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RESUMO

O Agaricus bisporus é o cogumelo comestivel mais apreciado e cultivado no
mundo. No Brasil, o fungo apresenta elevada diversidade de linhagens de diferentes
origens dificultando o cultivo por auséncia de informacgdes importantes como
variabilidade genéticas, caracteristicas morfolégicas e agrondmicas. Além disso, a
presenca de parasitas que levam a ocorréncia de doencas no cultivo, como a bolha seca,
causada por Lecanicillium fungicola, também dificultam a producdo desse cogumelo,
causando perdas econdmicas. Dois estudos foram conduzidos envolvendo este
cogumelo. No primeiro, 14 linhagens de A. bisporus foram avaliadas com a técnica de
Rep-PCR e por microscopia eletrdnica. A técnica de Rep-PCR permitiu agrupar os
isolados a partir da similaridade. Por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) foi
possivel a observacdo de hifas de conexdo entre os basidios. Também foram
visualizados, predominantemente dois basidiésporos por basidio, com a ocorréncia
ocasional de basidios com um, trés e quatro basidiosporos. Por Microscopia Eletronica
de Transmissdo (MET) foram observados ndcleos, vacUolos, corpos lipidicos e
vesiculas, além de substdncias de reserva presentes nos basidiosporos. O estudo
demonstra que todas as linhagens brasileiras sédo pertencentes a variedade bisporus, e
que possuem uma variacdo genética significativa, podendo apresentar caracteristicas
peculiares. No segundo foi avaliado por MEV, o processo de infecgdo de L. fungicola
em trés linhagens brasileiras de A. bisporus. Foi possivel visualizar o processo de
infeccdo do L. fungicola em trés linhagens de A. bisporus, tanto na fase vegetativa,
como na fase de formacdo dos basidiocarpos. As micrografias demonstram a resisténcia
do micélio vegetativo a infeccdo, tendo sido observado o processo de colonizacdo e
reproducdo do parasita apenas em basidiocarpos, com formacdo de fialides,
conidioforos e verticilios. A formacdo de cristais de oxalato calcio foi observada,
utilizado a microanalise de raios X, tanto no ponto de encontro das hifas em placa,
como na infeccdo dos basidiocarpos. Esses cristais podem estar relacionados com a
patogenicidade do L. fungicola. Esse é o primeiro estudo que demonstra o processo de
infeccdo do L. fungicola, desde o inicio da formacdo dos tubos germinativos (16 horas)

até a colonizacdo total do tecido (50 horas) em basidiocarpos de A. bisporus.

Palavras-chave: cogumelo, micopatdgeno, microscopia eletrdnica, rep-PCR.



ABSTRACT

Agaricus bisporus is the most appreciated and cultivated edible mushroom in the
world. In Brazil, the productive sector has a wide range of strains from different origins.
It makes hard to cultivate this mushroom due to the lack of important information such
as genetic variability, and morphological and agronomical characteristics. The presence
of parasites which lead to the occurrence of diseases in the cultivation like the dry
bubble disease caused by Lecanicillium fungicola have also hampered this mushroom
production as well as caused great economic losses. The better understanding of the
produced strains and their differences likewise the interaction between the mushroom
and pathogens allow the improvement of techniques that enable a reduction of
production costs, resulting in lower costs for both the producer and the consumer. The
present theses was split into two studies. On the first, fourteen A. bisporus strains were
evaluated with Rep-PCR technique and electronic microscopy. Rep-PCR technique
allowed separating isolates into two groups according to their similarity. Using
Scanning Electron Microscopy (SEM) it was possible to observe connection hyphae
between basidia. Two basidia per basidiospore were also noticed with occasional
occurrence of basidium with one, three and four basidiospores. Using Transmission
electron microscopy (TEM), nuclei, vacuoles, lipid bodies and vesicles, besides reserve
substances present in basidiospores were observed. On the second, the infection process
of A. bisporus by L. fungicola was investigated with SEM. The infection process of L.
fungicola in three strains of A. bisporus was visualized both at vegetative phase and at
the phase of fruiting body formation. Micrographs show resistance of vegetative
mycelium to infection. However, the colonization process and fungi reproduction on
basidiocarps with phialides, conidiophores and whorls of L. fungicola. The formation of
calcium oxalate crystals using X-ray microanalyses both at the matching point of the

hyphae in the plate and basidiocarps infection was also observed.

Keywords: Mushroom, myco pathogen, electron microscopy, Rep-PCR.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

O Agaricus bisporus (Lange) popularmente conhecido como Champignon é um
alimento apreciado principalmente por seu valor gastronébmico, nutritivo e medicinal,
fato que tem estimulado a produgdo e o cultivo (SAIQA et al, 2008). Em 2011 a
producdo mundial de cogumelos foi de aproximadamente 7,7 milhdes de toneladas,
sendo o A. bisporus considerado o cogumelo comestivel mais importante
economicamente, representando quase metade da producdo mundial de cogumelos
(FAOSTAT, 2014)

O fungicultor deve compreender algumas peculiaridades em relacéo a fisiologia,
nutricdo e metabolismo do fungo para obter um cultivo de sucesso. Os principais fatores
para 0 sucesso da producdo sdo: utilizacdo de uma linhagem com potencial genético
elevado; producdo de um composto que seja mais seletivo possivel para o
desenvolvimento do fungo; tecnologia de cultivo adequada para o controle das variaveis
ambientais; utilizagdo de camada de cobertura de qualidade, higiene, mdo-de-obra
gualificada para colheita, monitoramento e controle de pragas e doencas
(MANOLOPOULOU etal., 2007).

A producdo mundial de cogumelos e as tecnologias de cultivo tendem a evoluir
em paralelo com o mercado consumidor, visto que a exigéncia pela qualidade do
produto é o objetivo dos produtores de cogumelos. Portanto, além de fornecer
produtividades elevadas, a linhagem utilizada no cultivo deve possuir caracteristicas
peculiares para atender ao mercado, como coloracdo e morfologia. Em paises cujo
cultivo de cogumelos existe a longa data, € comum a utilizacdo de linhagens de A.
bisporus com denominagdes, morfologia e caracteristicas produtivas estabelecidas para
os fungicultores (DIAMANTOPOULOU; PHILIPPOUSSIS, 2001). No Brasil, ndo ha
informagdes importantes dessas linhagens, dentre elas, suas caracteristicas genéticas
(hibrido ou ndo), suas condicOes de crescimento (temperatura, umidade relativa do ar,
teor de COy), época do ano mais apropriada para o cultivo e até mesmo que variedade
esta sendo cultivada (Champignon ou Bitorquis).

Outro problema é a presenca de contaminantes e doencas nos cultivos como L.
fungicola resultando em grandes perdas econbmicas. Esse micopatdgeno é o agente
causador da doenca bolha seca em A. bisporus que vem comprometendo a producéo do

cogumelo e provocando grandes perdas de produtividade (BERNARDO et al.,, 2004). O



patdgeno induz o aparecimento de varios sintomas como manchas no basidiocarpo e
descascamento do estipe, que ja podem ser observadas a partir de 72 horas apos a
infecgéo.

A técnica por Rep-PCR € uma importante ferramenta na avaliacdo de
diversidade dos isolados. A microscopia eletronica pode contribuir para a descricdo das
linhagens que sdo utilizadas no pais, bem como ajudar a elucidar a relacdo patdégeno-
hospedeiro. Conhecer bem as linhagens produzidas suas caracteristicas genéticas e
morfoldgicas, bem como a interagdo entre o cogumelo e o patdgeno, permitem ndo s6 o
conhecimento sobre as linhagens produzidas no pais, mais facilitara novas pesquisas para
controle do L. fungicola no cultivo do A. bisporus. Assim, o estudo foi realizado com o
objetivo de:

a) Awaliar, por Rep-PCR, a diversidade genética das linhagens de A. bisporus;
b) Observar o processo de basidiosporogénese e a variacdo do numero de
basidiésporos produzidos por basidio nos diferentes isolados em A. bisporus;

c) Acompanhar a interacdo entre L. fungicola e A. bisporus por MEV;



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agaricus bisporus

A ordem Agaricales compreende trezentos géneros, sendo que cerca de cinco mil
representantes comestiveis, medicinais, alucind6genos, micorrizicos, saprofitos,
parasitas, entre outros, sendo de grande interesse do ponto de vista alimenticio,
etnologico, industrial e ecolégico (ALEXOPOULOS et al., 1996). As espécies dessa
ordem tém sido classificadas e descritas, baseando-se, fundamentalmente nos
caracteres morfoldgicos, anatdmicos e bioquimicos dos basidiomas (SOUZA,;
AGUIAR, 2003).

