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RESUMO

O co-cultivo de bactérias produtoras da enzima ACC deaminase (ACCD) com fungos
comestiveis ¢ uma estratégia que pode melhorar a frutificacdo de fungos basidiomicetos,
caracteristica importante na producdo de cogumelos. Seu efeito benéfico reside na
capacidade destas bactérias em reduzir os niveis de etileno produzidos por certos fungos. O
etileno ¢ um hormonio que regula o desenvolvimento de plantas. Neste aspecto, existem
evidencias que o mesmo possa acontecer em fungos. Considerando esta hipotese, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de bactérias com atividade ACCD na frutificacdo de P.
ostreatus cultivado in vitro e em condigdes comerciais. Para isso, foram avaliadas trés cepas
com atividade ACCD: Pseudomonas putida UW4 acdS", Pseudomonas fluorescens YsS6
acdS’, e Pseudomonas palleroriana MAB3 acdS®. Adicionalmente, foi avaliada uma cepa
sem atividade ACCD, Pseudomonas sp. PL3, assim como cepas mutantes das bactérias P.
putida e P. fluorescens (sem o gene acdS) para verificar o efeito da presencga/auséncia da
enzima ACC deaminase no desenvolvimento fungico. O efeito de P. putida no conteudo
proteico de P. ostreatus também foi investigado. Para o co-cultivo do fungo no substrato de
frutificacdo, as bactérias foram adicionadas empregando dois métodos de inoculagdo: em
forma liquida e encapsuladas junto ao fungo em esferas de alginato de sodio. O etileno
produzido pelo fungo co-cultivado com P. putida UW4 acdS" e sua mutante também foi
mensurado usando cromatografia gasosa. Os resultados mostraram que, em condi¢des de
laboratorio, P. putida UW4 acdS" aumentou significativamente a produgio de cogumelos em
mais de 30%, enquanto que para P. fluorescens YsS6 esse efeito ndo foi evidenciado. Além
disso, o contetido de proteina do fungo aumentou em mais de 40% quando o fungo foi co-
cultivado com P. putida. Quanto ao método de inoculacdo, P. putida UW4 acdS+ se mostrou
efetiva nos dois métodos de inoculagdo, tendo aumentos na produgao de mais de 60%. Em
condigdes comerciais, P. putida UW4 acdS" e P. palleroriana MAB3 adicionadas em su
forma liquida aumentaram a produgdo em mais de 20%. O tratamento contendo a bactéria
encapsulada (PL+UW4+) e o tratamento PL3 ndo foram estatisticamente diferentes do
controle. O co-cultivo do fungo com P. putida UW4 acdS" in vitro diminuiu os niveis de
etileno produzidos pelo fungo. Os resultados demonstram que bactérias com atividade
ACDD melhoram a frutificacdo de P. ostreatus, o que mostra seu potencial para serem
empregadas no cultivo comercial de fungos produtores de cogumelos comestiveis.

Palavras chave: Bactérias produtoras da enzima ACC deaminase. Fungos comestiveis.

Etileno. Pleurotus ostreatus. Pseudomonas putida.Cultivo comercial.



ABSTRACT

Co-cultivation of ACC deaminase-producing bacteria (ACCD) with edible fungi is a strategy
that can improve the fructification of basidiomycete fungi, an important characteristic in
mushroom production. Its beneficial effect lies in the ability of these bacteria to reduce the
levels of ethylene produced by certain fungi. Ethylene is a hormone that in plants regulates
their development and there is evidence that it has the same effect on fungi. Considering this
hypothesis, the objective of this work was to evaluate the effect of bacteria with ACCD
activity on the fruiting of P. ostreatus cultivated in vitro and under commercial conditions.
To this end, three strains with ACCD activity were evaluated: Pseudomonas putida UW4
acdS+, Pseudomonas fluorescens YsS6 acdS+, and Pseudomonas palleroriana MAB3 acdS+
and three strains without ACCD activity: P.putida UW4 acdS-, P. fluorescens YsS6 acdS+,
and Pseudomonas sp PL3. The effect of P.putida on the protein content of P. ostreatus was
also investigated. For co-cultivation of the fungus on the fruiting substrate, bacteria were
added employing two inoculation methods: in liquid form and encapsulated together with the
fungus in sodium alginate beads. The ethylene produced by the fungus co-cultured with P.
putida UW4 acdS+ and its mutant was also measured using gas chromatography. The results
showed that, under laboratory conditions, P. putida UW4 acdS+ significantly increased
mushroom production by more than 30%, while P. fluorescens YsS6 showed no positive
effect on the fruiting of the fungus. Moreover, the protein content of the fungus increased by
more than 40% when the fungus was co-cultured with P. putida. As for the inoculation
method, P. putida UW4 acdS+ proved to be effective in both methods, having an increase in
production of more than 60%. Under commercial conditions, P. putida UW4 acdS+, and P.
palleroriana MAB3 added in their liquid form increased production by more than 20%. The
treatment containing the encapsulated bacteria (PL+UW4+) and the PL3 treatment was not
different from the control. The fungus produced ethylene in vitro, and co-cultivation with P.
putida UW4 acdS+ decreased the levels of ethylene produced by the fungus. The results
demonstrate that bacteria with ACCD activity improve the fruiting of P. ostreatus, which
shows their potential to be employed in the commercial cultivation of fungi producing edible
mushrooms.

Keywords: ACC deaminase- producing bacteria; Edible mushroom; Ethylene; Pleurotus

ostreatus; Pseudomonas putida; Commercial cultivation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os cogumelos sdo estruturas produzidas por fungos que pertencem aos filos Ascomycota e
Basidiomycota. S3o também chamados de corpos de frutificagdo, ascomas (Ascomycota) ou
basidiomas (Basidiomycota). Os cogumelos representam a estrutura reprodutiva dos fungos, sendo
geradas com o intuito de disseminar as espécies pela producdo de esporos. No ambiente sua
frequéncia ¢ ditada por eventos ligados as alteragdes de varidveis ambientais importantes como o
fotoperiodo, a temperatura e a disponibilidade de agua e nutrientes. Cogumelos sdo gerados a partir
de diferentes habitos dos fungos produtores, podendo ser desde estruturas saprotroficas (que
decompdem matéria morta) até estruturas produzidas por fungos associativos, como ¢ o caso dos
fungos ectomicorrizicos (WEBSTER & WEBER, 2010). Dentre os Basidiomicetos temos tanto o
grupo dos saprotroficos que decompdem madeira, caracteristica que lhes confere um papel
ecoldgico muito importante na reciclagem de materiais derivados da lignina, como espécies
associativas, as ectomicorrizas.

Cogumelos sdo comestiveis pelas suas propriedades nutricionais e terapéuticas, sendo,
dessa forma destinadas ao cultivo comercial (ESPOSITO, 2010). A producdo comercial de
cogumelos contribui para o aumento do consumo de proteina no mundo, especialmente em paises
desenvolvidos onde os residuos industriais podem ser aproveitados como substrato para o
crescimento desses fungos. Além disso, o composto resultante da producao pode ser utilizado como
fertilizante natural para o solo (CHANG &MILES, 1984).

A China destaca-se como o maior produtor de cogumelos, produzindo cerca de 50% da
producio mundial, seguido por Estados Unidos e Asia (CHANG, 1999). Agaricus bisporus,
Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus sao as espécies mais produzidas no mundo. Em 1979, a
producao dessas trés espécies era de 71,9%, 14% e 2,7%, respectivamente, e 20 anos mais tarde,
em 1997, a tendéncia continuou praticamente a mesma, com porcentagens de produgdo de 31,8%,
25,4% e 14,2% respectivamente. O aumento na producdo de P. ostreatus resultou em parte do
crescente interesse de paises em desenvolvimento em empregar tecnologias mais baratas para
cultivar esta espécie (ALBERTO, 2008).

Chamado cogumelo ostra, P. ostreatus ¢ mais conhecido popularmente no Brasil como
shimeji, quando ¢ colhido ainda nos primeiros estagios de desenvolvimento, sendo a espécie mais
estudada do género (SOUZA, 2010). Atualmente, os cogumelos ostra ocupam a segunda posicao

na producdo mundial correspondendo a 25% do total produzido mundialmente. No Brasil, este
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cogumelo ocupa também a segunda posi¢do e estima-se que sua producdo representa mais de 16%
da produgdo total in natura produzida no pais (ANPC, 2020). Devido a sua natureza saprofitica e
sua habilidade para produzir enzimas especificas que quebram a celulose € a lignina, esta espécie
representa uma vantagem econdmica para os produtores. Seu cultivo permite aproveitar um grande
nimero de residuos lignocelulésicos e o processo ndo requer que o substrato seja compostado
previamente. Da mesma forma, seu tempo de cultivo ¢ menor em comparagdo com outras espécies
de fungos (MARCELO et al., 2016; ALBERTO, 2008).

Apesar das vantagens de cultivo, o consumo per capita de cogumelos no Brasil ainda ¢
baixo (160 g) quando comparado com o consumo em outros paises. Na Franca, Italia ¢ Alemanha,
por exemplo, o consumo anual supera os 2 kg. Ja em paises como China e Coreia do Sul o consumo
per capita ¢ superior a 8 kg por ano (ANPC, 2020). O baixo consumo de cogumelos no pais pode
ser explicado em parte, pelos grandes desafios encontrados para seu cultivo. Tanto os produtores
locais como as grandes empresas enfrentam dificuldades que residem entre outros aspectos, na
indisponibilidade de inoculante de qualidade, controle das condigdes ambientais, ataque de pragas
e a presenca de contaminantes. Todos estes fatores podem afetar significativamente o rendimento
do cultivo e aumentar os custos de produ¢ao (MANDEEL et al., 2005; BISWAS, 2014; RAUT,
2019).

Algumas caracteristicas fisiologicas dos fungos também podem afetar a produtividade do
cultivo. O micélio de certos fungos pode produzir compostos volateis durante a coloniza¢ao do
substrato de producdo. Esses compostos podem inibir o crescimento dos fungos afetando sua
frutificacdo. Entre esses compostos encontram-se o etanol, 2-ethyl-1-hexanol e o octano, os quais
tém sido identificados como compostos inibidores do crescimento de 4. bisporus (NOBEL et al.,
2009). Outro composto volatil produzido por algumas espécies de fungos € o etileno, mais
conhecido como o hormoénio do amadurecimento de frutos. O etileno tem sido descrito também
como uma molécula reguladora do crescimento fingico. Em experimentos in vitro, tem sido
observado que este hormdnio, em certas concentragdes, inibe o aparecimento de primordios nos
cogumelos. No entanto, alguns autores relatam que este mesmo hormoénio pode estimular o
desenvolvimento de fungos como A. bisporus (WOOD & HAMMOND, 1977; NOBLE et al.,
2009). Segundo Fries (1973), estes duplos efeitos podem ser observados e dependem da

concentracao do etileno e da espécie fungica em particular.
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Os microrganismos presentes no substrato de producao de cogumelos também influenciam
a frutifica¢do dos fungos. Hayes (1969) observou que as bactérias do composto de produgdo de A.
bisporus estimulavam o aparecimento de primoérdios do fungo. As bactérias removiam os
compostos inibitérios produzidos pelo micélio € os usavam como fontes de carbono. Estas bactérias
foram identificadas como Pseudomonas putida. Esta bactéria ¢ naturalmente encontrada no solo e
possui caracteristicas proprias de um microrganismo promotor do crescimento, sendo utilizada
principalmente para promover o crescimento de plantas (SAHARAN & NEHRA, 2011).
Curiosamente, sua presenca em fungos esta relacionada com o processo de frutificacao. Técnicas
de microscopia eletronica tém permitido observar que durante a frutificagdo de 4. bisporus a
bactéria se encontra fortemente aderida ao micélio do fungo, o que sugere que a presenca de
bactérias benéficas como P. putida no substrato de frutificacdo de 4. bisporus ¢ fundamental para
a formacao dos cogumelos (MILLER ef al., 1995). Experimentos mais recentes com A. bisporus e
P. putida, confirmaram que a bactéria, por meio da enzima ACC deaminase (ACCD), reduz os
niveis de etileno produzidos pelo fungo, promovendo seu desenvolvimento (CHEN et al., 2014).

A ACCD ¢ capaz de degradar o precursor imediato do etileno, o 4&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Tal enzima esta presente em algumas bactérias e fungos
sendo codificada pelo gene acdS (HONTZEAS et al., 2005). A degradacao do ACC impede que
este seja oxidado a etileno pela enzima ACC sintase, diminuindo assim os niveis de etileno. Este
mecanismo ¢ descrito amplamente entre bactérias com atividade ACCD e também em plantas
(GLICK et al., 2005). Porém, a relagdo entre a enzima e fungos produtores de etileno tém sido
menos estudada. Chen e colaboradores (2014) propuseram que o modelo sinérgico que acontece
entre bactérias e plantas, ocorre também entre bactérias e fungos como P. putida e A. bisporus, ja
que neste fungo o etileno ¢ produzido via ACC. Varios estudos sugerem que os fungos produzem
etileno pela mesma via que as plantas, isto ¢, via ACC (JIA et al., 2000; VITERBO et al., 2010).
Andlises filogenéticas tém revelado a presenca de genes homoélogos da ACC sintase em varias
cepas de fungos como Penicillium citrinum, que ¢ capaz de sintetizar ACC por meio desta enzima
(JIA et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2014). Da mesma maneira, a producao de etileno em A.
bisporus foi estimulada em presenga de metionina, sugerindo que a produgao de etileno em fungos
¢ dependente do ACC (CHEN et al., 2014).

Considerando a possivel relagdo do etileno com a frutificagdo de fungos e sua relevancia

para o cultivo comercial de cogumelos, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
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bactérias com atividade ACCD no desenvolvimento de cogumelos de P. ostreatus: duas cepas da
bactéria P. putida UW4; uma cepa selvagem, com atividade ACCD (acdS") e outra cepa mutante,
sem atividade ACCD (acdS) e a bactéria Pseudomonas. palleroriana MAB3 com atividade ACCD
(acdS").

2 HIPOTESE

Pseudomonas putida UW4 acdS* e P.palleroriana MAB3 acdS" tém potencial de melhorar o
rendimento (peso fresco de cogumelos/kg de substrato) de P.ostreatus cultivado em substrato

comercial.

3 OBJETIVO GERAL

Auvaliar os efeitos das bactérias P.putida UW4 acdS" e P. palleroriana MAB3 acdS" na frutificagio
de P.ostreatus cultivado em laboratorio e em escala comercial, assim como determinar os niveis

de etileno produzidos pelo fungo.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 CICLO DE VIDA DOS FUNGOS

Os fungos nao produzem clorofila, ou seja, sdo incapazes de fabricar seu proprio alimento
a partir de materiais inorganicos como agua, didéxido de carbono e nitratos. Portanto, se nutrem de
materiais organicos presentes em tecidos vivos ou mortos de plantas e animais. Os que se nutrem
de matéria morta como residuos de colheitas agricolas, madeira de arvores mortas, e estrume de
animais sdo chamados fungos saprofiticos. A maioria dos fungos comestiveis sdo saprofiticos, mas
alguns sdo simbiontes micorrizicos, ou seja, vivem em associacao simbidtica com raizes de certas
espécies de plantas, notadamente as coniferas (CHANG & MILES, 2004). A nutricdo dos fungos
ocorre de forma absortiva, ou seja, absorvem os nutrientes necessarios para seu crescimento a partir
de um substrato disponivel. Os nutrientes sdo distribuidos pelo micélio através das hifas para
posteriormente formar os cogumelos (GALVAGNO & FORCHIASSIN, 2010; ALBERTO, 2008).

Os cogumelos, por sua vez, sdo os corpos frutiferos de alguns fungos dos filos Ascomycota
e Basidiomycota, sendo que a maioria dos fungos comestiveis pertence a divisdo Basidiomycota
que apresenta hoje mais de 30.000 espécies descritas. Em Basidiomycota, certas espécies produzem
estruturas macroscopicas (basidiomas) protetoras dos esporos (basididsporos). Basicamente estao
formados por uma base ou pé conhecido como estipite, o pileo, onde se encontram as lamelas que
se encarregam de sustentar os esporos dos fungos, e algumas espécies que apresentam anéis em
volta do estipite (Fig. 4.1A). A estrutura de origem sexual que € util para sua identifica¢do ¢ o
basidio que abriga os basidiosporos (EIRA, 2010; LEITE, 2010; ALBERTO, 2008).

Os cogumelos resultam da unido sexual de dois nucleos compativeis que envolvem trés
processos: plasmogamia, cariogamia € meiose. Os basidios, estruturas caracteristicas nos
basidiomicetos, apresentam prolongamentos diferenciados nas extremidades das hifas (geralmente
em nuimero de quatro) chamados esterigmas. Nestas estruturas sdo produzidos os basididsporos
depois que a meiose dé inicio dentro do basidio. O processo inicia quando os basidiosporos,
contendo um nucleo haploide cada, germinam e crescem formando colonias que possuem um unico
nucleo em cada compartimento hifal (micélio monocaridtico haploide) (ELISA & ESPOSITO,
2010). Quando duas hifas sexualmente compativeis se encontram, as paredes celulares que as

separam se dissolvem e acontece uma troca do material citoplasmatico (STAMETS, 2000).
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Figura 4.1 — A: Representacdo esquematica do desenvolvimento de um cogumelo. Laranja:
fase haploide, preto com 2 nucleos: fase dicariotica, preto com um nucleo: fase diploide. Os
basidios estdo representados em tamanho muito maior ao pileo. B: Ciclo de vida de um
cogumelo.
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Fonte: A: retirado de Bresinsky (2012). B: adaptado de Deacon (2006)

O processo de fusdo das hifas ¢ conhecido como plasmogamia. Neste momento, o micélio que
antes era monocaridtico se torna dicaridtico, com dois ntcleos de cada parental em cada
compartimento hifal (Fig. 4.1B) (ELISA & ESPOSITO, 2010). Com algumas excegdes, somente
o micélio dicaridtico € fértil e capaz de produzir cogumelos. Uma vez que o micélio entra na fase
dicaridtica, a frutificagdo pode ocorrer logo depois. Dependendo da espécie a frutificagdo pode
ocorrer rapidamente ou demorar semanas ou meses (STAMETS, 2000).

O fungo pode crescer de forma vegetativa por muito tempo formando uma rede de hifas
dicaridticas, mas em resposta a fatores ambientais, os dois niicleos presentes dentro de cada basidio
migram um em direcao ao outro e se fundem em um tnico nucleo (diploide) num processo chamado
cariogamia, momento em que a frutificagdo pode ocorrer (Fig. 4.2B) (STAMETS, 2000). Logo
em seguida a cariogamia, o nucleo diploide sofre meiose produzindo quatro células filhas haploides
(Basidiomycota). Entdo, o esterigma se desenvolve e os quatro (esse numero pode variar a depender

da espécie) nucleos haploides migram originando novos basididsporos que quando maduros sao
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dispersos para o ambiente completando seu ciclo de vida (DEACON, 2006; LEITE & ESPOSITO,
2010).
Figura 4.2 — Processo de formacdo dos basididésporos em cogumelos. 1: dicarion (dois nucleos

haploides nao fusionados no basidio), 2: basidio depois da fusdo dos ntcleos, ntcleo diploide, 3:
basidio depois da meiose (4 nucleos haploides), 4: basidiésporos maduros.

Fonte: adaptado de Chang & Miles (2004)

Uma estrutura importante no ciclo de vida dos fungos em Basidiomycota sdo as fibulas ou
grampos de conexdo que se formam durante a divisdo dos nucleos na extremidade hifal e que sao
uma evidéncia de que ao acasalamento ocorreu. Por isso, estas estruturas sao uteis para identificar
e diferenciar, por microscopia optica, fungos basidiomicetos na fase dicaridtica (DEACON, 2006;
LEITE & ESPOSITO, 2010). De maneira oposta, o micélio resultante de esporos haploides nao
tem presente os grampos de conexdo (STAMETS, 2011). As fibulas mantém o micélio na fase
dicaridtica e sdo pontes microscopicas que distribuem nas duas cé€lulas filhas, os quatro nucleos
produzidos durante a formagdo dos basididsporos. Surgem como projegcdes no terminal da hifa
durante o alongamento formando um grampo que se desenvolve em sincronia com a divisdo dos
dois nucleos para gerar dois nucleos filhos. Um dos filhos de um dos ntcleos ¢ absorvido pela
fibula em desenvolvimento até ser cortada pelo aparecimento de um septo que separa a hifa em
dois segmentos contendo cada um, dois nucleos com uma informagao genética distinta (Fig. 4.3)

(DEACON, 2006; LEITE, 2010).
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Figura 4.3 — Formagao das fibulas em basidiomicetos.
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Fonte: adaptado de Deacon (2006)

4.2 PRODUCAO DAS ESTRUTURAS REPRODUTIVAS DOS FUNGOS

Os fungos basidiomicetos tipicamente crescem em forma de micélio, porém, alguns podem
apresentar um estado leveduriforme (LEITE, 2010). A parede celular ¢ formada de quitina e
glucanas (polimeros de glicose com ligagdes predominantemente -1-3 e B-1-6). Estas estruturas
possuem carboidratos soliveis e compostos de armazenamento, incluindo manitol e outros alcoois
de agucar, trealose e glicogénio. Nos fungos leveduriformes a parede celular ¢ composta de quitina
e mananos (DEACON, 2006).

Quando um micélio produz cogumelos, varias mudangas radicais ocorrem no metabolismo
fangico. O micélio ¢ uma vasta rede de células interconectadas que permeia o solo. Quando em
estado vegetativo pode permanecer dormente durante meses ou anos até formar os primeiros
cogumelos (STAMETS, 2011). Durante o estado vegetativo, as células das hifas acumulam
nutrientes ¢ o micélio expande-se degradando compostos organicos por meio das enzimas
secretadas pelas hifas. Em contrapartida, os cogumelos somente aparecem sob condigdes Otimas
de nutrientes, temperatura e umidade como uma forma de disseminar os esporos e garantir a
sobrevivéncia da espécie (OHM, 2010; STAMETS, 2011). O desenvolvimento dos primérdios,

que sdo as primeiras estruturas de frutificacio que mais tarde formario os cogumelos (ALBERTO,
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2008), ocorre quando os nutrientes organicos presentes no meio se esgotam. Depois, o micélio ¢
nutrido diretamente pelas proprias reservas de carbono. No inicio deste processo, o micélio
armazena compostos como glicogénio que € convertido a agucares que sao translocados para o
primérdio em desenvolvimento. Entdo, conforme os niveis de agucar nas hifas diminuem, as
paredes das hifas comegam a se decompor e os produtos da degradacdo sdo translocados para o
primérdio.

A réapida expansao dos cogumelos a partir do estagio dos primoérdios depende da captagao
de dgua do micélio e acontece em resposta a drasticas mudancas de fatores ambientais como O,
CO», temperatura, umidade e luz. Substancias volateis, pH, salinidade e disponibilidade de
nutrientes também sao fatores que tém um papel importante no processo de frutificagio (DEACON,
2006; OHM, 2010). Na producdo artificial de cogumelos, uma forma de imitar o processo que
ocorre na natureza ¢ alterando as condi¢gdes ambientais das salas de cultivo depois da colonizagao
completa do substrato. Em cultivos onde o substrato é acondicionado em sacos fechados, sdo
realizados furos nos sacos com o intuito de facilitar a respiragdo do fungo e a saida dos basidiomas
pelos furos. Este processo ¢ conhecido como “indugdo da frutificacao”. As condi¢des ambientais
que promovem a frutificacdo de cogumelos geralmente sdo especificas para cada espécie e marcam
o inicio do aparecimento dos primordios (ESPOSITO, 2010).

