e
ao microscopio Optico para controle e eliminagdo de contaminantes. As culturas puras obtidas
foram repicadas para novas placas com AEM e para tubos com meio agar batata dextrose (ABD)

inclinado, sendo um tubo de cada estirpe incorporado a cole¢io de culturas do Laboratério de
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Cogumelos. Posteriormente, a secagem dos basidiomas foi realizada a 55°C por cerca de 24

horas.

2.6 Analise taxonémica

Basidiomas produzidos em Ratones provenientes das seis estirpes foram transportados
ainda frescos ao Laboratério de Micologia, Departamento de Botanica (BOT) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), onde procedeu-se a andlise macro e microscdpica para a
identificagdo taxondémica. Alguns basidiomas foram deixados em cdmara imida a temperatura
ambiente para a abertura do pileo, permitindo a obten¢@o da esporada (impressdo dos esporos em
papel) e para que todas as fases de desenvolvimento pudessem ser analisadas. As caracteristicas
macroscopicas observadas foram a dimensio do basidioma, a cor e alterages na cor (MUNSELL,
1975), a textura, o odor, o formato do pileo, as lamelas, a presenca de véu ou de anel e a
colora¢do da esporada. As caracteristicas microscopicas observadas envolveram os tipos de hifas
presentes, o arranjo das hifas nas lamelas, a estrutura da cuticula do pileo, a presencga de cistidios,
o formato dos esporos e as medidas das estruturas, assim como a altera¢do na cor das estruturas
em contato com reagentes. Para a observagdo das caracteristicas microscdpicas, cortes de
diferentes partes do basidioma foram feitos a mio livre sob microscépio estereoscopico. Estes
cortes foram preparados entre 1amina ¢ laminula com o corante floxina 1% e o hidratante KOH
5% para a observagdo das estruturas, medidas e realizagdo dos desenhos. Os cortes foram
preparados também com o reagente de Melzer para a deteccio de reagdes nas estruturas. Os
desenhos foram feitos ao microscopio Optico, sob camara clara, no aumento de 1000X. Depois de
secos os basidiomas foram depositados no herbario FLOR (HOLMGREN, HOLMGREN & BARNETT,
1990) da Universidade Federal de Santa Catarina.

2.7 Estudo de culturas

A caracterizagdo das culturas foi realizada de acordo com a metodologia de NOBLES (1965),
que consiste em analisar as caracteristicas macro ¢ micromorfolégicas das culturas inoculadas em
agar extrato de malte (AEM: 15 g de extrato de malte (Merck), 15 g de agar, 1000 mL de agua
destilada), incubadas sob a temperatura de 25°C. Um indculo de 7 mm de didmetro de cada
estirpe foi transferido para placas de Petri (90 mm x 15 mm) com AEM, sendo posicionado junto
a borda da placa. As culturas foram examinadas a intervalos de sete dias, durante seis semanas.
Ao final deste periodo, utilizando-se a chave de identifica¢do de culturas (NOBLES, 1965), foi

obtido um c6digo numérico, onde cada digito representava uma caracteristica da cultura.
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Para determinar a produgfio de enzimas extracelulares, as culturas de cada estirpe foram
inoculadas em placas de Petri com meio agar acido tanico e agar acido galico (AAT e AAG)
constituidos por 15 g de extrato de malte (Merck), 5 g de 4cido tanico ou galico, 20 g de agar,
1000 mL de agua destilada, e incubadas sob as condi¢des definidas por NOBLES (1965), sendo
observadas ap6s uma semana. Quando o meio de cultura ndo tem sua cor alterada apds uma
semana de incubagfo, significa que o fungo ¢ causador de podriddo castanha e seu sistema
enzimatico é capaz de degradar a celulose, a hemicelulose ¢ a lignina da madeira, se ocorrer
alteracdo de cor, o fungo ¢ causador de podriddo branca, degradando apenas a celulose € a
hemicelulose da madeira. A intensidade da rea¢do foi avaliada de acordo com BETUCCI &
GUERRERO (1971) e as cores foram descritas conforme o catdlogo de MUNSELL (1975).

Para determinar a presenca de enzimas extracelulares produzidas pelas culturas foram
realizados testes bioquimicos que consistiram em pingar gotas de determinados compostos
quimicos identificadores de subprodutos de degradagdo do substrato na margem de culturas de 7
dias crescidas em AEM. A alteragio de cor no meio de cultura ou no micélio indica a produgio
da enzima pela cultura. Os testes, descritos por KAARIK (1965), HARKIN & OBST (1973), TAYLOR
(1974) e STALPERS (1978), permitem detectar a produgio de lacase, tirosinase e citocromo
oxidase pelas culturas estudadas. Para a detec¢io de lacase, foram utilizados dois reagentes, o-
naftol e siringaldazina, a tirosinase foi detectada através da reagdo com p-cresol € a citocromo

oxidase com tetrametil-p-fenilenediamine dihidrogénio clorido (TMpEDA).

3 Resultados e discussio

Os basidiomas provenientes das seis estirpes foram identificados como sendo Agaricus
blazei, espécie descrita pela primeira vez por Murrill € publicada na Quat. J. Florida Acad. Sci.,
8: 193. 1945.

Os basidiomas foram depositados no herbario FLOR da Universidade Federal de Santa
Catarina sob os numeros 11.794, 11.795, 11.796, 11.797, 11.798 ¢ 11.799. Dados de coleta:
Florianépolis, SC, 1/V/2000, coletor M. A. Neves, identificagdo M. A. Neves.

3.1 Descric¢éo dos basidiomas

BASIDIOMAS com 3 a 8 cm de altura (Figura 1); quando secos apresentaram coloragdo
dourada fosca a alaranjada (5Y 8/4, 5Y 8/6); odor adocicado evidente, mas suave, de améndoas
doces. Houve uma variagdo entre as estirpes com relagdo & altura e massa médias, sendo que a

estirpe 33 produziu basidiomas maiores € mais pesados que as demais estirpes (Tabela 1).
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PILEO cilindrico nos basidiomas jovens, 1,8-4,4 cm de didmetro, subcilindrico a sub-
expandido nos espécimes maduros (abertos), 6,4-9,2 cm de didmetro, marrom claro a médio (5Y
8/1, SYR 3/3), lutescente, tornando-se amarelo (5Y 8/6) com KOH, desaparecendo a reagio
dentro de 1 a 2 minutos; escamas delicadas, mais proéximas e¢ fechadas nos espécimes jovens,
quase da mesma cor (5YR 3/4) da superficie do pileo.

ESTIPE uniforme a sub-bulboso, oco, fibroso, 2,5-4,6 X 1,1-2,0 cm, 1 a 2 cm mais alargado
na base; branco (5Y 8/1), lutescente, tornando-se amarelado (5Y 8/6) quando friccionado e
amarelo muito forte (5Y 8/8) com KOH; apés 1 a 2 minutos a reagdo com KOH tornou-se
acinzentada; presenca de corddes miceliais; superficie lisa; anel pendente, membranoso, branco
com flocos marrons claros na superficie inferior.

LAMELAS livres serradas, brancas tornando-se marrom escuras com o amadurecimento dos
esporos; esporada: 5YR 3/2,2.5YR 2.5/4.

CONTEXTO branco (5Y 8/2), 5 a 9 mm, lutescente, tornando-se amarelado (5Y 8/6) quando
friccionado ou cortado.

HIMENIO com basidios claviformes, 9,0-14,0 X 26,0-36,0 pm, com quatro esporos, sem
fibulas na base (Figura 2a).

CISTIDIOS mamiliformes raros, observados somente no himénio de espécimes jovens
(Figura 2b).

ESPOROS ovdides a elipséides, castanhos, lisos, de parede grossa, sem poro germinativo,
3,7-5,0 X 5,5-7,0 um (Figura 2c¢).

TRAMA das lamelas irregular, hifas retas de septo simples ou muito raramente com fibulas,
3,0-5,0 pm, algumas ampuliformes, até 12 um (Figura 2d).

COBERTURA do pileo ndo celular com hifas de septo simples, a maioria ampuliformes,
castanhas, 11,0-17,5 pm, algumas globulares, 25,5-44 um; observaram-se fragmentos soltos,
globulosos, de tamanho variavel (Figura 2e).

CONTEXTO prosenquimatoso, com hifas retas, 5,0-7,0 (9,0) um, raramente fibuladas (Figura

2f).
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Figura 1: Basidioma de Agaricus blazei (#34) produzido em Ratones em 26/04/2000.

Tabela 1: Massa seca média e altura média dos basidiomas obtidos a partir do cultivo de cada

estirpe
Cédigo das estirpes Basidiomas Massa seca média’ Altura média’

(nimero) (g) (cm)

21 62 15 57

22 16 2.7 53

23 39 2.2 Py

24 48 16 2

33 03 3.9 61

34 60 1.7 Y

T . _r : -
Calculados com base no nimero de basidiomas produzidos por cada esitrpe.
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Figura 2: Agaricus blazei: a. himénio de basidioma maduro com basidios tetraspdricos; b.
himénio de basidioma jovem com basidiolos e cistidio; ¢. esporos; d. trama da lamela;
e. hifas e fragmentos da cobertura do pileo; f. contexto prosenquimatoso com hifas de

septo simples e fibuladas.

A descrigdo original de MURRILL (1945) e a descrig@o feita por FREEMAN (1979) ndo
mencionam a presenc¢a de cistidios e nem de fibulas, caracteristicas observadas nos espécimes
analisados no presente trabalho. MURRILL (1945) cita a presen¢a de células estéreis no himénio
da margem das lamelas sem, no entanto, especificar a presen¢a de cistidios. As hifas
ampuliformes presentes nos espécimes analisados no presente trabalho foram observadas
também por FREEMAN (1979) e por HEINEMAN (1993). A presenga de cistidios foi descrita por
HEINEMAN (1993), embora apresentando forma claviforme, diferente dos cistidios mamiliformes
encontrados nos basidiomas jovens analisados no presente trabalho. A caracteristica lutescente
dos basidiomas foi observada também por HEINEMAN (1993).

As diferengas de tamanho, e conseqiientemente de peso, entre os basidiomas de cada
estirpe, podem ser devidas a plasticidade encontrada nos basidiomas de espécies fungicas,
decorrentes, muitas vezes, do efeito de condi¢Ges ambientais. Este efeito foi observado na
alterag@o de forma e de coloragio de basidiomas de Pleurotus columbinus Bres. € de Pleurotus
ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm. em fungdo da variagdo da intensidade luminosa e da temperatura

(GUZMAN et al., 1994).



3.2 Caracterizacio das culturas

A caracterizagdo macro e microscopica das culturas de 4. blazei estudadas neste trabalho
foi a seguinte:

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS (Figura 3) - As culturas apresentaram um micélio
branco (5Y 8/2), inicialmente aderido ao meio de cultura, apresentando também crescimento
submerso. Alguns feixes finos de hifas apresentaram crescimento mais rapido, crescendo bem
aderidos ao agar, em direg¢do a borda. Apos sete dias de crescimento o micélio formou tufos finos
e algodonosos na metade do crescimento da coldnia, os quais freqiientemente desenvolveram
crescimento aéreo intenso, atingindo a tampa da placa. A partir da terceira semana o micélio
tornou-se mais denso, podendo ou nio apresentar-se amarelo claro (10YR 8/4). Esta coloragio
desenvolveu-se mais freqiientemente na regido central da coldonia. Houve uma altera¢do na cor do
agar para castanho claro (2,5YR 5/6 - 2,5 YR 4/6), sob o indculo € ao seu redor. A margem da
colonia em geral apresentou-se irregular, sem ser totalmente circular. Nas bordas das placas
puderam ser observadas algumas hifas que se juntaram formando corddes miceliais. Ap6s trés ou
quatro semanas de crescimento observou-se, em alguns casos, a produgdo de um exsudado sobre
o micélio, constituido por goticulas marrons. O odor das culturas era adocicado forte, semelhante
ao de améndoas doces. As coldnias ndo chegaram a atingir o didametro da placa de Petri ao final
das seis semanas quando inoculadas junto a borda, sendo que a estirpe 22 foi a que apresentou o
crescimento mais lento (Figura 4).

