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RESUMO

HERRERA, Karina Marjorie Silva. Basidiosporogénese em Agaricus
brasiliensis. 2009. 50 p. Dissertagcdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

O cogumelo Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. ¢ um fungo nativo do
Brasil que apresenta grande perspectiva de utilizacdo e consumo devido as suas
propriedades nutricionais ¢ medicinais, entretanto, estudos sobre a biologia
basica da espécie sdo escassos. Este trabalho teve por objetivo estudar o
processo de basidiosporogénese e a variagdo do ntiimero de basididsporos em
diferentes linhagens de A. brasiliensis durante o seu desenvolvimento. Para
microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram utilizados lamelas e
basididsporos da linhagem CS1 e, para microscopia eletronica de varredura
(MEV) lamelas das linhagens CS1, CS2, CS7, CS9 e CS10. Para MET os
basididsporos foram submetidos aos tratamentos de: 1) simples fixagdo, 2)
vortexagdo com esferas de vidro e 3) hidrolise com HCI, para permeabilizagao
da parede celular. As demais etapas de preparacao das amostras para MET e
MEV foram realizadas segundo protocolo padrdo. O processo de
basidiosporogénese pode ser observado por meio da visualizacdo de estruturas
internas e externas em basidios e basidiésporos presentes na superficie das
lamelas. Em MET foram observados nucleos, mitocondrias, vacuolos e o septo
doliporo nos basidios e o tratamento de hidrolise permitiu a observacgao de trés
camadas formadoras da espessa parede dos basidiésporos. Em MEV observou-se
lamelas com basidios e basidiésporos em diferentes estagios, demonstrando que
o desenvolvimento dessas estruturas ocorre de maneira assincronica. Todas as
linhagens exibiram hifas de conexdo promovendo a ligacdo de basidios
contiguos. Na CS2, os basididosporos mostraram-se, com grande freqiiéncia,
envolvidos por uma matriz extracelular, diferindo das demais linhagens que
apresentam os basidiosporos livres. A espécie estudada possui frequéncia
predominante de basidios tetraspdricos, com excecdo da linhagem CS7, que
apresenta uma maioria de basidios trispdricos.

*Comité Orientador: Eduardo Alves — UFLA (Orientador), Eustaquio Souza
Dias — UFLA



ABSTRACT

HERRERA, Karina Marjorie Silva. Basidiosporogenesis in Agaricus
brasiliensis. 2009. 50 p. Dissertation (Master degree in Agricultural
Microbiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

The mushroom Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. is a fungus native
from Brazil that has great potential for use and consumption due to its nutritional
and medicinal properties, however, studies on the basic biology of the species
are scarce. This work aimed to study the process of basidiosporogenesis and
variation in the number of basidiospores in different strains of A. brasiliensis
during its development. For transmission electron microscopy (TEM) lamellae
and basidiospores of strain CS1 were used, and for scanning -electron
microscopy (SEM) lamellae of strains CS1, CS2, CS7, CS9 and CS10. To TEM
the basidiospores were subjected to treatments of: 1) simple setting, 2) vibrated
with glass beads and 3) hydrolysis with HCI, for permeabilization of the cell
wall. The others steps of sample preparation for TEM and SEM were performed
according to standard protocol. The process of basidiosporogenesis could be
observed through the viewing of internal structures and external basidia and
basidiospores present on the surface of the lamella. Nuclei, mitochondria,
vacuoles and the septal pore were observed by TEM in the basidia and treatment
of hydrolysis allowed the observation of three layers forming the thick wall of
basidiospores. In SEM observed lamellae with basidia and basidiospores at
different stages, showing that the development of these structures occurs
asynchronously. All strains exhibited hyphae connecting promoting the
connection of adjacent basidia. In CS2 the basidiospores showed, many times,
involved in an extracellular matrix, differing from other strains that have free
basidiospores. The species studied have predominant frequency of tetrasporic
basidia, with the exception of strain CS7 that features a majority of basidia
trisporic.

*QGuidance Committee: Eduardo Alves — UFLA (Major Professor), Eustaquio
Souza Dias — UFLA



1 INTRODUGCAO

O cogumelo Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. ¢ um fungo nativo do
Brasil e encontrado naturalmente na regido sudoeste de Sao Paulo. Pela
caracteristica de crescimento em campos abertos ¢ ensolarados, passou a ser
conhecido como cogumelo do sol, sendo consumido mundialmente como
alimento terapéutico, desde que substancias com atividade antitumoral foram
descobertas em seus corpos de frutificacao.

A. brasiliensis ¢ considerado alimento de alto valor nutricional e
apresenta propriedades medicinais que despertam grande interesse da
comunidade cientifica. Por essa razdo, o cultivo dessa espécie em escala
comercial apresentou-se, no inicio da década de 1990, como uma alternativa de
renda para muitas empresas e produtores rurais brasileiros, motivados pelo
elevado preco do produto e condi¢des climaticas favoraveis.

Entretanto, por se tratar de uma atividade relativamente recente no
Brasil e o cultivo ser praticado ainda na auséncia de embasamento técnico-
cientifico os produtores passaram a enfrentar alguns problemas referentes as
condi¢des de cultivo e a falta de uniformidade na produgéo.

Com a crescente competigdo no mercado internacional, o aumento da
produtividade e a reducdo de custos fazem-se imperativos para que o cultivo de
A. brasiliensis seja economicamente viavel. Além do desenvolvimento de novas
técnicas de manejo e de cultivo, o melhoramento genético classico constitui, a
médio e a longo prazo, uma das estratégias mais importantes para a obtengdo de
linhagens mais produtivas e de melhor qualidade. Para tanto, € necessario
conhecer bem o ciclo sexual do fungo, o seu comportamento nuclear e as

diferencas genéticas e morfologicas entre as linhagens.



Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o processo de
basidiosporogénese em A. brasiliensis e a variagdo do nimero de basididésporos

produzidos por basidio em diferentes linhagens, durante o seu desenvolvimento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos taxondmicos

O cogumelo Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. é um fungo
filamentoso pertencente a divisdo Basidiomycota, classe Basidiomycetes e
ordem Agaricales, que apresenta cerca de trezentos géneros e aproximadamente
cinco mil espécies (Souza & Aguiar, 2004).

Na ordem Agaricales estdo incluidos os fungos que apresentam corpo de
frutificagdo visivel a olho nu, estipe central separado do pileo, lamelas livres,
acinzentadas quando jovens e marrom-escuras na maturidade (Urben et al.,
2001).

O cogumelo do sol, inicialmente denominado Agaricus blazei Murrill
(Heinemann, 1993), passou a ser designado por Agaricus brasiliensis, uma vez
que Wasser et al. (2002) constataram que a espécie cultivada no Brasil era
diferente do Agaricus blazei identificado por Murrill, em 1945. Ainda assim,
permanece a polémica acerca do nome da espécie (Wasser et al., 2005; Kerrigan,
2007; Wasser, 2007), considerada por Kerrigan (2005) como uma sinonimia
para a espécie Agaricus subrufescens encontrada naturalmente na América do
Norte. Todavia, muitos cientistas ao redor do mundo tém adotado a identificagdo

de Wasser (Dias et al., 2008).

2.2 Consumo de cogumelos

Os cogumelos sdo utilizados na alimentagdo humana desde a
antiguidade (Donini et al., 2006) e, embora sejam empregados mundialmente,
seu consumo se encontra consolidado principalmente na cultura oriental (Chang,

1996).



Cerca de duas mil espécies de cogumelos comestiveis sdo conhecidas,
mas apenas 25 sdo comercialmente cultivadas (Furlani & Godoy, 2008). Dentre
as espécies da ordem Agaricales mais importantes na industria de alimentos
podem-se destacar: Agaricus bisporus (Champignon de Paris), Lentinula edode
(Shiitake), Pleurotus ostreatus (Shimeji) (Novaes & Novaes, 2005) e Agaricus
brasiliensis (Cogumelo do sol) (Urben & Uriartt, 2002).

O cogumelo A. brasiliensis tem sido consumido mundialmente como
alimento terapéutico, principalmente na forma de chas ou capsulas (Escouto et
al., 2005), sendo o Brasil o maior produtor mundial, sendo cerca de 95% da
producdo destinada a exportacdo para o mercado japonés (Tomizawa et al.,

2007).

2.3 Propriedades nutricionais e medicinais

Os cogumelos comestiveis sdo, em geral, alimentos de alto valor
nutricional, considerando-se que sua composi¢do quimica varia de acordo com a
espécie e linhagem avaliadas (Eira & Minhoni, 1996).

O cogumelo A. brasiliensis ¢ um alimento rico em proteinas, fibras e
minerais, com baixos teores de lipidios (Oliveira et al., 1999) e elevados teores
de carboidratos, B-glicanas (Novaes & Fortes, 2005) e vitaminas, incluindo a
tiamina, riboflavina, niacina, biotina, 4cido ascorbico e outras relacionadas com
o complexo B (Bononi & Trufem, 1986).

Além das propriedades nutricionais, a descoberta de substancias com
atividade antitumoral (Ohno et al., 2001), imunorregulatoria (Takatu et al.,
2001) e antimutagénica (Delmanto et al., 2001) tem atraido a atencdo da
comunidade cientifica.

Mizuno et al. (1990), fracionando os corpos de frutificacdo de A.

brasiliensis, obtiveram dezessete polissacarideos com atividade antitumoral.
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Dentre esses polissacarideos, destacam-se o B-D-glicano, acido a-D-glicano,
acido B-D-glicano e proteinas complexas de RNA.

Os mecanismos de acdo das substincias bioativas presentes nos
cogumelos ainda ndo estdo completamente esclarecidos, mas evidéncias
cientificas sugerem que essas substincias sejam capazes de modular a
carcinogénese em diferentes estagios, promovendo beneficios aos portadores de

diversos tipos de cancer (Fortes & Novaes, 2006).

2.4 Caracteristicas vegetativas

Os basidiomicetos apresentam hifas septadas, as quais podem ser
visualizadas a olho nu, como um emaranhado de fios delgados, denominado
micélio (Alexopoulos et al.,1996).

A septacdo nos fungos filamentosos leva a formacao de compartimentos
individuais na hifa (Walther & Wendland, 2003) sendo, por isso, considerados
como organismos multicelulares (Alexopoulos et al., 1996). Entretanto, apesar
de separados por septos, os compartimentos ndo sdo completamente fechados
(Loguercio-Leite et al., 2006).

Em eucariotos, existem varios tipos de conexdo entre células que podem
permitir a troca de material entre compartimentos adjacentes (Takats, 1959).

A anastomose entre hifas vizinhas permite a troca de nicleos bem como
parte do citoplasma, sendo considerada importante para a obtencdo de
heterocariose em fungos (Chang & Hayes, 1978).

O grampo de conexdo constitui-se de uma pequena ramificacdo emitida
pela hifa, unindo compartimentos celulares vizinhos. Além disso, nos grampos
de conexdo, uma estrutura denominada septo dolipore pode ser facilmente

observada por microscopia eletronica de transmissdo, sendo exclusiva de



basidiomicetos e relacionada com a troca de substancias (Alexopoulos et al.,
1996).