Viérios fatores interferem no processo de produgdo das estruturas reprodutivas dos fungos,

sendo elas abordadas individualmente a seguir.
4.2.1 Luz

O desenvolvimento dos primérdios de muitos basidiomicetos ¢ estimulado pela luz que
incide sobre o micélio. Espécies como Schizophyllum commune somente necessitam um estimulo
de luz no inicio da frutificagdo, mas nao nas subsequentes etapas da frutificagdo. Pelo contrario,
em Agaricus bisporus a luz ¢ inibitdria para o aparecimento dos primordios assim como para o
alongamento do estipite a expansdo do pileo. Acredita-se de forma geral que a correta formacao
dos basidiomas ¢ afetada pela intensidade da luminosidade. Experimentos com varias espécies de
Pleurotus descrevem que o uso de 300-500 lux de luminosidade (equivalente a quantidade de luz
suficiente para ler) no ambiente de cultivo ¢ adequado para obter uma boa produtividade (CHANG

& MILES, 2004; AHMED et al., 2013).
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Diferentes intensidades luminosas afetam de diversas formas o desenvolvimento dos
basidiomas de Pleurotus ostreatus. Quanto combinada com temperaturas mais altas (28 °C), uma
luminosidade de 900 lux pode promover a formacao de pileos de cor branca enquanto que quando
combinada com temperaturas mais baixas (15 °C). Uma luminosidade de 120 lux pode produzir
pileos com coloracdes que variam de cinza a chumbo. No entanto, uma luminosidade insuficiente

pode causar deformidades nos basidiomas e com o estipite mais alongado (MARINO et al., 2003).
4.2.2 02

Pelo seu metabolismo aerobio, os fungos precisam de quantidades de O» suficientes para
respirar. Além disso, o O auxilia na regulacao de outros fatores como a umidade, a temperatura, o
vapor de agua, o acumulo da concentra¢do de CO> e a eliminagdo de alguns metabolitos volateis
(BELLETTINI et al., 2019). O excesso de umidade pode reduzir a porosidade do substrato,
limitando a transferéncia de O; para o fungo e provocando um crescimento superficial (PATEL et
al., 2009). Para espécies como P. ostreatus, uma umidade adequada do substrato deve estar entre
50% e 75%. Um ambiente de cultivo com condi¢des insuficientes de aeragdo pode gerar acimulo
de CO; e outros metabdlitos volateis prejudicando a frutificacdo. Usualmente, malformacdes nos
basidiomas sdo atribuidas a altas concentragdes de CO> nas salas de cultivo durante a fase de

frutificagdo (CHANG & MILES, 2004).
4.2.3 Umidade Relativa

A umidade do ambiente de frutificagdo ¢ um dos fatores mais criticos a serem controlados
para um adequado crescimento dos cogumelos, ja que pode impedir a correta colonizagdo do
substrato, afetando, portanto, o rendimento do cultivo. Em termos gerais, uma umidade relativa de
95-100% € necessaria para que ocorra uma adequada frutificagcdo (CHANG & MILES, 2004). Uma
umidade relativa muito baixa pode promover deformacdes nos basidiomas, textura quebradica e
perda de volume produzindo cogumelos com pouco peso.

Alguns trabalhos estabelecem que a umidade relativa 6tima para preservar a morfologia
tipica de P. ostreatus deve estar acima de 80% (JANG et al., 2003). Uma forma de manter a
umidade em niveis adequados ¢ usando um sistema de irrigacao no interior da sala de frutificagao
em intervalos determinados de tempo (SULTANA ef al., 2018). Ahmed e colaboradores (2013)

relataram o uso do sistema de irrigagdo para o cultivo de P. ostreatus. Segundo eles, pulverizando
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agua 3 vezes por dia no ambiente, pode-se manter a umidade entre 80-85% com bons resultados

de frutificacao.
4.2.4 Temperatura

A temperatura tem grande influéncia no crescimento fungico. Com o aumento da
temperatura, a atividade enzimatica dos fungos ¢ também incrementada. No entanto, temperaturas
muito altas podem causar a inativagdo das enzimas, afetando o metabolismo e crescimento destes
organismos (CHANG & MILES, 2004).

Durante a fase vegetativa dos fungos, as temperaturas sdo normalmente mais altas que as
necessarias para a etapa de frutificacdo. Para o aparecimento e diferenciacdo dos primoérdios, ¢
essencial que haja uma redugdo da temperatura, evidenciando seu efeito regulador na reproducao
sexual dos fungos. Em espécies como A. bisporus a mudanca de temperatura que induz a
frutificagdo vai de 25 °C para 18 °C (EASTWOOD et al., 2013). A faixa de temperatura de cultivo
para P. ostreatus varia entre 20-30 °C, o que evidencia sua grande capacidade de se adaptar a
temperaturas mais altas crescendo melhor em regides tropicais e subtropicais durante as estagdes
de verdo e outono (KHAN & CHANDRA, 2017). Porém, para sua frutificagdo também € necessaria
uma redugio de temperatura que pode variar entre 10 e 21 °C (ALBERTO, 2008). Jang e
colaboradores (2003) ainda observaram que P. ostreatus precisa de temperaturas de frutificagao
entre 13-16 °C para que suas caracteristicas morfoldgicas sejam preservadas, mostrando que além

de induzir a frutificacdo, a temperatura pode ter um efeito também na morfologia dos basidiomas.
4.2.5 CO2

Durante a fase vegetativa, o micélio produz grandes quantidades de CO: resultantes da
respiracdo aerobia. As altas concentragdes de CO» favorecem o crescimento do micélio. Pelo
contrario, o excesso de CO; pode inibir o inicio da frutificacdo e causar malformagdes nos
basidiomas, portanto, nessa etapa ¢ imprescindivel ventilar o ambiente de cultivo fazendo trocas
de ar para que o excesso de COz seja removido com entrada de novo ar (CHANG & MILES, 2004;
ALBERTO, 2008). Uma ventilagio adequada para manter o CO2 em niveis aceitaveis (<1000 ppm)
pode ser alcangada injetando um fluxo de ar por m? por quilograma de cogumelo de 3 a 8 m*/h

(ALBERTO, 2008). Embora uma ventilagdo suficiente é recomendada, esta ndo deve interferir com
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a temperatura ¢ a umidade relativa do ar. Correntes muito fortes de ar podem causar uma
evaporagdo excessiva da umidade dos cogumelos (LAMBERT, 1933).

Lambert (1933) foi um dos primeiros a publicar os efeitos prejudiciais das altas
concentragdes de CO, em cogumelos. Ele observou em experimentos com Agaricus campestris
que um acumulo de 5000 ppm de CO; ou mais causava crescimento anormal, encolhimento dos
basidiomas e perda de peso dos cogumelos. Em concentra¢des menores de 2000 ppm e 1000 ppm,
o crescimento do pileo era mais lento do que o crescimento do estipite, produzindo, portanto,
cogumelos com estipites mais curtos e pileos menores. De forma similar, concentragdes de 5000
ppm de CO; tem se mostrado inibitorias para a formagdo dos basidiomas de P. ostreatus. Estudos
especificos sobre a morfologia deste fungo descrevem que o tamanho do pileo diminui conforme
aumenta a concentracdo de CO, podendo afetar o rendimento total da producao (JANG et al.,

2003; ALBERTO, 2008).
4.2.6 pH

A concentragdo de ions de hidrogénio no substrato ¢ afetada pelos metabolitos e acidos
organicos liberados pelos fungos durante seu crescimento, podendo limitar a sua frutificagdo.

Os valores de pH 6timos para a frutificagdo podem nao ser os mesmos necessarios para o
crescimento micelial e essas necessidades variam conforme a espécie (CHANG & MILES, 2004).
Sultana e colaboradores (2018) encontraram que P. ostreatus teve um melhor desempenho
enquanto a colonizagdo e frutificagdo quando foi cultivado em substrato com pH &cido (5,5) em
comparagao com outros pH testados, mostrando que o pH tem uma grande influéncia na capacidade
do fungo em absorber os nutrientes presentes no meio e seu crescimento. Pelo contrario, Khan e
colaboradores (2013) observaram melhores resultados de crescimento de Pleurotus sp. em
substratos com pH ligeiramente basicos. Estes resultados concordam com os estudos realizados por
Chung e colaboradores (1981), nos quais a faixa o6tima de pH para o crescimento micelial de

Pleurotus foi diferente entre as diferentes espécies do fungo.
4.2.7 Nutrientes

Os nutrientes adicionados ao substrato como fontes de carbono, nitrogénio, minerais e
vitaminas sdo importantes para o crescimento dos fungos. Uma suplementacdo adequada ¢ aquela

capaz de promover a secrecdo de enzimas especificas e em concentracdo suficiente para a
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degradagdo dos compostos constituintes do substrato. Os carboidratos liberados da degradacao
servem como fonte de energia para construir os componentes estruturais dos cogumelos (ALAM
et al., 2010). No entanto, nem sempre as concentracdes necessarias para a fase vegetativa sao as
mesmas da fase reprodutiva, causando muitas vezes a inibigdo da frutificagdo. Isto acontece
particularmente com carboidratos e fontes de nitrogénio.

Estudos mostram que a adi¢do de glicerol, frutose, xilose e glicose podem beneficiar o
crescimento micelial de fungos. No entanto, somente glicose e frutose estimulam a frutificagdo, o
restante pode produzir deformagdes nos basidiomas (CHANG & MILES, 2004). Efeitos similares
acontecem com fontes de nitrogénio. Altas concentragdes melhoram o crescimento micelial mas
diminui a formagdo de primoérdios. Além disso, substratos muito ricos em nitrogénio podem
aumentar as contaminagdes por bactérias (YILDIZ et al., 2002). O crescimento excessivo de
micélio dado por uma alta suplementacdo pode provocar o esgotamento de metabolitos essenciais
ou acumulo de produtos metabdlitos toxicos prejudicando o processo de frutificacdo. Estas
evidéncias apoiam o fato de que o processo de frutificagdo em muitos fungos é estimulado como
resposta a cessagdo do crescimento vegetativo (CHANG & MILES, 2004).

Espécies de Pleurotus frutificam na natureza em restos de madeira que sao substratos
pobres em nitrogénio, o que parece ser uma resposta adaptativa de sobrevivéncia. Porém, numa
producao comercial, a quantidade de nitrogénio deve ser ajustada para obter o maximo rendimento
j& que o nitrogénio ¢ usado pelo fungo ndo somente para a sintese de proteinas e dcidos nucleicos,
mas também para a sintese de glucosamina, o principal componente da parede celular
(RAJARATHNAM et al., 1988).

Vitaminas, como cofatores de muitos sistemas enzimaticos sdo indispensaveis para o
crescimento de cogumelos. Em relacdo a quantidade de vitaminas, uma concentracdo adequada
para o crescimento vegetativo pode ser insuficiente para a etapa de frutificagdo. A tiamina, por
exemplo, tem um papel fundamental na regulacdo do metabolismo de carboidratos, os quais sdo
importantes para o desenvolvimento dos basidiomas. Fungos como Pleurotus, Lentinula,
Auricularia, Coprinus, Flammulina e Volvariella t€ém necessidades especificas de tiamina para a
frutificacdo (CHANG & MILES, 2004). Estudos com Pleurotus flabellatus mostraram que a
mistura de tiamina, niacina, biotina, riboflavina, acido pantoténico, 4cido p-aminobenzdico,
cianocobalamina, piridoxina e acido folico foram indispensaveis para o crescimento do micélio

(SRIVASTAVA & BANO, 1970).
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Em A. bisporus, a tiamina e riboflavina também mostraram beneficiar o crescimento
micelial mas inibiram a formac¢ao dos primordios (PARK & AGNIHOTRI, 1969). De acordo com
Burton (2015), embora o composto utilizado seja seletivo para o crescimento micelial de A.
bisporus, este pode ndo ser adequado para sua frutificacdo. As vezes o substrato pode ter
deficiéncias de micronutrientes, especialmente minerais como calcio, magnésio, enxofre, boro,
cobre, ferro, molibdénio, magnésio e sais de zinco. Estudos com Agaricus campestris mostram que
a adicao de misturas de vitaminas como tiamina, riboflavina, acido nicotinico e acido pantoténico
resultaram em incrementos no rendimento da producao. Resultados similares foram observados
depois de suplementar o substrato com minerais (HOFFMAN et al., 1958).

Em Lentinula edodes, cultivado em toras de eucalipto, a suplementagdo de minerais teve
um efeito direto no incremento do contetido de proteina do cogumelo assim como na produtividade
do cogumelo. Assim, a suplementa¢do do substrato com nutrientes, ndo somente pode ser usada
para estimular a frutificagdo dos cogumelos, mas também para alterar sua composi¢do nutricional

(QUEIROZ et al., 2004).

4.3 PLEUROTUS

Pleurotus ostreatus € uma espécie de fungo do filo Basidiomycota (CARLILE ez al., 2001).
Segundo o Index Fungorum, o género Pleurotus tem mais de 200 espécies oficialmente descritas.
O género foi descrito em 1775 pelo naturalista holandés Nikolaus Joseph Freiherr Von Jacquin
quem lhe deu o nome de Ostreatus Agaricus. Em 1871, o micologista alemdo Paul Kummerer
cunhou o género Pleurotus e desde entdo a principal espécie ¢ conhecida como P.ostreatus
(KUMMER, 1871). As primeiras tentativas de uso de P. ostreatus para consumo humano datam
da primeira guerra mundial na Alemanha quando o fungo era produzido em troncos como uma
medida de subsisténcia (RODRIGUEZ, 2007).

O nome Pleurotus vem do grego “pleuro” que significa formado lateralmente se referindo
a posicao lateral do estipite relativo ao pileo. A palavra latina ostreatus se refere a forma do pileo
que lembra uma ostra que pode ter um diametro de até 15 a 20 cm. O estipite ¢ lateral (10 mm a 50
mm) e as lamelas esbranquicadas ou cinzas. A cor do pileo pode variar, podendo apresentar
coloracdo cinza (clara, escura ou azulada) quando o processo de frutificagdo acontece em
temperaturas baixas, entre 15 °C e 18 °C, e se tornam mais brancas em temperaturas mais altas (28

°C e 30 °C). Além da temperatura, fatores como a luminosidade, substrato, tempo de incubacao,
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concentragdo de oxigénio e CO2 podem influenciar a cor do pileo. Por isso, ao longo de cultivos
comerciais onde a luz ¢ um fator bastante presente, podem-se observar cogumelos mais brancos.

Os cogumelos podem aparecer individualmente com ou sem pé ou formando “clusters” de
basidiomas. Elas podem ser colhidas com os basidiomas maduros (>5 cm de didmetro), isto ¢, antes
que as bordas virem para cima, sendo conhecido como estagio Airatake ou com basidiomas jovens,
geralmente de coloragio mais escura (entre 1 ¢ 2 cm), sendo conhecido como shimeji. E uma
espécie menos exigente em relagdo ao clima oferecendo mais vantagens para seu cultivo. A
variedade florida costuma apresentar o pileo branco e também frutifica em temperatura mais alta,
entre 22 °C e 25 °C (Fig. 4.4). O cultivo de P. ostreatus pode ser realizado em substrato estéril e
sob condigdes assépticas; porém, podem ser usados substratos naturais compostados e
pasteurizados ou toras de madeira (RAJARATHNAM & BANO, 1987; ESPOSITO, 2010).

Os cogumelos do género Pleurotus t€ém a vantagem de crescer em uma ampla faixa de
temperaturas (15 °C - 31 °C) e de colonizar diversos residuos lignoceluldsicos como palhas de
cereais, serragem, milho, residuos de algodao, bagago de cana, folha de bananeira, etc. Esta ampla
capacidade de crescer em diferentes substratos ¢ resultado de sua habilidade de degradar lignina,
celulose e hemicelulose, os trés principais componentes dos residuos agricolas (CHANG &
MILES, 2004). Adicionalmente, seu crescimento neste tipo de substrato ndo requer um processo
prévio de compostagem evitando a perda de matéria seca que ocorre durante o processo
(RAJARATHNAM et al., 1987).

Dentre as espécies comestiveis mais importantes do género, P. ostreatus tem ocupado um
papel de destaque em sistemas de produgdo pela sua adaptabilidade a diversas condigdes climaticas,
suas caracteristicas sensoriais, sua relativa facilidade de produgdo em espagos pequenos, e pela alta
produtividade e eficiéncia bioldgica quando comparada a outras espécies mais exigentes como L.
edodes (CHANG & MILES, 2004; BHATTI et al, 2007, AHMED et al.,2009; KHAN et al., 2013).
As espécies de Pleurotus também requerem menor tempo para frutificar e demandam menores
custos de producao, sofrem menos ataques de pragas e doengas e tém capacidade para degradar
alguns compostos quimicos, sendo muito empregadas em estudos de biorremediagdo ambiental
(SADIQ et al., 2015; BELLETINI et al., 2016). Os cogumelos das espécies de Pleurotus tém alto
conteudo de agua e possuem baixo valor caldrico, por isso seu uso ¢ preferido em dietas

vegetarianas. Além disso, possuem propriedades medicinais, sendo seu consumo recomendado
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para tratar doencas como hipertensdo, hipoglicemia e anemia, entre outras (AGARWAL et al.,

2017).

Figura 4.4 — Pleurotus ostreatus var. florida.

Fonte: o autor (2020)

4.4 PRODUCAO MUNDIAL DE COGUMELOS COMESTIVEIS

A producdo mundial de cogumelos comestiveis € um mercado em continua expansao
devido ndo somente a quantidade produzida, mas ao nuimero de espécies comercializadas
(ALBERTO, 2008). O grande aumento na produgdo de cogumelos iniciou nas décadas de 1980 e
1990 o que causou uma dramatica aceleracdo da producdo mundial. Em 1975 eram produzidas
0,90 milhoes de toneladas de cogumelos, em 1981, 1,26 milhdes de toneladas, em 1986, 2,18
milhoes de toneladas, em 1990, 3,76 milhdes de toneladas, em 1994, 4,91 milhdes de toneladas e
em 1997, 6,16 milhdes de toneladas. O uso intensivo de técnicas de cultivo mecanizadas no século
20 permitiu produzir cogumelos em grandes quantidades, se assemelhando a outras atividades
agricolas de grande escala (CHANG & MILES, 2004).

Sem duavida, a China lidera o cultivo de cogumelos no mundo, seguido por Estados Unidos

e Asia (CHANG, 1999). Em 1978, a produgdo na China era de 60.000 toneladas. Em 2006, a
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producdo superou os 14 milhdes de toneladas, o que equivale a mais de 50% da produ¢do mundial
(ANPC, 2020). A produgdo massiva de cogumelos na China e outros paises desenvolvidos ¢ devida
em parte a melhores estratégias de marketing e maior poder aquisitivo da populacido (CHANG,
2009).

Dentre as espécies de cogumelo produzidas mundialmente, A. bisporus (champignon de
Paris) ¢ a mais cultivada, seguido por L. edodes (shiitake) e por algumas espécies de Pleurotus,
como P. ostreatus (shimeji branco ou cogumelo ostra) e Pleurotus pulmonarius (shimeji marrom
ou cogumelo ostra marrom). As espécies de Pleurotus sao muito apreciadas especialmente em
Europa ¢ Asia. A sua capacidade para crescer em diversos substratos e diferentes faixas de
temperatura, aumentaram significativamente sua popularidade durante o periodo de 1986 a 1997
em paises como México, Brasil, Colombia, Canada e Estados Unidos aumentando sua producao
mundial em quase 5 vezes (CHANG & MILES, 2004).

Outras espécies produzidas no mundo que também merecem destaque sdo Volvariella
volvacea (cogumelo da palha), Auricularia sp. (orelha de judas) e Flammulina velutipes (enoki)
(CHANG & BUSWELL, 1996; CHANG, 2009).

Nos ultimos 50 anos, o desenvolvimento de tecnologias voltadas para o cultivo de
cogumelos tem se diversificado melhorando a produtividade do cultivo, principalmente para o
género Agaricus (EIRA, 2010). No inicio dos anos 80, apenas o cultivo de 4. bisporus e L. edodes
era realizado de forma mais tecnificada. Tecnologias para o cultivo comercial de outras espécies
vem sendo desenvolvidas em outros paises. Por exemplo, V. volvacea na China, Taiwan, Japao,
Filipinas e Indonésia, F. velutipes em alguns paises de Europa e Asia, e P. ostreatus na Italia,
Hungria e Alemanha. O crescente interesse na producdo comercial de diversas espécies de
cogumelo estimula o desenvolvimento de novas técnicas de cultivo que por sua vez tem um

impacto no aumento da produgao mundial e consumo de cogumelos (CHAN & MILES, 2004).

4.5 PRODUCAO E CONSUMO DE COGUMELOS COMESTIVEIS NO BRASIL

Nos paises latino-americanos, o consumo de cogumelos ainda ¢ muito precario devido ao
desconhecimento do sistema de cultivo, falta de compreensdao da importancia do consumo de
cogumelos, falta de inoculante de qualidade, falta de incentivos e recursos financeiros, e auséncia

de apoio governamental a toda a cadeia produtiva de cogumelos que permita que seu consumo seja
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comparavel aos cultivos tradicionais como café, chd, algodao, etc. (MANDEEL et al., 2005;

BISWAS, 2014; RAUT, 2019).

O cultivo de cogumelos no Brasil esta crescendo e sendo difundindo em varias regides do
pais. Atualmente, os estados de Sdo Paulo e Parana lideram a lista de produtores seguidos pelos
estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, sul da Bahia, Pernambuco, Brasilia e Rio Grande do Sul.
O pais produz cerca de 12.000 toneladas de cogumelo “in natura”, quantidade considerada baixa
se comparada com a produgdo (ton/ano) de paises como China (5.008.850), Italia (761.858) e
Estados Unidos (390.902). Porém, a atividade no pais ¢ de grande importancia, pois gera mais de
3.000 empregos diretos. No entanto, devido a concorréncia frente ao menor prego do cogumelo
importado da China, muitos produtores tém sido desestimulados (ANPC, 2020).

Entre as espécies mais produzidas no pais encontram-se 4. bisporus, Pleurotus sp. € L.
edodes (Tabela 4.1), sendo que A. bisporus ocupa o primeiro lugar com 66% da producao total. As
espécies de Pleurotus ocupam o segundo lugar na lista, com somente 16% da produgdo, similar a
L. edodes (12%), mostrando que o cultivo de espécies de fungos decompositores de lignina ainda
¢ baixo e que seu cultivo deveria ser estimulado. Além de incentivar a produgdo local, o cultivo
deste tipo de fungos cumpre uma funcao ecoldgica fundamental para a ciclagem de carbono na

natureza (ANPC, 2020).

Tabela 4.1 — Produgdo nacional de cogumelos in natura.

Espécies de cogumelos cultivadas no Brasil Producio estimada (toneladas/ano)
Agaricus bisporus (champignon de Paris) 8000
Pleurotus spp. 2000
Lentinula edodes (shiitake) 1500
Agaricus subrufescens 500
Outros 50

Fonte: Associa¢dao Nacional de Cogumelos (ANPC, 2020)

Outra razdo importante para incentivar o cultivo de cogumelos no pais sdo suas

propriedades benéficas e seu sabor Unico, denominado “umami”. A aceitagdo do produto fresco
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pelos consumidores ¢ um fator importante na expansdo do mercado nacional (STEFFEN et al.,

2019).

4.6 PROPIEDADES NUTRICIONAIS DOS COGUMELOS COMESTIVEIS

Os cogumelos sdo consumidos pelas suas propriedades nutricionais desde €épocas muito
antigas. Varias propriedades terapéuticas t€ém sido atribuidas a eles. Entre as mais comuns
encontram-se o efeito antitumoral, imunomodulatério, hipocolesterolémico, antiviral,
antibacteriano, antiparasitario, hepatoprotetor e antidiabético. Alguns compostos bioativos t€m
sido identificados em algumas espécies, por exemplo, o lentinano, presente em L. edodes, utilizado
para tratamento contra o cancer (ALBERTO, 2008) e o mevinolin, identificado em P. ostreatus e
que inibe uma importante enzima (enzima 3-hidroxo-3-metilglutaril-coenzima A) relacionada com
a hipercolesterolemia (GUNDE-CIMERMAN et al., 1993).

As propriedades medicinais dos cogumelos variam de acordo com a espécie, por exemplo,
Auricularia sp., tem sido usada para tratar problemas intestinais, V. volvacea para reduzir a pressao
arterial ¢ melhorar a cicatrizacdo de feridas, L. edodes para prevenir o raquitismo e alivio do
excesso de acidez gastrica, Hericium erinaceus para o tratamento de ulceras gastricas e Ganoderma
Lucidum, um fungo muito apreciado na China, conhecido pelos seus multiplos efeitos benéficos na
memoria e no processo de envelhecimento (CHANG & BUSWELL, 1996).

Produtos extraidos de cogumelos medicinais com o intuito de suplementar a dieta e
melhorar a saude sdo classificados como produtos nutrac€uticos. Além das suas propriedades
medicinais, os cogumelos sdo muito procurados devido a seu sabor Uinico, aroma e textura que
atraem cada vez mais consumidores. Andlises composicionais das principais espécies cultivadas
tém revelado que normalmente, os cogumelos contém entre 19% e 35% de proteina (CHANG &
BUSWELL, 1996; CHANG, 2009).