Na Europa e na Asia ja se comercializa mais de 50 variedades de Agaricus que se
diferenciam uma das outras quanto a forma e cor (liso, escamoso, branco, creme,
castanho, marrom), fragilidade, produtividade, resisténcia as doencas, necessidades
nutritivas e condigcdes climaticas. Em paises cujo cultivo de cogumelos existe a longa
data, é comum a utilizagdo de linhagens de A. bisporus com denominagdes, morfologia
e caracteristicas produtivas estabelecidas para os fungicultores (DIAMANTOPOULOU,;
PHILIPPOUSSIS, 2001). No Brasil, desde o inicio do cultivo do A. bisporus, ndo houve
um processo rastreabilidade das linhagens que foram trazidas dos outros paises, que
permitiria manter um banco de dados e informacOes sobre todas as etapas de cultivo,
atestando, desta forma, a qualidade do produto.

Agaricus bisporus (Champignon de Paris) é a espécie de cogumelo mais cultivada e
consumida no mundo (ROYSE; CHALUPA, 2009). A importancia deste cogumelo vai
além de dados econdmicos e nutricionais. A participacdo em processos biogeoguimicos
em pastagens, florestas de bambu, dunas costeiras (KERRIGAN, 1986), bem como seu
potencial para biorremediacdo de metais pesados ou outros poluentes toxicos como
fenois, ja foi relatado (GARCIA et al., 2005, KAMEDA et al., 2006).

Inimeras descobertas importantes marcam o caminho para o conhecimento sobre A.
bisporus. Dentre as principais descobertas, no que se refere a reproducdo sexuada pode-
se citar: o ciclo de vida marcado pela predominancia do pseudo-homotalismo,
confirmado por Raper et al (1972); a descoberta do I6cus BSN, presente no cromossomo
I, que apresenta um comportamento eficaz e dominante na determinacdo da numero de
esporos formados no basidio (IMBERNON et al., 1996); a descri¢do de trés variedades

de A. bisporus (var. bisporus, var. burnettii e var. eurotetrasporus) que diferem entre si
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por ciclo de vida, tamanho do esporo e o nimero medio do basididsporos por basidios
(CALLAC etal.,, 2006).

Agaricus bisporus var. bisporus possui predominantemente ciclo de vida com
pseudohomotalismo (RAPER et al., 1976), em que apesar da existéncia do fator de
incompatibilidade, o micélio heterocaridtico pode se desenvolver a partir da
germinacdo dos esporos que é autofértil, pois normalmente possuem basididsporos
comdois nicleos de "mating type" diferentes. Essa variedade apresenta cerca de 90% de
basidios bispdricos (CALLAC etal., 1993).

Agaricus bisporus var. burnettii descoberto por Callac et al (1993) no deserto de
Sonora da California, possui um ciclo de vida heterotalico, sendo o micélio produzido
pela germinagdo do esporo sexual é incapaz de autofertilizagcdo e por isso torna-se
necessario um tipo sexual compativel para o cuzamento. Neste caso ha uma baixa
ocorréncia de basidios bisporicos.

Callac et al (1998) ainda descreveram uma especie rara de A. bisporus var.
Eurotetrasporus encontrada na Europa. Essa espécie também possui basidios
tetrapOricos apresentando homotalismo primario, em que micélio autofértil pode ser
produzido pela germinacdo de esporos com nicleos sem fator de incompatibilidade. A
predominancia de basidios tetraspdricos em A. bisporus, resulta da presenca do alelo
dominante (Bsn-t) no locus BSN, que determina o numero de esporos por basidio
(CALLAC etal.,, 2006).

2.2 Avaliagdo molecular por Rep-PCR

Micro-organismos compdem uma das maiores fontes de diversidade genética
disponiveis entre os seres vivos (PROSSER et al., 2007). O desenvolvimento da
biologia molecular tem contribuido para identificar, compreender a diversidade genética
e a caracterizacdo de espécies, além de auxiliar a detecgcdo dos detalhes entre linhagens
(PARELLONI, 1993). As técnicas de sequenciamento e métodos eletroforéticos tém
sido comumente utilizadas para estudos de taxonomia de fungos (GUARRO et al.,
1999). A interpretacdo dos géis de eletroforese de PCR pode ser utilizada para
quantificar a variabilidade genética. Essa técnica oferece vantagens por ser rapida e
versatil possibilitando que um grande nimero de gen6tipos possa ser caracterizado em
pouco tempo (FUNGARO; VIEIRA, 1998).
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Os genomas microbianos possuem cerca de 5% de sequéncias repetidas de DNA
(USSERY et al., 2004). Alguns dados sugerem que o DNA repetitivo pode estar
envolvido na sintese ou catabolismo de RNA e DNA (TOBES; RAMOS, 2005), ou
podem ser mediadores da evolucdo do genoma (SCHMIDT; ANDERSON, 2006). As
Sequéncias Palindromicas Extragénicas Repetitivas (Rep-PCR) constitui na
amplificacdo de sequéncias repetidas no genoma (VERSALOVIC et al., 1994). Quando
essas sequéncias sdo detectadas, dentro de uma distancia amplificavel durante a reagdo
de polimerase em cadeia, um produto de PCR de tamanho caracteristico é gerado, de
modo que O genoma possa gerar um padrdo de polimorfismo em um gel
(VERSALOVIC etal.,, 1991). O Rep-PCR tem demonstrado ser uma ferramenta valiosa
para rastrear e analisar a variabilidade de micro-organismos (RADEMAKER et al.,
2008).

Na Gltima década o Rep-PCR tem sido utilizado para avaliacdo de patdgenos de
animais e plantas, micro-organismos do solo, e de inumeros ambientes (FRYE;
HEALY, 2006; RADEMAKER et al., 2008). Gurel et al (2010) demonstraram que a
técnica de Rep-PCR foi eficaz para mostrar a diversidade genética em isolados de
Fusarium culmorum coletados a partir de campos de trigo, na Turquia. A analise de
agrupamento mostrou concordancia com a distancia dos locais de amostragem, em que
foi encontrada maior similaridade entre isolados de mesma regido agroecoldgica. Castro
et al (2011) testaram a variabilidade intraespecifica entre isolados de Edwardsiella
tarda utilizando quatro métodos baseados em reagdo de polimerase em cadeia (PCR), e
concluiram que o Rep-PCR foi capaz de maior discriminagdo dentro das estirpes
avaliadas. Existem outros estudos na literatura com aplicacdo do Rep-PCR para analisar
a variabilidade intraespecifica. Entretanto, nenhum estudo de caracterizagdo de A.
bisporus com utilizacdo dessa técnica foi encontrado. A discriminacdo genética das
linhagens de cogumelos produzidos no Brasil pode favorecer futuros estudos de
caracterizacdo e permitird a criacdo de um banco de dados para 0 acompanhamento as

linhagens brasileiras.

2.3 Lecanicillium fungicola

Lecanicillium fungicola pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse Hypocreales, Ordem, Family

Cordycipitaceae, Hypocreomycetidae e Geénero Lecanicillium. Esse fungo ¢é
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caracterizado por possuir conidiéforos distintos, sendo dispostos em forma de espiral
com duas a cinco voltas de trés a sete fialides. Os conidios sdo grandes e desiguais
(ZARE; GAMS, 2008).

Lecanicillium fungicola foi descrito pela primeira vez como Acrostalagmus
fungicola por Preuss (1851). Posteriormente o micopatdgeno foi relatado por
pesquisadores franceses Costantin e Dufour (1892). Smith (1924) prop6s o nome
Constatinii cephalosporium. Ware (1933) mudou o nome para Verticillium malthousei.
Somente em 1936, outro pesquisador relatou o patdégeno como Verticillium fungicola
(HASSEBRAUK, 1936).

A espécie L. fungicola foi por muito tempo classificada como V. fungicola. Zaayene
Gams (1982) fizeram uma revisdo sobre a taxonomia e patogenicidade de fungos do
género Verticillium, baseados principalmente em diferencas fisioldgicas e propuseram a
criagdo de trés variedades de V. fungicola (V. fungicola var. fungicola, V. fungicola var.
aleophillum e V. fungicola var. flavidum).

Zare e Gams (2008), estudando o V. fungicola por analises morfolégicas e
moleculares observaram que a espécie estava bem mais proxima do género
Lecanicillium. Com isso, a espécie V. fungicola e suas variedades foram renomeados a
L. fungicola var. aleophillum, L. fungicola var. flavidum e L. fungicola var. fungicola.