O cogumelo A. brasiliensis apresenta micélio multinucleado com
nimero médio entre cinco e seis nucleos por compartimento celular (Labory et
al., 2003), demonstrando uma organizagdo nuclear diferente de basidiomicetos

tipicamente dicarioticos (Dias et al., 2008).

2.5 Reproducéo e ciclo de vida

A reprodugdo assexuada em fungos ocorre pela fragmentagdo do micélio
ou pela produgdo de esporos assexuados, enquanto a reproducdo sexuada se
inicia pela germinac¢do de esporos homocaridticos que dardo origem a hifas
primdrias nao férteis. O micélio produzido pela germinacdo do esporo de um
fungo heterotalico € incapaz de autofertilizacdo, podendo, entretanto, realizar
cruzamento com um tipo sexual compativel (Alexopoulos et al., 1996).

No caso de um fungo homotalico, um micélio autofértil pode ser
produzido pela germinagdo de esporos com nucleos “idénticos” sem nenhum
fator de incompatibilidade (Chang & Hayes, 1978). Ja para espécies pseudo-
homotalicas, apesar da existéncia do fator de incompatibilidade, o micélio
heterocaridtico que se desenvolve a partir da germina¢do dos esporos ¢
autofértil, sendo encontrado normalmente em fungos bisporicos com
basididsporos com dois ntcleos de “mating type” diferentes (Alexopoulos et al.,
1996).

O cogumelo A. brasiliensis produz basidios com quatro basididésporos
binucleados, indicando a ocorréncia de uma terceira divisdo nuclear (Labory et
al., 2003). De acordo com os padrdes de mitose pds-meiodtica possiveis para A.
brasiliensis, a terceira divisdo nuclear poderia estar ocorrendo no interior do

basidiosporo (Padrao D descrito por Duncan & Galbraith, 1972), ou no interior
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do basidio, migrando dois nticleos ja formados para dentro de cada basididsporo
(Padréo E apresentado por Mueller et al., 1993). Com a divis@o ocorrendo nos
basididsporos, estes seriam obrigatoriamente homocaridticos, enquanto no
basidio, diferentes combina¢des seriam formadas originando basididsporos
heterotalicos e homotalicos.

Segundo Duncan & Galbraith (1972), dois padrdes de comportamento
podem ser ocasionalmente encontrados dentro de uma mesma espécie. Em
Agaricus bisporus, diferentes linhagens apresentam diferentes ciclos de vida
(Callac et al., 2006), sendo aquelas em que operam simultaneamente mais de um
ciclo de vida consideradas anfitalicas (Lange, 1952).

Dias et al. (2008) encontraram evidéncias de que a mitose pds-meiodtica
ocorre nos basidiésporos, o que os tornaria homocaridticos e, portanto, A.
brasiliensis, uma espécie primariamente heterotalica. Esses trabalhos
evidenciam, portanto, a necessidade de maiores estudos sobre o comportamento

nuclear e formagao dos basididsporos nessa espécie.

2.6 Caracterizacao citolégica por microscopia eletrénica

Greuter & Rast (1975) utilizaram microscopia eletronica de transmissdo
para obter detalhes ultraestruturais de esporos dormentes de Agaricus bisporus.
Os autores observaram que esses esporos sdo normalmente binucleados, com
citoplasma dominado por um ou mais corpos lipidicos algumas vezes associados
com granulos de glicogénio, presenga de ribossomos livres, microcorpos
(provavelmente glioxissomos) associados as mitocondrias, estruturas
semelhantes a vactiolos no local de ligagdo com o esterigma, parede com duas
camadas externas espessas ¢ uma fina camada proxima ao citoplasma. O reticulo

endoplasmatico ndo foi observado e um poro germinativo pré-formado nao foi



identificado, sugerindo que o tubo germinativo possa emergir de qualquer parte
do esporo do cogumelo.

Em estudo realizado por Mims et al. (1987) trés espécies de fungos
Exobasidium foram examinadas por microscopia eletronica de transmisséo,
permitindo a visualizagdo de ntcleos, nucléolos, complexo sinaptonémico,
ribossomos, mitocondrias, fibras do fuso e goticulas de lipideos. Além disso, a
meiose I, II e terceira divisdo nuclear também puderam ser observadas durante o
desenvolvimento de basidios e basididsporos.

O estudo da ultraestrutura de basidios e basididsporos pode contribuir
para um melhor entendimento da biologia basica dos géneros, assim como
possibilitar o esclarecimento de questdes taxondmicas (Mims et al., 1987). Ja
estudos acerca da parede dos esporos e suas estruturas internas podem auxiliar
no desenvolvimento de técnicas mais eficientes de fixa¢do e colora¢do dos

mesmos (Greuter & Rast, 1975).

2.7 Variagdo do numero de basidiosporos

Durante levantamento de dados acerca do género Agaricus na
California, Kerrigan (1982) observou que varias espécies reportadas na literatura
como tetraspdricas apresentavam-se na natureza de forma heterogénea com
relagdo ao niumero de basididésporos.

Uma das causas levantadas para esse fendmeno em Agaricus bisporus é
a exposi¢do a baixas temperaturas, concluindo-se que o nimero de esporos por
basidio em A. bisporus ndo é fixo, mas sim um dos aspectos dindmicos no
desenvolvimento do basidiocarpo que se encontra exposto a diversas condigdes
ambientais (Kerrigan & Ross, 1987).

Analisando trabalhos de Elliott (1977) e Saksena et al. (1976), Kerrigan

& Ross (1987) reconheceram na microscopia eletrénica de varredura uma



técnica mais apurada para a contagem de basidiosporos em relacdo a
microscopia de luz, ja4 que esta ultima gera uma frequéncia subestimada da
heterogencidade no numero de basididosporos considerando que basidios
ambiguos sdo excluidos das contagens.

