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RESUMO: A técnica de transferéncias periddicas de fragmentos de micélio para novo meio de cultura ¢ a mais utilizada
para a preservacao de Agaricus blazei. Entretanto, esta técnica apresenta maior risco de contaminacdo, degeneragao genética
e perda de caracteristicas biologicas. O desenvolvimento de técnicas de preservacdo que permitam a manutencao da viabili-
dade da espécie por mais tempo e a um menor custo ¢ de interesse biotecnoldgico. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a viabilidade de 4. blazei crescido em dois meios de cultivo e preservado a +4 °C ou -20 °C em diferentes recipientes
de contengdo. O fungo foi crescido em meio de agar-extrato de malte ou agar-grio de trigo moido e preservado a +4 °C ou -20
°C em diferentes recipientes de contengo, simples ou duplos, com adicao de solu¢des aquosas de glicerol, sacarose, glicose,
agua ultrapura ou sem adi¢@o de crioprotetor. Ap6s 1 ou 12 meses o micélio preservado foi transferido para agar-extrato de
malte para avaliacdo da viabilidade micelial. Os crioprotetores glicerol, sacarose e glicose, associados com o meio de cultura
agar-extrato de malte ou dgar-grao de trigo moido, em recipiente de contengdo simples ou duplo sdo efetivos para preserva-
¢do a +4 °C por periodos curtos, um més, mas ndo sdo efetivos para periodos longos, 12 meses. Os crioprotetores, meios de
cultivo e recipientes de contencao simples ou duplos néo sdo efetivos para criopreservacao do fungo a -20 °C. Os recipientes
simples s@o tdo eficientes quanto os recipientes duplos para evitar contaminagdes e preservar o fungo.
PALAVRAS-CHAVE: Agaricus brasiliensis. Manutengdo. Germoplasma. Criopreservagdo. Refrigeracao.

VIABILITY OF Agaricus blazei UNDER DIFFERENT PRESERVATION CONDITIONS

ABSTRACT: Continuous mycelial subculturing is frequently used for the preservation of Agaricus blazei. However, this
technique has a higher risk of contamination, genetic degeneration and loss of biological characteristics. The development of
preservation techniques that allow maintaining the viability of this species longer and at lower costs is of biotechnological
interest. Thus, the objective of this study was to evaluate the viability of 4. blazei grown in two culture media and preserved
at +4 °C or -20 °C in different containment vessels. The fungus was grown on malt extract agar or grounded wheat grain agar
culture medium and preserved at +4 °C or -20 °C in different containment vessels, single or double ones, with the addition of
aqueous solutions of glycerol, saccharose, glucose, ultrapure water or without addition of cryoprotectant. After 1 or 12 mon-
ths, the preserved mycelium was transferred to malt extract agar for assessment of mycelial viability. Glycerol, saccharose
and glucose associated with malt extract agar or grounded wheat grain agar culture medium, in single or double containment
vessels, are effective for preservation at +4 °C for a short period, one month, but they are not effective for a longer period, 12
months. Cryoprotectants, culture media and single or double containment vessels are not effective for fungus cryopreserva-
tion at -20 °C. Simple containment vessels are as efficient as double ones to prevent contamination and to preserve the fungus.
KEYWORDS: Agaricus brasiliensis. Maintenance. Germplasm. Cryopreservation. Cooling.

VIABILIDAD DE Agaricus blazei EN DIFERENTES CONDICIONES DE PRESERVACION

RESUMEN: La técnica de transferencias periodicas de fragmentos de micelio para nuevo medio de cultura es la mas utiliza-
da para la preservacion de Agaricus blazei. Sin embargo, esta técnica presenta mayor riesgo de contaminacion, degeneracio-
nes genéticas y pérdidas de caracteristicas biologicas. El desarrollo de técnicas de preservacion que permitan la manutencion
y viabilidad de la especie por mas tiempo y con un costo mas bajo es de interés biotecnoldégico. De esta manera, el objetivo
de este estudio fue evaluar la viabilidad de 4. blazei sembrado en dos medios de cultivo y preservados en +4 °C o -20 °C
en diferentes recipientes de contencion. El hongo se cultivé en medio de extracto de agar de malta o agar de grano de trigo
molido y preservado en +4 °C o -20 °C en diferentes recipientes de contencion simple o doble, con adiciéon de soluciones
acuosas de glicerol, sacarosa, glucosa, agua ultra pura o sin adicién de crioprotector. Después de 1 o 12 meses, el micelio
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preservado fue transferido para extracto de agar de malta para evaluacion de la viabilidad del micelio. Los crioprotectores
glicerol, sacarosa y glucosa, asociados con el medio de cultura extracto de agar de malta o de agar de grano de trigo molido,
en recipiente de contencion simple o doble son eficaces para la preservacion a +4 °C por periodos cortos, un mes, pero no
son eficaces por periodos largos, como 12 meses. Los crioprotectores medios de cultivo y recipientes de contencion simples
o dobles no son eficaces para la criopreservacion del hongo a -20 °C. Recipientes simples son tan eficaces como los dobles

para evitar contaminaciones y preservar el hongo.