Este fungo é patdgeno de varios basidiomicetos, sendo o A. bisporus considerado o
seu principal hospedeiro (BERENDSEN et al, 2010). As duas variedades de L.
fungicola, variedade fungicola e aleophillum, diferenciam entre si principalmente
devido a Ultima apresentar uma maior taxa de crescimento em temperatura mais
elevada. Consequentemente, A. bitorquis, que se desenvolve em temperaturas mais
elevadas do que A. bisporus, é o principal hospedeiro da variedade aleophillum, embora
ambas as variedades possam infectar as especies de Agaricus citadas (ZARE; GAMS,
2008). A subespécie fungicola é habitualmente relatada na Europa, enquanto a
variedade aleophillum é comum na América do Norte (LARGETEAU; SAVOIE, 2010).

A infeccdo do L. fungicola acontece quando os cogumelos apresentam-se no inicio
da formacéo dos basidiocarpos ou em fase de colheita (LARGETEAU; SAVOIE, 2008).
Aparentemente, a adesdo do patdgeno ao hospedeiro ocorre pela presenca de
hidrofobrinas na parede celular de ambos os fungos (CALONJE et al, 2000). O
reconhecimento acontece a partir de glicogalactomananas presentes na parede do L.
fungicola que sdo capazes de reconhecer a se ligar a lectina do hospedeiro. A lectina

pode ser isolada somente a partir dos basidiomas, o que explicaria o fato da infeccdo
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ndo ocorrer na hifa vegetativa (GARCIA MENDOZA et al.. 2003; BERNARDO et al.,
2004). Largeteau et al (2007) confirmaram que lectina apresenta-se apenas no tecido do
corpo de frutificacdo e esta envolvida no reconhecimento e interagdo com o hospedeiro.

Apbs a ligagdo inicial, o L. fungicola pode crescer inter e intracelularmente nas hifas
do corpo de frutificagdo do A. bisporus. A invasdo ocorre por meio da combinacdo de
dois processos. O enfraquecimento da parede celular do A. bisporus devido a producdo
de enzimas liticas por L. fungicola e por pressdo mecanica por formacao do apressorio e
penetracdo da estrutura de penetracdo (CALONJE et al., 1997, DRAGT et al., 1996).
Como a parede celular A.bisporus consiste principalmente de quitina e glucanas, o
patdgeno possui enzimas hidroliticas (quitinases e glucanases) que desempenham um
papel importante na quebra da parede das células hospedeiras, permitindo que a
infeccdo se desenvolva ( CALONJE ET AL., 2000 ; MILLS et al., 2000) .

2.4 Doenga bolhaseca

A doenca bolha seca é uma das doencas mais comuns em cogumelos
comestiveis, sendo uma das maiores preocupagfes no cultivo de A. bisporus
(BERENDSEN et al., 2012). Os sintomas da doenca, causada por este fungo, depende
do tempo de infeccdo, estagio de desenvolvimento da cultura e da variabilidade genética
do hospedeiro (BAAR et al, 2007). Quando a infeccdo ocorre na fase em que 0s
cogumelos estdo desenvolvidos ou em fase de colheita, € comum o aparecimento de
manchas escuras de tonalidade castanha, bordos irregulares e ndo definidos na
superficie do pileo. Nesse caso, pode ocorrer ainda rachaduras, aparecimento de fendas
e descascamento do estipe. Em corte longitudinal pode-se observar uma cavidade
interna também escurecida. Em virtude disto os cogumelos tornam-se secos, enrugados
e inadequados para o consumo (LARGETEAU; SAVOIE 2008).

Outro tipo de sintoma ocorre em uma fase intermediaria do cultivo (formacéo do
botdo), no inicio da formacdo do corpo de frutificagdo. Nesse caso observa-se uma
espécie de estiolamento, isto €, o corpo de frutificacdo ndo mais se desenvolve e adquire
uma coloragcdo amarelada. A infeccdo ainda pode ocorrer preciosamente, causando uma
massa indiferenciada do tecido do estipe e do pileo formando uma massa disforme que
da origem ao nome bolha seca (BERENDSEN et al,. 2010).

Os esporos do patogeno espalham-se facilmente por meio da poeira,

equipamentos utilizados no cultivo e terra de cobertura, sendo linhagens comerciais de
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A. bisporus geralmente muito suscetiveis a doenca bolha seca (DRAGT et al., 1996).
Assim, a primeira forma de prevenir a incidéncia da doenga € com boas praticas de
higiene e saneamento (GRO GAN, 2008). A temperatura e umidade relativa séo fatores
importantes tanto para o cultivo do cogumelo quanto na disseminacdo da doenca
(GRIENSVEN, 1988). Nair e Macauley (1987) observaram que a manipulagdo da
temperatura e umidade durante a producdo de cogumelos pode afetar o desenvolvimento
da doenga. Em seus experimentos, os autores demonstraram que as reducdes da
temperatura de 20 °C para 14 °C e umidade de 90% para 80% durante varios dias foram
capaz de diminuir significativamente a quantidade de cogumelos infectados.

Os métodos de controle também incluem a utilizacdo de fungicidas. Os
primeiros fungicidas usados para controlar a doenca Bolha seca foram ditiocarbamatos,
principalmente Zineb (YODER et al., 1950.), mais tarde substituido por Mancozeb
(NEWMAN; SAVIDGE, 1969). Holmes et al (1971) propuseram a utilizagdo de um
fungicida contendo carbendazim (metilbenzilimidazol carbamato - MBC), mas 0 uso
prolongado resultou em isolados resistentes de L. fungicola (WUEST et al., 1974). O
préximo fungicida utilizado para controlar a bolha seca continha em sua formula o
clorotalonil como ingrediente ativo, conhecido como Tetracloro Isoftalonitrilo
(GANDY; SPENCER, 1976). No entanto, apés 20 anos de aplicacdo o L. fungicola
comegou a desenvolver resisténcia e o clorotalonil também passou a ser ineficaz no
controle da doenca (BONNEN; HOPKINS, 1997). Atualmente, o Procloraz-Mg é o
mais utilizado para o controle da bolha seca, mas dados sugerem que a sensibilidade do
patdgeno vemdiminuindo (GROGAN, 2008).

2.5 Estudos da ultraestrutura do cogumelo

O surgimento de microscopios mais modernos, entre eles 0s microscopios
eletronicos de transmissdo e de varredura, permitiu o estudo de amostras frescas e o
minimo de manipulacdo possivel durante o processamento (COLLINS et al.,, 1993). A
caracterizacdo da ultraestrutura de fungos é fundamental para entender alguns aspectos
do desenvolvimento celular e taxondmico, como por exemplo, germinacéo de esporos,
interacdes hospedeiros-patdgenos, comportamento nuclear, estudos de organelas,
estudos sobre a organizacdo celular, o conhecimento sobre processos de controle de
disseminacdo, controle de atividades economicamente importantes e patogenicidade
(MIMS, 1991).
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A microscopia eletrbnica foi utilizada para estudos taxonbmicos e
desenvolvimento celular e comportamento nuclear de A. bisporus. Greuter e Rast (1975)
visualizaram, por meio de microscopia eletrbnica de transmissdo, mitocondrias,
ribossomos e corpos lipidicos em basidiésporos de Agaricus bisporus. Os autores ainda
descreveram a disposicdo de trés camadas da parede celular dos basidiésporos, duas
camadas mais espessas e uma mais delgada préxima ao citoplasma. A microscopia
eletr6nica também foide grande importancia para descrever os ciclos de vida, tamanhos
de esporos e 0 numero meédio de basididsporos por basidio de diferentes variedades de
A. bisporus (CALLAC et al., 2006). No entanto, as linhagens brasileiras nunca foram
observadas quanto sua ultraestrutura. As andlises ultraestruturais podem auxiliar na
descricéo do perfil dos isolados de A. bisporus cultivados no Brasil.