A reagdo para detec¢do das fenoloxidases extracelulares nos meios com agar acido tanico
(AAT) e agar acido galico (AAG) foi positiva: AAT, reagdo positiva (++), com crescimento de
micélio; AAG, reagdo positiva (+), sem apresentar crescimento micelial.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS - O micélio apresentou hifas generativas (7,0-16,0um)
(21pum) pouco ramificadas, de septo simples (Figura 5a) ou raramente fibuladas (Figura 5b). No
micélio submerso no &gar algumas destas hifas encontraram-se cobertas parcialmente por
pequenos cristais (Figura 5c). Foram observadas também hifas ampuliformes (Figura 5d) (10,0-
25,0um), presentes em maior quantidade na regido central da colénia estando ausentes no
micélio aéreo da borda. A partir da segunda semana algumas hifas da regido central da col6nia
apareceram pouco coradas.

A partir das caracteristicas observadas no estudo de culturas, usou-se a chave de
identificagdo proposta por NOBLES (1965) para se obter o cdédigo numérico das culturas, cujo
resultado foi: 2, 5, 7, 16, 36, 39, 47, 50, 56. As seis estirpes analisadas produziram as enzimas

lacase, tirosinase e citocromo oxidase.
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Figura 3: Aspecto macroscopico da cultura de Agaricus blazei (#22) em AEM, ao final de sete

dias de incubagdo a 25°C.

Didmetro da col6nia (cm)
I

1 2 3 4 5 6
Semanas

—%—21 — A= 22 --+--23 —C-- 24 — X— 33 —5—34

Figura 4: Crescimento médio das estirpes de A. blazei em meio AEM durante seis semanas. Os

resultados sdo média de seis repetigoes.
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Figura 5: Caracteristicas microscopicas culturais de Agaricus blazei: a. hifas generativas de septo

simples; b. hifas generativas fibuladas; c. hifas com cristais; d. hifas ampuliformes.

4 Conclusoes

¢ As estirpes de “cogumelo do sol” produziram basidiomas em cultivo experimental que foram
identificados como sendo A. blazei.

¢ Este trabalho apresenta a primeira caracterizagdo de 4. blazei em cultura, que permite ampliar
as caracteristicas da espécie, complementando a sua identificagdo, assim como fornece
informagdes fundamentais para o monitoramento de culturas em diversas fases,
principalmente por parte de empresas produtoras de inoculante.

¢ Os resultados apresentam, preliminarmente, evidéncias da existéncia de estirpes com

caracteristicas de crescimento diferenciadas.
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CariTULO 3

Efeito das condi¢des ambientais no crescimento vegetativo de
estirpes de Agaricus blazei Murrill provenientes de diferentes
empresas

1 Introducao

Agaricus blazei Murrill € um cogumelo nativo de regides subtropicais usado como produto
nutricéutico e com alto valor no mercado externo, fato que vem estimulando o seu cultivo no
Brasil. A produgfo no pais iniciou na década de 90 e vem sendo embasada nas técnicas de
cultivo utilizadas para Agaricus brunnescens Peck., ndo existindo ainda tecnologias especificas
para A. blazei. Por este motivo, a produtividade freqiientemente é baixa, o que leva muitos
produtores a desisténcia. O aumento da produtividade depende do desenvolvimento de técnicas
de produgdo do substrato de cultivo, da defini¢do de um manejo apropriado durante o cultivo e
da utilizagdo de estirpes selecionadas, sendo que a integracdo dessas tecnologias é fundamental.
Atualmente, sdo escassas as publicagdes disponiveis sobre a influéncia do substrato e das
condigdes ambientais no crescimento de estirpes de A. blazei originarias do Brasil, ndo existindo
informagdes também sobre a variabilidade intraespecifica (EGUCHI et al., 1994; YONEYAMA,
MEGURO & KAWACHI, 1997a; YONEYAMA, MEGURO & KAWACHI, 1997b; BRAGA & EIRA, 1999).
Caso exista variabilidade entre as estirpes existentes no pais, a otimizagdo das técnicas de cultivo
considerando as especificidades de cada estirpe serd fundamental para o aumento da
produtividade.

A caracterizagdo ecoldgica das estirpes € de fundamental importancia no aprimoramento
das técnicas de cultivo, além de fornecer também informagdes sobre a variabilidade
intraespecifica. Estirpes de Agaricus subfloccosus (J. E. Lange) Pilat. originarias da Inglaterra e
do Canada apresentaram maiores taxas de crescimento tanto in vitro quanto em composto quando
comparadas com estirpes provenientes da Suiga estudadas sob as mesmas condi¢des de
laboratério (NOBLE et al., 1995). Um estudo realizado com estirpes de Volvariella volvacea
(Bull. ex Fr.) também permitiu a diferenciacio de estirpes com diferentes taxas de crescimento
em diferentes substratos (REYES et al., 1998), enquanto trabalhos realizados com estirpes de 4.
brunnescens (HORNA & ROYSE, 1983) e de Lentinula edodes (Berk.) Pegler (LEVANON et al.,
1993) possibilitaram a diferenciagdo das estirpes em fungdo da temperatura Otima de
crescimento. No caso de L. edodes € possivel distinguir estirpes comerciais em fun¢ido da
temperatura 6tima de frutificagdo (PRZYBYLOWICZ & DONOGHE, 1990). No caso de 4. blazei,

EGUCHI et al. (1994) avaliaram fatores ecoldgicos que afetaram o crescimento micelial de uma
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estirpe in vitro. Nesse estudo foram definidas algumas caracteristicas que propiciaram a
otimizagdo do crescimento da estirpe. Esses resultados sfo fundamentais em programas de
selegdo de estirpes mais adaptadas a condigdes de cultivo especificas e a determinadas épocas do
ano.

Os resultados obtidos no capitulo 2 evidenciaram diferencas nas taxas de crescimento das
seis estirpes de A. blazei estudadas, quando cultivadas no meio laboratorial agar extrato de malte.
Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar diversos parametros ecologicos e seu
efeito no crescimento vegetativo de seis estirpes de 4. blazei provenientes de empresas
diferentes, de tal forma que esses pardmetros possibilitem diferenciar as estirpes € também
selecionar as melhores condigdes ambientais para o crescimento vegetativo de cada estirpe, tal

como a composigdo do meio de cultura, a temperatura de incubagio e o pH do meio.

2 Material e métodos

2.1 Crescimento em diferentes meios de cultura e temperaturas

A avaliagdo do crescimento vegetativo em dois meios de cultura laboratoriais sob
diferentes temperaturas de incubagdo foi realizada no Laboratério de Micorrizas, Departamento
de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV). O crescimento micelial foi avaliado
através do didmetro da coldnia e da produgio de biomassa.

O crescimento foi avaliado em meio agar extrato de malte enriquecido com peptona de soja
(AEMp), constituido por 30 g de extrato de malte (Merck), 3 g de peptona de soja, 15 g de agar,
1000 mL de agua destilada, e em meio agar batata dextrose (ABD), constituido por 4 g de infuso
de batata, 20 g de dextrose, 15 g de agar (Difco), 1000 mL de agua destilada. Placas de Petri (90
mm X 15 mm) contendo 25 mL dos meios sélidos AEMp e ABD, foram inoculadas no centro
com uma por¢io de micélio de 7 mm de didmetro, retirada da margem de uma cultura com trés
semanas de idade. Foram efetuadas quatro repetigdes para cada estirpe, sendo que as placas
inoculadas foram incubadas em BOD sob quatro temperaturas: 20°C, 25°C, 28°C e 30°C. Para
cada temperatura também foram efetuadas quatro repeti¢des.

O crescimento foi medido com uma régua, pelo verso da placa, a cada dois dias, tomando-
se dois didmetros perpendiculares entre si. As médias dos didmetros foram calculadas para cada
tratamento e, entdo, para cada estirpe. Por questdo de padronizagdo, foram analisadas apenas as
médias referentes ao crescimento ao final do periodo em que a primeira coldnia de cada estirpe
atingiu o didmetro da placa, sendo este periodo de dez dias no meio AEMp e de doze dias no

meio ABD. Porém a comparagdo e analises estatisticas foram efetuadas utilizando os resultados
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correspondentes ao periodo de incubagdo de dez dias. Estes resultados foram submetidos a
analise de variancia multipla utilizando-se o programa STATISTICA 5.0°.

A avaliagdo da produgdo de biomassa foi determinada usando-se as mesmas placas da
avaliagdo do crescimento superficial apés o micélio de uma das coldnias ter coberto toda a
superficie do meio de cultura na placa. Para isto, foram utilizados béqueres de 500 mL onde
foram adicionados 250 mL de agua destilada e o meio de cultura com o micélio crescido. O meio
de cultura foi, entdo, dissolvido durante 4 minutos em forno de microondas. O micélio foi
recolhido em uma peneira fina e colocado para secar em estufa, em cadinhos de papel aluminio
pré-pesados, durante 24 horas a 105°C, ou até atingir massa constante. Em seguida, foi calculada
a média da biomassa atingida por cada estirpe e estes resultados foram analisados utilizando-se o

programa STATISTICA 5.0°.

2.2 Crescimento em diferentes pH

O efeito do pH no crescimento foi avaliado utilizando-se meio minimo suplementado com
glicose (MMG), constituido por 1 g KH,PO,, 0,5 g MgSO, 7H,0, 0,5 g CaCl,, 1 g (NH,),SO,, 10
g glicose, 15 g 4gar, 1000mL agua destilada, conforme estabelecido por WENZEL & DIAS (1999),
com os valores de pH 6,0, pH 7,0 e pH 8,0, utilizando tampdo fosfato. Placas de Petri
preenchidas com meio minimo foram inoculadas no centro com uma porgdo de micélio de 7 mm
de diametro, retirada da margem de uma cultura com trés semanas de idade e foram incubadas a
28 °C. O pH foi ajustado antes da esterilizagdo e foi medido também apds o crescimento do
micélio fliingico.

O crescimento e a produg@o de biomassa de cada estirpe foram avaliados do mesmo modo
descrito no item 2.1. Foram realizadas quatro repeti¢des para cada estirpe para cada valor de pH
e as meédias foram calculadas para cada tratamento. Os resultados foram analisados utilizando-se

o programa STATISTICA 5.0°.

2.3 Crescimento em composto comercial

A capacidade de cada estirpe de crescer em composto comercial foi analisada através da
avaliagdo da taxa de crescimento do micélio e da produgéo de biomassa no composto inoculado
in vitro, sem esterilizag@o, e incubado sob condigdes controladas de temperatura. Esta medida
visou avaliar o crescimento das estirpes em condi¢gdes de substrato semelhantes aquelas de um
cultivo comercial.

Foram utilizados tubos de vidro de 185 mm de comprimento e 25 mm de didmetro com as

duas extremidades abertas, os quais foram preenchidos com cerca de 30 g de composto comercial
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produzido na Fazenda Serra Azul, Pouso Redondo, SC. As extremidades dos tubos foram
fechadas com tampdes de algoddo e a inoculagdo foi realizada em cimara de fluxo laminar, a
partir de culturas puras crescidas em meio AEM suplementado com composto nio miceliado (40
g por litro de meio). A inoculagio foi realizada usando-se uma das extremidades do tubo, que foi
utilizada para cortar uma por¢do circular de inéculo na cultura, o qual ficou com o didmetro
exato do tubo. Com o auxilio de uma alga, o indculo foi introduzido no tubo até entrar em
contato com o composto. Apds a inoculagdo os tubos foram incubados em BOD a 28°C. O
crescimento micelial foi avaliado medindo-se a distancia desde a extremidade inoculada do
composto até a margem do micélio em crescimento. A primeira avaliagdo foi realizada no
terceiro dia e, a partir dai, as avaliagdes foram efetuadas a cada dois dias (DUNCAN, 1997). Foram
preparadas 5 repeticdes para cada estirpe € um tratamento controle (ndo inoculado). Os
resultados foram analisados utilizando-se o programa STATISTICA 5.0°.