A. brasiliensis é uma espécie tipicamente tetrasporica, apesar de alguns
basidios trispdricos terem sido observados. Diante desse fato, um estudo mais
detalhado acerca da variagdo no numero de basididsporos em diferentes
linhagens de A. brasiliensis torna-se necessario uma vez que basidios portando
dois ou trés esporos poderdo produzir basididsporos recebendo mais de um
nucleo p6s-meidtico, constituindo, consequentemente, um heterocario fértil se os

nucleos forem sexualmente compativeis (Dias et al., 2008).



3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Anadlise Ultraestrutural (LME) do Departamento de Fitopatologia (DFP) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.1 Material biolégico

O material biolodgico constituiu-se de basidiocarpos frescos resultantes
da frutificacdo das linhagens CS1, CS2, CS7, CS9 e CS10 de Agaricus
brasiliensis. Os basidiocarpos foram produzidos no Laboratorio de Cogumelos
Comestiveis e Medicinais do Departamento de Biologia (DBI/UFLA), segundo
protocolo descrito por Chang & Miles (2004), modificando-se apenas a duragdo

das fases I e II, que foram de 14 dias.

3.2 Microscopia eletronica de transmissao

Para a observagdo em microscopia eletronica de transmissdo foram
utilizadas lamelas e basidiosporos da linhagem CS1 de A. brasiliensis.

Lamelas de basidiocarpos em diferentes estagios de desenvolvimento
(Figura 1) foram retiradas com o auxilio de uma pinga e cortadas & mao livre
com bisturi em pedagos de no maximol mm de largura, permanecendo imersas
em fixador Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em
tampao cacodilato de soédio 0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001M), por um periodo de,

no minimo, 24 horas.
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FIGURA 1 Basidiocarpos da linhagem CS1 de A. brasiliensis coletados em
diferentes estdgios de desenvolvimento

Ja os basidiosporos colhidos pela abertura do pileo dentro de béqueres
estéreis foram submetidos a trés tipos de tratamento:

1) diretamente adicionados em fixador Karnovsky modificado;

2) diretamente adicionados em fixador Karnovsky modificado sendo
vortexados por 30 segundos com duas esferas de vidro dentro de um microtubo
(Greuter & Rast, 1975);

3) submetidos a hidrolise com HCI 1N em banho-maria, a 60°C, por 10
minutos, ressuspendidos em agua destilada gelada, lavados por mais duas vezes
em agua destilada a temperatura ambiente e, entdo, adicionados em fixador
Karnovsky modificado (Labory et al., 2003).

Os basidiosporos de todos os tratamentos permaneceram em fixador
Karnovsky modificado por um periodo de, no minimo, 24 horas, sendo
posteriormente ressuspendidos em dagar 2% fundido, com temperatura
aproximada de 60°C, solidificado em geladeira e o agar cortado 2 mao livre com

bisturi em cubos de 1 mm.
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Ap6s fixagdo das lamelas e basidiosporos, foi utilizado protocolo padrio
para microscopia eletronica de transmissdo descrito por Bossola & Russell
(1998) e adaptado por Alves (2004).

As amostras foram lavadas em tampao cacodilato 0,05M por trés vezes
de 10 minutos cada, pds-fixadas em tetréxido de 6smio 1,0% em agua por 4
horas, lavadas por duas vezes de 15 minutos em agua destilada e transferidas
para solucdo de acetato de uranila a 0,5%, durante 12 horas, a 4°C. Em seguida,
lavadas novamente em agua destilada e desidratadas em gradiente de acetona
(25%, 50%, 75%, 90%, uma vez e 100% por trés vezes).

O material foi incluido em gradiente crescente de Spurr/acetona 30% (8
horas), 70% (12 horas) e 100% por duas vezes de 24 horas cada, montado em
moldes de silicone e submetido a polimerizagdo em estufa a 70°C, por 48 horas.

Os excessos de resina nos blocos foram retirados com um aparelho de
“Trimming”, sendo o acabamento realizado manualmente com o auxilio de uma
lupa e lamina de barbear. Secgdes ultrafinas (<100nm) foram confeccionadas
utilizando-se de um ultramicrétomo Reichrt-jung (ultracut).

Os cortes ultrafinos foram coletados em grades de ouro (golden slot
grids) e secos em raques de aluminio cobertos com formvar. As secg¢des foram
pos-contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo por trés
minutos cada, secas ao ar e, em seguida, examinadas em microscopio eletrénico

de transmissdo Zeiss EM 109 a 80kv.
3.3 Microscopia eletronica de varredura

Para observagdo em microscopia eletronica de varredura foram

utilizadas lamelas das linhagens CS1, CS2, CS7, CS9 e CS10 de A. brasiliensis.
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Quatro basidiocarpos de cada linhagem, cultivados em diferentes vasos,
foram coletados logo apos a abertura do pileo e, destes, quatro por¢des das
lamelas foram retiradas de pontos equidistantes entre si e aproximadamente 5

mm distante da borda da lamela (Figura 2).

FIGURA 2 Basidiocarpo da linhagem CS1 de A. brasiliensis em que
porcdes de lamelas foram retiradas de pontos equidistantes entre
si (setas)

As lamelas coletadas foram cortadas a mao livre com bisturi em pedagos
de, no maximo, 2 cm’ e imersas em fixador Karnovsky modificado por um
periodo de, no minimo, 24 horas.

Ap0ds fixacdo, foi utilizado protocolo padrdo para microscopia eletronica
de varredura descrito por Bossola & Russell (1998) e adaptado por Alves
(2004).