A microscopia eletronica também tem sido uma ferramenta presente com intuito
de explicar a interacdo hospedeiro-patdgeno na relacdo L. fungicola - A. bisporus. North
e Wuest (1993) utilizaram microscopia eletrdnica de varredura para observar o processo
de infecdo do L. fungicola e A. bisporus e ndo visualizaram formagéo de estruturas
especializadas de penetracdo. No entanto, Dragt et al (1996) utilizando microscopia de
luz e microscopia eletrénica de transmissdo (MET) revelaram que L. fungicola forma
estruturas especializadas de penetracdo para infeccdo em A. bisporus. Tal fato foi
confirmado por Calonje et al (1997). A resisténcia do micélio vegetativo de A bisporus
ao L. fungicola também tem sido analisada por de microscopia eletronica (CALONJE et
al., 2000; SHAMSHAD et al., 2009). Apesar dos estudos envolvendo a interacdo L.
fungicola - A. bisporus, ndo ha informacgdes a respeito do tempo em que o patdgeno leva
desde a formacéo dos tubos germinativos até colonizacgéo total do tecido do hospedeiro,

dados importantes para o desenvolvimento de estratégias de controle.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de 14 isolados
de Agaricus bisporus com a técnica de Rep-PCR e por microscopia eletronica de
varredura. As linhagens ABI 04/02 e ABI 09/10, apresentaram maior dissimilaridade que
as demais linhagens. Por microscopia eletrénica de varredura foi observado que o
desenvolvimento dos basidios e basidiosporos ocorre de forma assincronica. Foram
visualizadas hifas de conexao entre os basidios. Essa caracteristica ja foi anteriormente
relatada em Agaricus brasiliensis, mas é nova para A. bisporus. Foram observados,
predominantemente dois basididsporos por basidio, mas também foram encontrados
ocasionalmente basidios com um, trés e quatro basidiosporos. A forte correlagdo entre
frequéncia de basidiosporos por basidio e as linhagens ()¢ = 604,444, p < 0,0001)
permitiu a construcdo de um dendograma. As linhagens ABI 04/02, ABI 07/06 e ABI
05/03 tiveram maior dissimilaridade quando comparados aos demais isolados. Ao
correlacionar o dendograma gerado com base na frequéncia do nimero de basidiosporos
por basidio e aquele gerado a partir da técnica de Rep-PCR, observamos que em ambos,
a linhagem ABI 04/02 apresenta maior dissimilaridade em relagdo as outras cepas. A
microscopia eletrdnica de transmissdo permitiu visualizar e caracterizar varias estruturas
dos basidios e basidiésporos. Nos basidios foram observados vacuolos, septo doliporo,
vesiculas e corpos lipidicos. A parede celular dos basididsporos é constituida de trés
camadas distintas e apresenta espessura variavel. O estudo demonstra uma descricao das
linhagens produzidas no Brasil, e facilitard futuras pesquisas caracterizacdo genética e

agrondmica dessas linhagens.

Palavras chaves: Cogumelo, Rep-PCR, diversidade genética, basidiosporogénese.
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ABSTRACT: This work aimed to assess fourteen Agaricus bisporus isolates with Rep-
PCR technique and scanning transmission electron microscopies. Rep-PCR technique
allowed separating isolates into two groups according to their similarity. ABI 04/02 and
ABI 09/10 exhibited higher genotypic variations when compared to the others. Using
scanning electron microscopy, we observed basidia and basidiospores developing
asynchronously during basidiocarp production. Connection hyphae between basidia
were observed. This characteristic had been previously reported for Agaricus
brasiliensis, even though it is novel for A. bisporus. Predominantly, two basidia per
basidiospore have been observed, but basidia with one, three or four basidiospores were
also noticed. The strong correlation between the frequency of basidiospores per
basidium and strains (X2 = 604,444, p < 0,0001) allowed the construction of a
dendrogram. ABI 04/02, ABI 07/06 and ABI 05/03 strains had higher dissimilarity in
comparison to the other isolates. By correlating the dendrogram created based on the
frequency of the number of basidiospores per basidium with the other one created with
Rep-PCR technique, we noticed in both the dissimilarity presented by ABI 04/02 strain
in relation to the other strains. Transmission electron microscopy allowed visualizing
and characterizing several structures of basidia and basidiospores. vacuoles, dolipore
septum, vesicles and lipid bodies were observed in basidia. The cell wall of
basidiospores consists of three distinct layers and presents variable thickness. The study
shows a description of the strains produced in Brazil, and it will favor further research

about agronomical and genetic characterization of these strains.

Keywords: Mushroom, Rep-PCR, genetic diversity, basidiosporogenesis
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INTRODUCAO

O Agaricus bisporus (Lange) popularmente conhecido como Champignon é o
cogumelo mais consumido e mais importante economicamente (Tian et al. 2012),
representando cerca de 40% da producdo mundial de cogumelos (Royse e Chalupa,
2009). Em 2011, essa producdo foi de aproximadamente 7,7 milhGes de toneladas
(FAOSTAT, 2013).

Além disso, a producdo e demanda de cogumelos vém aumentando em todo o
mundo, inclusive em paises em desenvolvimento, estimuladas por novas descobertas
cientificas acerca de suas propriedades nutricionais e medicinais (Saiga et al. 2008).
Nesses paises, o cultivo foi realizado sob baixa tecnologia por muitos anos, como uma
atividade que exige médo-de-obra familiar e resulta em baixos niveis de producdo
(Chang e Miles, 2004).

Atualmente, no Brasil, como maior dificuldade junto ao setor produtivo se tem a
elevada diversidade de linhagens utilizadas de origem desconhecida. Como resultado,
ndo se conhece algumas informacGes importantes dessas linhagens, dentre elas, suas
caracteristicas genéticas (hibrido ou ndo), suas condicGes de crescimento (temperatura,
umidade relativa do ar, teor de CO3), época do ano mais apropriada para o cultivo e até
mesmo que variedade esta sendo cultivada (Champignon ou Bitorquis). Novas
tecnologias e a descricdo do perfil das linhagens cultivadas no pais permitird custos
menores de producdo, além de maiores produtividades para consolidacdo dos
empreendimentos que visam o cultivo de cogumelos, especialmente para paises em
desenvolvimento como o Brasil.

A escolha da linhagem é um fator fundamental para obter-se sucesso no cultivo
de cogumelos, pois podem diferir quanto a velocidade de crescimento, resisténcia a
fungos contaminantes, formacdo de basidiomas, tamanho e forma dos basidiomas,
eficiéncia biologica e produtividade (Diamantopoulou e Philippoussis, 2001).
Considerando a importancia do A. bisporus, os estudos da morfologia e de avaliagcdo
molecular podem elucidar o perfil das linhagens cultivadas, permitindo ainda futuros
estudos de caracterizacdo genética e selecdo de linhagens com melhores caracteristicas
agrondmicas.

Comparacdes morfologicas e genéticas também permitem distingdo de isolados
de diferentes regides. Callac et al. (2003) descreveram A. bisporus var. eurotetrasporus

encontrado na Europa, que possui maior parte dos basidios tetrasporicos. Esse tipo de
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cepa pode ser muito util por facilitar a obtencdo de culturas monospdricas, uma vez que
esta &€ uma das grandes limitacGes nas cepas de A. bisporus, as quais produzem basidios
bispdricos na sua grande maioria. Callac et al. (2006) descreveram ainda trés linhagens
de A. bisporus que diferem em seus ciclos de vida, tamanhos de esporos e nimero
médio de esporos por basidio.

A utilizacdo da técnica de Rep-PCR (Sequéncias Palindrémicas Extragénicas
Repetitivas) tem sido comum para analisar a diversidade genética de fungos, por ser
eficaz, reprodutivel, altamente discriminativo e requerer menos tempo que outras
técnicas moleculares (Hierro et al. 2004). Gurel et al. (2010) demonstrou que Rep-PCR
¢ uma técnica eficaz na diferenciacdo de cepas de Fusarium culmorum. Apesar dessa
técnica ja ter sido utilizada na comparacéo de diferentes espécies de bactérias e fungos
ascomicetos, ainda ndo foi utilizada para distincdo de linhagens de A. bisporus.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de 14 isolados de
Agaricus bisporus com a técnica de Rep-PCR e por microscopia eletrbnica de

varredura.

MATERIAL E METODOS
Material Bioldgico

Foram utilizadas 14 linhagens de A. bisporus presentes na micoteca do
Laboratério de Cogumelos Comestiveis, Departamento de Biologia da UFLA (Tabela
1).

Extracdo do DNA

A massa micelial de cada isolado foi coletada diretamente da superficie do meio
BDA sélido apos 15 dias de crescimento e macerada em nitrogénio liquido. A extragdo
de DNA foi feita utilizando DNeasy®Plant Mini Kit (Qiagen) de acordo com as
recomendacOes do fabricante.

Rep-PCR

As reagcoes de PCR foram realizadas com o primer (GTG) 5 (5'-
GTGGTGGTGGTGGTG-3") (Versalovic et al., 1994; Gevers et al., 2001). Cada reagao
teve volume final de 25 uL, contendo 7,5 uL de Tag PCR Master Mix Kit (QIAGEN), 5
pmol.uL'de primer (GTG)5, 0,6% formamida, 0,1 mg.mL™* BSA (Bovine Serum
Albumin), 2 uL  de DNA e 4 ul  4gua miliQ estéril.
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Tabela 1. Descrigdo das linhagens de Agaricus bisporus utilizados neste estudo.