A biomassa produzida no composto foi estimada pela analise da quantidade de ergosterol
extraida das amostras. Cada amostra incluiu 1 (um) grama de composto de cada repetigio, a
partir da qual foi realizada a extrag@o de ergosterol por 3 minutos com 5 mL de etanol gelado e
10% de polivinil-pirrolidona (PVPP). O PVPP permitiu a precipitagdo dos compostos fendlicos
que poderiam interferir na determinagdo espectrofotométrica do ergosterol. A mistura extraida
foi transferida para tubos e centrifugada a 2.000g durante 10 minutos. O sobrenadante foi
eliminado € o precipitado ressuspendido em 5 mL de etanol, agitado em vortex por 30 segundos
e novamente centrifugado nas mesmas condi¢des. Apds a ultima centrifugagdo os dois
sobrenadantes foram misturados, ajustando-se o volume para 5 mL, sendo entdo filtrados com
uma seringa através de membrana Millipore de 0,50 pm de poro. Os componentes foram

separados por HPLC (MARTIN, DELARUELLE & HILBERT, 1990).

3 Resultados e discussio

3.1 Efeito do meio de cultura e da temperatura no crescimento

Foi observada uma diferenca no tempo que as estirpes levaram para cobrir as placas de
Petri com os diferentes meios de cultura. No meio AEM cinco estirpes, 21, 23, 24, 33 e 34,
cobriram a superficie da placa de Petri ao final de 10 dias de incubagfo. Ja no meio ABD, o
periodo para estas mesmas estirpes atingirem o didmetro da placa foi de 12 dias. A estirpe 22 se
diferenciou das demais apresentando crescimento mais lento, ocupando a superficie total da

placa no meio AEM ao final de 20 dias, enquanto no meio ABD este periodo foi de 14 dias.
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Considerando-se os dois meios de cultura utilizados, pode ser observado na Figura 1 que,
tanto em AEM quanto em ABD, a estirpe 22 apresentou um crescimento mais lento do que as
demais estirpes. Esta observag@o foi confirmada através do Teste de Scheffée (Anexo 1). Além
disso, a estirpe 33 teve o crescimento mais rapido em AEM, enquanto a estirpe 24 teve o
crescimento mais rapido em ABD, segundo o Teste de Scheffe.

Analisando-se a Figura 2, observamos que ndo foi possivel detectar diferengas
significativas na quantidade de biomassa produzida pelas seis estirpes no meio AEM. No meio
ABD a estirpe 22 foi a que produziu a menor quantidade de biomassa em relagdo as demais
estirpes (Anexo 2). A producio de biomassa ndo apresentou relag@o direta com o diametro da
coldnia e ndo foram detectadas diferengas entre as estirpes quanto a produ¢do de biomassa dentro
de uma mesma temperatura (Anexo 3).

Analisando o comportamento das estirpes nas temperaturas de 20°C, 25°C, 28°C e 30°C, foi
observado que o crescimento foi mais lento quando as estirpes foram incubadas a 20°C. A estirpe
22 apresentou crescimento mais lento que as demais estirpes nas temperaturas de 25°C, 28°C e
30°C (Figura 1), sendo essa diferenga confirmada pelo Teste de Scheffe (Anexo 4). Quando as

estirpes foram incubadas a 20°C néo houve diferenga no didmetro da colénia.
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Figura 1: Crescimento das seis estirpes de A. blazei ao longo do tempo em meio AEM (A) e em
meio ABD (B), incubadas a 20°C (a), 25°C (b), 28°C (c¢) e 30°C (d).
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Figura 1: Didmetro das colGnias das seis estirpes de A. blazei, ao longo do tempo, em meio AEM

(A) e em meio ABD (B), incubadas a 20°C (a), 25°C (b), 28°C (¢) € 30°C (d).
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Figura 2: Biomassa produzida pelas seis estirpes em meio AEM e em meio ABD ap6s dez dias

de incubagio.

Segundo os resultados obtidos, a temperatura de 20°C foi a menos favoravel ao
crescimento para todas as estirpes. Esta foi considerada a temperatura minima para o crescimento
de A. blazei por EGUCHI et al. (1994). Estes autores mediram o crescimento de 4. blazei em um
meio so6lido constituido de extrato de malte, extrato de levedura e sacarose, € incubaram as
culturas em sete temperaturas diferentes, variando entre 15°C e 45°C, com intervalos de 5°C. A
temperatura maxima de crescimento obtida foi de 35°C e a faixa 6tima de temperatura ficou entre
22°C e 26°C, condi¢do em que foi observado um micélio mais denso. Os autores nio fizeram
nenhuma medida de biomassa e analisaram a densidade do micélio apenas visualmente. O maior
crescimento do micélio a partir de 25°C, encontrado no presente trabalho, e a faixa citada por
EGUCHI et al. (1994), estdo de acordo com a temperatura média diaria das regides onde esta
espécie naturalmente ocorre, em zonas subtropicais, entre 20°C e 30°C (FREEMAN, 1979;
HEINEMAN, 1993).

A biomassa produzida pelas estirpes, ndo apresentou relagdo direta com o didmetro da
colonia. LONERGAN, JONES & MAINWARING (1994) comparando estirpes de Phanerochaete
chrysosporium Burdsall também nZo observaram relagéo entre estes parametros de crescimento
fungico. Estas diferen¢as resultam do fato de que medindo-se o didmetro da colonia tem-se

apenas a area de crescimento superficial do micélio no meio de cultura, enquanto a medida da
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producdo de biomassa envolve o desenvolvimento de micélio aéreo € submerso, assim como a
ramifica¢do das hifas (LONERGAN et al., 1994). A complexidade e a composi¢cdo do meio de
cultura estdo relacionadas com estas taxas de crescimento e com a produgdo de biomassa. O
crescimento das hifas ocorre nas extremidades, as quais produzem as enzimas necessarias para a
degradag¢@o e absor¢io dos nutrientes do meio, utilizando a energia dos nutrientes armazenados ¢
que s3o translocados a partir das porgées hifais mais antigas para o apice. A extensio hifal
permite a exploragdo de regides ainda nédo colonizadas do substrato na busca por nutrientes, ja as
ramifica¢bes permitem a utilizagdo completa do meio ja colonizado através do crescimento do
micélio no interior do substrato (PROSSER & TOUGH, 1991; LONERGAN et al., 1994; GRIFFIN,
1994).

Sendo assim, o efeito das fontes de carbono disponiveis no meio sobre o crescimento
micelial pode estar relacionado a complexidade ou a dimensdo das moléculas que constituem o
meio. A absor¢do de moléculas maiores depende de um processo que envolve diferentes enzimas
até que seja obtida uma molécula simples e solivel que possa ser absorvida pela hifa (MOORE-
LANDECKER, 1992). No trabalho de EGUCHI et al. (1994) os meios com sacarose e glicose foram
0s que propiciaram maior crescimento para a estirpe de A. blazei estudada. Estirpes de
Volvariella volvacea (Bull ex. Fr) Singer também cresceram mais rapidamente em meio de
cultura contendo sacarose do que em meio contendo polissacarideos mais complexos (REYES et
al., 1998). No entanto, os autores afirmaram que o micélio desenvolvido no meio contendo
polissacarideos se apresentou mais denso do que aquele produzido no meio contendo sacarose.
Os autores avaliaram a densidade do micélio apenas visualmente e ndo realizaram nenhuma

medida de biomassa.

3.2 Efeito do pH no crescimento

O comportamento das seis estirpes nos trés niveis de pH testados foi parecido, sendo que
nenhuma delas apresentou crescimento em pH 8,0 (Figura 3). O Teste de Scheffée mostrou que
em pH 6,0 a estirpe 22 apresentou o menor crescimento (Anexo 4), assim como esta mesma
estirpe, juntamente com a estirpe 23, teve o menor crescimento em pH 7,0 (Anexo 5).

Neste caso também ndo houve relagio direta entre o didmetro da col6nia e a biomassa
produzida. A estirpe 22, que teve o menor didmetro em pH 6,0, também produziu a menor
quantidade de biomassa. No entanto as estirpes 33 e 34 produziram quantidade de biomassa
equivalente a produzida pela estirpe 22, mesmo tendo apresentado uma coldnia maior (Figura 4).
Em pH 7,0 as estirpes ndo apresentaram diferengas na quantidade de biomassa produzida (Anexo

6).
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Figura 3: Efeito do nivel de pH no didmetro das coldnias de A. blazei.
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O tampao fosfato mostrou ser um bom tamponante para o meio basico utilizado, ja que,
apoOs o crescimento, houve uma variag¢fo insignificante do pH original. O meio com pH 6,0
passou para pH 5,8 apds o crescimento do fungo, o com pH 7,0 passou para pH 6,8, enquanto o
meio com pH 8,0 passou para pH 7,7.

Dentro da faixa de pH selecionada para A. blazei por EGUCHI et al. (1994), de 4,0 2 9,0, o
pH 6,0 foi o que propiciou o melhor crescimento micelial em meio de cultura sélido contendo
sacarose, extrato de malte e extrato de levedura, coincidindo com o pH étimo observado no
presente trabalho. Na faixa de pH a partir de 8,5, EGUCHI et al. (1994) observaram uma redugio
no crescimento micelial. No presente trabalho, no entanto, no foi sequer observado crescimento
micelial em pH 8,0. Os fungos normalmente alteram o pH do meio de cultura durante seu
crescimento, sendo portanto importante o uso de um tampo quando se avalia o efeito do pH. No
entanto, existe a possibilidade de a concentrag@o do tampéao ser inibitdria para o crescimento do
fungo (GRIFFIN, 1994), fator que pode ter influenciado os resultados do meio com pH 8,0. Além
disso, o pH extracelular pode ter efeitos significativos em componentes ativos da parede celular e
da superficie da membrana afetando, assim, a permeabilidade de estruturas de crescimento,
resultando também na inibig¢@o do crescimento hifal (GRIFFIN, 1994; REYES et al., 1998).

O cultivo de 4. blazei em composto com pH alcalino, assim como o uso de uma camada de
cobertura com pH ajusrado para 7,0, poderdo ndo propiciar as condi¢bes ideais para o
crescimento micelial da espécie (IWADE & MIZUNO, 1997; BRAGA et al., 1998). Os resultados
encontrados por EGUCHI et al. (1994) baseados em experimentos realizados com uma estirpe ¢
confirmados no presente trabalho, onde seis estirpes comerciais foram estudadas, sugerem que
cultivos experimentais deverdo ser realizados com os niveis de pH dos substratos corrigidos em
torno de 6,0, de forma a definir o nivel que viabiliza o maior crescimento vegetativo de 4. blazei

em composto.

3.2 Avaliacio do crescimento em composto comercial

Cinco estirpes, 21, 23, 24, 33 e 34, colonizaram completamente o composto ao final do 13°
dia de incubag@do. A estirpe 22 apresentou um crescimento minimo ao final deste periodo (Figura
5). O Teste de Scheffe (Anexo 7) confirmou o crescimento mais lento da estirpe 22, sendo que a
estirpe 33 foi a que teve o segundo crescimento mais lento e a estirpe 34 apresentou o

crescimento mais rapido.
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Figura 5: Crescimento do micélio das seis estirpes de A. blazei em composto comercial, nove

dias apds a inoculagdo (a) e crescimento linear ao longo do tempo (b).

Em um dos tubos inoculados com a estirpe 22 foi observado o crescimento de um micélio

[°%

branco contaminante, mais fino e t€énue do que o de A. blazei, na metade do tubo, préximo

m/

extremidade que ndo foi inoculada, fato que demonstra a suscetibilidade deste fungo

('

competi¢cdo e confirma a existéncia de outros microorganismos no substrato. Este fato
esperado, visto que o composto foi submetido apenas a pasteurizagdo durante a Fase II de sua
producio, tratamento que nio elimina totalmente a microbiota presente no substrato.