PALABRAS CLAVE: Agaricus brasiliensis Mantenimiento. Germoplasma. Criopreservacion. Enfriamiento.

Introducao

Agaricus blazei Murrill ss. Heinemann (HEINE-
MANN, 1993) também descrito como Agaricus brasilien-
sis (WASSER et al., 2002) ou Agaricus subrufescens Peck
(KERRIGAN, 2005) é um basidiomiceto nativo do Brasil
(COLAUTO et al., 2010a; 2010b; 2010c). Entretanto, Co-
lauto et al. (2011b) relatam que A. brasiliensis ¢ A. subru-
fescens sdo nomes ilegitimos por terem sido publicados
anteriormente e portanto neste estudo sera utilizado o nome
A. blazei. Este fungo possui importancia biotecnologica de-
vido a sua atividade antitumoral (MOURAO et al., 2009),
imunomoduladora (WASSER et al., 2002), antimutagénica
(SOUZA-PACCOLA et al., 2004), antioxidante (MOURAO
et al., 2011b), anti-inflamatéria (MOURAO et al., 2011a),
produtora de lacase (D’AGOSTINI et al., 2011) e valor gas-
trondmico (ESCOUTO et al., 2005).

Apesar de sua importancia biotecnologica, pouco é
relatado sobre as formas de preservacdo deste fungo. Tra-
dicionalmente a manutencdo de basidiomicetos ocorre pela
transferéncia periodica de fragmentos de micélio para meios
de cultivo, no entanto esta técnica esta sujeita a contamina-
¢oOes e a perda de caracteristicas biologicas, genéticas ou fi-
siologicas (HOMOLKA; LISA; NERUD, 2006; VOYRON
et al., 2009). Ademais, 4. blazei ¢ sensivel a diversos méto-
dos de preservagdo, necessitando adequagao de protocolos
especificos. O primeiro relato sobre técnicas de preservagao
de longo prazo para este fungo foi descrito por Colauto, Eira
e Linde (2011) com o uso de criopreservagao a -80 °C. Em
nosso laboratorio verificou-se que para este fungo houve va-
riagdo da viabilidade micelial ap6s 1,5 anos de congelamento
em nitrogénio liquido, apesar de esta técnica ser a mais re-
comendada e utilizada para basidiomicetos (MATA; PEREZ-
-MERLO, 2003; HOMOLKA; LISA; NERUD, 2006).

A criopreservagdo a -20 °C de basidiomicetos apre-
senta desafios no curto e longo prazo e ainda ndo foi desen-
volvida para 4. blazei. Entretanto, Mantovani et al. (2008) ¢
Mantovani (2008) criopreservaram a -20 °C Pleurotus ostre-
atus em curto e longo prazo e relataram que apesar desta téc-
nica ser pouco explorada, ela pode trazer um novo enfoque
na criopreservagdo, devido a maior facilidade de aquisi¢o
de equipamentos. Colauto, Eira e Linde (2011) citam efeitos
deletérios quando temperaturas de refrigeragdo (+4 °C) sdo
usadas em A. blazei, no entanto esta técnica ainda nio foi
efetivamente testada.

Outros fatores além da temperatura podem afetar a
viabilidade deste fungo como meio de cultivo, crioprotetor
e recipiente de conteng@o. Colauto, Eira e Linde (2011) re-
latam o uso de graos de cereais como meio de cultivo para a
criopreservagdo de A. blazei a -80 °C, porém pouco se sabe
sobre o uso de diferentes meios de cultivo e crioprotetores
para a manutengdo deste fungo a +4 °C ou a -20 °C. O uso
de diferentes recipientes de contencdo pode afetar a viabi-

lidade do fungo pela protegdo que uma camada de ar pode
oferecer entre recipientes, com reducdo de choques térmi-
cos, e maior protecio contra vazamentos e contaminacao da
amostra. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
viabilidade micelial de A. blazei crescido em dois meios de
cultivo, diferentes crioprotetores e preservados a +4 °C ou a
-20 °C em diferentes recipientes de contengao.