Linhagens Ano coletado Localizagdo Estado Origem
2011 .
ABI 11/14 Mogi das Cruzes SP Europa
ABI 11/15 2011 Botucatu SP Europa
ABI 05/03 2005 Cabreuva SP Europa
ABI1 07/06 2007 Piedade SP Europa
ABI 11/21 2011 Castro PR Europa
ABI 11/16 2011 Botucatu SP EUA
ABI.PB 01/01 2001 Botucatu SP EUA
2001
ABI.PB 06/02 Itu SP EUA
ABI109/10 2010 Botucatu SP China
ABI 11/19 2011 Mogi das Cruzes SP China
ABI 11/20 2011 Mogi das Cruzes SP Japao

Caracteristicas

Coloracdo branca, liso, alta produtividade, resultante de basidiomas com massa
elevada.

Coloracao branca, liso, alta produtividade, cogumelos com massa intermediaria.

Coloragdo branca, baixa produtividade resisténcia a patdgenos, que demoram a
romper o véu da lamela.

Coloracao branca, liso, alta produtividade, que demoram a romper o véu.

Coloracdo branca, produtividade regular, que demoram a romper o véu da
lamela.

Hibrido, denominado “Triple-X, elevada produtividade, porém rompe a lamela
com facilidade.

Coloragéo creme, com escamas distribuidos no pileo e produtividade regular.

Coloracao creme, com pequena quantidade de escamas distribuida no pileo e
produtividade regular.

Coloracdo branca, liso e baixa produtividade.
Coloragéo branca, liso, baixa produtividade.

Coloragédo branca, liso, produtividade regular, basidiomas que demoram a
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romper o véu da lamela.

2004 . Coloracdo branca, liso, resisténcia a patogenos, produtividade regular que
ABI1 04/02 Suzano SP Desconhecida  jomoram a romper o véu da lamela.

2005 . . Coloragéo branca, liso, alta produtividade que demoram a romper o véu da
AB1 06/05 Mogi das Cruzes SP Desconhecida  |gmela.
ABI 11/18 2011 Botucatu SP Desconhecida  Coloragéo branca, liso, produtividade regular.
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As amplificacbes por PCR foram realizadas com um termociclador
(Termocycler T Professional Basic-Biometra, Alemanha) com o seguinte programa: um
ciclo inicial de 4 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 45 °C
por 1 minuto e 65 °C por 8 minutos, e extensdo final de 65 °C por 16 minutos. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% durante 7
horas a uma voltagem de 70 V, em 1 X tampao TAE (Tris-acetato 5 M, EDTA 50 mM,
pH e acido acético glacial 1 M). Os perfis foram visualizados sob luz UV, em
transluminador (MiniBIS Pro, DNR Bio-imaging systems, Israel). A imagem foi
capturada usando software DNR's GelCapture. Os perfis foram analisados utilizando

programa BioNumerics versdo 4.0 (Applied Maths, Sint-MartensLatem, Bélgica).

Microscopia eletrénica de varredura

Para microscopia eletrbnica de varredura e transmissdo foram utilizados
basidiocarpos frescos resultantes da frutificacdo de linhagens de A. bisporus produzidos
de acordo com o protocolo descrito por Zied et al. (2010). Por¢des das lamelas dos
basidiocarpos foram retiradas em pontos equidistantes e imersas em fixador Karnovsky
modificado por um periodo de, no minimo, 24 horas.

Apos fixacdo, foi utilizado o protocolo padrdo para microscopia eletronica de
varredura descrita por Bozzola e Russel (1999) com algumas modificagdes.

As amostras foram lavadas em tampdo cacodilato 0,05 M por trés vezes de 10
minutos cada, poés-fixadas em tetroxido de 6smio 1,0% em agua por 1 hora e
desidratadas em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90%, uma vez e 100%, por trés
vezes). Apbs a desidratacdo, as amostras foram levadas para um aparelho de ponto
critico Balzers CPD 030 para substituicdo de 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 o ouro no
evaporizador Balzers SCD 050 para observacdo em microscopio eletrénico de varredura
LEO EVO 40.

Para contagem dos basididésporos, todos os campos foram avaliados a distancia
de trabalho (WD) de 10 mm e aumento de 3500 X. Por meio de uma selecéo de uma area
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
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adjacentes ou que um mesmo campo fosse contabilizado mais de uma vez. Para cada
linhagem foi obtido 30 imagens. Estimou-se a frequéncia de basidios portando
diferentes nimeros de basidiosporos e a significancia dos resultados foi determinada
com o teste de qui-quadrado por meio do programa computacional R versao 2.9.1. (R
Foundation for Statistical Computing, 2013).

Microscopia eletrbnica de transmissao

Com base nas dissimilaridades apresentadas nos estudos de Rep-PCR e
microscopia eletronica de varredura, foi utilizado para a observacdo em microscopio
eletronico de transmissdo as lamelas das linhagens ABI 04/02, ABI 11/20 e ABI PB
01/01.

As lamelas em diferentes estagios foram cortadas a mao livre com bisturi em
pedacos de no maximo 1 mm de largura. Alguns basidiocarpos foram coletados e
mantidos em beakers estéreis para a liberacdo dos esporos. Os basidiésporos foram
submetidos a um tratamento com HCI 1 Mol L por 10 minutos. Os materiais foram
imersos em fixador Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em
tampédo cacodilato de sodio 0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001M), por um periodo de, no
minimo, 24 horas. Apds esse periodo, os basididésporos foram centrifugados, lavados em
agua destilada e centrifugados novamente, resuspensos em agar (2%) fundido e
mantidos a 4 °C para a solidificagéo.

Apoés fixagdo foi utilizado protocolo padrdo para microscopia eletrénica de
transmisséo descrita por Bozzola e Russell (1999) com algumas modificacdes.

As amostras foram lavadas em tampdo cacodilato 0,05M por trés vezes de 10
min cada, pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1,0% em agua por 4 horas, lavadas por
duas vezes de 15 minutos em agua destilada e transferidas para a solu¢do 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 (Sigma)
Jacetona 30% (8 horas), 70% (12 horas) e 100% por duas vezes de 24 horas cada,
montado em moldes de silicone e submetido a polimerizacdo em estufa a 70 °C, por 8
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
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la&mina de barbear. Seccdes ultrafinas (<100 nm) foram confeccionadas utilizando-se de
um ultramicrétomo Reichrt-jung (ultracut) e navalhas de diamante.

Os cortes ultrafinos foram obtidos com navalha de diamante e coletados em
grades de cobre de 200 meshs cobertas com formvar. As seccbes foram pds-
contrastadas em acetato de uranila e acetato de chumbo por trés minutos cada, secas ao
ar, e, em seguida, examinadas em microscépio eletronico de transmissdo Zeiss EM 109
a80v.

RESULTADOS
Caracterizacdo genética por Rep-PCR

As 14 linhagens de A. bisporus foram submetidas a analise por Rep-PCR, cujos
resultados a partir do polimorfismo gerado estdo demonstrados na Figura 1. Os isolados,

ABI 04/02 e ABI 09/10, provenientes respectivamente de origem desconhecida e da China,

apresentaram maior variagdo genotipica em relacdo as demais linhagens.

100

8 8 8
" " | 1

ABI 04/02 (orig, desconhecida)

ABI 09/10 (orig, China)

ABI 06/05 (orig, desconhecida)

ABILPB 06/02 (orig, EUA)

ABI 11/16 (orig, EUA)

ABI 05/03 (orig, Europa)
ABI 11/14 (orig, Europa)
ABI 11/15 (orig, Europa)

ABI 11/18 (orig, desconhecida)

ABI 11/20 (orig, Japio)

~ ABI PB01/01 (orig, EUA)

ABI 07/06 (orig, Europa)

ABI 11/19 (orig, China)

p ABI 11/21 (orig, Europa)

Figura 1. Dendograma obtido a partir da arélise de Rep-PCR 14 linhagens de Agaricus bisporus do
Brasil.
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Analise da ultraestrutura por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As lamelas de A. bisporus apresentam basidiosporos turgidos ligados ao basidio
por meio do esterigma (Figura 2A-B). Quando maduros, 0s esporos sdo ovalados e
possuem uma cicatriz denominada apéndice hilar, determinando o ponto de liberacdo do
esterigma. Foi observada a liberacdo dos basidiésporos, em todas as linhagens, nas
amostras retiradas antes da abertura do pileo. Todos os isolados apresentaram lamelas
com basidios e basidiosporos em diferentes estagios (Figura 2C-D), demonstrando que
0 desenvolvimento dessas estruturas ocorre continuamente. As linhagens, exceto ABI
06/05, ABI.PB 06/02 e ABI.PB 01/01, apresentaram hifas de conexdo entre os basidios
(Figura 3A-D). A medida do didmetro das hifas de conexdo foi calculada no microscopio

eletrdnico de varredura, apresentando valor médio de 320,37 nm.