O teor de proteina ¢ calculado com base na quantidade de nitrogénio determinado pelo
método Kjheldahl, usando um fator de conversdo de 4,38 em vez de 6,25 como se faz comumente
para outros alimentos. O teor de proteina pode variar de acordo com a espécie, o ciclo de produgao
e os estagios de desenvolvimento dos basidiomas (estruturas reprodutivas dos basidiomicetos).
Pleurotus ostreatus pode apresentar valores de proteina de 10.5-30.4% (peso seco), A. bisporus de
23.9-34.8%, L. edodes de 13.4-17.5%, V. volvaceae de 21.3-43% e F. velutipes de 17.6%
(BUSWELL & CHANG, 1993; ALBERTO, 2008).
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Pelo contetido de proteina e por possuirem aminoacidos essenciais, os cogumelos s3o
candidatos adequados para dietas que buscam substituir os produtos de origem animal
(AGARWAL, 2019). Pesquisas demonstram que o conteudo de proteina de basidiomas de A.
bisporus ¢ similar a encontrada em varias fontes de proteina animal. Assim, os cogumelos tornam-
se uma alternativa de fonte de proteina que pode contribuir ao problema da falta de alimento em
paises em desenvolvimento (AL-HUSSAINY et al., 2019). O teor de proteina produzido por
cogumelos pode ser afetado pela composicao do substrato. Patil e colaboradores (2010) avaliaram
trés residuos lignocelul6sicos para o cultivo de P. ostreatus. Eles obtiveram variagdes no contetido
de proteina quando o fungo foi cultivado com palha de soja (24,66%), palha de arroz (23,40%) e
palha de trigo (21%). De acordo com Wang e colaboradores (2001), ndo somente o conteudo de
proteina do substrato pode afetar o teor de proteina nos basidiomas, mas o tipo de proteina
empregada.

Além de serem uma boa fonte de proteinas, os cogumelos também possuem na sua
composi¢ao vitaminas como riboflavina e niacina. Agaricus bisporus, por exemplo, contém mais
riboflavina que a encontrada em ovos e queijo. A niacina, por sua vez, tem sido encontrada em
maior quantidade em P. ostreatus em comparagdo com outras espécies como L. edodes. Os
cogumelos também contém pequenas quantidades de vitamina C, By e D». A iluminagao pode afetar
o contetido da vitamina D> pois os cogumelos produzem ergosterol, o precursor desta vitamina,
quando expostos a luz. Por isso, cogumelos de A. bisporus cultivados na escuriddo costumam
apresentar menores valores desta vitamina (ALBERTO, 2008).

O contetdo de carboidratos dos cogumelos varia entre 51% e 88% e a fibra alimentar entre
4% e 20.5%, dependendo da espécie. Por exemplo, o contetido de fibra para 4. bisporus varia entre
8% e 10%, para P. ostreatus entre 7.5% e 8.7% e para L. edodes entre 7.3% e 8% (BUSWELL &
CHANG, 1993). Quanto aos 4cidos graxos essenciais, a maioria corresponde a acidos graxos
insaturados com presenca maioritaria de 4cido linoleico. Em comparacdo com os vegetais, 0s
cogumelos contém uma quantidade significativa de minerais, principalmente fosforo, potassio e
magnésio. Agaricus bisporus se destaca por possuir maior quantidade de selénio que outras
espécies de cogumelos (ALBERTO, 2008). Espécies de Pleurotus também sdo uma boa fonte de
minerais como célcio, fosforo, ferro, potassio e sodio (CAGLARIRMAK, 2007).
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4.7 PRODUCAO COMERCIAL DE COGUMELOS COMESTIVEIS

4.7.1 Substratos de producao

Os cogumelos podem ser produzidos praticamente em qualquer residuo de origem vegetal.
Comumente sdo usadas palhas de cereais como trigo, centeio, sorgo, aveia, alfafa, arroz, dentre
outras. No caso dos cogumelos degradadores de lignina, ¢ empregada a serragem de madeira sem
resinas (ALBERTO, 2008).

A decomposicdo de matérias derivadas da lignina faz parte de um dos ciclos de carbono
mais importantes da natureza. Materiais lignoceluldsicos sdo constituidos principalmente por
celulose (cerca de 50%), hemicelulose (cerca de 20%) e lignina (cerca de 30%), tendo uma fragao
menor formada por compostos fendlicos e resinas que compreendem cerca de 2% a 4% do total da
matéria. A lignina ¢ um polimero aromatico complexo composto por trés alcoois de
fenilpropanoides: coniferil, cumaril e sinapil ligados entre si por ligagdes C-O-C e C-C. Estas
ligagdes fazem com que esta seja uma molécula muito dificil de degradar (DEACON, 2006).

Os fungos decompositores destes materiais sdo na sua grande maioria pertencentes ao filo
Basidiomycota, sendo classificados em fungos de decomposicao branca, quando degradam todos
os componentes da madeira, e fungos de decomposi¢ao parda, quando degradam principalmente
polissacarideos. Estes fungos produzem enzimas hidroliticas e oxidativas extracelulares que atuam
degradando a parede celular vegetal (FERRAZ, 2010).

Os requerimentos de substrato dependem de cada espécie de fungo. As espécies de
Pleurotus sao decompositoras primdrias que possuem enzimas para degradar materiais
lignocelulosicos € que podem colonizar substratos compostados ou ndo, diferentemente de A.
bisporus, que por ser um decompositor secundario, precisa de um substrato previamente
compostado (DEACON, 2006). O processo de compostagem tem como finalidade converter a
matéria organica em um meio estavel e seletivo para o crescimento da espécie de cogumelo que se
deseja cultivar, mas menos favoravel para os microrganismos competidores (CHANG, 2009). Os
microrganismos presentes inicialmente no composto como outros fungos filamentosos,
actinobactérias, bactérias genéricas e leveduras agem degradando o substrato e reduzindo sua
composi¢ao gerando calor, CO2, amodnia e outros gases como subproduto deste processo. Neste
momento, o substrato ¢ suscetivel a invasdo de decompositores secundarios como A. bisporus

(STAMETS, 2000).
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Os substratos podem ser enriquecidos com suplementos e aditivos (ndo maior a 30%) como
proteinas, carboidratos, vitaminas e acidos graxos que melhoram os rendimentos da produgdo.
Entre os aditivos mais comuns se encontram os farelos como o de trigo e aveia, as farinhas como
a de milho e soja, € as sementes como a de algoddao. Podem ser usados também o6leos vegetais. Os
suplementos devem garantir que o substrato tenha principalmente nitrogénio, foésforo e
carboidratos (ALBERTO, 2008).

Os cultivos axénicos onde se requer a esterilizacao do substrato permitem uma frutificacao
mais previsivel, garantindo que a produgdo seja mais regular e segura em relagdo a possiveis
contaminagdes (EIRA, 2010). Para produtores que ndo tém a infraestrutura para realizar um
processo de esterilizagdo, o processo de pasteurizagdo € uma opgao viavel ja que € uma tecnologia
mais barata que ndo requer o uso de autoclave nem controles tao estritos do processo de cultivo. Ja
a esterilizacdo ¢ um processo empregado em nivel comercial cuja estrutura requer um ambiente
mais controlado. Isto permite que os ciclos de frutificagdo sejam mais consistentes, porém,
necessita de mais cuidados para evitar possiveis contaminagdes (STAMETS & CHILTON, 1984)

E importante que o substrato tenha uma adequada relagdo carbono-nitrogénio, ja que se for
utilizado mais nitrogénio do que carbono pode haver um crescimento excessivo do micélio e
inibicao da frutificagdo (ZANNETI & RANAL, 1997). Para o cultivo axénico de Pleurotus, Eira
(2010) recomenda uma relagdo C/N de 15-18/1. Esta relacdo permite obter uma boa produtividade.
J& nos cultivos diferentes do axénico, a relacdo C/N deve ser muito maior para que o cogumelo
seja competitivo.

Em relagdo ao acondicionamento do substrato, este normalmente ¢ disposto em frascos de
vidro ou sacos de polipropileno de alta densidade resistentes a autoclavagem. Nos sacos se faz uso
de um tampao de algodao ou filtros bacteriologicos na parede dos sacos para permitir a troca
gasosa. Uma vez esterilizado e com temperatura adequada, o substrato ¢ inoculado com o micélio
fingico em uma camara de fluxo laminar, sendo posteriormente incubado a 24+ 2 °C, no escuro,
por 20 a 30 dias. A inducdo dos primoérdios se realiza diminuindo a temperatura a 10-15 °C.
Algumas linhagens preferem o choque térmico que se faz refrigerando os blocos a 5-8 °C por 2-5
dias ou mergulhando os blocos em dgua fria a 5-16 °C por 12-24 h (EIRA, 2000). A primeira
indugdo dura aproximadamente 7 dias e o periodo de recuperagdo para a segunda colheita varia

entre 10-15 dias. Depois se submete o bloco a um novo choque térmico para realizar a segunda
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inducdo. Comumente, a terceira indugdo ndo vale a pena economicamente porque a produtividade

costuma ser muito baixa (RAJARATHNAM & BANO, 1988).
4.7.2 O spawn na producio de cogumelos comestiveis

Spawn ¢ o nome dado ao inoculante tradicional empregado para o cultivo de cogumelos. O
spawn comercial pode ser adquirido em duas apresentacdes: em graos ou em madeira. O spawn em
grao utiliza graos de cereais como trigo, cevada, sorgo, milho, etc. Ja o de madeira utiliza serragem,
fatias de madeira ou cavilhas (Fig. 4.5). Quando sao utilizados graos, eles passam por um processo
prévio de lavagem e coc¢do que acondicionam o grao antes da inoculagdo. Aditivos como CaCOs
sdo comumente utilizados para ajustar o pH acima de 7,0, o que ajuda acelerar o crescimento
micelial. A matriz (grdos ou madeira) deve ser esterilizada antes de inoculada com o micélio
fingico e s6 entdo incubada para ativar o crescimento micelial. Uma vez que a matriz € colonizada
completamente pelo micélio, o produto ¢ chamado Spawn e estd pronto para ser inoculado no
substrato para a propaga¢ao do micélio. Para inoculacao em sistemas de cultivo ao ar livre, o spawn
de madeira ¢ mais adequado ja que ndo tem os nutrientes proprios dos graos e ¢ menos suscetivel
ao ataque de insetos e outros animais. O spawn de serragem tem a vantagem de ter mais particulas
e pontos de inoculag@o por superficie de substrato que o spawn de alguns graos (STAMETS, 2000;
ROYSE et al., 2007, BORAH et al., 2020).

Figura 4.5 — Diferentes tipos de spawn: A: inoculante em grdos; B: inoculante em cavilha; C:
inoculante em serragem.

Fonte: Coelho (2017)
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Pelo motivo exposto acima, muitas vezes graos menores sao preferidos porque conseguem
cobrir uma maior area superficial do substrato. Porém, graos maiores como trigo, arroz, cevada e
aveia podem preservar o micélio por periodos de tempo mais longos, pois fornecem uma maior
reserva de nutrientes (LEE ef al., 2014). Sem duvida, o spawn de graos ¢ o mais utilizado ja que
além de ser facil de manipular, os grdos colonizados podem ser empregados para inocular outros
graos, o que permite aumentar a quantidade de spawn em um periodo curto de tempo. Além disso,
na inoculagdo do substrato os graos permitem uma distribui¢do uniforme do micélio na superficie
do substrato. Devido a sua rapida adaptagdo ao substrato, o tempo de colonizagdo pelo micélio ¢
reduzido (SILVA, 2011).

A obtengdo de um spawn confiavel e de qualidade ainda ¢ um ponto critico no cultivo de
cogumelos comestiveis, pelo menos no Brasil. A ma qualidade de graos, excesso de umidade do
spawn, inadequada esterilizacdo ou armazenamento favorecem a apari¢do de contaminagdes por

bactérias e outros fungos, o que causa perdas de tempo e dinheiro (BORAH et al., 2020).

4.7.3 Producio de cogumelos comestiveis empregando spawn encapsulado em alginato de

sodio

Na agricultura, o alginato tem sido utilizado como carreador de rizobactérias que sdo
empregadas para inocular raizes de plantas e promover seu crescimento. Da mesma forma, tem
sido usado para encapsular agentes controladores biologicos como Pseudomonas fluorescens que
liberam compostos antifungicos, protegendo as plantas contra o ataque de doencas (BASHAN,
1986; DELUCCA et al., 1990; RUSSO ef al., 1996). Na producdo de cogumelos, o alginato tem
sido utilizado como uma alternativa ao spawn em graos para o encapsulamento de fungos como P.
ostreatus (GASTON et al., 2017).

O alginato de s6dio ¢ um derivado do acido alginico, um polissacarideo anidnico linear
obtido na sua maioria das paredes celulares de algas pardas (Phaeophyceae) e como
exopolissacarideo de algumas bactérias como Pseudomonas aeuroginosa e Azotobacter vinelandii.
O alginato de sodio apresenta propriedades gelificantes e espessantes. E composto por blocos de
acido B-D-manuronico (M) e seu epimero (C-5) acido a-L-gulurdnico (G), unidos por ligagdes 1-
4. A arquitetura da molécula varia podendo se encontrar em arranjos homopoliméricos de blocos
MM (manuronato), blocos GG (guluronato) ou sequéncias alternadas (MG) (Fig. 4.6)
(REMMINGHORST & REHM, 2006).
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As propriedades reoldgicas do alginato podem variar de acordo com a propor¢ao dos acidos
que compdem a molécula, sendo que amostras na maior presenga de acido gulurdnico tendem a ser
mais sensiveis a Ca* do que as cadeias que possuem maior presenca de acido manurdnico por
conta de mais sitios de ligacdo (FUNAMI et al., 2009). Esta caracteristica pode ser aproveitada
dependendo do tipo de aplicacao biotecnologica pretendida. Como exemplo, formulas de alginato
com maior propor¢ao de acido gulurdnico sdo preferidas no campo médico para a fabricacao de
adesivos para fraturas 6sseas (SARMIENTO & SUAREZ, 2015). Outros usos incluem a industria

de alimentos, farmacéutica e téxtil.

Figura 4.6 — Estrutura quimica do dcido manurénico (M), 4cido gulurdnico (G) e suas estruturas
secundarias como blocos de MM ou GG na cadeia de alginato.
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Fonte: Retirado de Remminghorst & Rehm (2006)

O processo de imobilizacdo usando alginato de sédio ¢ um método simples e compativel
com a maioria das células. A amostra ¢ misturada com a solu¢do de alginato de sddio e a mistura
¢ gotejada numa solugio contendo cations multivalentes, usualmente Ca**. Imediatamente, as gotas
da mistura formam esferas de gel encapsulando as células numa rede tridimensional de alginato
ionicamente reticulado (Fig. 4.7). A reticulacdo se refere ao processo de interligagdo que ocorre
entre as cadeias poliméricas do alginato mediante ligacdes covalentes produzindo polimeros
tridimensionais com alta massa molar. Uma reticulacdo mais alta significa uma estrutura mais

rigida.
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O tamanho das esferas formadas depende da composi¢@o do alginato. O alginato misturado
com Ca”' tende a encolher durante a formagio das esferas levando a uma perda de 4gua a
incrementando a concentragao do polimero (SMIDSR@D et al., 1990).

O processo de imobilizar ou encapsular células usando alginato apresenta varias vantagens:
facilita a manipulacdo e aplicagdo, protege os microrganismos contra condi¢des ambientais
adversas, permite a liberagdo gradual dos microrganismos por meio da degradagdo do polimero
pela microbiota presente no local de uso, as esferas podem ser armazenadas durante muito tempo
preservando a qualidade do material imobilizado, e permite a adi¢gdo de nutrientes e outros
compostos junto com os microrganismos, o que ¢ util quando se busca aumentar o tempo de vida
de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BASHAN, 1986; BASHAN, 1988; PAUL et al.,
1993). Pela sua versatilidade, o alginato ¢ considerado o polimero mais comum empregado para o

encapsulamento de microrganismos para multiplas aplicagdes industriais (BASHAN et al., 2002).

Figura 4.7 — Procedimento geral de encapsulamento usando alginato de sodio.

Mistura da amostra fooam
e alginato de sédio

Fonte: O autor (2020)

4.8 ASSOCIACOES BENEFICAS ENTRE ESPECIES BIOLOGICAS

A simbiose ¢ definida como a interagdo proxima que acontece entre diferentes espécies
bioldgicas. Nesta interagdo, pelo menos um dos organismos € beneficiado sem prejuizo ao outro.

Porém, as vezes, um deles ¢ prejudicado como no caso do parasitismo. Quando a interacdo
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beneficia a ambos os organismos, a relacdo se denomina mutualismo (VARMA & KHARKWAL,
2009).

Os fungos sdo capazes de formar uma ampla gama de associagdes simbiodticas com outros
organismos. Uma das mais comuns ¢ a relacdo mutualistica entre fungos e plantas. Nela, o fungo
auxilia a planta na absor¢do de nitrogénio inorganico e fosforo do solo. Um exemplo sdo as
micorrizas, associagdes benéficas entre as hifas de fungos e as raizes de plantas. Esta associacao
gera um fluxo bidirecional de nutrientes, em que o fungo recebe da planta carboidratos e
aminoacidos, e a planta consegue aumentar sua capacidade de absor¢ao de agua e minerais do solo,
especialmente ions de alta mobilidade como fosforo, zinco e cobre, e de baixa mobilidade, como
enxofre, calcio, potdssio, magnésio, manganés, cloro, bromo e nitrogénio (LINDERMAN, 1987;
VARMA & KHARKWAL, 2009). Os fungos micorrizicos também secretam antibidticos que
ajudam a proteger as plantas contra fungos e bactérias patogénicas. Muitas micorrizas sdo formadas
por fungos basidiomicetos.

As bactérias, por outro lado, também sdo capazes de formar relagdes mutualisticas com as
plantas. Bactérias fixadoras de nitrogénio do género Rhizobium sdo rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas (RPCP ou PGPR da sigla em inglés “plant growth promoting
rhizobacteria”) que formam associagdes com leguminosas (ESQUIVEL-COTE, 2013). A
caracteristica principal dessa interagdo ¢ a formacao de nodulos nas raizes das plantas através dos
quais a interagdo consegue fixar o nitrogénio atmosférico. Todas essas associagdes cumprem um
papel ecologico importante, pois além de favorecer a ciclagem de nutrientes num ecossistema,
melhoram o desenvolvimento vegetal e permitem que as plantas tenham mais tolerancia frente a
condi¢des ambientais adversas (HOBBIE, 1992; VARMA & KHARKWAL, 2009).

As PGPR possuem diversos mecanismos diretos e indiretos para favorecer o crescimento
vegetal. Entre os mecanismos diretos se encontra a fixacdo de nitrogénio, a sintese de auxinas,
giberelinas, citocininas, vitaminas e enzimas, o incremento na permeabilidade das raizes, e a
atividade da enzima ACC deaminase (ACCD) (GLICK, 1995). Glick (1998) sugeriu que algumas
rizobactérias promovem o crescimento vegetal por meio da redugdo dos niveis de etileno em
plantas num modelo baseado na interacdo entre planta-bactéria (Fig. 4.8). O etileno ¢ sintetizado
nos tecidos vegetais em resposta a condi¢gdes adversas como ataque de patdgenos, seca, salinidade,

e presenca de contaminantes induzindo uma aceleragao dos processos de senescéncia na planta.
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Figura 4. 8 — Modelo do mecanismo usado por rizobactérias promotoras do crescimento vegetal contendo a
enzima ACC deaminase para diminuir os niveis de etileno em plantas e prevenir a inibicdo do alongamento
das raizes causado pelo etileno. IAA: acido indolacético; ACC: acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico;
ACCD: atividade ACC deaminase; SAM: S-adenosil-metionina; CB: cetobutirato; PGPR: Rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas.
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Fonte: adaptado de Glick et a/ (1998)

As rizobactérias contendo a enzima ACCD conseguem desaminar o 4cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), que € o precursor imediato do etileno, convertendo-o em
a-cetobutirato e amonia. Este ultimo € utilizado pelas plantas e pelas rizobactérias como uma fonte
alternativa de nitrogénio. A hidrolise do ACC pelas bactérias interrompe a biossintese do etileno
na planta, reduzindo os efeitos fisiologicos produzidos pelo aumento do etileno.

Em plantas, a biossintese de etileno € realizada a partir do aminoacido L- metionina que se
encontra nos exsudatos das raizes (HONTZEAS et al., 2004a; ESQUIVEL-COTE, 2013). A
metionina ¢ ativada pelo ATP para formar S-adenosil-metionina (SAM) por meio de uma reagao
mediada pela enzima SAM sintase que ¢ induzida sob condigdes de estresse ambiental. A SAM ¢
convertida em ACC por meio da enzima ACC sintase (ACS) que utiliza piridoxal-5-fosfato como
cofator. A ACS ¢ estimulada pelo etileno, e também por outros fitohormonios como auxinas (AIA)
e citocininas. Finalmente, por meio da enzima ACC oxidase (ACO), o ACC ¢ oxidado a etileno

numa reagdo dependente de oxigénio e cuja sintese ¢ incrementada com o aumento de COz. As



47

plantas também conseguem converter o0 ACC em N-malonil-ACC por meio da enzima ACC N-
malonil transferasa (ADAMS & YANG, 1979; YU et al., 1979; HONTZEAS et al., 2004b).

A interagdo sinérgica entre fungos e bactérias produtoras da enzima ACCD tem
demonstrado ser benéfica para o crescimento de plantas. Gamalero e colaboradores (2008, 2010)
avaliaram o efeito da interagdo entre P. putida UW4 e o fungo micorrizico Gigaspora rosea sobre
o crescimento das plantas de pepino avaliadas em condi¢des normais e submetidas a estresse salino.
Eles observaram que em condigdes Otimas, a bactéria inoculada sem o fungo nao melhorou o
crescimento da planta. Porém, quando foi inoculada com o fungo, incrementou a colonizagao das
raizes da planta pelo fungo, melhorando sua eficiéncia fotossintética. Quando esta intera¢do foi
avaliada sob condigdes de estresse salino, a bactéria auxiliou na modulagdo dos niveis de etileno
produzidos pela planta por meio da enzima ACCD. Os autores destacam que o papel da enzima
influencia as interacdes entre a bactéria, o fungo e a planta de forma diferente: em condi¢des
otimas, a presenca da enzima ACCD favoreceu a intera¢do sinérgica entre a bactéria e o fungo,
enquanto que sob condi¢des desfavoraveis a enzima auxiliou na interacdo entre a planta e a
bactéria, incrementando a tolerancia da planta as condi¢des de estresse causadas pelo aumento do
etileno. Estes resultados mostram que bactérias como P. putida estimulam relagdes simbidticas ja
existentes além de estabelecerem novas interacdes com outros microrganismos.

Os sinais quimicos recebidos pelos microrganismos que habitam o solo sdo de extrema
importancia nas interagdes entre as diferentes espécies. Num estudo de Li e colaboradores (2019)
sobre a resposta quimica de P. putida UW4 frente a metabolitos produzidos por plantas e fungos,
foi demonstrado que a bactéria teve uma forte quimiotaxia pelo ACC presente no exsudato vegetal
o que favoreceu a colonizagdo da rizosfera pela bactéria. Segundo Espinosa-Urgel e colaboradores
(2002), o reconhecimento dos exsudatos da planta € o primeiro passo para que a bactéria consiga
se estabelecer e colonizar a rizosfera. No estudo de Li e colaboradores (2019), também foi avaliada
aresposta de P. putida UW4 frente aos exsudatos do micélio de A. bisporus. Eles verificaram que
a bactéria também mostrou quimiotaxia pelo ACC produzido pelo fungo, resultando na colonizagao
efetiva do micélio junto com a formacdo de um biofilme microbiano. Os autores concluiram que
foi 0 ACC e ndo o etileno o metabdlito chave para que a bactéria colonizasse tanto o solo como o
micélio, e que a quimiotaxia gerada pelo ACC foi muito mais forte que outros aminoacidos e acidos

organicos produzidos pelas raizes vegetais ou pelo micélio fungico.
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De forma similar, Masaphy e colaboradores (1987) observaram que P. putida era atraida
pelos metabdlitos presentes nos exsudatos do micélio de A. bisporus causando sua aderéncia e
multiplicagdo na superficie das hifas do fungo. Aparentemente, a bactéria mostrou mais atragao
por aminoacidos com glutamina, alanina, leucina, fenilalanina e prolina produzidos pelo micélio
do fungo que por agucares como glicose, manose e ramnose (GREWAL & RAINEY, 1991). A
aderéncia de P. putida as hifas de A. bisporus aconteceu de forma rapida e especifica, fato que em
A. bisporus ¢ um pré-requisito para a frutificacao da espécie (MILLER et al., 1995).