Material e Métodos

Utilizou-se a linhagem U2/1 de A. blazei (antiga
ABL97/11) proveniente da micoteca do Laboratorio de Bio-
logia Molecular da Universidade Paranaense. O micélio foi
transferido para agar-extrato de malte (AEM, 2%), previa-
mente autoclavado a 121 °C por 20 min e mantido a25°C £ 1
°C no escuro por 21 dias. Micélio com crescimento uniforme
e sem setoriamento foi selecionado como inéculo.

Os meios de cultivo foram AEM ou agar-grio de
trigo moido (ATR, 40 g/L), sendo que grios de trigo inte-
grais foram moidos em moinho de facas de bancada, obtendo
uma farinha com granulometria menor que 355 um. Ambos
os meios de cultivo foram preparados com agua ultrapura,
autoclavados a 121 °C por 30 min e transferidos para placas
de Petri (90 mm). Um cilindro de AEM contendo o in6culo
foi posicionado no centro da placa, tomando-se o cuidado
para que o micélio ficasse em contato com o meio de cultivo,
e mantido a 25 °C + 1 °C no escuro por 21 dias.

As ampolas para preservagdo do fungo foram pre-
paradas a partir de tubos plasticos (canudos de refrigerantes)
de 5 cm de comprimento, com uma das extremidades ter-
moselada, e autoclavadas a 121 °C por 30 min (CHALLEN;
ELLIOT, 1986). As ampolas foram divididas em dois tipos:
ampola simples e ampola dupla. A ampola simples foi usada
somente um tubo de 0,5 cm de didmetro enquanto a ampola
dupla teve um tubo dentro de outro, sendo o tubo menor de
0,5 cm e o maior de 0,6 cm de didmetro.

Os crioprotetores utilizados foram solugdes aquosas
de glicerol 5% (GO), sacarose 15% (SA), glicose 4% (GE),
agua ultrapurificada (AG), previamente autoclavadas a 121
°C por 30 min, ou sem adigéo de crioprotetor (SC). Em cada
ampola foram adicionados 450 pL da solugdo crioprotetora
e cinco discos de meio de cultura (AEM ou ATR) de 0,4 cm
de didmetro contendo o micélio. Em seguida a outra extre-
midade das ampolas (simples ou dupla) foram termoseladas
em temperatura ambiente (23 °C) e armazenadas a +4 °C ou
a-20 °C.

Apds 1 ou 12 meses de preservagdo, trés ampolas
de cada tratamento foram retiradas. As ampolas mantidas a
-20 °C foram descongeladas em agua a 30 °C por 15 min
(MANTOVANI et al., 2008). As ampolas preservadas a +4
°C foram mantidas em temperatura ambiente (23 °C) por 15
min. Em seguida, em camara de fluxo laminar, as ampolas
foram higienizadas com alcool 70% e em seguida com alcool
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92%. Uma das extremidades da ampola foi cortada, o exces-
so de solugdo crioprotetora removido, os discos transferidos
para AEM e mantidos a 25 °C + 1 °C no escuro por 30 dias.
Cada disco foi considerado uma repeti¢ao, sendo avaliados
viaveis e recuperados aqueles tratamentos que obtiveram
crescimento micelial igual ou superior a 75% (HOMOLKA;
LISA; NERUD, 2006; COLAUTO; EIRA; LINDE, 2011;
COLAUTO et al., 2011a).

Resultados e Discussao

A preservagdo a +4 °C por um més foi efetiva para
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todos os tratamentos, com viabilidade micelial de 80% a
100%, exceto para SC, porém por 12 meses nenhum trata-
mento foi efetivo (Tabela 1). Isto comprova as observagdes
de que A. blazei apresenta dificuldade de sobreviver em
temperaturas de refrigeracdo (WASSER et al., 2002; KER-
RIGAN, 2005; COLAUTO; EIRA; LINDE, 2011). J4 a crio-
preservagdo a -20 °C de A4. blazei ndo foi efetiva nem por
um més (Tabela 1). Provavelmente a taxa de congelamento a
-20 °C, que favorece a formacao de cristais de gelo grandes,
ainda € o principal fator de danos celulares e de baixa sobre-
vivéncia (UENO et al., 2004).

Tabela 1: Viabilidade micelial (%) de Agaricus blazei preservado em diferentes condi¢des pelo periodo de 1 ou 12 meses.