Figura 2. Eletromicrografia de varredura de lamelas de Agaricus bisporus. A- B. Basididsporos
ligados ao basidio. C. Desenvolvimento ndo sincrénico de basidios e basidiésporos em uma
mesma regido. D. Diferentes estagios de desenvolvimento dos basidiésporos em um mesmo
basidio.
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Figura 3. Eletromicrografia de varredura de lamelas de Agaricus bisporus. A-D. Basidios ligados
entre si por hifas de conexdo (indicado por setas). Medida das Hifas: A: 301.07 nm. Médias das
hifas em B: 302,5 nm. C: 384,8 nm D:273,4 nm.

A frequéncia de basidiésporos por basidio esta descrita na Tabela 2. Em todas as
linhagens foram observados basidios predominantemente bispéricos (Figura 4C-E).
Entretanto, todas apresentaram basidios trispéricos (Figura 4F-G). Os isolados também
apresentacdo basidios monospdricos, com excecédo dos isolados ABI 04/02 e ABI 05/03
(Figura 4A-C). Ja as linhagens ABI 11/21, ABI 04/02 e ABI.PB 06/02 tiveram, em
pequena quantidade, basidios tetraspéricos (Figura 4H-1).

Com base no teste qui-quadrado pode-se observar relacdo entre numero de
basidi6sporos por basidios e as linhagens (x* = 604,444, p < 0,0001). A partir desse teste,
foi possivel construir um dendograma, e as linhagens foram separadas em dois grupos (1 e
2), considerando a dissimilaridade acima de 50% (Figura 5). O grupo 2, formado por ABI
04/02, ABI 07/06 e ABI 05/03, apresentaram menor similaridade em relacdo as demais
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linhagens.

Tabela 2. Numero (N°) e frequéncia (Freq.) de basidios de Agaricus bisporus com 1, 2, 3 e 4
basidiésporos.

Linhagens ABI ABI ABI ABI ABI ABI ABI  ABI ABI ABI ABI ABI ABIL.PB ABI.PB
g 1144 11A5 11116 11A8 11419 11220 1121 0605 0402 0503 0706 09/10 0101 06/02

Basidibs poros Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq.

por basidios
1 170% 080% 110% 060% 4,00% 170% 230% 470% 0% 0% 010% 360% 150% 0,60%
2 97,60% 94,40% 97,30% 97,60% 9550% 98% 96,20% 95,0% 90,20% 9250% 95,80% 9540% 97,80% 97,60%
3 0,70% 480% 160% 180% 050% 030% 120% 030% 950% 750% 410% 070% 0,70% 1,10%
4 0% 0% 0% 0% 0% 0% 030% 0% 0,30% 0% 0% 0% 0% 0,70%
Total 100% 100% 100%  100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Analise da ultraestrutura por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A Microscopia Eletrbnica de Transmissdao permitiu observar os basidios
de A. bisporus em diferentes estagios de desenvolvimento. Esses consistem de células
cilindricas expandidas e clavadas (Figura 6 A-B). Foram visualizados vacUolos, septo
doliporo, vesiculas, corpos lipidicos (Figura 7A-F). Foram observados basidios com
um e dois nucleos (Figura 8A-D). N&do houve diferenca citoldégica das linhagens
avaliadas, sendo encontradas em todas as secdes analisadas as estruturas descritas
anteriormente.

Quanto aos basididsporos, pdde ser observado que a parede celular é formada
por trés camadas (Figura 9B), sendo duas mais espessas (W1 e W2), e uma mais
delgada (W3) proxima ao citoplasma. Um apéndice hilar (Figura 9A) emerge na regido
de ligacdo do esterigma. Em alguns esporos foi possivel visualizar estruturas

correspondente a substancias de reserva.
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Figura 4. Eletromicrografia de varredura mostrando o desenvolvimento de basidios com
diferente numero de basidiésporos superficie de lamelas de Agaricus bisporus. Basidios com um
(A, BeC),dois (C,DeE), trés (G e F) e quatro (H e 1) basidiésporos.
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ABI 0605
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I ABI 05/03
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ABI 07/06
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Figura 5. Dendograma construido a partir dos resultados obtidos com teste qui- quadrado entre
14 linhagens de Agaricus bisporus.

Figura 6. Eletromicrografia de transmiss@o de lamelas de Agaricus bisporus mostrando basidios
em forma de cilindrica e clavadas. A. Forma dos basidios, clavados e expandidos. B. Basidio
processo inicial de formagao.
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Figura 7. Eletromicrografia de transmissdo de basidios de Agaricus bisporus mostrando em A.
vacuolos (V), B Septo doliporo, formado por um poro (P) e por duas calotas (C),em C. Vesiculas
(VS), e corpos lipidicos (CP), D. Corpos lipidicos (CP), E. Esterigma (ST) e basidios (B) e F.
Degradagéo dos basidios apds a liberacéo dos esporos indicado por setas.
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Figura 8. Eletromicrografia de transmissdo de basidios de Agaricus bisporus mostrando um
ndcleo (N) em (A), (C) e (D) e dois nucléolos (Ns) em (B).

Figura 9. Eletromicrografia de transmissdo de basidios de Agaricus bisporus mostrando em A.
Apéndice Hilar (H) e B. Camadas formadoras da parede celular (W1, W2 e W3) e substancias de
reserva indicadas pela seta.
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DISCUSSAO

Caracterizagdo genética por Rep-PCR

Né&o foi possivel agrupar as diferentes linhagens em fungdo da sua origem e, ndo
houve uma distribuicdo de acordo com os paises ou regides de origem (Figura 9). A falta
de correlagdo entre a diversidade genética e a origem geografica pode ser explicada
devido ao fato de que essas linhagens ndo foram obtidas diretamente da natureza, mas a
partir de empresas ou instituicdes pdblicas. Aléem disso, é possivel que, apds muitos anos
de cultivo no Brasil, essas linhagens tenham sofrido mutacGes ou recombinacfes
suficientes para alterar, de forma profunda, a sua constituicdo genética original. A anélise
da diversidade genética é uma etapa importante para o planejamento de programas de
melhoramento, por facilitar a selecéo de possiveis parentais (Fu et al. 2010).

Andlise da ultraestrutura por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A presenca de hifas de conexdo podem estar relacionadas com uma possivel
troca de material genético. A presenca de hifas de conexdo foi relatada pela primeira vez
por Herrera et al. (2012), em A. brasiliensis. Os autores sugeriram que essas estruturas
poderiam permitir a transferéncia de nucleos entre os basidios, contribuindo para a
producdo de basidiosporos binucleados heterocarioticos. Entretanto, considerando que
0s nucleos possuem tamanho entre 0,9 um e 1,4 um de didmetro, a sua transferéncia
por meio das hifas de conexdo seria inviavel, considerando a extensdo dessa estrutura e
seu diametro médio de 320.37 nm, cerca de 0,32 um. Apesar das observagdes, ndo se
pode descartar a possibilidade de haver trocas material genético a partir das hifas de
conexdo. Analises filogenéticas de populacdes fangicas tém revelado que a
transferéncia de genes ou de cromossomos por fusdo de hifas pode desempenhar um
papel na geracdo de diversidade genoma a nivel populacional em uma variedade de
fungos filamentosos (Roper et al. 2011). Novos estudos envolvendo técnicas de
microscopia de fluorescéncia podem ser explorados para melhor esclarecimento do
papel desse fenbmeno no desenvolvimento dos basidios e basidiésporos.

No estudo foi observada a variagdo entre um e quatro esporos por basidio, com
predominancia de dois esporos por basidio, o que demonstra que as linhagens

brasileiras avaliadas sdo todas pertencentes a variedade bisporus, considerando que as
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variedades burnetti e eurotetrasporus possuem predominancia de basidios tetraspdricos
(Callac et al. 2006). Este dado é relevante uma vez que demonstra a variedade
cultivada no Brasil permitindo a futuros processos de otimizacdo dos cultivos
comerciais. Das 14 linhagens estudadas, apenas 3 apresentaram basidios tetrasporicos
linhagens ABI 11/21, ABI 04/02 e ABI.PB 06/02 com frequéncia de 0,30%, 0,30% e
0,70% de basidios tetrasporicos, respectivamente. Saksena et al. (1975) estudando duas
linhagens por microscopia de fluorescéncia e microscopia eletrdnica de varredura
relatou a predominancia de basidios bisporicos, com ocorréncia de basidios com um e
trés basidiosporos. Callac et al. (1996) estudando os ciclos de vida de A. bisporus,
observou que a baixa porcentagem (1,3% em média) de basidios tetrasporicos esta
relacionada a um heterotalismo limitado. Portanto, essas linhagens que apresentam
basidios tetraspoOricos sdo importantes para a obtencdo de culturas monosporicas
heterotalicas, as quais podem ser utilizadas como parentais para a obtencdo de novos
hibridos. De acordo com o teste qui-quadrado, foi observada forte relacdo entre
quantidade de basidiésporos por basidios e as linhagens, demonstrando que ABI 04/02,
ABI 07/06 e ABI 05/03 possuem maior dissimilaridade em relacédo as demais linhagens.