As amostras foram lavadas em tampao cacodilato 0,05M por trés vezes

de 10 minutos cada, pds-fixadas em tetréxido de 6smio 1,0% em agua por 4
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horas, lavadas por trés vezes em agua destilada e desidratadas em gradiente de
acetona (25%, 50%, 75%, 90%, uma vez e 100% por trés vezes).

Ap6s desidratacdo, as amostras foram levadas para o aparelho de ponto
critico Balzers CPD 030 para substitui¢do da acetona por CO, e complementacdo
da secagem. Os espécimes obtidos foram montados em suportes de aluminio
stubs com fita de carbono sobre uma pelicula de papel aluminio e cobertos com
ouro no evaporador Balzers SCD 050 para observacdo em microscopio
eletronico de varredura LEO EVO 40.

Para todos os campos avaliados nas diferentes linhagens foi utilizada a
distancia de trabalho (WD) de 10 mm e aumento = 3500X.

Por meio da sele¢do de uma area da lamela ao acaso foi estabelecido um
valor fixo no eixo Y, percorrendo somente o eixo X (ou vice-versa) de forma
que ndo houvesse sobreposicdo de imagens entre dois campos adjacentes ou que
um mesmo campo fosse contabilizado mais de uma vez.

Basidios com estagio de desenvolvimento apropriado dentro de cada
campo foram contabilizados. Uma vez que o estagio de basididsporos completos
ndo permite uma determinacdo adequada por microscopia eletrnica de
varredura (Kerrigan & Ross, 1987), foram adotados os seguintes estagios para
contagem: 1) esterigmas pré-formados, 2) basidiosporos em estagio inicial de
intumescimento na extremidade do esterigma e 3) basidiosporos descarregados.

Foram avaliados 30 campos para cada basidiocarpo, totalizando 120
imagens para cada linhagem.

A frequéncia de basidios portando diferentes numeros de basididsporos
em A. brasiliensis foi estimada e a significincia dos resultados determinada pelo
teste de qui-quadrado por meio do programa computacional R versdo 2.9.1. (R

Foundation for Statistical Computing, 2009).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ultraestrutura das lamelas
Nas observagdes realizadas em microscopio eletronico de transmissdo
foi possivel observar que as lamelas de A. brasiliensis consistem de células

cilindricas que se expandem e tornam-se clavadas durante o desenvolvimento

(Figura 3).

2um

FIGURA 3 Eletromicrografia de transmissdo de lamelas de A. brasiliensis
mostrando basidios em forma de clava

Nao foram observadas diferencas citologicas nas lamelas de
basidiocarpos coletados em diferentes estagios de desenvolvimento. Foram
visualizados alguns basidios com um (Figura 4A) ou dois nucleos (Figura 4B),

mas nenhum com quatro ou mais.
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FIGURA 4 Eletromicrografia de transmissdo de basidios de A. brasiliensis
com (A) um e (B) dois ntcleos. Setas indicam o nucléolo

Por meio de microscopia de fluorescéncia, Dias et al. (2008)
conseguiram observar todo o processo meidtico nos basidios de A. brasiliensis.
O fato de ndo serem observados basidios com quatro nucleos ndo significa que
eles ndo estejam presentes, mas sim que, em cortes ultrafinos, de
aproximadamente 60nm de espessura, um mesmo basidio pode ser seccionado
dezenas de vezes e nem todas as estruturas, incluindo o nucleo, aparecem na
mesma sec¢ao.

Outras estruturas frequentemente observadas foram as mitocondrias
(Figura 5A), vactolos (Figura 5B e C) e o septo Doliporo (Figura 5D), sendo

este ultimo exclusivo dos fungos da divisdo Basidiomycota.
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FIGURA 5 Eletromicrografia de transmissdo de basidios de A. brasiliensis
mostrando em A. Mitocondrias (M), B. Esterigmas (ST) e
vacuolos (V), C. Corpos esféricos indicados pelas setas e, D.
Septo doliporo, formado pelo poro (P) e capa do poro (CP)

O nimero de mitocondrias encontrado nos basidios de A. brasiliensis ¢é
variavel, assim como sua forma e tamanho.

Segundo Westermann & Prokisch (2002), citados por Louguercio-Leite
(2006), as mitocondrias movem-se ativamente ao longo das vias citoesqueléticas
e, frequentemente, mudam de forma, podendo ser alongadas ou ovais e de
tamanho variado devido a eventos de fissdo e fusdo.

Os vacuolos, encontrados também em numero e tamanho variado,

realizam, de maneira geral, nos fungos, trés fun¢des basicas: (a) armazenamento
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de nitrogénio ¢ fosfato, (b) empacotamento e secre¢do de enzimas hidroliticas e
(c) sintese e secrecdo de polissacarideos extracelulares (Griffin, 1994).

Com relagdo aos corpos esféricos (Figura 5C), presentes na maioria dos
vacuolos, sua composi¢do e fungdo sdo desconhecidas.

Em A. brasiliensis, o poro do septo é coberto por uma membrana
denominada capa do poro que parece consistir de um reticulo endoplasmatico
modificado, sendo parte integral e funcional do aparato do septo. Acredita-se
que a capa do poro atue na selecdo e troca de componentes entre células vizinhas

(Alexopoulos et al., 1996).

4.2 Ultraestrutura dos basididsporos

De acordo com Greuter & Rast (1975), a espessa parede dos esporos
fungicos oferece dificuldades para fixagdo e coloragdo dos mesmos, muitas
vezes impossibilitando a visualizagdo e o conhecimento de suas estruturas
internas.

A grande maioria dos basidiosporos que foram diretamente fixados em
Karnovsky modificado ou vortexados com esferas de vidro mostraram-se vazios
(Figura 6 A, B, C e D), sendo o citoplasma completamente perdido durante o
processo de preparo para microscopia eletronica de transmissao.