Os substratos ndo inoculados apresentaram quantidades elevadas de ergosterol (602,43
pg/g de peso seco), sendo que observou-se uma diminuig¢do significativa na quantidade de

ergosterol quando os tubos foram completamente colonizados pelo micélio do A. blazei (entre
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163,62 ¢ 187,80 ug/g de massa seca). A quantidade de ergosterol detectada nos tubos inoculados
com a estirpe 22, que teve crescimento reduzido no composto, foi de 514,04 pg/g de massa seca,
valor aproximado daquele encontrado nos tubos n#o inoculados (Figura 6). O Teste de Scheffe
(Anexo 8) diferenciou a estirpe 22 e o controle das demais estirpes. Estes resultados

apresentaram um relagdo inversa com a colonizagio do substrato.
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Figura 6: Relag@o entre o crescimento linear do micélio de 4. blazei ao final de treze dias (barras)

e a quantidade de ergosterol detectada (pontos).

A quantidade de ergosterol detectada no composto completamente colonizado pelo micélio
de A. blazei, entre 163 e 187 ng/g de massa seca, correspondeu a quantidade de ergosterol
encontrada no micélio de A. brunnescens por MACAULEY & BETHEL (1990). Por outro lado, varias
espécies de fungos sdo normalmente encontradas no composto, tais como Humicola spp.,
Chaetomium spp., Talaromyces spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. e Trichoderma spp.,
todos fungos mitospdricos (“Deuteromycetes”), cujo conteido de ergosterol detectado é superior
aquele encontrado para Basidiomycetes. Os conteudos de ergosterol registrados no micélio dos
fungos mitospdricos variam de 230 a 1.190 pg/g de massa seca (NEWELL, 1992; NEWELL, 1994;
BJURMAN, 1994; PASANEN et al., 1999).

A biomassa quantificada através da medida do ergosterol refere-se 4 biomassa viavel
presente no substrato, uma vez que este componente faz parte da membrana e do citoplasma,
tanto do micélio quanto dos esporos, € normalmente ¢ degradado apds a morte do organismo
(NEWELL, 1992). Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho em relagdo as estirpes 21, 23,
24, 33 e 34, sugerem um efeito antagonistico entre o micélio de A. blazei e o de outros fungos
presentes no composto. CAMP et al. (1990) observaram uma relagdo semelhante entre A.
brunnescens e Scytalidium thermophilum (Cooney & Emerson) Austwick e verificaram que 4.

brunnescens causou desintegrag@o irreversivel do protoplasma de S. thermophilum, substituindo
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o micélio deste fungo em meio de cultura. De forma semelhante, WIEGANT et al. (1992)
investigaram a promoc¢do do crescimento do micélio de A. brumnescens pelo fungo S.
thermophilum, e observaram um aumento consideravel na taxa de crescimento de 4. brunnescens
na presenc¢a de S. thermophilum em cultura. O efeito antagonistico do crescimento do micélio ja
foi registrado também em estirpes de L. edodes em relagio a Trichoderma em estudos in vitro
(MATA & SAVOIE, 1998). Estes resultados demonstraram a existéncia de diversos tipos de
interagdes microbianas no composto pasteurizado, o qual constitui o substrato para a produgio de
cogumelos.

O objetivo da compostagem € aumentar a seletividade para o crescimento do micélio de
Agaricus. Durante o processo, ocorre uma sucessdo microbiana e também uma acumulagfo de
material bioldgico e metabdlitos, os quais nio podem ser desconsiderados como fonte de
nutrientes para o micélio de Agaricus (DERIKX et al., 1990). A competicio entre fungos em
diversos ambientes ¢ um fendmeno conhecido € o micélio pode ser usado como. fonte de
nutrientes por fungos que sdo dominantes ou que estdo melhor adaptados em um determinado
substrato (DIX & WEBSTER, 1995).

MACAULEY & BETHEL (1990) sugeriram o uso da medida de ergosterol como indicador de
biomassa de A. brunnescens no composto durante o crescimento do micélio em condi¢des
controladas. No entanto, o composto utilizado em cultivo de cogumelos ndo ¢é estéril, € uma
grande quantidade de contaminantes, fungos e esporos resistentes, permanece no composto apds
a pasteurizagdo, interferindo no resultado da extrag@o do ergosterol. Este método pode ser mais
util na avaliag@o da eficiéncia do crescimento de estirpes de Agaricus em compostos comerciais
utilizados no seu cultivo, através da comparag@o da medida inicial total de ergosterol ¢ da medida
de ergosterol posterior a colonizagdo pelo micélio de Agaricus. Estudos in vitro podem
complementar estas analises de eficiéncia através do confronto entre o micélio de Agaricus e de
fungos isolados do composto.

A estirpe 22 apresentou crescimento menor do que as demais estirpes em composto, nio se
desenvolvendo eficientemente. Este resultado ¢ importante para o cultivo, pois essa estirpe, além
de apresentar um crescimento menor em condi¢gdes in vitro (na auséncia de competidores),
também nd3o apresentou capacidade para competir com o0s microorganismos presentes

originalmente no composto.
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4 Conclusdes

¢ Os resultados obtidos confirmam a existéncia de estirpes diferentes, sendo que a estirpe 22 se
diferencia das restantes, indicando a existéncia de variabilidade ecoldgica intraespecifica para
A. blazei.

¢ As principais caracteristicas que distinguiram a estirpe 22 das demais foram a menor taxa de
crescimento vegetativo € a menor produgdo de biomassa nos meios € temperaturas de
incubagdo, assim como a baixa competitividade desta estirpe em relagdo a outros
microorganismos presentes em composto comercial.

¢ Programas de selecdo in vitro devem ser realizados com a estirpe e o composto comercial a

ser utilizado previamente a instalag@o do cultivo.
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CAPITULO 4

Caracteristicas fisiologicas e genéticas de estirpes de Agaricus blazei
Mourrill provenientes de diferentes empresas

1 Introducio

Agaricus blazei Murrill € um cogumelo que ocorre naturalmente em pradarias em regides
subtropicais, sendo que seu cultivo comercial € realizado em substratos basicamente
lignoceluldsicos, aos quais se adicionam -suplementos e corretivos. Os componentes
lignocelulésicos mais freqiientemente utilizados no cultivo desta espécie sdo o bagago de cana ¢
palhas vegetais,l os quais s@o combinados em diversas formulagSes. Ja os suplementos podem
envolver esterco animal ou outras fontes de nitrogénio organicas ou inorganicas. Finalmente os
corretivos visam tamponar o pH do substrato e melhorar a sua estrutura, sendo o gesso € o
calcério os constituintes mais usados para este fim (BRAGA et al.,1998).

Os principais componentes dos substratos lignoceluldsicos utilizados no cultivo destes
fungos sfo a celulose, hemicelulose, lignina e fontes orginicas e inorganicas de nitrogénio
(BONNEN, ANTON & ORTH, 1994; STRAATSMA et al., 1994). A utilizagdo desses componentes
pelos fungos depende da capacidade das espécies em sintetizar enzimas oxidativas, tais como
lacase, peroxidase, lignina peroxidase e manganés peroxidase, e hidroliticas, como celulase,
hemicelulase, pectinase e celubiase, as quais podem converter os componentes lignoceluldsicos
em compostos que possam ser assimilados pelas hifas (MOORE-LANDECKER, 1992; BUSWELL et
al., 1996).

A lignocelulose é o componente organico mais abundante no ambiente (TANESAKA,
MASUDA & KINUGAWA, 1993). Cerca de 30% do material vegetal é composto por lignina, cuja
fungdo € dar integridade a célula vegetal, e também proteger a celulose da parede contra a agio
de microorganismos, ja que esta molécula apresenta maior resisténcia a degradac¢fo devido a
complexidade da sua estrutura (ORTH, ROYSE & TIEN, 1993; SARIKAYA & LADISCH, 1999). Os
fungos causadores de podriddo branca produzem enzimas oxidativas que sdo responsaveis pela
degradagdo dos compostos fendlicos, ndo fendlicos e anéis aromaticos da lignina. As espécies de
fungos pertencentes a este grupo sfo as principais decompositoras da lignina da parede celular no
ambiente (YOUN, HAH & KANG, 1995; GUILLEN et al., 2000). Ja os fungos causadores de podridio
castanha decompdem preferencialmente a celulose, promovendo porosidade e erosdo nas células
vegetais, que sdo causadas pela agdo de enzimas hidroliticas, sem necessariamente degradarem a
lignina (VYAS, VOLC & SASEK, 1994; YOUN et al., 1995; DURAN & ESPOSITO, 1997). Espécies de

Agaricus desenvolvem-se em substratos lignoceluldsicos, como bagago de cana e palhas
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vegetais, motivo por que sdo denominados também de fungos “degradadores de palha”. No
entanto, TANESAKA et al. (1993) verificaram que Agaricus abruptibulbus Peck, que também se
desenvolve em palha, produziu enzimas oxidativas capazes de decompor a lignina presente
nestes substratos.

A atividade enzimatica pode permitir a diferenciagdo entre estirpes de microorganismos.
SEMEDO et al. (2000) avaliaram a atividade enzimatica das celulases de Streptomyces sp. e
observaram uma diferenga sete vezes maior na atividade de uma das estirpes com relagéo a outra,
possibilitando diferencia-las.

A diferenga no perfil enzimatico de estirpes fiingicas € resultado de variabilidade genética
intraespecifica, freqlientemente analisada por meio de técnicas moleculares como o PCR-RFLP ¢
o RAPD. Estirpes de Agaricus brunnescens Peck. distantes geograficamente ja foram separadas
por estas técnicas, possibilitando a selegdo de estirpes mais adaptadas a condigdes ambientais
especificas ou resistentes a patégenos (HINTZ, ANDERSON & HORGEN, 1989; KERRIGAN et al.,
1999). A criagdo de hibridos com caracteristicas mais vantajosas comercialmente e a marcacgéo
de estirpes com caracteristicas comerciais interessantes resultam de estudos com esses
marcadores moleculares, como ja foi observado para varias espécies de Pleurotus (Fr.) Quél.
(IRACABAL, ZERVAKIS & LABARERE, 1995), para Lentinula edodes (Berk.) Pegler (ZHANG &
MOLINA, 1995; HUANG, HUNG & WANG, 1999) e para A. brunnescens (STOOP & MOOIBROEK,
1999).

Nio existem informagdes sobre a fisiologia e bioquimica da utilizagdo dos componentes
lignoceluldsicos por A. blazei. No entanto, os resultados obtidos anteriormente (capitulo 3)
evidenciaram diferencas na capacidade das estirpes para crescer in vitro, assim como na
colonizagido de composto comercial. O presente trabalho teve como objetivos detectar diferengas
na atividade enzimatica de estirpes de A. blazei, além de caracterizar o perfil enzimatico da
espécie, assim como avaliar a variabilidade genética intraespecifica utilizando as técnicas

moleculares de PCR-RFLP e RAPD, em decorréncia das diferengas observadas anteriormente.

2 Material e métodos

2.1 Perfil e atividade enzimatica de estirpes de A. blazei em composto

As amostras de composto foram coletadas no experimento realizado conforme descrigéo no
capitulo 2, anteriormente a colocag@o da camada de cobertura, isto ¢, no final da fase de corrida
micelial (30 dias apés a inoculagdo). Adicionalmente, um tratamento com composto esterilizado

foi realizado utilizando-se apenas estirpe 24. Erlenmeyers contendo 10 g de composto foram
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esterilizados em autoclave e inoculados com a estirpe 24 crescendo em meio AEM. Foram feitas
duas repeti¢des e os Erlenmeyers foram incubados a 28°C durante 85 dias, quando o composto
foi totalmente colonizado pelo micélio e foram, entdo, realizadas as determina¢Ges enzimaticas.
Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Cogumelos, Departamento de
Microbiologia e Parasitologia (MIP), UFSC.