Considerando-se que todas as linhagens, do presente trabalho, foram cultivadas
em camara de cultivo, com as mesmas condicGes, podemos inferir também que a
variacdo ocorreu em funcdo das diferencas genéticas entre os isolados. Herrera et al.
(2012) observaram a variagdo do numero de basidiosporos por basidio em diferentes
linhagens de A. brasiliensis e concluiram que as diferencas ocorreram em funcdo das
diferengas genéticas entre as linhagens, uma vez que as frutificacdes ocorreram em
ambiente igual para todas elas. Além disso, é importante destacar que mais de 80% das
linhagens utilizadas comercialmente no Brasil ndo produziram basidios tetrasporicos,
sendo que, das que apresentaram, a frequéncia variou de 0,3 a 0,7%, portanto, muito
inferior a média de 1,3% relatada por Callac (1996). Esses resultados indicam que,
apos serem trazidas para o Brasil, essas linhagens vem sofrendo sucessivas alteracfes
genéticas, de modo que, dificilmente, apresentam as mesmas caracteristicas das
culturas originais.

O predominio do numero de basidios bisporicos encontrados nas linhagens
analisadas no presente estudo, infere-se que os mesmos apresentem o alelo Bsn-b/b. O
namero de basidiésporos por basidio é primeiramente determinado no locus BSN no
cromossomo | (Xu et al. 1993). Os alelos Bsn-t e Bsn-b conferem o fenotipo com

predomindncia de basidios tetrasporicos e bispéricos, respectivamente. O alelo Bsn-t é
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dominante em relacdo ao Bsn-b (Callac et al. 1998). Futuros estudos moleculares
deverdo ser conduzidos para se confirmar a auséncia do alelo Bsn-t na maioria das
linhagens cultivadas no Brasil.

Quando correlacionamos o dendograma gerado a partir da técnica de Rep-PCR e
aquele gerado com base na frequéncia do numero de basidiosporos por basidio,
observamos que em ambos, a linhagem ABI 04/02 apresenta maior dissimilaridade em
relagdo as outras cepas. As diferencas detectadas pela técnica de Rep-PCR referem-se a
alteracOes sofridas em regibes de DN A repetitivo, mas que sugerem que as alteracbes
ocorreram em todo o genoma, incluindo 0s genes responsaveis por ndmero de
basidiosporos por basidio e aqueles relacionados aos tratos quantitativos da espécie
referentes a producdo de cogumelos. A linhagem ABI 04/02 apresenta caracteristicas
importantes como a resisténcia a patdégenos, demonstrando a importdncia de estudar
mais profundamente as caracteristicas dentre os representantes de cada um dos grupos

formados a partir do presente estudo.

Analise de microscopia eletrbnica de transmisséo

A observacdo de dois nlcleos pode indicar a ocorréncia da primeira divisdo
meiotica. Nos basidios, ainda podem ocorrer uma segunda divisdo meidtica, em que
guatro nucleos sdo formados (Callac et al. 2006). Entretanto, no presente estudo, ndo
foram visualizados basidios com quatro ndcleos.

No interior dos basididésporos foram visualizados somente estruturas de reserva.
Essas substancias podem ser derivadas de agUcares comuns tais como glicose
(glicogénio, lipidios e trehalose) e frutose (trehalose e polidis). O manitol, derivado de
frutose, pode atuar também como regulador metabdlico e substancia de reserva
(Deacon, 1997). O glicogénio, substancia de reserva mais comum, pode formar
agregados de 15 a 30 nm e se associar a membranas citoplasmaticas (Moore-Landecker,
1996). A dificuldade na observacdo das estruturas dos esporos deve-se a parede externa
mais espessa, 0 que dificulta o processo de fixacdo. Em esporos coletados antes de abertura
do pileo obteve-se melhor resultado, provavelmente por esses terem a estrutura de parede
menos rigida. A estrutura visualizada na parede celular dos basidioporos foi similar a

demonstrada por Greuter e Rast (1975) para A. bisporus.
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CONCLUSOES

O Rep- Pcr permitiu avaliar a diversidade das linhagens de A. bisporus.

As linhagens A. bisporus brasileiras estudadas séo pertencentes a variedade bisporus
apresentando predominantemente basidios bisporicos.

As hifas de conexdo podem permitir a troca de material genético entre os basidios.
As andlises por microscopia eletrénica de transmissdo ndo demonstraram diferengas

a nivel de organizacdo celular entre as linhagens avaliadas.
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RESUMO: O fungo Lecanicilium fungicola é o agente causador da doenca bolha seca
no cogumelo Agaricus bisporus, provocando perdas econdmicas e danos na producédo
comercial do champignon. O objetivo desse estudo foi acompanhar o processo de
infeccdo de L. fungicola em trés linhagens brasileiras de A. bisporus, tanto na fase
vegetativa, como na fase de formacdo dos basidiocarpos, utilizando a microscopia
eletronica de varredura e microanalise de raios X. As micrografias mostram que o
micélio vegetativo das linhagens de A. bisporus brasileiras séo, resistentes a infeccéo do
parasita. Entretanto, as imagens mostram que o patdgeno pode entrelacar nas hifas do A.
bisporus sem causar danos, o que contribui para a presenca do L. fungicola durante a
colonizacdo do substrato, permitindo sua presenca durante a formacdo dos primdrdios
de A. bisporus. No basidiocarpo, foi possivel observar o tempo de formagéo dos tubos
germinativos (16 horas) de L. fungicola e o inicio da penetracdo (18 horas), sem a
formacdo de estruturas especializadas. Também foi possivel observar o processo de
colonizacdo e reproducdo com formacdo de fialides, conidioforos e verticilios do L.
fungicola. A formacdo de cristais de oxalato de calcio do patdgeno, também foi
observada, utilizado a microanalise de raios X, tanto no ponto de encontro das hifas em
placa, como na infec¢do dos basidiocarpos. O estudo demonstrou ndo sé o processo de
infeccdo de L. fungicola em A. bisporus, mas o tempo que o patdgeno leva para se

instalar e colonizar todo o tecido do hospedeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Microscopia eletronica de varredura, cogumelo, microanélise

de raios X, micopatdgeno.
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ABSTRACT: The fungus Lecanicilium fungicola causes the dry bubble disease in
Agaricus bisporus mushroom leading to economic losses and damages in commercial
production of champignon. The infection seems to occur at the stage of basidiocarp
formation, yet the vegetative mycelium is resistant to infection. This study aimed to
monitor the infection process of L. fungicola in three A. bisporus strains, both at the
vegetative stage and at the stage of basidiocarp formation using scanning electron
microscopy with X-ray microanalyses. Micrographs show that the vegetative mycelium
of A. bisporus strains are truly resistant to infection by the parasite. However, the
formation of germinative tubes of L. fungicola and the process of penetration without
the formation of specialized structures was observed in the basidiocarp. The process of
colonization and reproduction with the formation of phialides, conidiophores and
whorls of L. fungicola were observed as well. The formation of calcium oxalate crystals
using X-ray microanalyses both at the matching point of the hyphae in the plate and

basidiocarps infection was also observed.

Keywords: Scanning electron microscopy, mushroom, X-ray microanalyses, myco

pathogen
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INTRODUCAO

Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare e Gams, também conhecido como
Verticillium fungicola (Preuss) é frequentemente associado ao champignon (Agaricus
bisporus), sendo o etioldgico da doenga conhecida como bolha seca (Zare & Gams,
2008). Esta doenca estd associada a grandes perdas e danos na producdo comercial do
cogumelo (Berendsen et al., 2010). Os sintomas da doenca variam desde pequenas
lesBes necroticas no basidiocarpo, descascamento do estipe, até massas disformes e
indiferenciadas do tecido do cogumelo (Largeteau e Savoie 2008). Atualmente, o
controle da doenca depende do uso de fungicidas como Prochloraz, mas a resisténcia do
patdgeno a este fungicida ja tem sido relatada (Gea, 2005; Mehrparvar et al. 2013).