Pseudomonas putida ¢ uma bactéria que possui motilidade, o que também pode favorecer
sua interacdo com os fungos. Pion e colaboradores (2013) compararam a migracao de duas cepas
de P. putida, uma selvagem e uma mutante com a motilidade flagelar ausente. Eles observaram
que a cepa selvagem migrou rapidamente ao longo das hifas do fungo Morchella crassipes,
enquanto que a cepa mutante ndo. De acordo com os autores, sob condi¢cdes ambientais adversas
em que a mobilidade das bactérias poderia ser afetada, elas poderiam usar o micélio fiingico como
uma rede de dispersdo, melhorando sua colonizagio no solo.

O deslocamento das bactérias pelas “rodovias dos fungos”, como descrito por Kohlmeier e
colaboradores (2005), ¢ fortemente dependente dos microrganismos especificos que interagem e
muito util em estudos de biodegradacdo em que se busca mobilizar bactérias degradadoras de
poluentes em areas em que a rede de hifas fingicas incrementa a dispersdo das bactérias
(KOHLMEIER et al., 2005). Estudos de interagdo entre Serratia marcescens € Rhizopus oryzae
para o biocontrole de fungos patdgenos na agricultura mostraram que a migragao da bactéria ao
longo do micélio iniciou somente quando as hifas do fungo fizeram contato fisico com a borda da
coldnia de bactérias, formando um biofilme que cobriu e inviabilizou o micélio flingico patdogeno.
Os resultados sugerem a necessidade de contato fisico para que de fato a interagcdo entre os
microrganismos aconte¢ca (HOVER et al., 2016).

As interagdes entre fungos e bactérias na natureza dependem de multiplos fatores que
incluem a resposta do hospedeiro, parametros ambientais € a composicdo de espécies da
comunidade. Portanto, os sistemas in vitro sdo necessarios para uma melhor compreensao destas

interagdes entre os microrganismos e suas implicacdes (WARGO et al., 2000).
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4.9 ACC DEAMINASE

A ACCD ¢ uma enzima multimérica formada por trés subunidades proteicas com uma
massa molecular por subunidade de 35 kDa (JACOBSON et al., 1994). Por cada subunidade, a
enzima utiliza uma molécula do co-fator piridoxal fosfato (PLP) (GLICK et al., 2007). Sua
atividade esta localizada no citoplasma bacteriano e ¢ induzida por baixos niveis de ACC (100
nM). Tem uma temperatura 6tima de aproximadamente 30 °C e pH de 8,5 (JACOBSON et al.,
1994).

A expressao do gene acdS que codifica a enzima ACCD esta regulada pelas proteinas AcdR
e AcdB, sendo esta ultima identificada em P. putida (GRICHKO & GLICK, 2000; CHENG et al.,
2008). O gene acdS tem sido identificado em vérias espécies de Pseudomonas. No entanto, tem
sido encontrado em outros géneros bacterianos presentes em diversos tipos de solo como
Alcaligenes, Variovorax, Rhodococcus e Bacillus, mostrando que sua distribui¢do é muito mais
ampla que se originalmente imaginado (BELIMOYV et al., 2001).

Entre as espécies de um mesmo género podem haver cepas com atividade ACCD e outras
ndo. Isto pode acontecer porque os genes acdS nem sempre formam parte integral do DNA
cromossomico de um microrganismo, mas estdo presentes em plasmideos relativamente estaveis,
o que pode facilitar a transmissdo do gene entre bactérias (GLICK et al., 2007). Analises
filogenéticos de Hontzeas e colaboradores (2005) haviam demonstrado que alguns genes acdS
presentes em bactérias poderiam ter sido adquiridos através da transferéncia horizontal de genes,
como aqueles presentes em espécies de Pseudomonas e Achromobacter. Os genes acdS podem ser
adquiridos ocasionalmente por transferéncia horizontal por bactérias que coexistem com bactérias
produtoras da enzima ACCD num ambiente em que a produgdo da enzima representa alguma
vantagem para sua sobrevivéncia (NASCIMENTO et al., 2014).

A enzima ACCD foi inicialmente identificada em Pseudomonas sp. ACP e na lavedura
Hansenula saturnus (HONMA & SHIMOMURA, 1978). Depois, foi identificada também em
outras espécies de Pseudomonas (SHEEHY et al., 1991; JACOBSON et al., 1994; DUAN et al.,
2009). Pseudomonas putida ¢ uma das linhagens descritas com atividade ACCD e tem sido
amplamente utilizada para reduzir os niveis de etileno em plantas por meio da hidrélise do ACC
(GLICK et al., 1998). Em plantas de canola, por exemplo, P. putida GR12-2 contendo a enzima
ACCD demonstrou um efeito positivo no alongamento das raizes das plantas. Seu desempenho foi

comparado com linhagens mutantes no gene acdS e foi observado que as plantas tratadas com as
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bactérias mutantes ndo mostraram os efeitos benéficos observados com as bactérias selvagens
(GLICK et al., 1994). Em 2004, Hontzeas ¢ colaboradores (2004a) caracterizaram uma ACCD
produzida por P. putida UW4 que tinha se mostrado uma linhagem promotora do crescimento
vegetal. Esta linhagem se mostrou efetiva para melhorar a tolerancia ao estresse salino em plantas
de canola e pepino (CHENG et al., 2007; GAMALERO et al., 2010). As propriedades das PGPR
atribuidas a presenca da ACCD mostram que esta enzima ¢ fundamental na associagdo entre as
plantas e o0s microrganismos presentes na rizosfera auxiliando ao desenvolvimento de

agroecossistemas sustentaveis (HONTZEAS et al., 2004b; SARAF et al., 2010).

A enzima ACCD também sido identificada em fungos como Penicillium citrinum (JIA et
al., 1999). Os autores encontraram que além de produzir ACCD, o fungo sintetiza ACC a partir de
SAM (como acontece nas plantas) por meio da enzima ACS. Eles observaram também que o ACC
sintetizado foi acumulado nos espacos intracelulares induzindo a atividade da ACCD produzida
pelo fungo, ocasionando a degradacdo do ACC. No entanto, o ACC produzido pelo fungo foi
metabolizado e convertido em amonia e 2-oxobutirato, mas nao a etileno, mostrando que o ACC
nesse fungo ndo esta estritamente ligado a producdo de etileno como nas plantas. Esses resultados
mostram que em P. citrinum a expressao da ACC deaminase ¢ regulada pelo ACC produzido pelo
proprio fungo (JIA ef al., 1999; JIA et al., 2000).

Em contrapartida, em A. bisporus a producao de ACC resulta na producao de etileno. Em
experimentos in vitro, a producdo de etileno do fungo foi estimulada em presenca de ACC e
metionina. Foi observado que o etileno produzido pelo fungo inibiu a formacdo dos primoérdios.
Quando o fungo foi co-cultivado com P. putida UW4 acdS"* e P. putida UW4 acdS", os autores
encontraram que a inibicao causada pelo etileno produzido por 4. bisporus foi reduzida somente
quando o fungo foi co-cultivado em associagdo com a bactéria selvagem (P. putida UW4 acdS"),
mostrando que como acontece com plantas, a enzima ACCD também apresenta um papel

importante no desenvolvimento de fungos (CHEN et al., 2014).
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5 CAPITULO1I

Bactérias com atividade ACC deaminase na produgao de etileno por Pleurotus ostreatus in

Vitro

RESUMO

O etileno ¢ um hormoénio conhecido por regular o crescimento vegetal. Seu precursor imediato ¢ o
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) que ¢ convertido a etileno por meio da enzima
ACC oxidase (ACO). Sob condicdes de estresse as plantas respondem aumentando a concentragao
de etileno a niveis deletérios acelerando os processos de florescimento e senescéncia. A enzima
ACC deaminase (ACCD) codificada pelo gene acdS ¢ produzida por algumas bactérias e tem sido
usada na agricultura para degradar o excesso de ACC produzido pelas plantas. Diversas pesquisas
tém apontado que o papel regulador do etileno descrito nas plantas acontece também em fungos,
particularmente em basidiomicetos. Resultados de trabalhos realizados com Agaricus bisporus
indicam que o co-cultivo com bactérias produtoras da enzima ACCD teve efeitos positivos na
diminuicdo dos niveis de etileno produzidos pelo fungo. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o potencial de Pseudomonas putida UW4 acdS" na redugio dos niveis de etileno produzidos por
Pleurotus ostreatus in vitro. Para comparar o efeito da presenca/auséncia do gene acdS foi
empregada uma cepa mutante da bactéria, ou seja, sem o gene acdS (UW4 acdS’). As bactérias
foram inoculadas na superficie do micélio de P. ostreatus previamente inoculado em frascos de
vidro tipo penicilina e incubados para permitir sua interagdo. Aliquotas de 1 mL foram retiradas do
espaco livre dos frascos com auxilio de seringas hipodérmicas. As amostras foram injetadas em
cromatografo a gas GC-6890 (Hewlett-Packard, CA, EUA) acoplado a um detector por ionizagao
de chama (FID). Os dados da producao bruta de etileno foram normalizados considerando a
concentragdo inicial de etileno de cada tratamento. Assim, foi obtida a propor¢do de etileno (%)
produzida por cada tratamento ao longo do tempo. A anélise do perfil temporal de etileno mostrou
que o fungo produziu 140 nL/g/h de etileno depois de 60 h de incubac¢do, acumulando 361,39
nL/g/h depois de 156 h de crescimento. Quanto ao co-cultivo com as bactérias, foi observado
uma propor¢do de etileno € = 42% no fungo inoculado com a bactéria P. putida UW4 acdS",
€ = 74% no fungo inoculado com P. putida UW4 acdS, e € = 97% no tratamento controle.
Verifica-se, assim, que a associagdo de bactérias contendo o gene acdS apresenta potencial para
reduzir os niveis de etileno produzidos pelo fungo e que este comportamento pode ser aproveitado
em aplicagdes biotecnoldgicas em que se precise regular os niveis de etileno em producdes
comerciais de cogumelos comestiveis.

Palavras chave: Etileno. ACC deaminase. Acido ACC. Co-cultivo. Pseudomonas putida.

Pleurotus ostreatus.
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5.1 INTRODUCAO

O etileno (C2H4) é um hidrocarboneto insaturado da familia das olefinas. E um gas incolor,

levemente adocicado e de odor etéreo que no comego era conhecido como o “horménio do

amadurecimento”. Porém, mais tarde, diversas pesquisas revelaram que seu papel era muito mais

amplo dado seus varios efeitos no crescimento e desenvolvimento vegetal (ARSHAD &

FRANGENBERGER, 2002). O etileno regula varios processos fisiologicos em plantas,

estimulando a germinacdo de sementes, a indugdo de respostas ao estresse bidtico e abidtico, as

interagdes planta-microrganismo, a senescéncia floral, entre outros. (KHAN, 2006; TAIZ et al.,

2009; MANZANO et al., 2014).

Figura 5.1 — Ciclo de Yang e formagdo de etileno e outros produtos a partir do acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC).
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Sua sintese ¢ realizada a partir da metionina, que com a participa¢do do ATP, via enzima
AdoMet sintase, ¢ convertida em S-adenosil-metionina (SAM). A SAM ¢ convertida no precursor
imediato do etileno, o 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) por meio da enzima ACC
sintase (ACS). Finalmente, o etileno ¢ produzido pela oxidagao do ACC num processo mediado
pela enzima ACC oxidase (ACO). A via metabdlica do etileno em plantas foi descrita por Adams
e Yang (1979) que identificaram a sintese do ACC como o passo limitante na producdo do etileno,
destacando a importancia bioquimica da enzima ACS na conversao de SAM a ACC (ADAMS &
YANG, 1979; YU et al., 1979) (Fig. 5.1).

Quando as plantas sdo submetidas a algum estresse ambiental, ¢ produzido um pico inicial
de etileno que ativa a transcri¢do de genes de defesa da planta. Pouco depois é produzido um
segundo pico de etileno muito maior que pode causar a inibi¢do do alongamento das raizes e da
nodulagdo, o aparecimento de hipertrofias e a aceleragdao dos processos de senescéncia e abscisao
(GLICK et al., 2007) (Fig. 5.2.). Uma das formas de controlar as altas concentragdes de etileno
reside na utilizacdo de bactérias produtoras da enzima ACC deaminase (ACCD). Por meio desta
enzima, as bactérias degradam o ACC, transformando-o em a-cetobutirato e amonia, o que causa
reduc¢do dos niveis de etileno. As bactérias com atividade ACCD diminuem a extensao da inibigao
causada logo ap6s o maior pico de etileno (Fig. 5.2).

Figura 5.2 — Representagdo esquematica da producao de etileno em plantas em fun¢do do tempo

apOs ser submetida a um estresse ambiental. A: Na auséncia de bactérias exogenas. B: Na presenga
de bactérias produtoras da enzima ACC deaminase (ACCD).
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Fonte: adaptado de Glick (2007)
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Como consequéncia, as plantas que crescem em associacdo com esse tipo de bactéria sdo
mais resistentes aos efeitos do estresse desencadeado pelo aumento do etileno. A enzima ACCD
pertence ao grupo das deaminases dependentes de piridoxal fosfato (PLP). Ela ¢ codificada pelo
gene acdS que tem sido identificado e caracterizado em varios microrganismos, majoritariamente
bactérias e fungos (SHEENY et al., 1991; MINAMI et al., 1998; JIA et al., 1999; HONZEATS et
al., 2005).

A presenca desta enzima ¢ fundamental para o funcionamento de muitas bactérias e fungos
promotores do crescimento vegetal. Estudos conduzidos com Pseudomonas putida GR12-2 e
Pseudomonas sp. UW4 mostraram que quando o gene acdS foi deletado dessas cepas, clas
perderam sua habilidade para promover o alongamento de raizes de plantas de canola (GLICK et
al., 1994).

A producdo de etileno ndo ¢ exclusiva das plantas. Curiosamente, sua producdo também
tem sido observada em fungos como Penicillium digitatum, Mucor hiemalis, Fusarium oxysporum,
Aspergillus flavus, Thielavia sp., Chaetomium sp., Botrytis cinerea, entre outros (ILAG; CURTIS,
1968; SMITH, 1976, GRAHAM; LINDERMAN, 1980; CHALUTZ et al., 1983; CRISTESCU,
2002).

Técnicas como a cromatografia gasosa t€m sido uteis para medir a produ¢do de etileno em
fungos. Wood e Hammond (1977) consideraram o etileno um metabolito importante para a
frutificagdo dos fungos. Eles estudaram a producao de etileno em culturas de Agaricus bisporus e
observaram que a concentra¢ao do hormonio aumentava com a formacao dos basidiomas. Por outro
lado, Turner e colaboradores (1975) sugeriram que o etileno era responsavel pelas “quebras”
observadas em basidiomas de A4. bisporus durante o armazenamento em embalagens comerciais
(TURNER et al., 1975), mostrando que o etileno pode apresentar dupla fungdo. De acordo com
Fries (1973), este metabdlito pode provocar tanto um efeito estimulador quanto inibitério do

crescimento fungico, dependendo da sua concentragdo e a resposta especifica do fungo.

A biossintese de etileno em microrganismos, pode acontecer por duas vias: a via do 2- ceto-
4-4cido metilbutirico (KMB), como acontece com Escherichia coli e Cryptococcus albidus, ou a
via do 2-oxoglutarato que esta presente em P.digitatium e Pseudomonas syringae (INCE &
KNOWLES,1986; FUKUDA, et al., 1989; NAGAHAMA, et al., 1991). No entanto, a via

metabolica do etileno em fungos tem sido discutida. Alguns autores sugerem que certos fungos sao
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capazes de produzir etileno pela mesma via que as plantas, isto ¢, a via ACC (JIA et al., 2000;
VITERBO et al., 2010). Anélises filogenéticas tém revelado a presenca de genes homologos da
ACS em varias cepas de fungos como Penicillium citrinum, que ¢ capaz de sintetizar ACC por
meio desta enzima (JIA et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2014). Da mesma forma, Chen e
colaboradores (2014) observaram que a producdo de etileno em 4. bisporus foi estimulada na
presenca de metionina, comprovando que nesee fungo a producao de etileno ¢ dependente do ACC.
Com o objetivo de verificar se 4. bisporus tem um mecanismo similar as plantas para produzir
etileno, os autores avaliaram os efeitos do horménio em A. bisporus in vitro quando associado a
cepas de P. putida UW4 com atividade ACCD e sua respectiva mutante. Os autores observaram
um efeito inibidor do etileno na formagao dos primordios, € encontraram que a inibi¢ao foi reduzida
quando o fungo foi co-cultivado em associacdo com a bactéria contendo o gene acdS. O estudo
sugere que a enzima produzida pela cepa UW4 foi capaz de hidrolisar o ACC produzido pelas hifas
do fungo, diminuindo a concentragdo de etileno no meio e promovendo seu crescimento. Esses
resultados indicam que mecanismos similares aos que ocorrem no modelo mutualistico entre
plantas e bactérias para promover o crescimento vegetal podem estar envolvidos na formagao das
estruturas de frutificacdo de fungos em presenca de bactérias expressando o gene acdS (GLICK et
al., 1998).

Em contraste com A4. bisporus, os efeitos de bactérias com atividade ACDD em Pleurotus
ostreatus nao t€m sido descritos. Alguns estudos tém relatado efeitos positivos de cepas de
Pseudomonas sp. na formagao de primoérdios nesse fungo (CHO et al., 2003; CHO et al., 2008;
KIM et al., 2008). Kim e colaboradores (2008) observaram um efeito estimulante de Pseudomonas
sp. P7014 no crescimento micelial e na formacao de basidiomas de Pleurotus eryngii cultivado
comercialmente. No entanto, os mecanismos envolvidos nesses efeitos positivos ndo sao bem
compreendidos. Alguns desses mecanismos incluem a habilidade das bactérias em se aderirem ao
micélio do fungo e a liberacdo de certos compostos produzidos pelas bactérias que poderiam ter
um efeito gatilho na promocao do crescimento micelial e na formagao de basidiomas (KIM et al.,
2008; SIMON et al., 2015).

Considerando a evidencia relacionada ao sinergismo entre fungos e bactérias e a importancia
de elucidar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos fungos relacionados ao etileno,
este trabalho teve como objetivo utilizar P. ostreatus como modelo fungico num sistema de co-

cultivo com bactérias com atividade ACCD. Assim, este capitulo propde varios objetivos:
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1. Determinar a produgao de etileno (in vitro) num isolado de P. ostreatus;

2. Estimar o perfil de produgdo de etileno de P. ostreatus ao longo do tempo;

3. Avaliar o efeito de bactérias com atividade ACCD na reduc¢ao dos niveis de etileno em P.
ostreatus,

4. Determinar se o efeito na reducao dos niveis de etileno produzidos por P. ostreatus esta
relacionado ao gene acds;

5. Comprovar se a produgao de etileno (in vitro) em P. ostreatus ¢ estimulada na presencga do

ACC em meio de cultura.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Cepas

A cepa P.ostreatus FB-PL224 usada neste estudo foi fornecida pela empresa Fungi Brasilis
& Vegetais Verdes e foi mantida no laboratério em meio BDA (batata-dextrose-agar) a 25 °C até
o momento das analises. Com auxilio de um furador, discos de micélio de 8 mm de didmetro foram
obtidos de placas de Petri com coldnias de aproximadamente 20 dias de crescimento.

As duas cepas de P. putida UW4, a selvagem (UW4 acdS") e a mutante (UW4 acdS") foram
fornecidas pelo Dr. B. R. Glick, da Universidade de Waterloo, Canada. As bactérias foram
mantidas a 28 °C em Agar Triptona de Soja (TSA). O meio de cultura da cepa mutante foi
suplementado com tetraciclina para manter a mutacao do gene acdS (resistente a tetracilina). Para
a obten¢do das suspensdes bacterianas, as bactérias foram semeadas em meio TSA pelo método de
estriamento e incubadas a 28° C durante 24 h. A massa bacteriana de 1 placa/bactéria foi retirada
com o auxilio de uma alca estéril e transferida para um frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo
150 mL de meio caldo Tripticaseina de Soja (TSB). Os Erlenmeyers inoculados foram dispostos
em uma mesa agitadora a 180 rpm, a 28° C overnight para a multiplicagdo das bactérias. As
suspensdes bacterianas foram ajustadas em uma densidade optica (DO) de 0,25 em meio TSB com
o auxilio de um espectrotometro HEWLET PACKARD 8453. Uma aliquota de 100 pL de cada
suspensao bacteriana foi diluida em 900 pL de meio TSB para determinar as unidades formadoras
de coldonia (UFC) correspondentes a DO de 0,25 pelo método de microplaqueamento. Para isso,

uma aliquota de 5 pL foi semeado em placas contendo meio TSA e incubado a 28° C durante 24
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h. No fim desse periodo, foi realizada a contagem bacteriana. A contagem resultante de células

bacterianas foi na orden de 10 UFC/mL.
5.2.2 Perfil temporal de producio de etileno de Pleurotus ostreatus

O perfil de producao de etileno de P. ostreatus foi determinado com e sem a presenca de
bactérias. Para isso, P. ostreatus foi inoculado em frascos de vidro tipo penicilina vedados com
tampa de silicone para evitar a perda do etileno produzido. As leituras de etileno foram realizadas

a cada 24 h para avaliar o perfil de producao de etileno do fungo ao longo do tempo.

5.2.2.1 Preparo das amostras e tratamentos

As amostras foram constituidas por frascos de vidro tipo penicilina de 60 mL contendo 15
mL de meio agar extrato de malte. Estes foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15 min
e na sequéncia mantidos em temperatura ambiente até a solidificagdo do meio de cultura. Uma vez
em temperatura ambiente os frascos foram inoculados em capela de fluxo laminar com 1 disco de
micélio de P. ostreatus de 8 mm de didmetro realizados com auxilio de um furador. Somente

quando o fungo completou 60 h de crescimento, foi co-cultivado com bactérias (Fig. 5.3).

Figura 5.3 — Frascos de penicilina inoculados com micélio de Pleurotus ostreatus.

Fonte: o autor (2020)

Para isso, as suspensdes das cepas selvagem (PL+UW4 acdS") e mutante (PL+UW4 acd$S

) foram preparadas previamente em meio TSB como descrito no item 5.2.1. A DO foi ajustada em
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0,25 com auxilio de um espectrofotometro para um equivalente de células bacterianas na orden de
10" UFC/mL.

Para o co-cultivo do fungo com as bactérias, foram definidos 3 tratamentos com 5
repeti¢des: tratamento Controle (P. ostreatus sem bactéria), tratamento UW4acdS™ (P. ostreatus
inoculado com P. putida acdS") e tratamento UW4acdS (P. ostreatus inoculado com P. putida
acdS). Os frascos dos tratamentos com bactéria foram inoculados com 20 pL da suspensdo da
bactéria ajustada na DO 0,25. A suspensdo bacteriana foi inoculada sobre o micélio do fungo para
promover a interagao fungo-bactéria. Depois da inoculagdo com as bactérias, os frascos foram
vedados com tampas de silicone e incubados a e incubados a 28 °C.

Separadamente, foram inoculados frascos somente com P. putida UW4 acdS" ou P. putida
UW4 acdS para ter um controle da producado de etileno das bactérias sem a presenga do fungo. Os
valores obtidos foram descontados nos calculos da producao total de etileno de P. ostreatus.
Finalmente, para a determinagdo da biomassa do fungo de cada tratamento, foram inoculados 5
frascos adicionais por cada hora de leitura. As amostras foram filtradas usando filtracdo a vacuo e
a biomassa fingica foi seca em estufa a 65 °C até peso constante. Os dados gerados foram

processados para obter a producdo de etileno do fungo por unidade de biomassa/hora.

5.2.3 Estimativas de producio de etileno de Pleurotus ostreatus

O cultivo dos microrganismos foi realizado no Laboratério de Quimica, Bioquimica e
Biologia Molecular de Alimentos, no Departamento de Alimentos e Nutri¢do experimental da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (USP). As medig¢des de etileno
foram realizadas no Food Research Center (FORC) em espago disponibilizado pelo departamento
de Engenheira Quimica da Escola Politécnica da USP.

A emissdo de etileno do fungo foi estimada retirando dos frascos de penicilina umauma
aliquota de 1 ml de ar proveniente do headspace (espaco livre) de cada frasco com auxilio de uma
seringa. As amostras de ar contidas na seringa foram injetadas em um cromatografo a gas GC-6890
(Hewlett-Packard, CA, EUA) acoplado a um detector por ionizacdo de chama (FID). A coluna
utilizada foi a HP-Plot Q (30 m x 0,53 mm).