Para a determinag@o de lacase, peroxidase, lignina peroxidase, FPAses e xilanase, uma
extragdo das amostras foi preparada usando 1 g do composto colonizado com 50 mL dos
respectivos tampdes e esta mistura foi mantida sob agitagdo por 1 hora, antes de ser filtrada
através de filtro Millipore. Para a determinagdo da atividade de manganés peroxidase, 1 g do
composto colonizado foi misturado com 20 mL do tampdo. A presenga de enzimas oxidativas
(lacase, peroxidase, manganés peroxidase e lignina peroxidase) e hidroliticas (celulase e
xilanase) no composto foi determinada utilizando-se as seguintes metodologias:

A atividade de lacase (EC 1.10.3.2) foi determinada usando como substrato a o-dianisidina,
segundo metodologia modificada de SZKLARZ ef al. (1989). Este método baseia-se na oxidagio
do substrato enzimatico o-dianisidina até a sua forma quinona, que apresenta absorgio em 460
nm (g = 29400 mol L' cm™). Foram misturados 1 mL do caldo de extragio a 0,6 mL de tampo
citrato-fosfato (0,2 mol.L"! fosfato — 0,1 mol.L"' citrato) e 0,2 mL de o-dianisidina 1,0 mmol.L" a
um pH ajustado para 5,0. Em seguida o volume final foi completado para 2,0 mL com 0,2 mL de
agua destilada. Uma unidade de atividade enzimaética foi definida como a quantidade de enzima
capaz de oxidar 1umol de substrato por min™.

Para se determinar a atividade de peroxidase, foi utilizado o mesmo método empregado
para determinar lacase, porém foram adicionados 0,5 mL de H,O, (4,5mM) no meio reacional
(SZKLARZ et al., 1989). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de oxidar 1pmol de substrato por min™.

A atividade de manganés peroxidase (EC 1.11.1.13) foi determinada segundo metodologia
modificada de KUWAHARA et al. (1984). Em 500 pL do caldo de extragdo foram adicionados 100
uL de solugdo estoque (0,1%) de vermelho de fenol, 100 puL de lactato de sodio (250 mmol L),
200 pL de albumina bovina (0,5%), 50 pL de sulfato de manganés (2 mmol L") € 50 uL de H,0,
(2 mmol L") em tamp3o succinato (20 mmol L) a pH 4,5. A solugio resultante foi incubada por
5 minutos a 30°C e a reacgdo foi interrompida pela adi¢io de 40 pL de NaOH (2 mol L). A
absorbancia foi medida a 610 nm. Uma unidade de manganés peroxidase foi definida como a
quantidade de enzima capaz de oxidar 1,0 pmol de vermelho de fenol por mL por minuto,

utilizando-se um coeficiente de extingio molar de 4460 L mol” cm™.
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A atividade da lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) foi determinada pela oxidag3o do 4lcool
veratrilico a aldeido veratrilico, segundo metodologia modificada de TIEN & KIRK (1984). Foram
misturados 250 pL de caldo de extragdo a 450 pL de agua destilada, 375 pL de tampdo tartarato
de s6dio 0.33 mol L (pH 3,0), 125 uL de uma solugdo de 4lcool veratrilico 4,0 mmol L' e 50
uL de H,0, 10 mmol L. O aparecimento do aldeido veratrilico foi determinado medindo-se a
absorbancia a 310 nm (¢ = 9300 L mol" cm™). Uma unidade de lignina peroxidase correspondeu
a quantidade de enzima que oxidou 1,0 pmol de alcool veratrilico por minuto por mL.

A atividade de celulases, chamadas FPAses (Fiber Paper Activity) (EC 3.2.1.4) foi
determinada incubando-se tiras de papel de filtro (Watman n® 1) com 1 mL de tamp3o citrato de
sédio 50 mM, pH 4,8 a 50°C por 60 minutos (MANDELS et al., 1976). A quantidade de agicares
redutores foi determinada pelo método de DNS (MILLER, 1959). Uma curva padrio foi obtida a
partir da glicose (1 a 5 mM). Definiu-se uma unidade de atividade enzimatica a quantidade de
enzima capaz de catalisar a liberagdo de 1 umol de glicose por minuto a 50°C.

A atividade de xilanase extracelular (EC 3.2.1.8 / EC 3.2.1.32 / EC 3.2.1.136) foi
determinada pela quantidade de agucares redutores liberados a partir da xilana, de acordo com o
método de DNS (MILLER, 1959). Uma solugio de xilana foi preparada a partir de 1g de xilana
comercial tipo birchwood dissolvida em 80 mL de tampZ#o acetato de sédio 50 mM, pH 5,3. A
solucdo foi aquecida até a ebulicdo e apds retornar a temperatura ambiente o volume foi
completado para 100 mL com o mesmo tampdo. Um volume de 0,9 mL de xilana 1% foi
colocado em tubos de ensaio e incubado a 50°C durante 5 minutos. Em seguida foram
acrescentados 100 uL de amostra contendo a enzima apropriada diluida no tampo. Apds 5
minutos adicionaram-se 1,5 mL do reagente DNS. A determinag¢3o foi efetuada de acordo com a
metodologia descrita por MILLER (1959). A curva padrio foi estabelecida a partir de xilose
(MERCK), nas concentragdes entre 2 ¢ 10 pmol mL"*. Uma unidade de atividade enzimatica
correspondeu a quantidade da enzima capaz de catalisar a liberagdo de 1 pmol de agicar redutor
expresso por quantidade de xilose por mL por minuto a 50°C.

A atividade enzimatica foi expressada em quatro intervalos, sendo que cada um
representou uma determinada faixa de atividade, sendo ¢les: - = 0 U/mL; + = 1-300 U/mL; ++ =

301-500 U/mL; +++=> 501 U/mL.

2.2 Variabilidade genética de estirpes de A. blazei utilizando-se as técnicas de PCR-

RFLP e RAPD
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Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Genética, Departamento de

Microbiologia, Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.2.1 Extracio de DNA total

A produgdo de micélio para a extragdo do DNA foi feita apds o cultivo das seis estirpes de
A. blazei em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de caldo extrato de malte com peptona de
soja (CEMp), constituido por 30 g de extrato de malte (Merck), 3 g de peptona de soja, 1000 mL
de 4gua destilada. Este caldo foi inoculado com discos de micélio de 7 mm de didmetro retirados
da borda de colénias de trés semanas de cada estirpe crescidas em AEMp. Os frascos foram
incubados em BOD a 28°C até o desenvolvimento do micélio. A extragdo do DNA total do
micélio dicaridtico fresco foi realizada segundo um protocolo denominado extragdo em pequena
escala, de acordo com as técnicas descritas por SCHAFER, WOSTEMEYER & RANDOM (1992),
modificadas por JUNGHANS et al. (1998). A concentragio de DNA foi estimada pela comparagio

com DNA do fago Lambda em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etideo (0,6 pg/mL).

2.2.2 Amplificagdo por PCR e analise por RFLP

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar a regiio ITS do rDNA (Tabela 1) foram
descritos por WHITE et al. (1990). Os componentes para 25 uL de reagio foram: DNA total 10
ng, 0,2 uM de cada um dos oligonucleotideos iniciadores, Tris HC1 (pH 8,3) 10 mM, 50 mM de
KCl, MgCl, 2 mM, 100 mM de cada um dos deoxinucleotideos trifosfatados (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP) e uma unidade de Tag DNA polimerase. As reagdes de amplificagdo foram
realizadas em um termociclador PTC - 100 (MJ Research, Inc.) programado com os seguintes
pardmetros: desnaturagdo inicial a 94°C por trés minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacio a
94°C por dois minutos, anelamento a 50°C por um minuto e extensfo a 72°C por dois minutos,
seguidos de uma extensdo final a 72°C por dez minutos. Ap6s a amplificagdio, os produtos de
DNA foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etideo (0,5
pg/mL) e imerso em tampdo TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0). O DNA do fago
$X174 clivado com a enzima Hae III foi usado como marcador padrio para estimar o tamanho
dos fragmentos de DNA amplificados. Os fragmentos de DNA amplificados foram precipitados
adicionando-se NaCl 0,1M e etanol, em centrifuga, para andlise por RFLP. Apoés ressuspender as
amostras em agua MilliQ, o precipitado foi clivado com trés diferentes enzimas de restrigio, Alu
I, Hha 1 e Hinf 1. Os fragmentos de DNA resultantes da clivagem foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de etideo (0,6 pg/mL) e fotografados sob

luz ultravioleta com uma camara Polaroid ou digitalizados em um sistema de video Fagle Eye
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(Stratagene®). O DNA do fago ¢$X174 clivado com a enzima Hae III foi usado como marcador

padrdo de tamanho.

Tabela 1: Seqiiéncia de bases dos oligonucleotideos utilizados para amplificar a regido ITS do

rDNA
Oligonucleotideos Seqiiéncia
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

2.2.3 Analise do DNA por RAPD

Para a analise por RAPD foram utilizados 10 oligonucleotideos iniciadores com diferentes
seqiiéncias aleatdrias (Tabela 2). As amostras foram amplificadas em um termociclador PTC -
100 (MJ Research, Inc.) programado para 40 ciclos com a seguinte seqiiéncia tempo/temperatura:
15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e um minuto a 72°C. Apds os 40 ciclos seguiu-se uma
etapa de 7 minutos a 72°C e entdo a temperatura foi reduzida a 4°C até a retirada das amostras do
equipamento. Apds a amplificagdo, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose 1,5% contendo brometo de etideo (0,6 pg/mL). O DNA do fago ¢$X174 clivado com a
enzima Hae 111 foi usado como marcador padrdo de tamanho de bandas. Apés a eletroforese, os
géis foram fotografados sob luz ultravioleta com uma camara Polaroid ou digitalizados em um
sistema de video Eagle Eye (Stratagene®).

Os resultados obtidos foram tabulados utilizando-se os coédigos 1 ou O para a presenga ou
auséncia de um determinado fragmento de DNA no gel. A distancia genética entre as estirpes foi

calculada de acordo com NEI & LI (1979) utilizando-se a seguinte férmula:

2 Nij . . ”» . . g
W~EN_')’ onde Sij € a distancia genética entre dois gendtipos, Nij as bandas comuns
i+ Nj

Sij=1-
aos dois genotipos e Ni e Nj o numero de bandas nos genoétipos i e j respectivamente.

Foi utilizado o programa GENES (CRUz, 1997) para calculo e obtengdo da matriz de
dissimilaridade genética. A matriz quadrada foi utilizada para construg¢do do dendrograma, onde
os gendtipos foram agrupados pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with

Arithmetic Average), desenvolvido por SOKAL & MICHENER (1958).

Tabela 2: Relagdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados, com as respectivas seqiiéncias de

bases
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Oligonucleotideos Seqiiéncia 3’ — 5’
OPF-01 ACGGATCCTG
OPF-02 GAGGATCCCT
OPF-04 GGTGATCAGG
OPF-06 GGGAATTCGG
OPF-08 GGGATATCGG
OPF-09 CCAAGCTTCC
OPF-10 GGAAGCTTGG
OPF-12 ACGGTACCAG
OPF-13 GGCTGCAGAA
OPF-14 TGCTGCAGGT

3 Resultados e discussio

3.1 Perfil e atividade enzimatica de Agaricus blazei

As enzimas produzidas nos compostos colonizados com as seis estirpes de 4. blazei foram
as seguintes: lacase, peroxidase, manganés peroxidase e FPAses. Nio foi detectada a presenca de
lignina peroxidase e de xilanase pelos métodos utilizados. A Tabela 3 apresenta os resultados do
perfil e atividade enzimatica das estirpes crescidas em composto nio esterilizado no final da
corrida micelial (30 dias ap6s a inoculagio), no controle com composto nio esterilizado n3o
inoculado e no composto esterilizado inoculado com a estirpe 24.

As estirpes apresentaram atividade mais alta de lacase e manganés peroxidase no composto
ndo estéril do que no composto estéril. Este resultado pode ter sido devido a presenga de outros
microorganismos no composto que contribuiram para a produgio dessas enzimas ou cuja
atividade no composto foi favoravel a expressio daquelas enzimas pelo micélio de 4. blazei.
Além disso, a atividade microbiana que atuou no composto antes da colonizag@o por A. blazei
pode ter beneficiado o desenvolvimento deste fungo, pela degradagio parcial do substrato.