Temperatura Crioprotetor Ampola simples Ampola dupla
AEM ATR AEM ATR
Imés 12meses 1més 12meses 1més 12meses 1més 12 meses
GO 100 0 100 0 100 0 100 0
SA 100 0 100 0 100 0 100 0
+4 °C GE 100 0 100 0 100 0 100 0
AG 80 0 100 0 100 0 100 0
SC 60 0 60 0 80 0 100 0
GO 0 0 0 0 0 0 0 0
SA 0 0 40 0 0 0 0 0
-20°C GE 40 0 0 0 0 0 0 0
AG 0 0 0 0 0 0 0 0
SC 0 0 0 0 0 0 0 0

Legenda: GO (glicerol), SA (sacarose), GE (glicose), AG (agua ultrapura), SC (sem crioprotetor), ATR (agar-trigo moido) ¢ AEM (agar-

-extrato de malte).

A. blazei preservado a +4 °C, por um més, com GO,
SA e GE, foi 100% efetivo. O efeito positivo do crioprote-
tor ¢ ainda mais evidenciado nos tratamento a +4 °C com
AG, 80% a 100% efetivo, em que agua foi utilizada no lu-
gar de crioprotetor. A dgua tem um efeito amplificador das
crioinjurias, proporcionando a formacao de cristais de gelo e,
provavelmente, devido ao metabolismo que ndo totalmente
paralisado, amplificou o efeito da desidratacdo apds 12 me-
ses, inviabilizando a sobrevivéncia celular. Neste sentido, os
crioprotetores GO, SA e GE aturam ligando agua externa a
célula, aproximando as forcas osmoticas intra e intercelula-
res e reduzindo a desidratacao celular causada pela redugéo
da solubilidade dos solutos em baixas temperaturas (HUBA-
LEK, 2003; DUMONT; MARECHAL; GERVAIS, 2004). A
manutencdo de agua intracelular ¢ fundamental para a solu-
bilizagdo dos solutos e manutengdo das rea¢des metabdlicas
responsaveis pela viabilidade celular. Apesar dos efeitos po-
sitivos dos crioprotetores na manutengdo celular em baixas
temperaturas, estes nao foram efetivos para a preservagdo a
+4 °C ap6s 12 meses. Como este processo de preservagao
ndo paralisa a atividade metabolica, somente a reduz, pro-
vavelmente o tempo de preservacdo proporcionou acimulo
de metabolitos secundarios produzidos em anaerobiose. Co-
lauto et al. (2011a) verificaram que 4. blazei preservado sob
6leo mineral a +4 °C por um ano e +20 °C por quatro anos
nao foram viaveis, devido no primeiro a temperatura de refri-
geracdo, e no segundo ao tempo de preservacao prolongado,
similar ao relatado em nossa pesquisa. Desta forma, a preser-

vacao de A. blazei a +4 °C ¢é viavel, porém esta limitada a um
periodo de curto prazo.

O micélio crescido em ATR e criopreservado em
ampolas duplas com SC foi de 80% a 100% efetivo por um
més a +4 °C, enquanto que para ampola simples ndo foi efe-
tivo (menos que 75% de viabilidade micelial) (Tabela 1). Isto
indica a ampola dupla teve um efeito positivo na preservagio
do fungo. Este efeito pode estar relacionado ao isolamento
térmico do frio pela camada de ar entre as ampolas, redu-
zindo o choque térmico da diferenca de temperatura durante
as primeiras horas de preservagdo a +4 °C. Para os outros
tratamentos ndo houve praticamente diferencga entre o tipo
de ampola, sendo todos vidveis. A taxa de contaminagao foi
zero, sendo as ampolas simples tdo efetivas quanto as ampo-
las duplas. E possivel observar que ATR foi mais consistente
na preservacao do fungo por um més, evidenciados quando
comparado com os tratamentos AG e SC. O efeito criopro-
tetor de ATR pode estar relacionado ao amido e proteinas
presente no trigo, que tem a capacidade de ligar a agua livre,
reduzindo a desidratagdo celular (LOBO; SILVA, 2003). De
forma geral, ap6s um més de preservacao a +4 °C o tempo
para inicio do crescimento micelial foi entre 5 e 11 dias indi-
cando que o fungo sofreu maior estresse do que se imaginava
a esta temperatura. Geralmente este tempo de resposta esta
associada a recuperag@o apds o congelamento.
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Conclusoes

Conclui-se que os GO, SA e GE associados com o
meio de cultura AEM ou ATR e ampola simples ou dupla sdo
efetivos para preservacdo a +4 °C de A. blazei por periodos
curtos, um més, mas ndo por periodos longos, 12 meses. Os
crioprotetores, meios de cultivo e ampolas simples ou duplas
ndo sdo efetivos para manter a viabilidade do fungo criopre-
servado a -20 °C. As ampolas simples sdo tdo eficientes quan-
to as ampolas duplas para evitar contaminagdes e preservar
o fungo.
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