Foram estabelecidas as seguintes condi¢cdes cromatograficas para as corridas de etileno:

injecdo de 1 mL de amostra empregando o modo de injecao pulsed splitless; pressao de 20 psi por
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2 min; fluxo de ventilagio de 20 mL min! apds 30 segundos de inje¢do e temperatura do injetor
em 200 °C; corrida isotérmica a 30 °C empregando hélio como gés carregador em fluxo constante
de 1 mL min™' ; temperatura do detector em 250 °C, fluxo de ar e hidrogénio no detector em 450

!, respectivamente. A estimativa da quantidade de etileno produzida pelo

mL min™! e 50 mL min’
fungo foi feita em relacdo a inje¢do de um padrdo de 0,1 pL de etileno L! em ar sintético.

As corridas cromatograficas para estimar a produgao de etileno de P. ostreatus sem bactéria
iniciaram 24 h depois da inoculagdo do fungo nos frascos até a hora 60 de crescimento que foi a
leitura onde o etileno produzido pelo fungo foi detectado pelo equipamento. Esta condicao foi
estabelecida com a finalidade de obter a concentracdo inicial de etileno produzida pelo fungo sem
a presenc¢a de bactérias. Depois do fungo ter completado 60 h de crescimento, os frascos foram
inoculados com as suspensdes das bactérias como descrito em 5.2.2.1 e incubados novamente.
Depois de ter completado 24 h ap6s a inoculagao das bactérias (84 h de crescimento em total), as
corridas cromatograficas continuaram a cada 24 h até completar 156 h de incubag¢do. Portanto, a
hora 60 pode ser considerada como o tempo zero (0).

Para realizar uma comparagdo apropriada da produgdo de etileno entre os tratamentos
avliados, os dados gerados da produgdo bruta de etileno (nL/g/h) de cada hora de leitura foram
normalizados em relacdo a concentracao inicial de etileno de cada tratamento. Desta forma foi
possivel analisar a propor¢do de etileno (%) produzida por cada tratamento ao longo do tempo,
t, € (1), em relagdo a concentragdo inicial de cada tratamento, como apresentado na equagio (1):

£(t) = [E(t) ] ¥ 100,

— 1
E(t,) (1)

onde t; representa o tempo inicial no qual o etileno bruto mensurado é E(t;). E E(t) ¢é calculado

como a média da produgdo bruta de etileno de todas as N replicatas por tratamento:

j=1 (1)

E(t) = N 2)

Sendo que E; representa a producdo bruta de etileno da replicata ;.
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Para comparar o etileno acumulado entre os tratamentos, os dados foram analisados usando
a andlise de variancia (ANOVA) separadamente para cada hora de leitura.

O teste de comparagao multipla utilizado foi o de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

5.2.4 Influéncia do acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) na producao de etileno

de Pleurotus ostreatus

Com o objetivo de verificar se a via de biossintese de etileno em P. ostreatus ¢ dependente
do ACC, o fungo foi inoculado com ACC no meio de cultura. Para isso, 1 disco de micélio do
fungo foi inoculado em frascos de vidro de 25 mL contendo 10 mL de caldo extrato de malte.
Foram definidos 2 tratamentos: tratamento PL (controle) em que somente o fungo foi inoculado, e
tratamento PL+ACC em que o fungo foi inoculado com adi¢ao de 100 puL (5 mM) de ACC (CHEN
et al., 2013). O experimento foi realizado com 5 repeticdes para cada tratamento. Depois da
inoculagdo os frascos foram vedados com tampa de silicone e incubados a 25 °C durante 60 h antes
de realizar as estimativas da produgdo de etileno. Adicionalmente foram inoculados frascos para a
determinagdo da biomassa correspondente a cada hora de leitura usando filtragao a vacuo. Os dados
gerados foram usados para obter a produgdo de etileno do fungo por unidade de biomassa/hora. Os
dados foram analisados usando a ANOVA e teste de comparagdo multipla de Tukey ao nivel de

significancia de 5%.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Perfil temporal de producio de Etileno de Pleurotus ostreatus

A Fig. 5.4 ilustra a produgdo acumulada de P. ostreatus ao longo de 300 h de crescimento,
tempo que, em testes preliminares, foi observado como viavel para o crescimento do fungo no
sistema de cultivo escolhido.

E possivel observar também que a produgio de etileno somente aparece depois de 60 h de
crescimento do fungo. Em testes prévios foi observado que o etileno produzido pelo fungo somente
era detectado pelo equipamento depois de 60 h de incubagdo. Depois desse tempo o etileno
produzido foi de 140 nL/g/h. Como ndo existem relatos na literatura sobre valores de etileno
produzido por fungos basidiomicetos, ndo foi possivel realizar uma comparagdo entre os dados

aqui obtidos com dados disponiveis na literatura. Os valores da producdo bruta de etileno, nao
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acumulados (apresentados na Tabela 5.1), mostram que a maior producdo de etileno ficou
concentrada entre a hora 60 e 84 de crescimento do fungo, com uma produc¢ao de aproximadamente

77% da producao total de etileno.

Figura 5.4 — Perfil da producdo acumulada de etileno de Pleurotus ostreatus ao longo do tempo.
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Fonte: o autor (2020)

Depois de 84 horas a produgdo de etileno diminuiu consideravelmente. A maior produ¢do
de etileno nas primeiras horas de leitura pode ser atribuida provavelmente a uma maior atividade
metabolica do fungo nesse estagio de desenvolvimento. Esta tendéncia foi observada num estudo
in vitro com B. cinerea em que a maior producao de etileno foi obtida durante o periodo em que o
crescimento do fungo era mais ativo (CRISTESCU, 2002). De acordo com os valores da tabela 5.1,
o aumento na producado de etileno ndo € diretamente proporcional ao aumento da biomassa.

Porém, o pico de etileno nas primeiras horas (60 h e 84 h) pode ter estimulado o crescimento
micelial nas horas seguintes (108 h e 132 h) causando, por conseguinte, uma diminui¢ao na
quantidade de etileno produzida. E possivel notar que apos a hora 132, a producio de etileno e a
biomassa ndo apresentaram um aumento consideravel quando comparados com a leitura anterior,

podendo indicar um declinio no metabolismo fungico.
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Tabela 5.1 — Producao bruta de etileno de Pleurotus ostreatus.

t[h] E(t) [nL/g/h] &(t) (%) W gl
60 140,09 38,76 0,034
84 136,32 37,72 0,079
108 37,94 10,49 0,174
132 17,54 4,85 0,325
156 29,50 8,16 0,372
Total acumulado 361,39 100% N.A.

t[h]: tempo; E(t): valor médio de etileno bruto;&(t): valor médio da propor¢io de etileno;
W: valor médio de biomassa fingica acumulada por frasco; N.A.: ndo se aplica

Fonte: o autor (2020)

5.3.2 Efeito da inoculacio de bactérias com atividade acdS$ no perfil de producao de etileno

de Pleurotus ostreatus

Apesar de todos os frascos terem sido inoculados sob as mesmas condigdes, a concentragao
inicial de etileno presente, previamente a inoculacdo das bactérias, foi diferente entre os

tratamentos como mostra a tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Concentracdo inicial de etileno de Pleurotus ostreatus antes da inoculacdo de
Pseudomonas putida UW4 acdS™ e UW4 acdS'.

Tratamento E(t;)[nL/g/h]'
Controle 140,09+43,33
PL+UW4acd$ 35,51+£16,70
PL+UW4acdS* 70,42+56,19

'E(t;): valor médio da concentragio inicial de etileno. Controle: Pleurotus ostreatus sem bactéria; PL+UW4acdS+:
Pleurotus ostreatus co-inoculado com Pseudomonas putida UW4 acdS*; PL+UW4acdS-: Pleurotus ostreatus co-
inoculado com Pseudomonas putida UW4 acdS

Fonte: o autor (2020)

A tabela 5.3 mostra os resultados da analise de Tukey do etileno acumulado por hora em
cada tratamento ap6s a normalizacdo dos dados. Como € possivel observar, no painel A, na hora
84, o tratamento controle foi o que acumulou mais etileno (97%), seguido pelo tratamento

PL+UW4acdS (74%), sendo o tratamento PL+UW4acdS" o que menos acumulou etileno (42%).
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Essa tendéncia se manteve ao longo das horas de leitura (painel B e C), exceto na hora 156 (painel
D) em que o tratamento PL+UW4acdS™ foi o que mais acumulou etileno em comparagdo com os
demais tratamentos. Para aquela condi¢do (hora 156), o menor acumulo de etileno foi observado
para o tratamento PL+UW4acdS+, seguido pelo tratamento PL+UW4acdsS", este ultimo muito
similar ao tratamento controle (Fig. 5.5). O teste de Tukey ndo detectou diferenca estatistica, entre
os tratamentos nas horas de leitura avaliadas (Tabela 5.3) devido a alta variabilidade dos dados

(Fig. 5.5).

Tabela 5. 3 — Anélise da proporg¢do de etileno acumulado ao longo do tempo. A: Analise de
Tukey da hora 84; B: Analise de Tukey da hora 108; C: Analise de Tukey da hora 132; D:
Analise de Tukey da hora 156.

Hora 84 Hora 108
Tratamento Proporcao de etileno Tratamento  Proporcao de etileno
acumulado ( €)* Acumulado ( €)*
Controle 97a Controle 124a
PL+UW4acdS 74a PL+UW4acdS 109a
PL+UW4acdS* 42a PL+UW4acdS* S56a
A B
Hora 132 Hora 156

Tratamento Proporcao de etileno
Acumulado ( €)*

Tratamento  Proporcao de etileno
Acumulado ( €)%

Controle 137a
PL+UW4acd$ 135a
PL+UW4acdS* 68a

C

Controle 158a
PL+UW4acds$ 163a
PL+UW4acdS* 90a

D

*M¢édias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). €: valor médio da propor¢io de etileno acumulado

Fonte: o autor (2020)
A variabilidade ¢ tipica de sistemas dindmicos complexos como o da interacdo fungo-

bactéria. Neste caso, ndo foi possivel isolar todas as variaveis envolvidas nessa interacdo e suas
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implicagdes na producao/reducao do etileno. No entanto, o tratamento PL+UW4acdS+, que contém
a bactéria com o gene acdS, merece destaque ji que em comparagdo com O tratamento
PL+UW4acdS™ foi o que menos etileno acumulou em todas as horas de leitura (uma redugao de

aproximadamente 40%).

Na Fig. 5.5 ¢ possivel observar que o etileno acumulado pelo tratamento PL+UW4acdS$™ ¢
similar ao tratamento controle em todas as horas de leitura, o que poderia ser explicado pela
auséncia do gene acdS nesse tratamento.

Figura 5.5 — Proporg¢do de etileno acumulado de Pleurotus ostreatus ao longo do tempo associado

a bactérias com atividade acdS. PL: Pleurotus ostreatus; PL+UW4: Pleurotus ostreatus co-
inoculado com Pseudomonas putida acdS; PL+UW4": Pleurotus ostreatus co-inoculado com

Pseudomonas putida acdS."
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Fonte: o autor (2020)

Esses resultados mostram que o gene acdS presente na bactéria UW4acdS" teve um efeito
positivo na diminui¢do da proporcdo de etileno produzido pelo fungo, sugerindo assim que P.

ostreatus produz etileno via ACC.
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Na tabela 5.4 ¢ apresentada a reducgdo da proporcao de etileno (Rg) do tratamento contendo
a bactéria selvagem em comparagdo com o tratamento contendo a bactéria mutante, calculada

como:
+

&
Rp =100 —— 100, 3)

onde £~ e £*representam a propor¢do de etileno acumulado pelos tratamentos contendo a bactéria

mutante (PL+UW4acdS) e a bactéria selvagem (PL+UW4acdS"), respectivamente.

Tabela 5.4 — Propor¢do de redugdo do etileno de Pleurotus ostreatus associado a Pseudomonas
putida com atividade acdS.

t[h]' £ [%]" £+ [%]" Rp[%] !
84 74 42 43
108 109 56 48
132 135 68 49
156 163 90 45

't[h]: tempo; & ~: valor médio da porcentagem de etileno acumulado do tratamento PL+UW4acdS~; € *: valor médio
da proporgio de etileno acumulado do tratamento PL+UW4acdS* R: valor médio da proporcio de reducio de etileno
do tratamento PL+UW4 acdS".

Fonte: o autor (2020)

5.3.3 Via de biossintese de etileno em Pleurotus ostreatus

As estimativas da producao de etileno do fungo inoculado com ACC no meio de cultura
ndo puderam ser realizadas em todos os tempos de leitura programados (5 leituras em intervalos
de 24 h) devido a um problema técnico do equipamento. Por esse motivo, somente puderam ser
realizadas 2 estimativas correspondente a hora 60 e hora 84. Como ¢ possivel observar na Fig. 5.6
aproducao de etileno foi maior no tratamento PL+ACC que no tratamento controle nos dois tempos

de leitura avaliados.

Esses resultados sugerem que a produgao de etileno em P. ostreatus ¢ estimulada pelo ACC,
indicando que a via de biossintese de etileno no fungo poderia ser dependente de ACC, como
acontece com A. bisporus (CHEN et al., 2013). Porém, dado que as leituras ndo puderam ser

realizadas em todos os tempos programados, ndo ¢ possivel afirmar esta hipotese. Contudo,
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considerando que até¢ hoje a via de producdo de etileno em P. ostreatus nao foi descrita, este
resultado preliminar somado aos efeitos positivos observados no co-cultivo com bactérias com
atividade ACCD, sao um ponto de partida importante para dilucidar a via de biossintese do etileno
neste fungo.

Figura 5. 6 — Produgao de etileno acumulado por Pleurotus ostreatus inoculado com ACC. PL:
Pleurotus ostreatus; PL+ACC: Pleurotus ostreatus inoculado com ACC.
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5.4 CONCLUSOES

Este estudo relata, de forma inédita, a producdo de etileno in vitro a partir de P. ostreatus.
Os resultados mostram o perfil de produgdo de etileno do fungo ao longo do tempo e como os
niveis de etileno mudam quando o fungo € co-inoculado com bactérias contendo ou nao o gene
acds.

A bactéria com atividade ACCD se mostrou eficiente na reducdo dos niveis de etileno
produzidos pelo fungo. Em contrapartida, a bactéria mutante mostrou um efeito similar ao
tratamento controle, em que os niveis de etileno permaneceram elevados. Esse resultado sugere
que areducao dos niveis de etileno produzido pelo fungo ¢ devida ao gene acdS presente na bactéria

P. putida UW4 acdS".
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A presenga do ACC no meio de cultura estimulou a produgdo de etileno in vitro em P.
ostreatus indicando que, provavelmente, a via metabodlica de producdo de etileno no fungo utiliza
ACC como substrato. Porém, para afirmar que a via de biossintese de etileno no fungo ¢ dependente
de ACC ¢ necessario realizar experimentos adicionais. Neste sentido, o cultivo do fungo com
compostos inibidores das enzimas envolvidas na sintese de ACC como o acido amino-oxiacético
(AOA) que ¢ inibidor da ACS e o cloreto de cobalto (CoClz) que ¢ inibidor da ACO poderiam por

exemplo, elucidar se as enzimas envolvidas na sintese de ACC se encontram presentes no fungo.

De forma geral, os resultados obtidos mostram que bactérias com atividade ACCD possuem
potencial biotecnologico para melhorar o crescimento fungico de cogumelos comestiveis e reduzir

os niveis de etileno produzidos pelos fungos.
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6 CAPITULO II

Efeito de bactérias com atividade ACC deaminase (ACCD) na frutificagdo do cogumelo

comestivel Pleurotus ostreatus cultivado em condi¢des de laboratorio
RESUMO

A sinergia entre organismos tem um papel importante na ecologia do solo e no ciclo do carbono.
Em fungos, a associagdo com bactérias produtoras da enzima ACC deaminase (ACCD) ¢ crucial
para seu desenvolvimento e frutificagdo. Por meio desta associagdo, as bactérias conseguem reduzir
o excesso de etileno produzido pelos fungos, quebrando o precursor direto do etileno, o acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) através da enzima ACC deaminase. Assim, as bactérias
conseguem regular os niveis de etileno no fungo, diminuindo possiveis efeitos adversos para seu
crescimento. Usando este principio, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de bactérias
contendo o gene acdS na frutificacdo e conteudo proteico de Pleurotus ostreatus cultivado em
condigdes de laboratorio. Para isso, foi desenvolvido um inoculante alternativo ao inoculante
tradicional usando alginato de sodio, que serviu como veiculo para encapsular a biomassa fingica
e as bactérias de interesse. Foram empregadas duas bactérias com atividade ACCD: Pseudomonas
Sfluorescens YsS6 acdS" e Pseudomonas putida UW4 acdS" com suas respectivas mutantes (sem o
gene acdS). Quando o fungo foi inoculado com a cepa P. putida UW4 acdS", o rendimento foi de
151,88 g/kg, enquanto que com a bactéria mutante o rendimento foi de 113,93 k/kg, representando
um aumento no rendimento de 33,31%. Pelo contrario, quando o fungo foi inoculado com a bactéria
P. fluorescens YsS6 acdS®, o rendimento obtido ndo foi diferente da bactéria mutante nem do
tratamento controle. A co-inocula¢do com P. putida UW4 acdS" aumentou a produtividade de P.
ostreatus, produzindo cogumelos 15 dias mais cedo que o tratamento controle. Da mesma forma,
o conteudo de proteina do cogumelo, quando associado a P. putida, foi maior (18,81%) em
comparagdo com o controle (13,07%). Esses resultados mostram que o inoculante a base de
alginato facilita o encapsulamento de distintas associagdes fungo-bactéria, permitindo avaliar o
efeito de bactérias na frutificagdo dos fungos. O uso de bactérias com atividade ACCD mostra ser
uma estratégia promissoria para melhorar o rendimento da atividade de produ¢do de cogumelos
comestiveis.

Palavras chave: Associa¢io fungo-bactéria. Etileno. ACC deaminase. Acido ACC. Co-cultivo.

Gene acdS. Cogumelos comestiveis. Pseudomonas putida. Pleurotus ostreatus.
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6.1 INTRODUCAO

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPB) cumprem um papel fundamental
na estimulacdo do crescimento de plantas, ja que além de promover seu desenvolvimento,
aumentam a resisténcia ao ataque de pragas e condigdes ambientais adversas (YOUNG et al.,
2012). Seus beneficios tém sido amplamente descritos na literatura, mostrando efeitos estimulantes
em plantas através de diversos mecanismos. Um deles ¢ a diminui¢ao dos niveis de etileno
produzido pelas plantas quando submetidas a condigdes de estresse. As bactérias capazes de reduzir
os niveis de etileno sdo produtoras de uma enzima chamada ACC deaminase (ACCD) que ¢
codificada pelo gene acdS (GLICK et al., 1998).

O gene acdS tem sido identificado e caracterizado em varios microrganismos,
majoritariamente bactérias e fungos (SHEENY et al., 1991; MINAMI et al., 1998; JIA et al., 1999;
HONZEATS et al.,2005). A presenga da ACCD ¢ fundamental no funcionamento de muitas
bactérias e fungos promotores do crescimento vegetal. Quando o gene acdS foi deletado de cepas
de Pseudomonas putida GR12-2 e Pseudomonas sp. UW4, estas perderam a habilidade para
promover o alongamento de raizes de plantas de canola (GLICK ef al.,1994). A eficiéncia
simbidtica das bactérias fixadoras de nitrogénio como Rhizobium leguminosarum e Mesorhizobium
loti MAFF303099, diminuiu ap6s a dele¢do do gene acdS (UCHIUMI et al., 2004). Da mesma
forma, as bactérias endofiticas promotoras de crescimento Burkholderia phytophirmans PsJN,
Pseudomonas fluorescens YsS6 e Pseudomonas migulae 8R6 se tornaram menos efetivas com a
delecao do gene acdS (SUN et al., 2009). No fungo Trichoderma asperellum T203, a dele¢do do
gene também afetou suas habilidades para promover o crescimento de plantas (VITERBO et al.,
2010). Desta forma, as evidéncias apresentadas por esses estudos reforgam a utilizagdo de bactérias
produtoras de ACCD como uma ferramenta importante na prote¢ao de plantas sob condigdes de
estresse, resultando assim numa maior tolerancia frente a esses fatores (GLICK et al., 2007).

Por meio da ACCD, as bactérias presentes no solo conseguem clivar o precursor imediato
do etileno produzido pelas plantas, o acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Desta
forma, sem o ACC disponivel a sintese do etileno ¢ interrompida e os niveis de etileno na planta
sdo reduzidos, evitando os efeitos fisiologicos derivados do aumento do etileno (GLICK, 2005).

A bactéria P. putida, considerada uma PGPB, contém também o gene acdS. Além de ter
sido usada em plantas, seu uso tem sido relatado no cultivo de fungos como Agaricus bisporus,

reduzindo a quantidade de etileno produzido pelo fungo e melhorando seu desenvolvimento
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(CHEN et al., 2013). Esses estudos evidenciam a importancia da sinergia existente entre fungos e
bactérias e abrem a possiblidade de estudar o efeito destas bactérias também em outros cogumelos
comestiveis de importancia econdmica para o pais, como ¢ o caso de Pleurotus ostreatus.

Um dos mecanismos envolvidos na interacdo entre fungos e bactérias ¢ a aderéncia de
bactérias no micélio dos fungos. Tal mecanismo tem tido observado por meio de técnicas de
microscopia eletronica, e acredita-se que esta aderéncia ¢ fundamental para que a interacdo entre
esses microrganismos aconte¢a (FREY-KLETT et al., 2011; SIMON et al., 2012).

Considerando as evidéncias dos estudos que mostram os efeitos benéficos de bactérias em
fungos e as possiveis aplicagdes biotecnoldgicas que a associagdo fungo-bactéria tem, este capitulo
propde os seguintes objetivos:

1. Avaliar o potencial biotecnoldgico de um inoculante (a base de alginato de s6dio) contendo

o consorcio fungo-bactéria;

2. Quantificar a producdo de cogumelos de P. ostreatus inoculado in vitro conjuntamente com
bactérias com atividade ACCD em substrato comercial;

3. Comprovar se bactérias contendo o gene acdS promovem a frutificacdo de P. ostreatus em
condicdes de laboratorio;

4. Verificar se 0 método e tempos de co-inoculagdo no substrato afetam o rendimento de P.
ostreatus in vitro;

5. Avaliar se a co-inoculagdo de P. ostreatus com P. putida aumenta a quantidade de proteina

do fungo.

6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Cepas

A cepa P. ostreatus FB-PL224 usada neste estudo foi fornecida pela empresa Fungi Brasilis
& Vegetais Verdes e foi mantida no laboratdrio em meio BDA (batata-dextrose-agar) a 25 °C até
o momento das analises. As cepas P. putida UW4 acdS", P. putida UW4 acdS", P. fluorescens
YsS6 acdS" e P. fluorescens YsS6 acdS foram fornecidas pelo Dr. B. R. Glick da Universidade
de Waterloo (Canada), sendo conservadas a -70 °C em caldo Tripticaseina de Soja (TSB) com
glicerol. Para as analises, as bactérias foram reativadas em Agar Triptona de Soja (TSA) e

incubadas a 28 °C durante 24-48 h. As cepas mutantes (acdS), foram semeadas em TSA
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suplementado com tetraciclina para manter a mutag¢ao do gene acdS (resistente a tetracilina). Para
preparar as suspensoes bacterianas, foi usado meio TSB e as bactérias foram incubadas overnight

sob agitagao constante (150 rpm) a 28 °C.
6.2.2 Desenho experimental

Para avaliar o efeito de bactérias com atividade ACCD na frutificagdo de P. ostreatus, foram
realizados dois experimentos em condi¢des de laboratdrio. Os dois experimentos foram conduzidos
de forma similar, porém, mudando algumas condigdes como resumido na tabela 6.1. No
experimento 1, foi verificada a influéncia da presenca/auséncia do gene acdS na frutificagdo de P.
ostreatus. Para isso, foram comparadas duas bactérias com conhecida atividade ACCD (contendo
o gene acdS): P. putida UW4 acdS"* € P. fluorescens YsS6 acdS* e suas correspondentes cepas
mutantes sem atividade ACCD (sem o gene acdS): P. putida UW4 acdS e P. fluorescens YsS6
acdS. Baseado nos resultados do experimento 1, a bactéria P. putida acdS" foi selecionada para
dar continuidade ao experimento 2, em que o objetivo foi avaliar se diferentes métodos de

inoculacdo do fungo-+bactéria influenciam a frutificagao do fungo.

Tabela 6. 1 — Resumo das condi¢des experimentais (experimento 1 e 2).