O género Agaricus normalmente apresenta produgfio significativa de lacase e celulase,
como ja foi observado em A. brunnescens. Estas enzimas estio relacionadas com o ciclo de vida
do fungo e a sua concentragdo no substrato pode estar associada ao controle da produgio de
basidiomas, sendo que a monitoragdo destas enzimas no composto pode servir como indicativo
da época de formagdo dos primdrdios, indicando a necessidade de manejo apropriado para a
indugdo da fase de frutificagio (TURNER, 1974; BONNEN et al., 1994; TAN & WAHAB, 1997; OHGA
et al., 1999).
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Ja foram detectadas também em A. brunnescens a produgio de peroxidase, Mn peroxidase,
tirosinase, carboidrase € proteinases relacionadas com a mobilizagdo do nitrogénio (TURNER,
1974; RATCLIFFE et al., 1994; BAARS et al., 1994; BONNEN et al., 1994, MATA & SAVOIE, 1998).
A atividade de lignina peroxidase também ndo foi detectada em cultivo de 4. brunnescens nos

estudos realizados por BONNEN et al. (1994).

Tabela 3: Perfil e atividade enzimatica das seis estirpes comerciais de 4. blazei.

s 2
Tratamentos' Enzimas
Lac Per MnP LiP FPA Xil
Estirpe 21 43 + i+ - + -
s.n.e.
Estirpe 22 + + ot ) + )
s.n.e.
Estirpe 23 4 + +++ - + -
s.n.e.
Estirpe 24 + + 4+ - + -
s.n.e.
Estirpe 33 + + 4+ - + -
s.n.e.
Estirpe 34 + + ++ - 4+ -
s.n.e.
Cqmposto ndo ) ) + ) + )
inoculado
Estirpe 24 + + + . + -
s.e.

1 s.n.e. = substrato ndo esterilizado; s.e. = substrato esterilizado.
? Lac=lacase, Per=peroxidase, MnP=manganés peroxidase, LiP=lignina peroxidase, FPA=FPAses, Xil=xilanase.

3 Atividade enzimatica: - = 0; + = 1-300 U/mL; ++ = 301-500 U/mL; +++ => 501 U/mL.

3.2 Anilise genética

O protocolo utilizado permitiu extrair eficientemente o DNA total de todas as estirpes de A.
blazei. A eletroforese em gel de agarose revelou um fragmento que correspondeu a 25 ng para a
estirpe 22, 50 ng para a estirpe 24, 150 ng para a estirpe 34 e 200 ng para as estirpes 21, 23 € 33
(Figura 1). As diferengas na quantidade de DNA entre as estirpes sdo devido a eficiéncia no
rendimento de extragdo do DNA total.

3.2.1 PCR-RFLP da regiao ITS

A regido ITS do rDNA foi amplificada em todas as seis estirpes resultando em um tnico
fragmento de DNA entre 603 e 872 pb (Figura 2), ndo existindo polimorfismo de tamanho para
esta regido entre as seis estirpes. Para determinar a existéncia ou ndo de polimorfismo de

comprimento de fragmentos de restrigdo, os produtos da amplificagdo da regido ITS foram
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esta regido entre as seis estirpes. Para determinar a existéncia ou ndo de polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo, os produtos da amplificagdo da regido ITS foram
clivados com as enzimas de restricdo Alul, Hahl e Hinfl. A Figura 3 mostra o padrao obtido com
estas enzimas, o qual ndo possibilitou distinguir as seis estirpes de A. blazei. Estes resultados
indicam que também ndo existe polimorfismo de restri¢do na seqiiéncia ITS entre as seis estirpes
estudadas com relac@o as enzimas Alul, Hahl e Hinfl. A auséncia de polimorfismo nesta regido €
importante do ponto de vista taxondmico e confirma o fato de que todas as estirpes pertencem a

uma mesma espécie.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA total de seis estirpes de A. blazei. M — 25
ng do DNA do fago Lambda.

N s o— o9 o =
(n] (R o o™ (| [ ]
T T T
y 09
L] L] L3 By By
8 § § § ¥ 8§
b 1 ey b 1 1 ey b 1
< < < << < & P

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 1,5% da amplificacdo da regido ITS do rDNA de seis

estirpes de A. blazei. M — Marcador ¢X 174 clivado com a enzima Hae III.
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 2,0% da clivagem da regido ITS do rDNA de seis
estirpes de A. blazei com as enzimas de restricdo Alu I, Hha 1 e Hinf 1. M — Marcador
¢X 174 clivado com a enzima Hae III.

Polimorfismos entre estirpes selvagens e cultivadas de A. brunnescens foram detectados
por LOFTUS, MOORE & ELLIOTT (1988). Foram utilizados clones aleatérios do DNA de A.
brunnescens e os resultados sugeriram que os RFLPs poderiam formar uma base para a
caracterizagdo genética das estirpes que, subseqiientemente poderiam servir para prote¢do das
estirpes. O uso de marcadores RFLP para diferenciar estirpes de A. brunnescens, Agaricus
bitorquis (Quélet) Sacc. e Agaricus campestris L.. Fr. foi analisado também por HINTZ,
ANDERSON & HORGEN (1989). Estes autores clonaram € mapearam o rDNA de A. brunnescens
para seis enzimas de restri¢io e este mapa foi usado como comparagdo para as demais estirpes
(seis de A. brunnescens, cinco de A. bitorquis e tri€s de A. campestris). Neste caso, o padriao
encontrado para as seis estirpes de A. brunnescens foi idéntico, enquanto A. bitorquis e A.
campestris foram subdivididos em dois outros grupos. KERRIGAN et al. (1999) estudaram
estirpes de Agaricus subfloccosus (Lange) Pilat. da Europa e da América do Norte origindrios de
regides costeiras e de regides de maiores altitudes. Os autores encontraram diferencas
genotipicas baseadas na andlise de RFLP entre os dois grupos distintos geograficamente, ndo
importando de qual continente as estirpes haviam sido originadas. Os resultados de
polimorfismo, neste caso, foram comparados e apresentaram equivaléncia de caracteristicas

morfoldgicas e culturais analisadas nas mesmas estirpes.
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Em um trabalho com culturas de Agaricus da se¢do Arvenses (CALVO-BADO et al., 2000),

dois grupos foram separados por RFLP da regido ITS. Estes grupos foram consistentes com os
morfotipos relacionados as culturas estudadas. No entanto, dentro de um dos grupos as
seqiiéncias foram idénticas para todas as estirpes. No segundo grupo houve uma variagido de

apenas 4,3% nas seqiiéncias das estirpes.

3.2.2 RAPD

No estudo dos fragmentos obtidos por RAPD utilizando 10 oligonucleotideos iniciadores,
um total de 55 fragmentos de DNA foram amplificadas. Os 15 fragmentos de DNA considerados
para a andlise eram polimérficos. A Figura 4 mostra os padrdes de amplificagdo obtidos com os
iniciadores OPF 10, OPF 12 e OPF 13. O nimero de fragmentos de DNA por oligonucleotideo
variou entre 5 ¢ 9, com uma média de 7,5. Os tamanhos dos fragmentos de DNA obtidos foram

entre 271 e 1353 pb.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1,5% de fragmentos de DNA amplificados com o uso
dos oligonucleotideos OPF 10, OPF 12 e OPF13 para seis estirpes de A. blazei. M - ¢x
174 clivado com Hae III.

A dissimilaridade genética entre as estirpes (Tabela 3) variou de 0,0% (estirpes 33 € 34) a
14% (estirpes 22 e 33; 22 e 34). No dendrograma obtido por UPGMA (Figura 6), dois grupos

foram distintos, apresentando distancia de 11,8%. A estirpe 22 foi a mais distante dentre as
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estirpes analisadas. As outras cinco estirpes formaram um grupo maior, que pode ser
subdividido em dois grupos menores. As estirpes 21 e 24 estdo mais relacionadas entre si (2%) e
estdo separadas do grupo das estirpes 23, 33 e 34 por uma distdncia de aproximadamente 4%.

As estirpes 33 e 34 foram idénticas entre si para todas as bandas RAPD analisadas.

Tabela 4: Matriz de dissimilaridade genética entre as seis estirpes de A. blazei. Distancia

genética de NEI & LI (1979).

A. blazei 33 A. blazei 34 A. blazei 21 A. blazei22 A. blazei 23 A. blazei 24
A. blazei 33 0,000
A. blazei 34 0,000 0,000
A. blazei 21 0,030 0,030 0,000
A. blazei 22 0,146 0,146 0,116 0,000
A. blazei 23 0,020 0,020 0,051 0,128 0,000
A. blazei 24 0,051 0,051 0,020 0,097 0,031 0,000
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Figura 5: Dendrograma obtido com base nas distincias genéticas da Tabela 3.

A determinagdo de polimorfismo entre estirpes de L. edodes foi detectada por ZHANG &
MOLINA (1995) e por HUANG, HUNG & WANG (1999). No primeiro trabalho, quinze estirpes foram
estudadas, das quais, treze apresentaram caracteristicas de RAPD tnicas. No trabalho de HUANG
et al. (1999), 25 estirpes de L. edodes comercializadas em Taiwan foram diferenciadas e
agrupadas segundo as caracteristicas de RAPD encontradas. Os marcadores RAPD obtidos nos

estudos de HUANG et al. (1999) puderam ser usados para diferenciar as estirpes de L. edodes,
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estudos de HUANG et al. (1999) puderam ser usados para diferenciar as estirpes de L. edodes,
além de ter aplicages potenciais na reprodugdio dos fungos, na identificagio genética e no

melhoramento das estirpes comerciais.

4 Conclusdes

¢ A determinagdo da atividade enzimdtica nfo permitiu a diferenciagiio das estirpes
selecionadas. Entretanto, foi relatado pela primeira vez o perfil enzimatico de A. blazei em
composto comercial. A espécie apresentou um perfil que se assemelha ao perfil de outras
espécies de Agaricus mais estudadas, produzindo enzimas oxidativas como lacase e
manganés peroxidase, ambas importantes no processo de degradagéo da lignina.

¢ A anilise da regido ITS do rDNA nio permitiu detectar polimorfismo entre as estirpes
analisadas com as trés enzimas de restri¢o utilizadas.

¢ Na analise de polimorfismo por meio da técnica de RAPD, a estirpe 22 foi a que apresentou a
maior dissimilaridade (préxima de 12%), sugerindo a existéncia de uma estirpe que se

diferencia das demais.
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CAPITULO S

Avaliacio preliminar da produtividade de estirpes de Agaricus
blazei Murrill e obtencio de basidiomas em sistema de cultivo
experimental

1 Introducio

O cultivo de Agaricus blazei Murrill tem despertado grande interesse mundial
recentemente, e paises como Japdo e Estados Unidos sdo importadores desta espécie, cujo maior
produtor é o Brasil. A demanda para este cogumelo ¢ devida as propriedades medicinais
potenciais ja relatadas, como a atividade antioncogénica (MIZUNO, 1999). No Brasil, o cultivo
iniciou no final da década de 90 e vem crescendo principalmente devido ao alto valor deste
produto no exterior. No entanto, por ser uma atividade recente, ndo existem pesquisas cientificas
ou tecnoldgicas desenvolvidas para a espécie, € seu cultivo se baseia nas técnicas definidas para
Agaricus brunnescens Peck., espécie de regido temperada. Este fato € responsavel pela baixa
produtividade de 4. blazei, tornando este cultivo uma atividade de risco para o pequeno e médio
produtor (BRAGA & EIRA, 1999).

O cultivo de Agaricus € uma atividade complexa que envolve diversas etapas, iniciando
com a produgio do inoculante, cuja qualidade depende da estirpe selecionada e das condi¢des de
preparo, passando pela compostagem e pasteurizagio do substrato, preparo da camada de
cobertura e controle ambiental e manejo do cultivo (STAMETS, 1983; RINKER, 1993).