Dentre os tratamentos testados para permeabilizar a parede dos
basidiosporos de A. brasiliensis, aquele que apresentou melhor resultado foi o de

hidroélise com HCI (Figura 6 E e F).
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FIGURA 6  Eletromicrografia de transmissdo de basidiésporos de A.
brasiliensis. A-B. Basididsporos fixados em Karnovsky. C-D.

Basidiosporos vortexados com esferas de vidro e fixados em
Karnovsky. E-F. Basidiosporos hidrolisados e fixados em

Karnovsky

Os basidiosporos de A. brasiliensis, assim como em Agaricus bisporus

(Greuter & Rast, 1975), apresentam parede celular formada por trés camadas
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(Figura 7 A), sendo duas mais espessas (W1 ¢ W2) e uma mais delgada (W3)

proxima ao citoplasma.

1 pm

—

FIGURA 7  Eletromicrografia de transmissdo de basidiésporos de A.
brasiliensis. A. Camadas formadoras da parede celular (W1, W2
e W3), vacuolo (V) e regido de granulos de glicogénio indicados
pelas setas. B. Apéndice Hilar (H)

500nm

A camada mais externa (W1) corresponde a camada de maior espessura
e densidade. A camada do meio (W2) € menos eletrodensa e parece cobrir
continuamente a regido de ligagdo com o esterigma—apéndice hilar (Figura 7 B).
Ja a camada interna (W3) ¢ dificilmente observada por ser a mais delgada e
responsavel por fazer a ligagdo da parede com o citoplasma do basidioésporo.

Poros germinativos pré-formados na parede dos basididsporos nao foram
observados. Segundo Hein (1930), citado por Greuter & Rast (1975), o tubo
germinativo pode emergir de qualquer parte do basidiésporo, entretanto,
analisando as imagens obtidas, julgamos que este poderia ser mais facilmente

emergido através do apéndice hilar, onde a terceira camada ndo esta presente.
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Dias et al. (2008) relatam a presenca de dois niicleos em basididsporos
maduros de A. brasiliensis, entretanto, nenhum nucleo foi identificado nas
secgOes examinadas.

Greuter & Rast (1975) visualizaram, por meio de microscopia eletronica
de transmissdo, mitocdndrias, ribossomos e corpos lipidicos em basidiésporos de
A. bisporus e, assim como o nucleo, essas estruturas ndo foram observadas nos
basidiosporos de A. brasiliensis.

O citoplasma dos basidiosporos de A. brasiliensis parece conter apenas
um grande vacuolo e granulos (Figura 7 A), provavelmente de glicogénio, que

constitui a principal reserva energética dos fungos.

4.3 Estruturas de basidios

As lamelas de A. brasiliensis apresentam como estruturas de reprodugéo
sexuada basidios que se ligam aos basididosporos por meio dos esterigmas
(Figura 8A). Os basididsporos, quando maduros, apresentam-se ovais e targidos,
com uma cicatriz, denominada apéndice hilar (Figura 8B), que indica o ponto de

liberagdo do esterigma.

21



|
§
o

*¥ Cicatriz

Basididsporo —_— Tl /

Basidiospora
Basidio

lum

FIGURA 8 Eletromicrografia de varredura de lamelas de A. brasiliensis. A.
Basidiosporos ligados ao basidio. B. Cicatriz no basididsporo.
C-D. Desenvolvimento assincronico de basidios ¢ basididsporos
em uma mesma regido. E-F. Diferentes estagios de
desenvolvimento dos basididosporos em um mesmo basidio
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Todas as linhagens de A. brasiliensis apresentam lamelas com basidios e
basididésporos em diferentes estagios (Figura 8 C-D), demonstrando que o
desenvolvimento dessas estruturas ocorre de maneira assincronica.

Este fenomeno pode ser considerado vantajoso para o fungo, uma vez
que a maturacao dos basidiosporos se da gradativamente, estendendo o processo
de liberagao por mais tempo, assim permitindo que o fungo encontre condigdes
ambientais favoraveis para germinagao.

Além de basidios em diferentes estdgios de desenvolvimento, foram
observados também, num mesmo basidio, esterigmas com basidiésporos em fase
inicial ou avangada de desenvolvimento e esterigmas sem basidiosporos (Figura
8 E-F), os quais podem ter sido liberados ou ainda ndo terem sido iniciados.

Outra possibilidade é que nem todos os esterigmas de um basidio
produzam basididsporos, sendo estes abortados. Dessa forma, os basididsporos
desenvolvidos poderiam receber mais de um nucleo advindo da meiose no
basidio ¢ sendo os nucleos de mating types distintos, gerados basididésporos
autoférteis.

Esse comportamento foi sempre observado aos pares, ou seja, dois
esterigmas com basidiosporos e dois esterigmas sem basidiosporos. Essa
observagdo constitui uma evidéncia de que dois esterigmas podem de fato ndo
dar origem aos seus basidiosporos, podendo os nucleos migrarem para 0s outros
esterigmas.

Na linhagem CS2 foram observados basididsporos envolvidos por uma

matriz (Figura 9).
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FIGURA 9 Eletromicrografia de varredura de lamelas de A. brasiliensis
mostrando (A) basidiésporos livres e (B-C-D) basidioésporos da
linhagem CS2 envolvidos por uma matriz

Nao se conhece a composi¢do e as causas de produgdo dessa matriz, o
que ela representa no processo de dispersdo e germinagdo dos basididsporos.
Entretanto, caso esses basididsporos sejam vidveis e passiveis de liberacao
normal, o cruzamento interno poderia ser favorecido, garantindo a formacgao de
dicarios e a consequente geragdo de individuos com capacidade de completar o
ciclo sexual.