Condicao
Incubagio prévia Peso do Tamanho Abertura Esterilizacio Controle Controle
Experimento dos substrato sacos Sacos Inéculo temperatura Umidade
microrganismos
Experimento 1 Sim (48 h) 260g 15x25 cm Algodao e 30min 121 °C 12g caps/saco Sazonal Umidificador
gaze sem sensor
Experimento 2 Nio 600g 20x30 cm Sem abertura 60min 121 °C 12g caps/saco Sazonal Umidificador

com sensor

Fonte: o autor (2020)

6.2.2.1 Experimento 1

O experimento 1 foi desenhado em delineamento em blocos casualizados com 6 repeti¢des
por tratamento. Foram definidos 5 tratamentos: tratamento PL (P. ostreatus sem bactéria),
tratamento UW4acdS"™ (P. ostreatus + P. putida UW4 acdS"), tratamento UW4acdS™ (P. ostreatus
+ P. putida UW4 acdS"), tratamento YsS6acdS"™ (P. ostreatus + P. fluorescens YsS6 acdS") e
tratamento YsS6acdS™ (P. ostreatus + P. fluorescens YsS6 acds).
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Para avaliar a interagdo de P. ostreatus com diversas bactérias foi empregado um inoculante
diferente do tradicional (comumente obtido de graos de cereais) que facilita a veiculagdo do micélio
flngico junto com as bactérias em suspensdo. Desta forma, foi seguida a metodologia descrita por
Rossi (2006) para o encapsulamento de fungos. Para tanto, foram elaboradas capsulas de alginato
de calcio contendo, de acordo com o tratamento, somente o fungo, ou a combinagao fungo-bactéria.
Para isso, discos de micélio de 3 semanas de idade de P. ostreatus foram inoculados em frascos
tipo Erlenmeyer contendo caldo de cultivo Melin-Norkrans Modificado (MNM) composto de
glicose, extrato de malte e sais. Os Erlenmeyers inoculuados foram incubados a 28 °C por 15 dias.
Depois desse tempo a biomassa fingica foi fragmentada em solugao salina (0,85%) com o auxilio
de um liquidificador industrial por 20 segundos. A biomassa foi ajustada a uma concentracao de
lg/L.

Separadamente, as bactérias foram cultivadas overnight a 28 °C em meio caldo TSB e em
seguida ajustadas em uma densidade optica (DO) de 0,5 usando espectrofotdmetro BEL
PHOTONICS SP 1105. Para a obtencao do inoculante, a suspensdo miceliana fragmentada foi
previamente incubada junto com as bactérias em suspensao por 48 h antes do encapsulamento com
a finalidade de promover a interagdo fungo-bactéria. Foi adicionado 1 mL de bactéria por cada 100
mL de suspensdo miceliana (1%). Depois das 48 h, as misturas de cada tratamento foram
transferidas separadamente para frascos gotejadores contendo solugdo estéril de alginato de sodio
(2%; m:v). Cada mistura foi gotejada individualmente em uma solugdo de CaCl, (50g/L), sob

agitacdo constante, até a polimerizagdo total das capsulas (Fig. 6.1).

Figura 6.2 — Polimerizagdo das capsulas de alginato de sédio.

L IXND) |
LA

alginato de sodio +
amostra (micélio
fungico ou micélio
fangico+bactéria)

Capsulas formadas
depois da
polimerizagdo

Suspensdo de
bactéria

Fonte: o autor (2020)
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Em seguida as cépsulas foram lavadas em agua destilada estéril para retirar o excesso de
CaCl; e transferidas para um frasco contendo solu¢do salina (0,85% de NaCl). Parte das capsulas
produzidas foram transferidas para placas de Petri contendo meio BDA para verificar a viabilidade
do fungo. As capsulas nao utilizadas imediatamente na inoculagao foram conservadas a 8 °C para
verificar a viabilidade do fungo ao longo do tempo. Sendo assim, foram obtidos 5 inoculantes

correspondentes aos 5 tratamentos definidos (Tabela 6.2).

Tabela 6.2 — Combinagdes fungo-bactéria do experimento 1.

Inoculante Descricio

PL Pleurotus ostreatus encapsulado sem bactéria
UW4 acdS* Pleurotus ostreatus encapsulado juntamente com Pseudomonas putida UW4 acdS™!
UW4 acdS Pleurotus ostreatus encapsulado juntamente com Pseudomonas putida UW4 acdS'!
YsS6 acdS* Pleurotus ostreatus encapsulado juntamente com Pseudomonas fluorescens acdS"
YsS6 acdS Pleurotus ostreatus encapsulado juntamente com Pseudomonas fluorescens acdS™

'A suspensdo miceliana foi previamente incubada junto com a suspensdo de bactéria durante 48 h antes do
encapsulamento

Fonte: o autor (2020)

Para avaliar a frutificagdo do fungo fo1 utilizado um substrato comercial a base de serragem
de eucalipto e graos fornecido pela empresa Fungi Brasilis & Vegetais Verdes. O substrato foi
disposto em sacos de polipropileno de 15x25 cm acondicionados com uma abertura de algodao e
gaze para permitir a troca gasosa (Fig. 6.2A).

Os sacos foram preenchidos com 260 gramas de substrato/saco e esterilizados por 30 min
a 121 °C. Antes da inoculagdo os sacos foram resfriados a temperatura ambiente. Para dosar as
capsulas obtidas de cada inoculante, estas foram drenadas usando uma peneira estéril e pesadas em
camara de fluxo laminar, sendo entdo inoculadas 12 g de capsulas por saco (aproximadamente 211

capsulas) (Fig. 6.2B).
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Figura 6.5 — A: Sacos de polipropileno preenchidos com 260 g de substrato comercial para o cultivo
de Pleurotus ostreatus. B: Inoculagdo do substrato com o inoculante de alginato de sédio.

Fonte: o autor (2020)

Essa quantidade de inoculante (aproxidamente 90 pg de biomassa fingica/capsula) se
mostrou eficiente em testes de viabilidade realizados previamente. As cépsulas foram inoculadas
na superficie do substrato. Para verificar a viabilidade das cdpsulas, uma amostra foi inoculada em
placas de Petri contendo meio BDA incubadas a 28 °C no mesmo dia da inocula¢do dos sacos.
Apds a inoculacdo, os sacos foram dispostos aleatoriamente usando o método de sorteio em

prateleiras acondicionadas com um umidificador (Fig. 6.3).

Figura 6.8 — Prateleiras empregadas para o cultivo de Pleurotus ostreatus.

Fonte: o autor (2020)
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A variavel temperatura nao foi controlada e foi dependente da sazonalidade do local (julho—
setembro 2017). A frutificagdo dos cogumelos foi monitorada ao longo dos ciclos de produgao,
acompanhando o aparecimento dos primoérdios até o desenvolvimento de basidiomas maduros
(com o pileo aberto). O peso fresco dos basidiomas colhidos foi registrado e empregado para avaliar

as seguintes variaveis:

1 Rendimento: definido como a produgdo de cogumelo fresco em gramas em relagdo ao peso

umido do substrato, dado por:

P
R =_f, (1)
Py

onde P € o peso fresco do cogumelo € P, € o peso umido do substrato.

2 Eficiéncia Biologica: a eficiéncia biologica se refere a conversdo do substrato em
basidiomas e ¢ definida como a porcentagem de cogumelo fresco produzido em relagao ao
substrato em base seca. E calculada como:

P
EB=Ff*100, 2

N

onde Py € o peso fresco do cogumelo e P € o peso seco do substrato.

3 Produtividade: definida como a rapidez da produgdo de cogumelo dada por:

. Piy1 — Py
Produtividade(t;) = ———,
tiv1 — ¢

(i=0,1..), 3)

onde P; representa o peso fresco medido no tempo t;.

Os dados foram analisados de forma acumulativa, isto €, os pesos diarios obtidos para cada
replicata foram usados para obter a média de peso por tratamento. Os dados foram analisados
utilizando a andlise de variancia (ANOVA) e comparando as médias pelo teste de Tukey com

significancia de 5% empregando o software estatistico SigmaPlot versao 12.3.
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6.2.2.1.1 Analise de proteina

Parte dos basidiomas colhidos no experimento 1 foi empregada para realizar a anélise de
proteina. Para isso, foram separadas amostras de basidiomas por cada tratamento avaliado. Para
isso, os basidiomas foram desidratados em estufa a aproximadamente 40 °C e depois macerados
com auxilio de nitrogénio liquido até se obter um pé fino. A anélise de proteina foi realizada no
laboratorio de Quimica e Bioquimica de Alimentos da Universidade de Sao Paulo, seguindo o
método Kjeldahl da AACC 46-10 (AACC, 1995) que determina o nitrogénio organico total de uma
amostra. Os resultados foram submetidos 8 ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de
compara¢ao multipla de Tukey com significancia de 5% com o auxilio do software estatistico

SigmaPlot versao 12.3.

6.2.2.2 Experimento 2

O delineamento do experimento 2 também foi desenhado em blocos casualizados com 6
repeticdes por tratamento. Nesse experimento, P. putida UW4 acdS* foi encapsulada
separadamente do fungo seguindo a mesma metodologia descrita no experimento 1 (item 6.2.2.1).
Foram definidos 3 tratamentos: tratamento controle (P. ostreatus encapsulado sem bactéria),
tratamento PLoUW4+ (P. ostreatus inoculado no substrato 72 h antes de P. putida UW4 acdS")
e tratamento UW4acdS+oPLu (P. putida UW4 acdS" inoculada no substrato 72 h antes de P.
ostreatus). No total foram obtidos 2 inoculantes (um contendo somente o fungo e outro contendo

somente a bactéria) adicionados no substrato em tempos diferentes de acordo com os tratamentos

definidos (Tabela 6.3).

Tabela 6. 3 — Combinacdes fungo-bactéria do experimento 2.

Tratamento Descricao
PL P. ostreatus encapsulado sem bactéria
PLiw+UW4 acdS'y P. ostreatus encapsulado e inoculado no substrato 72 h antes de P. putida acdS*
UW4acdS oPLy P. putida acdS" encapsulada e inoculada no substrato 72 h antes de P. ostreatus

Fonte: o autor (2020)
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O substrato empregado foi 0 mesmo que para o experimento 1, porém os sacos de
polipropileno utilizados foram de 20x30 cm sem abertura (Fig. 6.4). Os sacos foram enchidos com
600g de substrato, esterilizados por 60 min a 121 °C e resfriados a temperatura ambiente antes da
inoculagdo. Diferente do experimento 1, o processo de encapsulamento foi realizado diretamente
sem o processo de incubacdo, mas a dosagem das capsulas (12 g de capsulas por saco equivalente
a 90 pg de biomassa fungica/capsula), a inoculagdo e incubagdo dos blocos inoculados foram
realizadas da mesma forma que o experimento 1 (item 6.2.2.1). Para um melhor controle da varidvel
umidade o experimento foi realizado acoplando um sensor de umidade ao umidificador. A

temperatura nao foi controlada e foi dependente da sazonalidade (dezembro 2017-fevereiro 2018).

Figura 6.10 — Sacos sem abertura preenchidos com 600 g de substrato comercial para o cultivo
de Pleurotus ostreatus.

Fonte: o autor (2020)

A frutificagdo dos cogumelos foi monitorada da mesma forma que no experimento 1 € os
dados do peso fresco acumulado foram empregados para determinar R ¢ EB de P. ostreatus.
Os resultados foram submetidos 8 ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey com significancia de 5% com o auxilio do software estatistico SigmaPlot versao 12.3.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Experimento 1

6.3.1.1 Colonizac¢do

O fungo ndo colonizou uniformemente o substrato. Portanto, por conta da auséncia de um
padrdo linear de colonizagdo, ndo foi possivel mensurar a ocupagao do substrato pelo fungo (Fig.

6.5).

Figura 6.13 — Diferencas de colonizagdo do substrato de Pleurotus ostreatus.

Fonte: o autor (2020)

Figura 6.14 — Substrato colonizado por Pleurotus ostreatus.

Fonte: o autor (2020)
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Apesar que o inoculante foi posicionado superficialmente sobre o substrato, durante o
fechamento dos sacos contendo o substrato algumas capsulas se distribuiram nas partes laterais do
saco, o que fez com que o fungo tivesse pontos de crescimento desuniformes. Além disso, o
crescimento do micélio ocorreu de dentro para fora, dificultando a visualizacdo do inicio da
colonizacdo. Porém, uma vez que a colonizagdo iniciou, a ocupagdo do substrato aconteceu

normalmente e o substrato foi 100% colonizado (Fig. 6.6).

6.3.1.2 Frutificagdo

A frutificagdo apresentou 2 ciclos de produgao caracterizados por uma maior concentragao
da produgdo nas 2 semanas iniciais do experimento, sendo que o primeiro ciclo representou
aproximadamente 70% da producdo total. Portanto, as analises estatisticas foram realizadas
separadamente considerando o rendimento obtido no 1° ciclo e o rendimento total (1" e 2° ciclos).
Os resultados do rendimento e eficiéncia bioldgica P. ostreatus sao apresentados na tabela 6.4.

O rendimento e eficiéncia bioldgica do 1° ciclo do tratamento UW4acdS* foram diferentes
significativamente em comparagdo com o tratamento controle e o tratamento UW4acdS™. Porém,
no ciclo 2 essa diferenca ndo ¢ evidente, provavelmente devido ao fato que a maioria do peso
produzido ficou concentrado no 1° ciclo. O tratamento UW4acdS* (bactéria selvagem), apresentou
um rendimento maior (151,88g/kg) que o tratamento PL (108,94g/kg) e o tratamento UW4acd$S
(bactéria mutante) (113,93g/kg), o que representa um aumento no rendimento de 39,41% e 33,31%,
respectivamente. Considerando que a Unica diferenga entre os tratamentos ¢ a presenga do gene
acds, este resultado sugere que o aumento no rendimento observado no tratamento UW4acdS" é
devido a presencga do gene ACCD. No entanto, o efeito associado ao gene acdS nado foi observado
nos tratamentos contendo a bactéria P. fluorescens. Neste caso, o tratamento contendo a bactéria
selvagem (P. fluorescens acdS") ndo foi diferente significativamente do tratamento controle ou do
tratamento com a respectiva bactéria mutante (P. fluorescens UW4 acdS"). A auséncia de um efeito
positivo nessa bactéria evidencia que € provavel que os efeitos do gene acdS produzido pelas
bactérias sejam espeficicos para cada espécie fungica. Além disso, € possivel que P. fluorescens
ndo possua algum mecanismo que estd presente em P. putida e que nesta bactéria permite que a

enzima ACCD efetivamente degrade o ACC produzido pelo fungo.
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Tabela 6. 4 — Rendimento e eficiéncia biologica de Pleurotus ostreatus cultivado em laboratorio
em substrato comercial (Experimento 1).

Tratamento® Dias até R (g/kg)! R Total (g/kg) ™! EB( %) EB Total (%)"!
primeira
colheita Ciclo 1 Ciclo 2" Ciclo 17 Ciclo 2
PL 32,83 108,94+11,31° 42,28+14,58* 151,22+23,85¢ 16,93+1,76* 6,57+2,26* 23,50+3,70*
UW4acdS* 35,17 151,88+11,94° 50,84+12,58*¢ 202,72+17,14° 23,60+1,85° 7,90+1,95% 31,50+2,66°
UW4acdS 35,50¢ 113,93+17,12% 63,72+8,25* 177,65+16,59 17,75+2,50* 10,25+1,26* 28,00+2,16%
YsS6acdS* 33,80 121,51+15,62% 44,46+21,07° 165,96+30,61 18,8842,43 b 6,91+3,27% 25,79+4,76
YsS6acdS 33,83 136,36+13,70% 48,40+14,74* 184,76+17,10® 21,25+2,06 7,75+2,36* 29,00+2,45

*Médias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna nio diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 'R=
Rendimento; R Total= Rendimento total; EB= Eficiéncia biolégica; EB Total= Eficiéncia bioldgica total.>PL: Pleurotus ostreatus
encapsulado sem bactéria; UW4acdS": Pleurotus ostreatus encapsulado com Pseudomonas putida UW4 acdS*; UW4acdS™:
Pleurotus ostreatus encapsulado com Pseudomonas putida UW4 acdS;YsS6acdS"™: Pleurotus ostreatus encapsulado com
Pseudomonas fluorescens YsS6acdS"; YsS6acdS: Pleurotus ostreatus encapsulado com Pseudomonas fluorescens YsS6acdS

Fonte: o autor (2020)

Os resultados mostram que P. putida UW4 acdS"™ melhorou significativamente a
frutificagdo de P. ostreatus em relagao ao tratamento controle ¢ o tratamento contendo a bactéria
sem o gene. As diferencgas significativas entre a bactéria selvagem e a mutante sugere que o efeito
positivo observado na frutificagdo pode ser atribuido ao gene acdS e que o mecanismo utilizado
pela bactéria para melhorar o desempenho do fungo esté relacionado com a enzima ACCD. Ao que
parece, a presenga da enzima melhorou a capacidade do fungo de converter o substrato de cultivo
em biomassa fungica de forma mais eficiente, o que ¢ evidente nos dados de eficiéncia biologica
conforme exibido na tabela 6.4. E possivel observar que a eficiéncia bioldgica do tratamento
controle (16,93%) e do tratamento UW4 acdS (17,75%) sdo similares, o que reforca a hipotese de
que o melhor desempenho observado com o tratamento UW4 acdS"™ possa ser atribuido ao gene

acds.

Alguns trabalhos com espécies de Pleurotus tém mostrado que bactérias do género
Pseudomonas podem promover o crescimento do fungo. O estudo de Kim e colaboradores (2008)
mostrou que a adi¢do do sobrenadante de Pseudomonas sp. P7014 reduziu o tempo de colonizagao
do substrato e o tempo de formagado dos primordios. Da mesma forma, Cho e colaboradores (2003)
relataram como vdrias cepas de Pseudomonas sp. promoveram o desenvolvimento do micélio de
P. ostreatus in vitro, assim como a formag¢ao de primordios e basidiomas. No outro estudo, Cho

(2008) avaliou o efeito de bactérias do género Pseudomonas presentes no substrato de cultivo de
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P. ostreatus. O autor observou uma redugdo no tempo de formagao dos cogumelos do fungo. No
entanto, nesses estudos os possiveis mecanismos envolvidos na promogao do crescimento do fungo
ndo sdo elucidados.

A maioria dos estudos sobre o efeito de bactérias na frutificagdo de cogumelos tem sido
conduzidos com A. bisporus (GREWAL & RAINEY, 1991; MILLER et al, 1995; NOBLE et al.,
2008; CHEN et al., 2013). Os resultados do presente trabalho indicam que mecanismos similares
aos descritos em A4. bisporus ocorram com P. ostreatus. O aumento no rendimento do fungo
observado com a bactéria com atividade ACCD indica que ¢ provavel que o etileno produzido por
P. ostreatus estimule a interacdo do fungo com P. putida como acontece com A. bisporus. No
capitulo I, as andlises de cromatografia gasosa mostram que o micélio de P. ostreatus produz
etileno e que a associagdo com bactérias com atividade ACCD reduz os niveis do horménio. E
plausivel que o mesmo aconteca no substrato de producdo de cogumelo, durante a fase de
colonizacdo do fungo. Embora os resultados da biossintese de etileno no fungo ndo sejam
conclusivos, os resultados preliminares sugerem que P. ostreatus produz etileno via ACC, o que
explicaria o efeito positivo da bactéria selvagem. Se a via de produ¢do de etileno do fungo ¢ via
ACC, este metabolito poderia estimular a bactéria durante a colonizagdo do substrato melhorando
o desempenho do fungo e, portanto, sua frutificacao.

Nos experimentos conduzidos com P. ostreatus e P. fluorescens YsS6, a bactéria selvagem
mostrou um comportamento diferente, sem diferencas significativas com o tratamento controle e
com o tratamento contendo a bactéria selvagem. Esse resultado poderia ser atribuido
provavelmente a um efeito relacionado com a especificidade da interagdo fungo-bactéria como
descrito no trabalho de Kohlmeier e colaboradores (2005). Eles afirmam que a mobilizacdo de
bactérias no micélio fungico ¢ dependente dos microrganismos que interagem. Esse
comportamento poderia explicar porque diferentes espécies de bactérias com atividade ACCD
podem apresentar efeitos opostos na mesma espécie fungica. O potencial da interagdo entre P.
putida e P. ostreatus e sua importancia para o cultivo de cogumelos levanta a necessidade de avaliar
a influéncia desta bactéria sob condigdes comerciais, abrindo possiblidade de aplicar o uso de

bactérias em escala industrial.
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6.3.1.3 Conteudo de proteina

Na tabela 6.5 ¢ possivel observar que o teor de proteina nos basidiomas de P. ostreatus foi
significativamente maior nos tratamentos em que o fungo foi associado a bactéria. Em comparagao
como o tratamento controle, o aumento de proteina obtido com o tratamento UW4acdS" foi de
44%, e com o tratamento UW4 acdS™ foi de 29%. Entre o tratamento com a bactéria selvagem e a
mutante ndo foi observado diferenga estatistica. Esse resultado sugere que o aumento no contetido
de proteina no fungo parece ser devido a presenga da bactéria e ndo ao gene acdS. Esses resultados
mostram que P. putida ndo somente tem a capacidade de melhorar o rendimento de P. ostreatus,

mas que também tem o potencial de melhorar suas caracteristicas nutricionais.

Tabela 6. 5 — Anélise de Tukey do %proteina em base seca pelo método de Kjeldahl.

Tratamento? % proteina base seca!
PL 13,07-076%
UWdacdS* 18,81:1,51°
UW4acdS 16,98+2,19°

"Médias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). ?PL: Pleurotus ostreatus; UW4acdS": Pleurotus ostreatus encapsulado com Pseudomonas putida acdS";
UWd4acdS: Pleurotus ostreatus encapsulado com Pseudomonas putida acdS

Fonte: o autor (2020)

O efeito de bactérias no contetido nutricional de cogumelos foi estudado por Kumar e
colaboradores (2018). Os autores obtiveram um resultado similar empregando P. putida para
melhorar o rendimento de A. bisporus. Eles aplicaram uma solucdo da bactéria em foram de spray
sobre o substrato de producao do fungo. P. putida estimulou a frutificacdo do fungo, aumentou o
conteudo de proteina e de carboidratos. O aumento de proteina nos basidiomas de A. bisporus
pulverizados com a bactéria em relagdo ao tratamento controle foi de 42%. Han (1999) também
estudou a influéncia da bactéria fotosintética Rhodopseudomonas palustris na produtividade e
conteudo de proteina de 4. bisporus. A bactéria também foi aplicada pulverizando uma suspensao
do microrganismo sobre o substrato de producdo do cogumelo. Neste caso, os aumentos do
rendimento foram de quase 40%, porém, ndo houve um aumento significativo no contetdo de
proteina. Ainda outro estudo com A. bisporus mostrou que adi¢cdo de P. putida em suspensdo no
substrato de producao do fungo resultou em um aumento no conteudo de nitrogénio total e proteina

em compara¢do com o substrato no inoculado (KHALILI et al., 2013). Todos esses resultados
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sugerem que P. putida possui algum mecanismo que permite melhorar o conteudo proteico de
fungos como P. ostreatus avaliado neste trabalho. O aumento no contetido de proteina obtido com
as duas cepas, a selvagem e a mutante, mostra que o mecanismo nao ¢ dependente da produgao da
enzima ACC deaminase, mas sim da presenca da bactéria.

De acordo com Kumar (2018), as bactérias servem como suprimento de nutrientes para o
cultivo de cogumelos liberando compostos no substrato que ajudam a frutificagdo e a elaboracao
de constituintes bioquimicos do fungo. Kumar afirma também que P. putida libera ferro no
substrato, o que estimula a frutificacdo do fungo. Em concordancia com isso, Condé e
colaboradores (2017) encontraram que a suplementac¢ao do substrato com ferro afetou o contetdo
nutricional de P. ostreatus. Eles observaram que os basidiomas absorveram o ferro e que a
percentagem de proteina aumentou com o aumento das doses de Fe adicionadas ao substrato, em
comparagdo com o tratamento controle. Desta forma, o uso de bactérias se apresenta como uma
alternativa para melhorar o contetido nutricional de cogumelos de interesse comercial.

Considerando os resultados positivos obtidos, P. putida UW4 acdS" foi selecionada para
dar continuidade aos experimentos de frutificagdo em nivel de laboratdrio e verificar se o método

de inoculacao influencia o desempenho do fungo.

6.3.2 Experimento 2

6.3.2.1 Coloniza¢do

Similar ao experimento 1, a colonizagao do fungo no substrato ndo apresentou um padrao
uniforme.