IWADE & MIZUNO (1997), cultivando uma estirpe de 4. blazei, observaram um maior
crescimento vegetativo na faixa de temperatura entre 22°C e 26°C, com umidade relativa do ar
entre 60% e 75%, sendo que para o desenvolvimento de basidiomas a faixa ideal de temperatura
foi entre 22°C e 25°C e a umidade entre 70% e 85%. O pH ideal da camada de cobertura para o
cultivo dessa estirpe foi de 7,0.

BRAGA et al. (1998) sugeriram uma faixa de temperatura entre 25°C e 30°C durante a fase
de produgio de basidiomas e observaram que temperaturas acima de 30°C ou abaixo de 15°C
inibiram a produg@o. A temperatura minima limitante para a produg¢@o de basidiomas evidenciou
uma das diferengas existentes entre o cultivo de 4. blazei e de A. brunnescens (BRAGA, 1999),
cuja temperatura 6tima para a produg@o de basidiomas € na faixa de 16°C a 20°C (RINKER, 1993).

Geralmente o micélio de 4. blazei coloniza o substrato de cultivo ao final de 20 a 25 dias
(IWADE & MIZUNO, 1997; BRAGA et al., 1998). Ao final da fase de colonizagdio, ou corrida
micelial, é adicionada uma camada de cobertura sobre o composto miceliado. Esta camada

proporciona as alteragdes ambientais necessarias a passagem do micélio da fase vegetativa para a
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reprodutiva (STAMETS, 1983; RINKER, 1993). O micélio de 4. blazei leva em torno de 20 dias para
colonizar o substrato da camada de cobertura, porém este periodo pode variar com a umidade
desta camada, com a temperatura, com a concentracdo de CO, e com a espessura. Camadas de
cobertura com 5 ou 8 cm de espessura proporcionaram maior produtividade quando comparadas
com uma camada de apenas 3 cm em ambiente de cultivo protegido (BRAGA & EIRA, 1999).

A camada de cobertura tem grande influéncia na produtividade do cultivo, ¢ os materiais
que a compdem devem ser cuidadosamente selecionados de forma a propiciar o maior
crescimento do micélio € a produgdo de basidiomas. O material a ser utilizado deve ter
capacidade para reter 4gua, porém com porosidade adequada para permitir trocas gasosas, nio
devendo apresentar populagdes elevadas de microorganismos contaminantes, mas possuir a
microbiota benéfica ao micélio fingico. As fun¢des basicas desta camada sfo proteger o
composto miceliado contra a perda de umidade, formar um microclima umido para a formagio
dos primérdios e desenvolvimento do basidioma, servir como reservatério de agua para os
cogumelos maduros e favorecer o crescimento de microorganismos benéficos ao cogumelo
(STAMETS, 1983; REDDY & PATRICK, 1990; BONONI et al., 1993). Esta camada € suscetivel as
condigdes ambientais externas, o que torna importante o manejo, principalmente da temperatura
e da umidade relativa do ar do ambiente de cultivo, assim como da ventilagdo, para que 6
microclima dessa cobertura nio seja alterado (KALBERER, 1990; BRAGA, 1999).

Apés a colonizagdo da camada de cobertura pelo micélio fingico, deve-se iniciar o periodo
de indugdo, o qual geralmente envolve diversos fatores, tais como estresse nutricional, redugdo
da concentragdo de CO, através da entrada forgada de ar fresco ¢ abaixamento da temperatura do
ar ¢ do composto (RINKER, 1993). Para A4. blazei, no entanto, nio existem informa¢des sobre os
fatores que atuam no processo de indugdo.

O cultivo realizado em ambiente fechado, embora possibilite melhor controle das
condigdes ambientais € uma produgiio por periodo prolongado, pode propiciar um aumento
indesejavel na temperatura, além de reter maior umidade se o controle destas variaveis nfio for
rigoroso.

Este trabalho teve como objetivo principal a produgio de basidiomas para a realizagdo da
identificagdio taxondmica, assim como a obtengdo de novas culturas a partir dos basidiomas
produzidos (Capitulo 2). Paralelamente, foram avaliadas a produtividade e a eficiéncia bioldgica
das seis estirpes estudadas, visando detectar diferengas entre estas estirpes comerciais. Foram
analisadas ainda as técnicas de cultivo e controle ambiental utilizadas pelos produtores de A.

blazei da regido de Florianépolis, SC.
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2 Material e métodos

O experimento de cultivo foi realizado na propriedade do Sr. Lourengo, localizada em
Ratones Grande, Floriandpolis, SC, e envolveu seis estirpes comerciais selecionadas em diversas
regides do pais. A produgdo de inoculante, de composto € o preparo da camada de cobertura

foram apresentados no capitulo 2 deste trabalho.

2.1 Colheita dos basidiomas e avalia¢do da produtividade

Os cogumelos foram colhidos manualmente antes da abertura do pileo ¢ em seguida foram
limpos para a retirada da terra aderida a base do estipe e, entdo, foram transportados ao
Laboratério de Cogumelos para serem pesados e medidos. A secagem foi feita a 50°C em estufa
com ventilagdo por aproximadamente 24 horas. Os cogumelos foram novamente pesados depois
de secos e entdo foram acondicionados em sacos de papel.

Para calcular a produtividade do cultivo foram utilizados o indice de produtividade e o de

eficiéncia biologica utilizando-se as seguintes formulas:

Produtividade (P) = massa-seca cogumelos produzides 100

massa seca composto

Eficiéncia Biologica (EB) = massafresca cogumelos produzidos x4

massa seca composto

3 Resultados e discussio

O micélio de 4. blazei colonizou o composto ao final de 30 dias, quando o substrato
apresentou-se como um bloco consistente, com crescimento micelial vigoroso de coloragéo
branca ¢ com odor adocicado caracteristico. Quando os sacos foram abertos para instalar o
experimento foram constatados pontos de contaminagdo por Trichoderma no interior do
composto. Possivelmente a contaminagdo foi resultante de um processo de compostagem
ineficiente, ja que o foco de Trichoderma foi interno ao substrato e a presenca de espécies deste
fungo € um indicativo da mé qualidade do composto (RINKER, 1993, CASTLE et al., 1998).

A camada de cobertura foi colonizada pelo micélio ao final de 20 dias, quando, entdo, a
temperatura e a ventilagdo foram aumentadas no interior da estufa para induzir a formagio de
primérdios, o que ocorreu apos 6 dias. Os cogumelos colhidos apresentaram massa fresca média
de 13,7 g e a altura média foi de 5,12 cm. No entanto, a produgfo neste cultivo experimental foi
baixa, sendo que nenhuma das estirpes apresentou produtividade superior a 1%, e a eficiéncia

bioldgica mais alta ndo passou de 6,5% (Tabela 1).
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Tabela 1: Indices de produtividade e eficiéncia bioldgica (em %) de seis estirpes comerciais de A.

blazei, obtidos em cultivo experimental protegido.

Basidiomas Produtividade Eficiéncia biologica
Estirpes (mimero) (%) (%)
21 62 0,96 6,24
22 16 0,86 5,15
23 39 0,58 3,42
24 48 0,52 2,72
33 03 0,08 0,51
34 60 0,67 3,78

Dentre os fatores que influenciaram negativamente o cultivo experimental realizado sob as
condigdes praticadas comercialmente em Floriandpolis, podem ser ressaltados a qualidade do
solo utilizado na camada de cobertura, as caracteristicas da estufa de cultivo e o manejo das
condi¢des ambientais, principalmente a umidade e a ventilagdo. O solo de textura franco-siltosa
utilizado pelos produtores locais reteve d4gua em demasia, sem propiciar a porosidade necessaria
para a ocorréncia de trocas gasosas. A mistura de areia grossa ao solo e a colocagio de pedriscos
sob a camada de cobertura ndo foram suficientes no sentido de melhorar a porosidade desta
camada. O piso de carvdo interno a estufa absorveu umidade durante o dia, o que impossibilitou
o controle durante a noite, quando a umidade ultrapassou os 98%, situag3o que freqiientemente
ocorreu durante 12 horas continuas. Além disso, o controle da temperatura, que nas horas mais
quentes do dia ultrapassou os 30°C por falta de um sombrite, exigia, além da ventilagio, o uso
dos aspersores laterais, aumentando ainda mais a umidade interna.

O manejo inadequado resultante de uma infra-estrutura inapropriada, resultou que ao final
de cinco dias apds a colocagdo da camada de cobertura, os canteiros apresentaram, na superficie,
contaminagdo por Trichoderma sp., provavelmente resultante da disseminag3o dos pontos de
contaminagdo iniciais e pelas condiges de umidade elevadas no interior da estufa. A espécie de
Trichoderma contaminante deste cultivo foi identificada como sendo Trichoderma harzianum
Rifai, também encontrada na América Central e do Norte (BISSETT, comunicagio pessoal).

A fase de colonizagio do substrato € da camada de cobertura observados em nosso
experimento coincidiram com aqueles observados por BRAGA et al (1998) e por BRAGA & EIRA
(1999) também em cultivos protegidos. No entanto, a dificuldade no controle da umidade e das

temperaturas internas da estufa propiciou o desenvolvimento de Trichoderma, um fungo presente
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no solo e em matéria organica e que reduz a produtividade do cultivo, inibindo o crescimento do

micélio de Agaricus, afetando negativamente a qualidade dos cogumelos produzidos (RINKER,

1993, CASTLE et al., 1998).

4 Conclusoes

¢ O cultivo experimental das seis estirpes de 4. blazei foi fundamental para a produgio dos
basidiomas utilizados na identificagdo taxonémica, possibilitando, ainda a obtengio de novas
culturas.

¢ Nio foi possivel estabelecer diferengas quanto aos indices de produtividade das estirpes,
visto que as condi¢des de infra-estrutura e de manejo utilizados no cultivo ndo possibilitaram
o desenvolvimento adequado dos basidiomas.

¢ Foi evidenciada, neste experimento preliminar, a necessidade de otimizar as técnicas de
manejo, controle ambiental e infra-estrutura, assim como a qualidade do composto produzido
na regifo. O cultivo protegido envolve um controle ambiental rigoroso, devendo atender aos

requisitos do cultivo nas suas diversas fases e em vérias épocas do ano.
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho constitui o primeiro relato cientifico envolvendo o estudo da variabilidade
intraespecifica de Agaricus blazei, o “cogumelo do sol”, abordando avaliagdes ecoldgicas,
fisiologicas e genéticas. Constatou-se a existéncia de variabilidade entre as seis estirpes
comerciais selecionadas, sendo possivel separar dois grupos de acordo com as caracteristicas
observadas. O primeiro grupo foi constituido por cinco estirpes que apresentaram diferencas
menores entre si, enquanto o segundo grupo envolveu apenas a estirpe 22, que apresentou
caracteristicas mais distintas das demais, sobretudo no que se refere as avaliagdes ecoldgicas € a
analise do DNA por RAPD.

Uma vez que este trabalho envolveu seis estirpes e os resultados sugerem que cinco foram
identificadas como um grupo mais homogéneo, existe a possibilidade de uma unica estirpe de A.
blazei estar sendo comercializada no pais, paralelamente ao que ocorre com as estirpes
comerciais de A. brunnescens nos locais onde esta espécie € produzida em maiores quantidades.
Com base nos resultados obtidos, torna-se evidente a necessidade de serem efetuadas pesquisas
subseqiientes utilizando a mesma metodologia, porém avaliando um maior nimero de estirpes,
para que se confirme a utilizagdo de uma unica estirpe ou para que se evidencie a variabilidade
das estirpes comercializadas. Tais pesquisas terdo implicagdes importantes na instalagio de
programas de sele¢cdo e de melhoramento de estirpes, visando o aumento da produtividade dos
cultivos, a maior adaptagdo das estirpes as diversas regides do pais € o controle de doengas e
pragas.