O fenémeno mais curioso, observado em todas as linhagens, foi a
observacao de hifas de conex@o entre basidios diferentes ligando um esterigma a

outro (Figura 10). Na figura 10C ¢ possivel observar a formagdo de um
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basididsporo a partir da fusdo entre as hifas de conexdo, o que pode sugerir que a

fusdo dessas hifas acontega antes da produgdo dos basididsporos.

10pm

FIGURA 10  Eletromicrografia de varredura de lamelas de A. brasiliensis com
basidios ligados entre si por hifas de conexdo. Seta indica um
basididsporo ligado as hifas de conexao

Sugere-se que essas hifas de conexdo permitem a transferéncia de
nucleos entre os basidios e contribuem para garantir a produgdo de basidiésporos
binucleados heterocarioticos. Entretanto, ndo se tem conhecimento de outros
relatos na literatura sobre essas estruturas e, portanto, novos estudos deverao ser
conduzidos para se determinar o momento exato de sua formacdo e a sua funcao

no processo de producdo dos basididsporos.
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4.4 Variacdo do nimero de basididsporos
Basidios portando dois (Figura 11), trés (Figura 12) e quatro (Figura 13)

basidiosporos foram observados em todas as linhagens.

10pm

FIGURA 11  Eletromicrografia de varredura mostrando o desenvolvimento de
basidios bisporicos na superficie de lamelas de A. brasiliensis.
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FIGURA 12 Eletromicrografia de varredura mostrando o desenvolvimento de
basidios trispdricos na superficie de lamelas de A. brasiliensis.

27



FIGURA 13  Eletromicrografia de varredura mostrando o desenvolvimento de
basidios tetrasporicos na superficie de lamelas de A. brasiliensis.
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A maioria das linhagens de Agaricus brasiliensis apresentou frequéncia
predominante de basidios tetrasporicos. Ja a linhagem CS2, apesar da maioria
dos basidios ser tetrasporica, exibiu, assim como a CS7, grande quantidade de
basidios bisporicos e trispdricos, sendo, no caso da CS7, os basidios trisporicos

aqueles de maior frequéncia (Tabela 1).
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TABELA 1 Numero (N°.) e frequéncia (Freq.) de basidios portando 2, 3 e 4 basidiosporos nas linhagens de Agaricus
brasiliensis
LINHAGEM Cs1 CS2 CS7 CS9 CS10
Basidiosporos N°. Freq. N°. Freq. N°. Freq. N°. Freq. N°. Freq.
por basidio
2 10 0,8% 172 8,3% 215 23,2% 6 0,3% 3 0,2%
3 110 8,2% 780 37,5% 434 46,9% 165 8,5% 78 5,9%
4 1217 91,0% 1129 54,2% 277 29,9% 1778 91,2% 1254 93,9%
TOTAL 1337 100% 2081 100% 926 100% 1949 100% 1335 100%
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Em nenhuma das linhagens foram visualizados basidios monosporicos
ou portando numero de esporos superior a quatro.

A significancia dos resultados, determinada pelo teste de qui-quadrado,
possibilitou separar as linhagens avaliadas em dois grandes grupos (Figura 14),
baseando-se nas diferencas encontradas com relagdo ao nimero de basididésporos

por basidio.

|
Cs2 Cs7 Csl10
(sl (Cs9

FIGURA 14  Dendrograma construido de acordo com os resultados obtidos
pelo teste de qui-quadrado entre as linhagens de A. brasiliensis

Estes resultados s3o compativeis com aqueles encontrados por
Tomizawa et al. (2007) que analisaram a variabilidade genética de nove isolados
de A. brasiliensis, dentre eles CS1, CS2, CS7 e CS9, por meio de marcadores
RAPD. Os isolados CS1 e CS9 com 100% de similaridade foram considerados
geneticamente idénticos, enquanto CS2 e CS7 formaram grupos distintos com
60,6% e 91,3% de similaridade, respectivamente, em relagdo aos demais. Diante
desses resultados, os autores consideraram que esses isolados representam
diferentes linhagens.

Em estudos citologicos sobre A. brasiliensis, Dias et al. (2008)

verificaram que a linhagem CS2 apresentou o menor numero de nucleos por
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compartimento, menor comprimento e diametro celular, quando comparado as
linhagens CS1 e CS7.

Considerando a predominancia de basidios tetrasporicos em A.
brasiliensis e o desenvolvimento de basidiésporos homocarioticos binucleados
devido a ocorréncia de uma mitose pos-meidtica nos mesmos, a espécie foi
considerada primariamente heterotalica (Dias et al., 2008).

Todavia, a formagdo de basidios bisporicos e trisporicos resulta,
provavelmente, na produgdo de basidiésporos binucleados heterocaridticos e,
consequentemente, autoférteis.

Devido a caracteristica dos basididosporos de poderem gerar culturas
autoférteis, A. brasiliensis poderia ser considerada uma espécie anfitalica,
conforme proposto anteriormente por Kerrigan (2005).

O termo anfitalismo, originalmente definido por Lange (1952), seria
mais apropriado para as espécies que combinam de maneira funcional os ciclos
reprodutivos heterotalico e homotalico.

Espécies tetraspdricas geralmente apresentam um ciclo de vida
heterotalico (Elliott, 1978), entretanto, a redu¢do do numero de basididsporos
poderia ser um mecanismo adotado por certos basidiomicetos, incluindo
Agaricus bisporus, para expressar o homotalismo secundario (Kerrigan & Ross,
1987).