Além disso, o inoculante ficou preponderantemente distribuido nas partes laterais do saco,
dificultando uma colonizagdo homogénea do substrato pelo fungo. Porém, o fungo colonizou 100%

do substrato em todos os tratamentos (Fig. 6.7).

6.3.2.2 Frutificagcdo

A frutificacdo apresentou 2 ciclos de produgdo para todos os tratamentos. Porém, a
concentracdo da produgdo nas primeiras 3 semanas foi diferente entre eles: o tratamento controle
(PL) produziu somente 45% da sua produgdo total nesse periodo, enquanto que os tratamentos

PLot+tUW4 acdS'u e UW4acdS'0PLy produziram 74% e 81% da sua produgdo total,
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respectivamente. Os resultados das analises estatisticas do rendimento e da eficiéncia bioldgica de

P. ostreatus nos dois ciclos podem ser observados na tabela 6.6.

Figura 6.17 — Colonizacdo de Pleurotus ostreatus em substrato comercial. A: distribui¢do do
inoculante no substrato. B: Colonizacdo completa do substrato.

Fonte: o autor (2020)

Como observado na tabela 6.6, no 1 ciclo de cultivo os tratamentos em que o fungo foi
associado a bactéria produziram rendimentos significativamente maiores em comparagdo com o
tratamento controle.

Tabela 6.6 — Rendimento e eficiéncia biologica de Pleurotus ostreatus cultivado em laboratorio
em substrato comercial (Experimento 2).

Dias até a EB( %)!
Tratamento® primeira R (gke) R Total (g/kg)™! EB Total
ok 0/\*1
colheita Ciclo 1* Ciclo 2* Ciclo 1* Ciclo 2* )
PL
2900 | 664442089 | BLI3*1819a | 14758426972 | 177745508 | 21.69+4.86a | 39:46+721a
33,50
PLUW4 acdS™, 11123424,33b | 37,52+34,64b | 14876+2331a | 29744651b | 1003926b | 39.77+6.23a
31,83
UW4acdS*oPly, 140,82+30,41b 31,79+30,96b 172,61£13,95a 37,65+8,13b 8,50+8,28b 46,15+3,73a

*Médias seguidas por uma mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 'R=
Rendimento; R Total= Rendimento total; B= Eficiéncia biologica; EB Total= Eficiéncia biologica total.>PL: Pleurotus ostreatus
encapsulado sem bactéria; PLio+UW4 acdS*1: Pleurotus ostreatus encapsulado e inoculado no substrato 72 h antes de Pseudomonas
putida acdS*; UW4acdS*oPlu: Pseudomonas putida acdS" encapsulada e inoculada no substrato 72 h antes de Pleurotus ostreatus

Fonte: o autor (2020)

Os resultados da eficiéncia biologica também mostraram que a bactéria aumentou a

eficiéncia do fungo para converter o substrato disponivel em biomassa flingica, o que foi
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evidenciado no maior rendimento nos dois tratamentos com a bactéria. No tratamento em que o
fungo foi adicionado ao substrato antes da bactéria (PLitUW4 acdS'), a frutificagdo do fungo
aumentou em 67% em comparacdo com o controle. No tratamento em que o fungo foi adicionado
depois da bactéria (UW4acdS 0PLu) o aumento foi de 111,96%. No entanto, entre os tratamentos
contendo bactéria ndo houve diferenca estatistica significativa.

No 2° ciclo de produgdo o tratamento controle produziu seu maior rendimento em
comparagdo com o 1° ciclo, diferente dos tratamentos contendo bactéria. Estes tiveram os menores
rendimentos, ja que produziram mais de 70% da sua produg¢io no 1° ciclo. Esse resultado mostrou
que nos tratamentos PLw+UW4 acdS'v e UW4acdS'wPLy a associagio com a bactéria
proporcionou ao fungo maior capacidade de usar o substrato e, portanto, maior producdo de
basidiomas em um tempo menor em relagao ao tratamento controle.

O rendimento total mostrou que os tratamentos nao se diferenciaram significativamente, o
que implicou que no final de dos ciclos de produgao todos os tratamentos se igualam no rendimento.
No entanto, os tratamentos com bactéria alcangaram o méximo rendimento num periodo de tempo
menor, ou seja, tiveram uma maior produtividade. A Fig. 6.8 mostra o rendimento do fungo ao
longo do tempo e a Fig. 6.9 mostra a produtividade dos tratamentos, ou seja, a produgdo de

cogumelo em fung¢do do tempo.

Figura 6.19 — Rendimento de Pleurotus ostreatus ao longo do tempo. UW4acdS*Pli: Pseudomonas putida acdS*
encapsulada e inoculada no substrato 72 h antes de Pleurotus ostreatus, PLiotUW4 acdS*.: Pleurotus ostreatus
encapsulado e inoculado no substrato 72 h antes de Pseudomonas putida acdS*; PL: Pleurotus ostreatus
encapsulado sem bactéria.
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Fonte: o autor (2020)
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Figura 6.20 — Produtividade de Pleurotus ostreatus. UW4acdS*oPly: Pseudomonas putida acdS*
encapsulada e inoculada no substrato 72 h antes de Pleurotus ostreatus; PLoytUW4 acdS'u: Pleurotus
ostreatus encapsulado e inoculado no substrato 72 h antes de Pseudomonas putida acdS™; PL: Pleurotus
ostreatus encapsulado sem bactéria.
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Fonte: o autor (2020)

E possivel observar que os picos de produtividade dos tratamentos contendo bactéria foram
atingidos em tempos menores, aproximadamente 15 dias antes, em comparagdo com o tratamento
controle. Também foi observado que depois da indugdo da frutificacdo os tratamentos contendo a
bactéria comecgaram a frutificar mais cedo (7 dias mais cedo), enquanto que o tratamento controle

demorou 25 dias para apresentar as primeiras frutificagoes.

Esta mesma tendéncia tem sido observada em P. ostreatus associado com outras espécies
de Pseudomonas (CHO et al., 2008), mostrando que a intera¢ao do fungo com bactérias benéficas
melhora seu desempenho no substrato, aumentando sua produtividade. De acordo com os
resultados do presente trabalho, este efeito ¢ independente do método de inoculagdo, sendo que a

bactéria poderia ser adicionada no substrato antes ou depois do fungo.
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6.4 CONCLUSOES

Este trabalho mostra que P. putida UW4 contendo a enzima ACDD melhora o desempenho
de P. ostreatus cultivado em substrato comercial, o que evidencia que esta enzima tem um papel

importante no processo de frutificagdo do fungo.

A enzima ACCD foi responsavel pelo aumento no rendimento e produtividade de P.
ostreatus quando em condig¢des de co-cultivo.

Os resultados mostram que os efeitos do gene acdS podem ser especificos para cada espécie,
ja que a associagdo do fungo com P. fluorescens acdS" ndo se mostrou benéfica para sua

frutificagao.

A bactéria P. putida UW4 proporciona maior teor de proteina nos basidiomas de P.
ostreatus, mostrando o potencial do uso de bactérias para melhorar as propriedades nutricionais de

cogumelos.

O emprego do alginato de sddio como inoculante alternativo facilitou a avaliacdo da
interagdo fungo-bactéria em substrato comercial sob condi¢des de laboratorio e abre a possibilidade

de estudar outro tipo de bactéria como biofertilizante de cogumelos de interesse comercial.
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7 CAPITULO III

Producao comercial de Pleurotus ostreatus associado a bactérias com atividade ACC deaminase

(ACCD)

RESUMO

O cultivo comercial de cogumelos como Pleurotus ostreatus representa uma importante
aplicacdo biologica no aproveitamento de residuos agroindustriais. Os inoculantes tradicionais sao
elaborados a partir de graos como trigo, cevada, sorgo ¢ milho. O uso de inoculantes alternativos,
que permitam encapsular células vivas, ¢ uma estratégia biotecnoldgica que facilita o emprego de
associagdes fungo-bactéria que possam ser benéficas para a produgdo de cogumelos comestiveis.
Usando um inoculante a base de alginato de sddio, P. ostreatus foi encapsulado com bactérias com
atividade ACC deaminase (ACCD) que tém se mostrado favoraveis para o desenvolvimento de
fungos como A. bisporus. As bactérias avaliadas foram: Pseudomonas putida UW4 acdS",
Pseudomonas palleroriana acdS*® e Pseudomonas sp. PL3 acdS. Somente P. putida foi
encapsulada juntamente com o fungo e também foi inoculada em forma de suspensdo. P.
palleroriana e Pseudomonas sp. PL3 foram inoculadas somente na forma de suspensdo. Os
resultados mostram que o rendimento do fungo foi significativamente maior quando associado com
P. putida UW4 (25% na sua forma livre e 21% encapsulada junto com o fungo) e P. palleroriana
MAB3 (23%). Nao houve melhora no rendimento quando o fungo foi associado com Pseudomonas
sp. PL3. Esses resultados evidenciam que bactérias produtoras da enzima ACCD tém grande
potencial biotecnoldgico para serem empregadas no cultivo comercial de cogumelos comestiveis.
Adicionalmente, destaca-se que P. putida exibiu resultados similares na sua forma livre e
encapsulada junto com o fungo, mostrando que a forma de inoculacdo nao afeta o efeito da bactéria
sobre o desenvolvimento do fungo.

Palavras chave: Inoculante. Encapsulamento. Alginato de s6dio. ACC deaminase. Associagao

fungo-bactéria. Pleurotus ostreatus. Pseudomonas putida.
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7.1 INTRODUCAO

A produgao comercial de cogumelos, principalmente de espécies lignoceluloliticas, torna-
se cada vez mais importante no Brasil devido a disponibilidade de residuos agroindustrias que
podem ser empregados como substrato de cultivo. Pleurotus ostreatus destaca-se entre este tipo de
fungos por ser uma espécie pouco exigente e de rapido crescimento, 0 que permite que seja
cultivada em temperaturas um pouco mais altas que outras espécies (CHANG & MILES, 2004).
Por isso, ¢ um dos cogumelos mais consumidos no mundo depois de Agaricus bisporus (CHANG,
2009).

Tradicionalmente, o cultivo de cogumelos ¢é realizado a partir de grios de cereais
previamente colonizados com o micélio fungico. Entre os mais usados encontram-se o trigo, a
cevada, o sorgo e o milho. Os graos colonizados recebem o nome de “spawn” que € usado como o
starter ou iniciador do cultivo (BORAH et al., 2020). O spawn ¢é de extrema importancia para os
produtores, pois sua qualidade inicial afeta todo o processo de produgdo dos cogumelos.

Outro fator que afeta a produ¢do de cogumelos ¢ a interagdo dos fungos com outros
microrganismos presentes no substrato. Este aspecto tem sido amplamente estudado em A. bisporus
(HAYES et al., 1969; PARK & AGNIHOTRI ef al., 1969; CURTO & FAVELLI et al., 1972;
ZARENEJAD etal.,2012; ZHANG et al., 2019). No cultivo de 4. bisporus os fungos e as bactérias
presentes no substrato convertem os residuos lignoceluldsicos em um composto rico em nutrientes,
seletivo para seu crescimento. Nas etapas subsequentes, esses microrganismos interagem com o
micélio do fungo no substrato durante o alongamento das hifas, induzindo a formagdo dos
cogumelos (KERTESZ & THAI, 2018).

Pseudomonas putida ¢ uma das bactérias descritas como promotoras da frutificacao de
varios fungos, incluindo 4. bisporus. Acredita-se que o papel deste tipo de bactéria seja a remog¢ao
de compostos volateis como o 1-octen-3-o0l e o etileno que sdo emitidos pelo micélio do fungo e
que podem inibir a formagdo dos primordios (NOBLE et al., 2009; ZHANG et al., 2016). A
interacao de P. putida com A. bisporus provoca a reducao dos niveis de etileno produzidos pelo
fungo, minimizando os efeitos inibitorios para seu crescimento (CHEN et al., 2013). Essa bactéria
produz a enzima ACC deaminase (ACCD), codificada pelo gene acdS. Por meio desta enzima, P.
putida degrada o acido 1-aminociclopropano-1- carboxilico (ACC) impedindo que este seja
oxidado a etileno pela enzima ACC oxidase (ACO). Desta forma, a bactéria consegue inibir a

sintese de etileno e, portanto, os niveis de etileno produzidos pelo fungo sdo reduzidos (ZHANG
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et al.,2019). Chen e colaboradores (2013) conseguiram comprovar, em experimentos in vitro, que
este mecanismo acontece de fato em A. bisporus ja que este fungo produz etileno via ACC.

Existem evidencias de que algumas Pseudomonas também tém um efeito benéfico em
espécies de Pleurotus (CHO et al, 2003; KIM et al., 2008). Estudos empregando substrato
compostado para o cultivo de P. ostreatus tém encontrado que Pseudomonas € o género mais
abundante no inicio do processo de compostagem (VIEIRA et al., 2019). Alguns autores tém
comprovado que bactérias pertencentes a este género t€ém um papel importante na estimulagdo da
formacgdo de primordios e desenvolvimento de basidiomas de P. ostreatus, mostrando que a
inoculacdo do micélio com bactérias especificas tem aplicagdes favoraveis para a producao deste
cogumelo. No entanto, em P. ostreatus os mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos produzidos
pelas bactérias sao menos compreendidos que em A. bisporus (CHO et al., 2003; CHO et al., 2008).

Uma alternativa tecnoldgica que facilita associar fungos e bactérias para estudar os efeitos
benéficos desta interagdo ¢ o spawn a base de alginato de sddio. Diferente do spawn em grao, o de
alginato de sddio permite encapsular microrganismos que podem ser usados com fins comerciais.
O uso de inoculantes microbianos para incrementar a produtividade de cogumelos foi relatado pela
primeira vez por Ahlawat & Rai (1997) usando Azotobacter sp. para inocular o micélio de A.
bisporus. Eyini e colaboradores (2005) também usaram Azotobacter sp. para melhorar a
produtividade de P. ostreatus. Tradicionalmente, os inoculantes a base de alginato de sddio tém
sido empregados na agricultura para encapsular bactérias que ao ser liberadas no solo, colonizam
as raizes das plantas e as protegem contra agentes patogénicos (DELUCCA et al., 1990; RUSSO
et al., 1996).

Considerando o potencial biotecnoldgico de encapsular consoércios de microrganismos
benéficos para melhorar a produtividade de fungos produtores de cogumelos comestiveis, este
capitulo pretende avaliar o efeito de bactérias com atividade ACCD na producao comercial de P.
ostreatus. Para isso, os seguintes objetivos foram propostos:

1. Quantificar a produ¢do de P. ostreatus inoculado com P. putida UW4 acdS", P.
palleroriana MAB3 e Pseudomonas sp. PL3;
2. Verificar se a associa¢do do fungo com bactérias produtoras da enzima ACCD melhoram

o desempenho de P. ostreatus em termos de rendimento e eficiéncia bioldgica;

3. Determinar se o spawn a base de alginato de sddio ¢ viavel para o cultivo comercial de

cogumelos.
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7.2 MATERIAIS E METODOS

7.2.1. Cepas

A cepa P. ostreatus FB-PL224 foi fornecida pela empresa Fungi Brasilis & Vegetais Verdes e foi
mantida no laboratério em meio BDA (batata-dextrose-dgar) a 25 °C até o momento das analises.
Pseudomonas putida UW4 acdS* (com atividade ACCD) foi fornecida pelo Dr. B. R. Glick da
Universidade de Waterloo (Canada), sendo conservada a -70 °C em caldo Tripticaseina de Soja
(TSB) com glicerol e reativada para as anélises em Agar Triptona de Soja (TSA) a 28 °C durante
24-48 h. Adicionalmente, foram empregadas duas bactérias isoladas e caracterizadas previamente
no laboratério a partir de basiodiomas de cogumelos e que mostraram efeitos positivos no
crescimento in vitro de fungos: Pseudomonas palleroriana MAB3 acdS" (com atividade ACCD)
isolada de basidiomas de Amanita sp., e Pseudomonas sp. PL3 acdS (sem atividade ACCD) isolada
a partir de basidiomas de P. ostreatus FB PL224 que foram conservadas a -70 °C em caldo TSB
com glicerol e reativada para as analises em TSA a 28 °C durante 24-48 h. Para a obten¢do das
suspensoOes bacterianas, a massa bacteriana de 1 placa/bactéria foi retirada com o auxilio de uma
alca estéril e transferida para um frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo 150 mL de meio
TSB. Os Erlenmeyers inoculados foram dispostos em uma mesa agitadora a 180 rpm, a 28° C
overnight para a multiplicacdo das bactérias. As suspensodes bacterianas foram ajustadas em uma
densidade optica (DO) de 0,5 em meio TSB com o auxilio de um espectrofotometro BEL
PHOTONICS SP 1105. Uma aliquota de 100 pL de cada suspensdo bacteriana foi diluida em 900
uL de meio TSB para determinar as unidades formadoras de colonia (UFC) correspondentes a DO
de 0,5 pelo método de microplaqueamento. Para isso, uma aliquota de 5 uL foi semeado em placas
contendo meio TSA e incubado a 28° C durante 24 h. No fim desse periodo, foi realizada a

contagem bacteriana. A contagem resultante de células bacterianas foi na orden de 10 UFC/mL.
7.2.2 Desenho Experimental

O micélio de P. ostreatus foi encapsulado com e sem bactérias, de acordo com o
procedimento descrito no capitulo 2. Em alguns casos, as bactérias ndo foram encapsuladas junto
com o fungo e s6 foram adicionadas em suspensdo junto com as capsulas de P. ostreatus no

momento da inoculagdo dos blocos de substrato para producdo dos cogumelos. Esta etapa teve a
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finalidade de avaliar se a forma de associagdo fungo-bactéria (livre ou em capsulas) influéncia de
alguma forma a frutificagdo do fungo em condi¢des comerciais.

Foram definidos 7 tratamentos no total, com 10 replicatas cada, para um total de 70 blocos
de substrato de produgdo. A tabela 7.1 mostra as combinag¢des de associagao fungo-bactéria
definidas nos tratamentos.

A inoculagdo dos sacos de producdo de cogumelos e as etapas referentes a frutificacdo
foram realizadas nas instalagdes da empresa Fungi brasilis & Verduras Verdes, uma empresa de
producao organica de cogumelos situada a 40 km de Florianopolis no municipio de Biguagu (SC).
O experimento foi conduzido sob condi¢des de producao comercial da Fungi Brasilis com o intuito
de confirmar se os resultados obtidos previamente em condigdes de laboratorio seriam
reproduziveis em condi¢des comerciais. O substrato utilizado para a producdo foi fornecido pela
empresa ¢ a formulagdo foi a mesma utilizada no experimento realizado em laboratorio. Esse
substrato consistiu em uma mistura a base de serragem suplementado com grios de cereais,
acondicionado em sacos esterilizaveis de polietileno de alta densidade com 0,08 micras de

espessura e sem filtro.

Tabela 7.1 — Combinagdes fungo-bactéria utilizadas nos tratamentos.

Tratamento Descricao
Controle Pleurotus ostreatus encapsulado sem bactéria
PL+UW4+ Pleurotus ostreatus encapsulado juntamente com Pseudomonas putida UW4 acdS*
PL+UW4- Pleurotus ostreatus encapsulado juntamente com Pseudomonas putida UW4 acdS
UW4+ Pleurotus ostreatus encapsulado sem bactéria com adicdo posterior de

Pseudomonas putida UW4 acdS* em suspensio

Uw4- Pleurotus ostreatus encapsulado sem bactéria com adigdo posterior de
Pseudomonas putida UW4 acdS em suspensao

MAB3 Pleurotus ostreatus encapsulado sem bactéria com adigdo posterior de
Pseudomonas palleroriana MAB3 em suspensdo

PL3 Pleurotus ostreatus encapsulado sem bactéria com adigdo posterior de
Pseudomonas sp. PL3 em suspensao

Fonte: o autor (2020)
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7.2.3 Inoculacao dos blocos de substrato

A concentracdo das bactérias encapsuladas junto com o fungo e aquelas adicionadas em suspenso
foram ajustadas previamente em uma DO de 0,5 (para um equivalente de células bacterianas na
orden de 10 UFC/mL) utilizando caldo TSB. No caso das bactérias encapsuladas junto com o
fungo, as capsulas foram obtidas empregando 1 mL de bactéria por cada 100 mL de suspensdo
miceliana previamente fragmentada (1%). As capsulas de todos os tratamentos foram armazenadas
em frascos contendo solucdo salina 0,8% sob refrigeragdo até o momento da inoculacdo. As
bactérias adicionadas de forma livre foram cultivadas 24 h antes da montagem do experimento.
Para isso, as bactérias foram cultivadas overnight a 28 °C em meio caldo TSB e em seguida

ajustadas em uma DO de 0,5 usando espectrofotometro.

Para manter as condicdes utilizadas pela Fungi Brasilis, os sacos foram preenchidos com
1200g de substrato e esterilizados em autoclave a 121 °C durante 1 hora e 30 min, e resfriados a
temperatura ambiente antes da inoculagdo. Os sacos foram inoculados em condigdes assépticas em
camara de fluxo laminar de acordo com os tratamentos definidos (Fig. 7.1).
Figura 7.2 — Procedimento de inoculagdo dos sacos de substrato utilizados na Fungi Brasilis. A:

Adicao do inoculante em cépsulas no substrato; B: dosagem das bactérias em suspensdo: adi¢ao da
suspensdo de bactérias no substrato.

Fonte: o autor (2020)

Para a dosagem das capsulas foi utilizada a quantidade equivalente a 1 colher dosadora
(aproximadamente 5 gramas de capsulas). As capsulas foram dispostas na parte superior do
substrato seguindo o padrdo de inoculagdo da empresa (Fig. 7.1A). As bactérias que foram

inoculadas de forma livre foram adicionadas com auxilio de seringas estéreis utilizando um volume
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de 5 mL de suspensdo por bactéria (Fig. 7.1B). As suspensdes de bactéria também foram aplicadas

na parte superior do substrato (Fig. 7.1C).

Os sacos inoculados doravante denominados de blocos de substrato foram fechados e
levados a sala de incubagdo e dispostos aleatoriamente em prateleiras utilizando o método de
sorteio. A temperatura da sala foi monitorada diariamente e mantida a £23 °C com auxilio de ar
condicionado. Com a finalidade de avaliar a velocidade de colonizagdo do fungo no substrato, os

blocos foram verificados diariamente até que se visualizasse o aparecimento do micélio.
7.2.4 Colonizacao do substrato de produc¢io de cogumelo

Foi realizada uma marcacao nos blocos contendo o substrato a partir do primeiro sinal de
colonizacdo, e com auxilio de uma régua foi mensurado o avanco didrio do micélio em cm (Fig.
7.2). Uma vez estando 100% colonizados, os blocos de substrato foram sendo retirados da sala de
incubac¢do e levados para o galpdo de frutificagdo onde foram dispostos aleatoriamente em

prateleiras utilizando o mesmo método de sorteio usado na sala de incubagao

Figura 7.4 — Marcagao realizada nos blocos para a avalia¢do da colonizagdo diéria.

Fonte: o autor (2020)
7.2.5 Inducio da frutificacio

Para induzir a frutificacao, os blocos de substrato colonizados foram furados utilizando um

furador metélico previamente desinfetado com alcool 70%, seguindo o padrdo de furagcdo da
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empresa, isto €, realizando 4 furos na parte superior do bloco (Fig. 7.4). No galpao de frutificacao
os blocos colonizados estiveram expostos as condi¢des ambientais proprias da estacdo (maio-julho
2019), sem controle de temperatura. Para manter a umidade acima de 90%, fator necessario para a
frutificagdo de P. ostreatus (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010), foi utilizado um sistema de aspersao
que era acionado automaticamente de acordo com a umidade do ambiente. A temperatura e
umidade foram registradas diariamente. Para verificar o inicio da frutificacdo os blocos colonizados
foram revisados diariamente até o aparecimento dos primordios.

Para realizar a colheita, os cogumelos foram colhidos no estagio de desenvolvimento
considerado comercialmente vidvel para a empresa, isto €, basidiomas ainda fechados (antes que
as bordas virem para cima), que a empresa denomina como shimeji (Fig. 7.3). Cabe esclarecer que
algumas referéncias na literatura atribuem o nome shimeji a um grupo de cogumelos comestiveis
nativos da Asia: Hypsizygus tessulatus (Hon-shimeji ou Bruna-shimeji no Japdo) ou Hypsizygus
ulmarius, que por sua similaridade macroscépica com P. ostreatus comegou a ser comercializado
no Brasil como shimeji. Porém, alguns autores consideram o género Hypsizygus como sindnimo
de Pleurotus. Sendo assim, e de acordo com as exigéncias do mercado, em termos gerais, P.
ostreatus ¢ reconhecido como shimeji quando colhido em pencas no estagio jovem, com coloragao
escura (basidiomas entre 1 € 2 cm), e hiratake quando os basidiomas sdo maduros com tamanho

maior que 5 cm de diametro (EIRA, 2010).