No que se refere a estirpe 22, também foi constatado que seu desempenho, observado em
cultivo comercial na regido de Florianépolis, apresentou indices de produtividade insatisfatdrios.
Desta forma, fica clara a necessidade de se estabelecer programas de sele¢do de estirpes
previamente a produgdo de inoculantes. Neste sentido, este trabalho proporcionou, ainda, a
metodologia basica para o desenvolvimento de métodos de selegdo em escala laboratorial,

previamente aos experimentos em escala piloto nesses programas.
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.000000 07559 006011 | 346588 000000 1 000000
.000000 | 365722 | 359019 | 987231 000000 1.000000
970723 | 999995 999998 | 1 000000 633463 939133
033940 | 1 000000 | 1 000D0GO | 998627 001961 016918
995334 999409 | 399625 | 1.000000 812019 986741
1.080000 | 062345 | 055772 | 761867 1.000000 1 000000
/358247 | 1.000000 | 1.000000 | 1 0DDO0OG 055147 259138
758613 | 1.000000 | 1 000000 | 1000000 250625 652668
999999 | 933084 939223 | 999933 994108 999986
1.000000 | 679541 | 683205 999560 999928 1.000000

-095107 | 1 000000 | 1 000000 | 999984 | 007585 058018
1259352 | 1.D00000 | 1.000000 | 1.000000 032602 178343
040360 1 000000 | 1 000000 | 999649 002282 422335
999998 933901 | 940040 | 999999 993986 933986
001676 999998 939984 | 883331 0000633 000493
027279 | 1.000000 | 1.000000 | .993062 001370 014634
038491 | 1 000000 | 1.000000 | 999601 002119 021217
GENERAL Probahilities for Post Hor Tests
HANOYA Estirpes { Temperatura

R _ —

[SPY PP PRSI

1
ey
1
1.

—

T

ESTIRPES MEIOS TEMP

vf UUUUUG‘ 1 000000 | 1.000000 970723

153197 | 007559 | 365722 | 999995 999409
1143927 | 006011 | 359019 | 999998 995625

912834 146538 987231 | 1 000000 | 998827 1 000000

©1.000000 | 1 000000 | 1. 000000 | .$33463 001961 812015
1.000000 | 1.000000 | 1 000040 339133 | 018918 =~ 986741
................. . 1.000000 | 959583 | 026761 992615
1.0000060 v : 437434 | 000596 698711
1.000008 999999 .995651 096328 999687
959583 457434 995651 | | 998823 1 000000
026701 000596 096328 | 998523 .973578
992615 | 698711 999687 | 1 000000 @ 973578
1.000000 | 1.000000 | 1.000000 | 864175 | 00BO2B 957758
.314685 .590745 | 1 000000 | 1.000000 999376
716832 | 153160 | 912069 = 1.000000 | 895996 1 000000

1.000000 999597 | 1. 999898 288498 999999
077745 | 002687 | "999915 | 1000000 996111 |
/223018 013980 | 473286 | 999999 1 000000 999861
.0316?3‘; Dogs47 114865 . 999529 1.0pogoo .986308
1999996 984117 : 1 000000 | 1.000000 | 651404 1,000000
300779 000007 004687  BB2984 1 000000 601967

021125 000372 083027 —ae,

.999996 | 984403 | 1 000000 1 000000 643205 1 000000

-

el

998814 | 1 .600000 974921
030153 DDO6G4 | 110473 | 999469 . 1 000000 965184

(Cont.)



ANEXO 4 (Cont.)

GEWERAL

ESTIRPES NEIOS TEMP

Probabilities for Post Hoo Tests
HAROVA Estirpes ¥ Temperatura

758618

399999

" 1.000000

095107

) 1.000000 933054 679541 | 1 000000
_0000D0 . 1 000000 | 939223 683205 1 000000
1.660000 ; X.000000 | 999999 995540 999944
.......... 250625 | 994108 ~ 999928 = 007585
2668 | 999985 1. 00000¢ 058018
| 1.0 (314685 | 716032 | 399996 1.000000 | 077745
| 1 oooooo B25578 | 153160 | 984403 999697 002697
| 1000000 5950745 91206% | 1 000000 1.600000 222579
864175 1 000000 | 1 000000 | 1 000000 993898 999915
008026 1 000000 | 999936 | 645205 286498 | 1000000
357756 999976 | 1 000000 1 000000 993993 996111
,,,,, | 154296 | 494797 | 999831 1 000000 @ 027640
| 1. 000000 985271 _368297‘ 1 006200
494797  1.000000 | 999808 989338 | 1 000000
.999831 | 986271 | 9998908 | 1.000000 843146
§ 1.000000 860297 | .389338 | 1 Q00000 5067456
(127640 1 660006 | 1.000000 843146 506746 !
099296 1.000000 | 1.000000 | 365977 777178 | 1 000000
009332 | 1. 1 000000 713924 336407 1 000000
395826 999814 | 1 000000 1.000000 . 844648
000163 1991730 | 136549 02671% 1 000000
005878 | 1.080 999998 63748% 268146 1 000000
004821 | 1.000000 | 939939 | 704794 327515 1 000000

999998

Probabxl1t1¢s for Post Hoc Tests

001076

Gava7e

038491

1.000800  1.000000 | 933901 | .999998 | 1 000006 1 000000
I.BUUGGB_ 1.080000 .940040. .999984[ 1 ¢Dpooco 1 goooon

1.000000 | 999649 | 993999 | 883931 | 999062 999601

032602 | 002252 | 933986 | 000033 | 001370 | 002119
178343 022335 | 999986 | 000493 | 014634 021217

1223018 031670 | 999996 | 000779 | 021125 030153

013980 000647 | 984117 000007 | 000372 000604
473286 114865 | 1_000000 | 004687 | 083027 110473

1999999 | 999529 | 1 000000 | 882984 | 998814 999469
1.000600 | 1 000000 | 651404 | 1 000000 | 1.000000 1 606000
1999861 | 986308 | 1.000000 601967 | 974921 985184
099296 | 009332 | 999826 | 000153 | 005876 004821
1.000000 -l BBOSLO | . 985530 -%9991% | 1.000000 1 000006
1 1.000000  1.080000 | 999814 | 991730 | 999998 999999
966977 | 713924 | 1000000 | 136549 | §37489 704794
777179 | 336407 | 1 000000 | 026719 | 268146 3275165
1.000000 | 1. 000000 | 844648 | 1.000000 | 1 000000 1 000000
1.000000 966484 | 999986 | 1.000000 1 000000
, 716044 | 1 000000 | 1 000000 1 000000

716044 | 137700 | 639785 706941

1 1.000000 | 137700 | 1.800000 1 006000
000000 | 1.000000 | 639785 | 1.000000 _ 1000000

000000 1000000 | 706941 | 1.000000 | 1 900000




ANEXO 5

e=te de Scheffé para Crescimento
Inter o entre Esti

Gog0eo 64160 00ps00 9993839

000000

00000 000060 632973 | 000000 999726
004150 0goggo | Booooo 001661 060000
000000 | 632973 000000 600000 | 165652

000000 ; 001001 000000 000000

999726 | 000000 | 165652 100000
000000 432083 | 000000 | 705521 000000
1.000000 000000 | 372040 | 000000 1 000000
(152469 | 000000 000000 000000 362607 000000

000363 000311 . 186589 000000 000024

939846 | 000000 | 000347 | 00D0OD | 1 000000 000000
000000 | 898908 000000 1 000000 | 000000 448516

este de Scheffé para Cmscuant.c
Interagd3o entre Estirpes e p

31276 ¢ 000000

912764 | 000000 | 152469 |  0OCUGD | 999846 |
_000000 | 1 000000 |  0DCOO0 | 000363 | 00U0D0 | 898508

'432083 | 000000 | 000000 | 080211 000347 | 000000
00B0G0 | 372040 000000 | 186589 000000 | 1.000000
705521 000000 | 362607 | 000000 | 1.000000 | 000000
000000 | 1 000000 |  00000C 000024 | 000000 | 448516
000000 | 003010 |  000UCO 503717 |  00D00DO
000000 | 000DO0 | 0000%% | 000000 712091
003010 | 000000 ) 000000 | 75198 | 000000
000000 | 000099 | 000000 | 000000 | 148111
.503717 | 000000 | . S75198 | 000000 | | 000080
000000 | 712091 | 000000 | 148111 000000 |




ANEXO 6

GENERAL
HARCVA

Teste de Scheffé - Biomassa
oS0 entre E;}irpes e pH

ESTIRPES PH

000

000 | 000 000 | . 769 |
000 .263 | 1.000  1.000 263 016 | 991 | 263
000 263 | 197 861 1.000 | 000 | 997 1 000
000 1.000  .197 | 1 .197 120 | 961 | 197
000 _ 1.000 | .861 1.000 861 001 1000, 861
000 | 263 1.000 197 | 861 000 997 | 1. 000
.769 016 000~ 120 . 001 000 000 | o000
000 991 | 997 961 | 1.000 | .997 000 997 |

000 | 263 | 1.000 | 197 | 861 | 1.000 | 000 997 |
067 | 785 | 000 | 968 | 224 000 997 038 | 000
0007 979 999 | 933 1.000 | 993  .000 1 000 | 999
263 | 1000 | 197 | 861 | 1.000 | 000 997 | 1 000
998 | 004 | 1.000 | 777 | 004 | .S41 290 | 004

730 | 000 | 961 | 156 | 000 | 986 020 | 000
263 [ 1000 197 | @61 | 1.000 | 000 997 1 000
999 | .006 | 1,000 | .B46 006 450 388 006

1.000 358  1.000 | 1 000 358 053 993 | 358

000 | 263 1.000 | .197 | 861 | 1.000 | 000 997 | 1 000

este de Scheffé - Biomassa
Interacdo entre Estirpes e pH

GENERAL
HANOVA

ESTIRPES FPH

000 001 | 020 000 | 000
979 | .263 998 | 730 | 263 | 999 | 1000 263
999 1.000 004 000 | 1.000 006 | 358 1 000
933 | 197  1.000 361 197 1 000 1 000 197 |
000 | .861 777 | 156 | 861 846 1.000 861
999  1.000 | 004 | 000 1.000 006 | 358 | 1000
000 000 | .541 | 986 000  .450 | 053 000
000 | 997 290 | .020 | 997 368 993 | 997
999 | 1.000 | 004 000  1.000 | 006 358
027 | .000  1.000  1.000 , 000 1.000 .893 | 000
999 | 223 | 013 | 999 | .290 .985 999

999 004 [ 000 1,000 006 ' 358 1.000
223 | 004 [ 1.000] 004 | 1.000 1.000 004
013 | 000 | 1.000 000  1.000 | 870 000
2999  1.000 | 004 | .000 006 | 358 | 1.000
290 | 006 | 1000 1.000 006 _ |1.000| 006
985 | 358 | 1.000 | .870 | 358 1 000 358 |

999 | 1.000 | 004 000 | 1 000 006 | 358




GENERAL
HAHOVA

ESTIRPES DIAS

Tests de Schefféa
Diferengas entre as

ANEXO 7

estlrpes

Teste de Scheffd para Ergosterol
Efeito das Estirpes

1 pboeod DOE205 | 0EOOLD BE0000 DOeuEL | 006000
00000g 000006 | 983725 921806 996443 153810
068205 | w0000 _pooBoo 0gnoso0 000000 | 00pooe
000000 963725 | 000000 999998 716840 651082
000060 | 921806 | 000000 | 999998 | 610365 | 754277
00D0OG | 996443 | 000000 | 716840 610365 | D397%8
.0g0000 153810 000000 | 651082 754277 039758 |
ANEXO 8

| 000002 000002 | 000005 | 000005
000002 _ 1.000000 | 999956 | 999912 | 999932
/845581 | 000102 000062 | 000215 | 000236 | 000228
000002 | 1 000000 060082 999796 | 999652 | 999715
000005 | 999956 000215 | 999796 1000000 | 1 000000
000005 | 999912 | 000236 | 999652 | 1 000000 | 1000000
000005 | 999932 | 000228 | 998716 | 1 000000 | 1.000000
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