Segundo Kerrigan & Ross (1987), o numero de basidiésporos por
basidio nas espécies ndo ¢é fixo, podendo ser influenciado por condic¢des
ambientais. Basidiocarpos expostos a baixas temperaturas exibem uma redugao
no nimero de basididsporos por basidio, além de numerosas aberragoes.

Considerando que o presente estudo foi conduzido em ambiente
fechado, no qual a temperatura interna oscilou menos que a temperatura externa,

pode-se inferir que as diferengas no numero de basididsporos por basidio
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acontecam principalmente em funcdo das diferencas genéticas entre as
linhagens.

Avaliando a frequéncia de basidios tetrasporicos, trisporicos ¢ bisporicos
juntamente com a temperatura, observa-se que basidiocarpos das linhagens CS9
e CS10 submetidos a queda de temperatura no periodo de seu desenvolvimento
(Figura 15) ndo apresentaram uma redugdo significativa do numero de
basididsporos, exibindo alta frequéncia de basidios tetrasporicos, 96,5% e

95,9%, respectivamente.
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Além disso, as linhagens CS7 e CS10 cultivadas nas mesmas condigdes
de temperatura apresentaram frequéncia de basidios tetraspdricos bem
diferentes, 3% e 90,64%, respectivamente (Figura 16), indicando que o fator

genético foi o principal responsavel pela variagdo do niimero de basididsporos

nas linhagens examinadas.

34




CS7 cog2/CS10 cogl

35

30 [ e
W

; M

o

2 20

© =—f=—T.max.
@

g 15 < ——T.med.
Q

= 10 T.min.

260 27 28 28 1 P 3 4 5 6 Fev/Mar

FIGURA 16  Temperatura ambiental em Lavras, MG, durante o periodo de
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5 CONCLUSOES

O processo de basidiosporogénese pode ser observado por meio da
visualizagdo de estruturas internas e externas em basidios e basididsporos
presentes na superficie das lamelas de A. brasiliensis.

Todas as linhagens exibiram hifas de conexao promovendo a ligagdo de
basidios contiguos. Na CS2, os basididsporos mostraram-se envolvidos por uma
matriz, diferindo das demais linhagens que apresentaram os basidiosporos livres.

A espécie estudada possui frequéncia predominante de basidios
tetraspdricos, com excec¢do da linhagem CS7, que apresenta uma maioria de

basidios trisporicos.
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TABELA 1A Data de coleta dos basidiocarpos e temperatura ambiental em

Lavras, MG

Linhagem Data T.°C Méaxima | T.°C Média | T. °C Minima
CS1 cogl 26/03/08 27,2 17,7 21,3
CS1 cog2 29/03/08 304 17,2 22,2
CS1 cog3 29/03/08 304 17,2 22,2
CS1 cog4 14/04/08 28,8 18,1 21,1
CS2 cogl 23/10/08 30,1 15,7 23
CS2 cog2 - - - -

CS2 cog3 30/12/08 32 18,5 22,9
CS2 cog4 28/05/09 29,3 16,1 21,4
CS7 cogl 05/03/08 314 16,4 23,9
CS7 cog2 06/03/08 33 18 24,6
CS7 cog3 13/03/08 28,2 18,4 21,8
CS7 cog4 14/05/08 25,4 12 16,8
CS9 cogl 06/04/08 21,6 17,2 19,3
CS9 cog2 09/05/08 26,4 9,7 17,4
CS9 cog3 09/05/08 26,4 9,7 17,4
CS9 cog4 09/05/08 26,4 9,7 17,4
CS10 cogl 06/03/08 33 18 24,6
CS10 cog2 26/03/08 27,2 17,7 21,3
CS10 cog3 29/03/08 304 17,2 22,2
CS10 cog4 08/04/08 28,6 19,1 21,9
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TABELA 2A  Frequéncia de basidios bisporicos, trisporicos e tetrasporicos nos
basidiocarpos coletados

Ne°. de esporos por CSs1 CS1 CSs1 Cs1
basidio cogl cog?2 cog3 cog4
2 esporos/basidio 0,30% 0% 4,76% 0,51%
3 esporos/basidio 1,52% 9,75% 34,01% 2,31%
4 esporos/ basidio 98,18% 90,25% 61,23% 97,18%
Ne°. de esporos por CS2 CS2 CS2 CS2
basidio cogl cog2 cog3 cog4
2 esporos/basidio 1,23% 28,46% 2,85% 18,30%
3 esporos/basidio 19,02% 61,79% 39,28% 54,25%
4 esporos/ basidio 79,75% 9,75% 57,87% 27,45%
Ne°. de esporos por CS7 CS7 Cs7 CSs7
basidio cogl cog?2 cog3 cog4
2 esporos/basidio 18,79% 56% 58,44% 7,27%
3 esporos/basidio 48,32% 41% 35,71% 50,86%
4 esporos/ basidio 32,89% 3% 5,85% 41,87%
Ne°. de esporos por CS9 CS9 CS9 CS9
basidio cogl cog2 cog3 cog4
2 esporos/basidio 0,22% 0,39% 0,18% 0,47%
3 esporos/basidio 3,32% 9,75% 9,17% 11,45%
4 esporos/ basidio 96,46% 89,86% 90,65% 88,08%
Ne°. de esporos por Cs10 CS10 Cs10 Cs10
basidio cogl cog?2 cog3 cog4
2 esporos/basidio 0,47% 0,23% 0,49% 0%

3 esporos/basidio 8,89% 5,37% 7,84% 4,09%
4 esporos/ basidio 90,64% 94,40% 91,67% 95,91%
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ANEXO B

FIGURA 1B Temperatura ambiental em Lavras, MG, durante o
periodo de desenvolvimento dos basidiocarpos........
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