Figura 7.7 — Estagio de desenvolvimento de Pleurotus ostreatus considerado como shimeji.

o 2

Fonte: o autor (2020)
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Para garantir uma maior uniformidade no tamanho dos basidiomas colhidos, as colheitas
foram realizadas até 3 vezes por dia, especialmente nos dias com temperaturas mais elevadas, ja
que o aumento da temperatura provoca um crescimento mais acelerado dos basidiomas. Os
basidiomas colhidos foram pesados imediatamente apds a colheita utilizando uma unica balanca
durante todo o experimento. Os dados do peso fresco foram registrados junto com a data de colheita
para permitir um maior controle da frutificagdo por tratamento. De acordo com este registro,
quando ndo se observaram mais frutificagdes continuas por 5 dias, os blocos foram induzidos
novamente realizando uma nova fura¢ao no lado contrario do bloco, realizando novamente 4 furos
(Fig. 7.4). Depois de alguns dias apds a segunda indugdo, a colheita foi realizada nas mesmas
condi¢des que a primeira. O procedimento de indugao foi repetido uma terceira vez, furando os
blocos na parte lateral, realizando desta vez 2 furos em vez de 4. A colheita foi realizada da mesma

forma que as duas colheitas anteriores.

Figura 7.8 — Sistema de furacdo utilizado pela empresa Fungi Brasilis para induzir a frutificacdo
nos blocos colonizados.

Fonte: o autor (2020)

Na andlise de dados, por se tratar de um experimento de peso acumulativo, os pesos diarios
obtidos por cada replicata foram somados e somente a somatdria dos pesos acumulados por
replicata foi usada para se obter a média de peso por tratamento. Os dados foram analisados usando

0 programa estatistico SigmaPlot.
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As variaveis avaliadas em relagdo ao peso fresco dos cogumelos foram rendimento e

eficiéncia biologica, definidas nas equacgdes (1) e (2) do capitulo II.
7.2.6. Colonizacio in vitro de Pleurotus ostreatus

Para verificar se a umidade foi um fator limitante na coloniza¢do do substrato pelo fungo, foi
realizado um teste in vitro de colonizacao do substrato. Para isso, foram utilizados tubos de ensaio
furados de 20 cm de largo e 2,5 cm de didmetro. Os tubos foram preenchidos com o mesmo
substrato utilizado nos experimentos de frutificagdo e esterilizados por 121 °C durante 20 min.
Depois do esfriamento a temperatura ambiente, os tubos foram inoculados com 10 capsulas por

tratamento.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Colonizacao

Durante a colonizagao foram observadas algumas diferencas na velocidade de crescimento
micelial, assim como algumas caracteristicas morfologicas do micélio. A colonizagdo ndo correu
de forma uniforme, o que dificultou a mensuracao da velocidade de coloniza¢do. Em alguns casos,

o inicio da medigdo so6 foi possivel depois de alguns dias do inicio da colonizacao (Fig. 7.5).

Figura 7.9 — Crescimento micelial de Pleurotus ostreatus em substrato comercial inoculado com
inoculante em capsulas de alginato de sodio.

Inicio da medicdo depois de
alguns dias de colonizacdo

Colonizagdo nao uniforme

Marcag@o para o inicio da
medicdo

Fonte: o autor (2020)
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Apesar de todos os tratamentos terem sido inoculados no mesmo dia, os blocos de substrato
atingiram 100% de colonizagdo em semanas diferentes (Fig. 7.6). Por conta disso, uma parcela dos
blocos de substrato permaneceu mais tempo que outros na sala de incubagao até atingir 100% de
colonizagdo, condi¢ao necessaria para a indugao da frutificagdo. Foi observado que as replicatas

que estavam localizadas nas prateleiras mais proximas do ar condicionado (utilizado para manter

Figura 7.11 — Diferencas na colonizagao dos blocos de substrato inoculados com Pleurotus ostreatus.

estavel a temperatura da sala de incubag@o) demoraram mais tempo para colonizar a totalidade do
substrato.

Fonte: o autor (2020)

As esferas utilizadas no experimento para encapsular o fungo sdo compostas por gel de
alginato a base de agua. Portanto, ¢ normal se desidratarem ao longo do tempo. Porém, a
proximidade com o fluxo gerado pelo ar condicionado pdde ter acelerado o processo de
desidratacdo, dificultando, portanto, a ocupagdo do substrato pelo fungo. Esta desidratacdo foi
constatada pelo aparecimento de goticulas de condensagdo ao redor do local de inoculagao dentro
dos blocos de substrato, que por sua vez dificultou a mensuracdo do crescimento miceliano (Fig
7.7). Apesar da impossibilidade de mensurar a totalidade dos blocos, os dados obtidos nao
mostraram diferencas significativas entre os tratamentos (dados ndo apresentados).

Na parte superior do substrato, onde as capsulas foram inoculadas, € possivel observar que
houve desidratagao do substrato, o que foi constatado por uma aparéncia mais seca (Fig. 7.7). Isso
pode ter acentuado a dificuldade do fungo em colonizar o substrato. A falta de 4gua pode limitar a

velocidade de crescimento do micélio e o excesso pode desencadear doengas causadas por outros
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microrganismos. A Lei do minimo de Leibig, geralmente usada na agricultura, estabelece que o
desenvolvimento de um sistema pode falhar quando um dos fatores criticos escasseia, mesmo que
os outros elementos estejam presentes. Por isso, o balango no teor de umidade no substrato ¢
considerado um fator critico no cultivo de fungos comestiveis (LIEBIG, 1840; MOORE et al.,
2011; ALBERTO, 2008).

Figura 7.12 — Condensagao de vapor de dgua observado nos blocos de substrato.

Fonte: o autor (2020)
7.3.2. Colonizacio in vitro de Pleurotus ostreatus

Na avaliacdao do crescimento miceliano de P. ostreatus em tubos de ensaio, foi constatado
que apesar do fungo conseguir colonizar superficialmente o substrato, a colonizagdo nao foi efetiva
no interior do substrato (Fig. 7.8).

Em alguns casos, o atraso na coloniza¢do promoveu o aparecimento de contaminacdes fungicas de
coloragdo verde no substrato (Fig. 7.9). Os blocos que apresentavam contaminagdo foram
descartados imediatamente e retirados da sala de incubagao para evitar a contaminagao cruzada dos
blocos remanescentes. No total, 6 blocos de um total de 70 blocos se contaminaram, representando
8% de contaminagdo, percentual que esta dentro do limite admitido pela empresa para a producao
de P. ostreatus. Os principais fungos contaminantes em cultivos de P. ostreatus € que sao uma
grande ameaca para sua producdo comercial sdo Trichoderma pleorotum e Trichoderma
pleuroticola, que causam manchas verdes no composto (MOORE et al., 2011). Penicillium

digitatum ¢ outro contaminante que acomete producgdes de P. ostreatus e € encontrado crescendo
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no substrato em regides ndo colonizadas pelo fungo, especialmente onde falta 4gua (ESPOSITO

&AZEVEDO, 2010).

Figura 7.13 — Teste in vitro de colonizacdo de Pleurotus ostreatus. A. Capsulas de Pleurotus
ostreatus inoculadas em substrato comercial em tubos de ensaio; B. Crescimento miceliano de
capsulas de Pleurotus ostreatus em tubos de ensaio; C. Amostra de substrato extraida dos tubos de

ensaio.

UFSC C UTrsSC PLYW+ VST YLWN -

Fonte: o autor (2020)

Figura 7.15 — Contaminagao dos blocos de substrato de producdo de Pleurotus ostreatus.

Fonte: o autor (2020)
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7.3.3 Frutificaciao

O peso umido do substrato de produgdo foi determinado com o intuito de se obter o
rendimento de P. ostreatus por bloco. Para as colheitas, foi usado como critério o estagio shimeji
descrito na metodologia. Porém, nem sempre todos os basidiomas da penca de cogumelo
apresentaram o mesmo estidgio de desenvolvimento (Fig. 7.10) e, as vezes, foram observados
basidiomas de tamanhos diversos e ainda imaturos para colher. Assim, foi decidido realizar a
colheita quando mais de 50% dos basidiomas cumprisse com os critérios definidos.

Tipicamente, uma producdo comercial de P. ostreatus apresenta varios ciclos de produgao,

descritos na literatura como fluxos (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

Figura 7.16 — Diferentes estagios de basidiomas de Pleurotus ostreatus.

Diferentes tamanhos de basidioma dentro da
mesma penca

Pileo mais aberto

Pileo mais fechado

eSS

Fonte: o autor (2020)

Os basidiomas obtidos nos primeiros ciclos sao de tamanho grande, com consisténcia firme
e com maior vida de prateleira. J& os basidiomas dos ultimos fluxos t€ém menor tamanho e, por

conseguinte, menor peso, com consisténcia menos firme. Por isso, o pico maximo de produgdo ¢
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alcangado normalmente depois das primeiras indugdes, produzindo aproximadamente de 60% a
80% da producao total.

Entre as indugdes, os blocos apresentam um periodo de tempo chamado de “descanso” ou
“recuperacdo” que varia entre 8 a 10 dias, caracterizado pela auséncia de primordios onde o micélio
se nutre novamente para dar lugar a novas frutificagdes. Por isso, muitos produtores consideram a
producdo de cogumelo obtida nas primeiras indu¢des como a mais importante em termos
econdmicos. Alguns produtores chegam até a descartar os blocos colonizados apos a terceira
inducdo para abrir espago para blocos mais jovens (ALBERTO, 2008).

Porém, distinto do observado em condigdes de laboratério, ndo foi possivel observar
diferencas entre os tratamentos quando foram analisados os dados resultantes da primeira e segunda
indugdo. Este fato deve-se, provavelmente, ao comportamento atipico observado na etapa de
colonizagdo e frutificagdo evidenciado pela alta variabilidade nos dados: as replicatas dos
tratamentos mostraram tempos diferentes de induc¢do da frutificacdo devido ao atraso na
colonizacdo. Como consequéncia, as colheitas foram realizadas (em alguns casos) em semanas
diferentes, provocando o deslocamento do inicio da frutificacdo para cada replicata. Durante a fase
de frutificacao, os blocos produziram basidiomas fora dos intervalos de tempo estabelecidos como
ciclos de producao, as vezes com atraso no surgimento dos primdrdios ou desenvolvimento de
basidiomas nos tempos considerados de descanso.

Tal deslocamento levou a extensdo do tempo de colheita, que foi além do considerado
vidvel economicamente pela empresa (6-8 semanas). Porém, esta manobra foi necessaria desde um
ponto de vista biologico para coletar os basidiomas dos tratamentos que sofreram atraso na
frutificagdo. Assim, o tempo total de todos os ciclos de colheita se estendeu por até 14 semanas
para alguns tratamentos.

Outro aspecto importante que contribuiu a variabilidade dos dados foram as condig¢des
ambientais proprias do galpdo de frutificacdo, j4 que por ser um espago sem temperatura
controlada, esteve sujeito a variagdes de temperatura sazonais, correntes de ar e concentragoes
variaveis de CO», fatores considerados importante na frutificacdo de cogumelos. Estas variagcoes
foram evidentes na andlise estatistica dos dados, onde foi verificado que as varidncias entre os
tratamentos ndo foram homogéneas.

Para contornar a alta variabilidade dos dados, os resultados foram processados usando a

func¢do box plot do software ACTION para detectar possiveis outliers. Da mesma forma, os dados
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foram analisados usando varios modelos estatisticos para conseguir um melhor ajuste dos dados.
Apesar dos dados apresentarem uma distribuicdo normal (teste Shapiro-Wilk), as variancias entre
os tratamentos foram heterogéneas, sendo, portanto, necessario usar testes ndo paramétricos,
usados quando o pressuposto da homocedasticidade entre as variancias nao se cumpre. O teste
utilizado foi o de Kruskal-Wallis com o auxilio do software SigmaPlot, adotando um nivel de
significancia de 5%. Este teste ¢ uma alternativa ao teste paramétrico de analise de variancia
(ANOVA) de fator unico, e possui a mesma eficacia em relagdo ao teste F, sendo adequado quando
se deseja comparar trés ou mais populagdes (LEVINE et al., 2012).

Assim como na ANOVA, o Kruskal-Wallis também permite realizar uma comparagao
multipla entre os diferentes grupos para determinar exatamente quais tratamentos sdo diferentes.
Neste caso, foi utilizado o pds-teste de Dunn, que permite realizar uma comparagao entre todos os
pares de tratamento. Considerando que o Kruskal-Wallis utiliza as medianas para realizar as
comparagdes, a tabela 7.2 apresenta, além das medianas, as médias “verdadeiras” do rendimento
de cogumelo, assim como os valores ranqueados correspondentes.

Tabela 7.2 —Rendimento e eficiéncia biologica de Pleurotus ostreatus cultivado em condigdes
comerciais.

RENDIMENTO TOTAL g/kg EFICIENCIA BIOLOGICA%

Tratamento “IMédia Mediana *21Q Mediana *IMédia Mediana *21Q Mediana

verdadeira 25% 75% verdadeira 25% 75%
UW4+ 225,42+25,54 228,33 210,42 246,67 60,92+6,90 61,71 56,87 66,67
MAB3 222,41+22,28 216,67 205,00 236,67 60,11+£6,02 58,56 55,40 63,96
PLAUW4+ 214,52+7,12 211,67 208,33 223,33 57,98+1,92 57,21 56,31 60,36
PL3 211,88+11,21 209,17 202,92 220,42  57,26£3,03 56,53 54,84 59,57
Controle 180,19+30,68 181,67 154,12 206,67 48,70+8,29 49,01 41,67 55,86

*Valores apresentados em ordem decrescente. 'média verdadeira +desvio padrdo;’Intervalo Interquartil pelo teste
Kruskal-Wallis (H= 12,36 com 4 graus de liberdade, valor p= 0,015)

Fonte: o autor (2020)

O valor p (0,015) resultado do teste indica que existe diferenca estatistica entre os
tratamentos. A tabela 7.3 apresenta o resultado da comparacdo multipla realizada pelo teste de
Dunn apds o teste de Kruskal-Wallis para determinar as diferengas entre os tratamentos.

Como mostra a tabela 7.3, os tratamentos que se mostraram estatisticamente diferentes do
controle foram o tratamento UW4+ ¢ MAB3. Os demais tratamentos nao mostraram diferengas

com o controle nem entre eles. Uma caracteristica em comum entre os tratamentos UW4+ e MAB3
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¢ a presenga do gene acdS nas duas bactérias (P. putida e P. palleroriana, respectivamente). A
bactéria P. putida se mostrou efetiva em melhorar o rendimento do fungo nos experimentos

realizados em nivel de laboratorio (capitulo II).

Tabela 7.3 — Comparacao estatistica das médias ranqueadas dos rendimentos e eficiéncia biologica
de Pleurotus ostreatus pelo teste nao paramétrico de Dunn.

Comparacio entre os 'Diferen¢a de rankings Estatistica Q P<0,05
tratamentos
UW4+ vs controle 18,236 3,133 Sim
UW4+ vs PL3 8,750 1,461 Nao
UW4+ vs PL+UW4+ 5,339 0,861 Nao
UW4+ vs MAB3 2,292 0,394 Nao
MAB3 vs controle 15,944 2,824 Sim
MAB3 vs PL3 6,458 1,110 Nao
MAB3 vs PL+UW4+ 3,048 0,505 Nao
PL+UW4+ vs controle 12,897 2,136 Nio
PL+UW4+ vs PL3 3,411 0,550 Nao
PL3 vs controle 9,486 1,630 Nao

"Pares de valores com “sim” diferem entre si pelo teste de comparagdo multipla de Dunn

Fonte: o autor (2020)

Diferente dos experimentos em laboratorio, sob condigdes comercias, além da bactéria ser
encapsulada juntamente com o fungo (tratamento PL+UW4+), também foi inoculada de forma livre
ao substrato, ou seja, em suspensdo (tratamento UW4+). De acordo com as andlises estatisticas, o
tratamento PL+UW4+ nao foi diferente do tratamento UW4+ nem do controle, o que sugere que
em relagdo ao controle, a forma de veiculacdo das bactérias (de forma livre em suspensdo ou
encapsulada previamente junto com o fungo) teve uma influéncia significativa no efeito da bactéria
sobre a frutificacdo do fungo, sendo melhor co-inocular o fungo com a bactéria em forma de
suspensdo. Embora as duas formas de veiculagao nao tenham mostrado diferenca significativa entre
elas, o melhor resultado do tratamento UW4+ sugere que sob as condi¢des ambientais do
experimento, a bactéria interagiu melhor com o fungo quando esta foi adicionada em suspensao.

Esta hipotese ¢ reforcada pelo fato que as cépsulas sofreram uma desidratagao consideravel
durante a incubacdo do substrato, o que pode ter prejudicado em certo grau o efeito benéfico da

bactéria. Desde o ponto de vista comercial, adicionar a bactéria em forma livre implicaria uma fase
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adicional no processo, diferente de empregar um inoculante com efeito simbidtico em que a
bactéria e o fungo sdo veiculados na mesma capsula, o que facilitaria a inoculacdo em escala
comercial. Considerando que os tratamentos UW4+ e PL+UW4+ contém a mesma bactéria, uma
alternativa que permitiria usar o inoculante obtendo melhores resultados seria utilizar mais
quantidade de inoculante por substrato para compensar a desidratagdo das capsulas durante a
incubagdo. No caso do tratamento MAB3 que também diferiu do controle, a bactéria também foi
adicionada de forma livre, o que biologicamente, e sob as condigdes avaliadas, parece ser mais
vantajoso.

A bactéria P. palleroriana MAB3 também possui no seu genoma o gene acdsS, sendo
identificada como uma bactéria promotora do crescimento em plantas e cogumelos em testes de
laboratério (URON et al., 2018) refor¢ando o papel da enzima ACC deaminase na frutificagio de
P. ostreatus. Pelo contrario, quanto ao tratamento PL3, ndo foram observadas diferengas
significativas em relacdo ao controle ou a os outros tratamentos. Este tratamento, diferentemente
dos outros, contém uma bactéria sem atividade ACCD.

Assumindo que os efeitos observados nos tratamentos que diferiram estatisticamente do
controle sdo devidos ao gene acdS, a auséncia de diferengas no tratamento PL3 em relagdo ao
controle poderia ser devido a auséncia do gene.

O aumento observado no rendimento de P. ostreatus com as bactérias P. putida UW4
(tratamento UW4+) e P. palleroriana MAB3 (tratamento MAB3) comparado ao tratamento
controle (Tabela 7.2), representa um aumento na producdo de 25% e 23%, respectivamente. Esse
percentual se traduziria em 250 g e 230 g de cogumelo a mais por cada kg de substrato,
respectivamente. Em termos comerciais, para a produgdo atual da Fungi Brasilis, em que sao
produzidos 1200 blocos de substrato (semanalmente) de 1200 g cada (1440 kilos de substrato), os
aumentos no rendimento de cogumelo obtidos no experimento significariam 360 kg de cogumelo
a mais por semana para o tratamento UW4+, e 331 kg de cogumelo a mais por semana para o
tratamento MAB3.

Usando o calculo da eficiéncia biologica (Tabela 7.2) ¢ possivel deduzir que a capacidade
de conversdo do substrato em biomassa por parte de P. ostreatus aumentou em mais de 20% quando
foi co-culivado com as bactérias com atividade ACCD, mostrando que este tipo de bactéria auxilia

o fungo a aproveitar de forma mais eficiente os nutrientes disponiveis.
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Os resultados deste trabalho trazem uma contribui¢do importante para o setor produtivo de
cogumelos ja que a maioria dos estudos sobre a influéncia de bactérias no desenvolvimento de
fungos t€m sido conduzidos in vitro, usando o micélio dos fungos. Young e colaboradores (2013)
afirmam que nem sempre resultados positivos no crescimento vegetativo significam uma melhor
frutificacdo na fase produtiva.

Embora menos estudada em relacdo a A. bisporus, a interacao de P. ostreatus com bactérias
do género Pseudomonas e outros géneros como Bacillus e Bradyrhizobium também tem sido
relatada (CHO et al., 2003; CARRASCO & PRESTON, 2020). Porém, nao existem trabalhos até
hoje sobre o efeito de bactérias com atividade ACCD na frutificacdo de cogumelos em nivel
comercial. Neste trabalho tem sido possivel demonstrar ndo s6 o efeito das bactérias sob condi¢des
sazonais, mas conseguiu-se quantificar a producdo de cogumelos, o que ¢ fundamental para o setor

produtivo.

7.4 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram, de forma inédita, que bactérias com atividade ACCD
como P. putida UW4 acdS" e P. palleroriana MAB3, tém efeitos positivos na frutificagdo de P.
ostreatus cultivado comercialmente, mostrando o potencial deste tipo de bactérias para melhorar o
rendimento do cultivo de cogumelos.

A inoculagdo de P. ostreatus com bactérias com atividade ACCD aumentou a producdo de
cogumelos de forma significativa mostrando que o uso de bactérias poderia trazer beneficios
econdmicos para um cultivo comercial.

O inoculante em gel de alginato ¢ uma alternativa ao inoculante tradicional que facilita
encapsular consorcios de microrganismos benéficos. Esta opcao mostrou resultados positivos nos
experimentos de laboratério, porém, para cultivo comercial, ¢ necessirio empregar maior
quantidade de inoculante por kg de substrato para evitar o ressecamento das capsulas.

A inoculagdo liquida de bactérias no substrato de crescimento de P. ostreatus se mostrou
biologicamente efetiva para a promocgao da frutificagao do fungo. Porém, comercialmente, a adigao

das bactérias implicaria um passo adicional a rotina de inoculagao.
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8 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho relata, de forma inédita, o efeito de bactérias com atividade ACC deaminase
(ACCD) na frutificacdo de Pleurotus ostreatus. O efeito positivo de bactérias contendo o gene
acdS sugere que o mecanismo de promogao da frutificagdo do fungo, esta relacionado diretamente
com a atividade ACCD. Da mesma forma, a redu¢do dos niveis de etileno observados quando o
fungo foi co-inoculado com Pseudomonas. putida UW4 acdS" junto com a maior producdo de
etileno do fungo quando foi inoculado com (ACC), indica que provavelmente a via de produgao
de etileno utilizada pelo fungo ¢ dependente de ACC. Esses resultados sdo um ponto de partida
importante para elucidar a via de biossintese de etileno em P. ostreatus, porém, sdo necessarios
experimentos adicionais e andlises moleculares que corroborem, nesse fungo, a presenca de
enzimas envolvidas na sintese de ACC.

Neste sentido, recomenda-se a condugdo de estudos complementares que mensurem o
etileno produzido por cogumelos de P. ostreatus co-cultivado com bactérias com ACCD. Desta
forma, poderia se esclarecer se alguns efeitos inibitorios para a frutificagdo de P. ostreatus estao
associados a producao de etileno e se a promogdo da frutificagdo ¢ devida exclusivamente a
presenga do gene acds.

Os resultados oriundos deste trabalho sdo promissores para serem empregados na produgao
comercial de cogumelos visando aumentar a produtividade do cultivo de diversas espécies com
potencial biotecnoldgico. O resultado positivo da bactéria Pseudomonas palleroriana MAB3
demonstra que bactérias isoladas dos cogumelos podem apresentar efeitos benéficos para o
crescimento dos mesmos. Portanto, o potencial de outras espécies de bactérias com atividade
ACCD poderiam ser avaliadas em co-cultivo com P. ostreatus e outros fungos comestiveis de
interesse comercial.

Finalmente, ¢ importante destacar que este trabalho abriu a possibilidade de estudar as
associacoes benéficas entre fungos e bactérias dentro de um ambito real como € o cultivo comercial
de cogumelos o que permitiu ter dados de rendimento e produtividade que sdo uteis para o setor
produtivo. Neste sentido, a tecnologia de encapsulamento de microrganismos empregando alginato
de sddio representa uma alternativa biotecnologica de baixo custo que poderia ser implementada
em nivel comercial. No entanto, por se tratar de um material a base de dgua que pode sofrer de
desidratacao ao longo do tempo, fatores como a quantidade de capsulas por substrato e condigdes

ambientais durante a incubag@o dos blocos de producao devem ser analisados.
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