A infeccdo do L. fungicola parece ocorrer inicialmente pela adeséo de hidrofobinas
presentes na parede de ambos os fungos. Apos a ligacdo inicial, o fungo pode crescer
inter e intracelularmente devido ao enfraquecimento da parede celular do A. bisporus
pela acdo de enzimas liticas e por pressdo mecanica do patogeno (Calonje et al. 1997).
Aparentemente, a infeccdo sdé ocorre quando os cogumelos apresentam-se
desenvolvidos ou em fase de colheita (Largeteau e Savoie, 2010). A observacéo sugere
que o micélio vegetativo ndo é afetado. Alguns estudos microscépicos e bioquimicos
foram publicados com intuito de esclarecer o processo de infecgdo, mas esse ndo esta
totalmente elucidado.

Alguns autores demonstraram que ha variabilidade com relacdo a agressividade
entre os grupos de L. fungicola (Largeteau et al. 2006). Atualmente, € reportado que
duas variedades de L. fungicola afetam culturas de A. bisporus, a variedade aleophilum,
que afeta culturas de cogumelos no Canada e EUA (Collopy et al. 2001) e a variedade
fungicola, responsavel pela a doenca na Gra-Bretanha, Holanda, Espanha, e Franca
(Largeteau et al. 2006). No Brasil, ndo a relatos de qual variedade afeta a produgéo de
A. bisporus.

O processo de infeccdo por L. fungicola tem sido analisado por avaliacGes
bioquimicas e moleculares (Collopy et al. 2010; Largeteau e Savoie 2010). Entretanto,
sua visualizacdo sO é possivel por meio de estudos morfoldgicos. A microscopia
eletr6nica de varredura tem sido uma importante ferramenta nos estudos relacionados a
interacdo patdgeno/hospedeiro, ou seja, da adesdo, germinacéo, penetracdo, colonizacao
e reproducdo do patdgeno (Calonje et al. 2000). Além disso, estudos morfoldgicos séo
considerados um prée-requisito para o desenvolvimento de estratégias de controle.
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O objetivo desse estudo foi acompanhar o processo de infeccdo do L. fungicola em
trés linhagens de A. bisporus, tanto na fase vegetativa, quanto na fase de formacao dos

basidiocarpos, por microscopia eletrénica de varredura.

MATERIAL E METODOS

Interacdo das hifas

Para o estudo de interacdo na fase vegetativa foram utilizados micélios L.
fungicola (LF.1) e de trés linhagens A. bisporus (ABI 7, ABI 11/14 e ABI 11/21)
presentes na micoteca do Laboratério de Cogumelos Comestiveis da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Discos de 0.5 cm de diametro foram transferidos para o
meio BDA (batata-agar-dextrose) de ambos isolados em extremidades opostas e
mantidos em BOD 25 °C £ 0,5 °C. Devido a diferenca da taxa de crescimento dos dois
fungos, as linhagens de A. bisporus foram inoculadas 10 dias antes do L. fungicola.
Apbs a aproximacéo dos micélios, 5 amostras de 1 cm?® foram retiradas no ponto de
encontro das coldniasem1, 3, 5 e 10 dias. O tempo de coleta foi determinado a partir de

testes desenvolvidos anteriormente pelos autores.
Cultivo do champignon e inoculagdo do L. fungicola

Para estudos da infecgéo L. fungicola com o cogumelo foi utilizada as mesmas
linhagens descritas anteriormente. Para isso, 0s compostos obtidos comercialmente pela
empresa Sitio dos Micélios, localizada em Barbacena-MG/Brasil, foram inoculados com
as linhagens de A. bisporus e mantidos a 25+1 °C por 20 dias, até a total colonizacdo do
substrato. Para a inducdo da frutificacdo dos basidiocarpos, foi utilizada uma camada de
cobertura contendo latossolo vermelho distroférrico e carvdo, propor¢do (1:2)
respectivamente, e calcario calcitico (5%). Depois da adicdo da camada de cobertura os
compostos foram incubados a 20+1 °C e umidade 90%. Apds o aparecimento dos
primérdios foram inoculados 5 pL de uma suspensdo de esporos (1x10% mL?) em
diferentes pontos da superficie do cogumelo. Cinco a mostras de 1 cm? dos cogumelos
infectados foram retiradas com 12, 14, 16, 18, 20, 30, 40, 50, 70, 140 horas. O tempo de

coleta foi determinado a partir de testes anteriores.
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Microscopia eletronica de varredura

Todas as amostras coletadas foram pré-fixadas em fixador Karnovsky
modificado (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em fosfato 0,05 M, pH 7,2) por um
periodo de, no minimo, 24 horas. Algumas amostras de cogumelos infectados com o
patbgeno foram retiradas do pré-fixador e transferidas para glicerol 30% por 30
minutos; em seguida, imersas em nitrogénio liquido e fragmentadas com bisturi sobre
placa de metal.

Apos fixacdo, foi utilizado o protocolo padrdo para microscopia eletronica de
varredura descrita por Bozzola e Russel (1999), com modificacdes.

As amostras foram lavadas em tampédo fosfato 0,05 M por trés vezes de 10
minutos cada, e desidratadas em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90%, uma veze
100%, por trés vezes). Apés a desidratacdo, as amostras foram levadas a um aparelho de
ponto critico Balzers CPD 030 para substituicdo de acetona por CO, e complementagdo
da secagem. Os especimes obtidos foram montados em suportes de aluminio (stubs)
com fita de carbono sobre uma pelicula de papel aluminio e cobertos com ouro no
evaporizador Balzers SCD 050 e em seguida, observadas no microscopio eletrénico de
varredura LEO EVO 40 XVP.

A partir da observacdo de cristais presentes em algumas amostras foi possivel a
qualificacdo/quantificacdo da composicdo quimica destes por Espectometria de Energia
Dispersiva por Raio-X no aparelho Quantax Xflash 5010 Bruker acoplada ao
microscopio eletrénico de varredura. Para isso, as novas amostras foram preparadas de
acordo com a metodologia descrita acima. Entretanto, os espécimes foram levados ao
aparelho evaporizador de carbono modelo Balzer CED 020 logo apés montados em
suportes de aluminio (stubs) e em seguida observados no aparelho LEO EVO 40 XVP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inte racdo entre hifas

As micrografias obtidas em microscopio eletrdnico de varredura demonstram a
interacdo entre as hifas das linhagens de A. bisporus e L. fungicola (Figura 1). Como ja
descrito por Calonje et al. (2000), as hifas de L. fungicola podem ser distintas das de A.
bisporus, devido ao seu menor diametro. As imagens revelam que, apds o contato com o

agente patogénico, as hifas de A. bisporus ndo demonstraram nenhuma degradacéo da
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parede da célula hospedeira, nem sinal de penetracdo em nenhuma das linhagens de A.
bisporus analisadas. O mesmo foi observado por Shamshad et al. (2009) em seu estudo
de interacdo entre o micélio vegetativo de A. bispours e L. fungicola, em que por
microscopia eletronica de transmissdo demostraram que ndo houve infeccdo do
patdégeno no tecido do hospedeiro. As imagens demostram que o micélio vegetativo das
linhagens brasileiras de A. bisporus também ndo é afetado por infeccdo de L. fungicola.
As eletromicrografias também demonstram que, além de ndo ocorrer o processo de
infeccdo por L. fungicola, 0 micélio vegetativo de A. bisporus ndo sofre alteracdo na
estrutura morfologica, conforme agora comprovado por microscopia eletrénica de

varredura.

Figura 1.Eletromicrografias de varredura mostrando a interacdo das hifas de A. bisporus (fase
vegetativa) e L. fungicola e Cristais (Cs) em (A) e (B), e aadesdo dos Esporos (Es) nas hifas A.
bisporus em (C) e (D). As setas indicam as hifas de L. fungicola.

Foi possivel observar no presente estudo, esporos e hifas de L. fungicola
aderidas a superficie do hospedeiro (Figura 1C-D) e hifas enroladas (Figura 1B) em
torno das hifas do hospedeiro. Provavelmente este comportamento contribui para que o
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patbgeno possa estar presente tanto na producdo do spam (material de A. bisporus
utilizado para colonizagéo do substrato), quanto no periodo de colonizacdo do substrato
pelo A. bisporus, permitindo que ele esteja presente no inicio da formacdo dos
primordios. Quando a infeccdo ocorre no inicio da formacdo do corpo de frutificacdo
(formacdo do botdo), o corpo de frutificacdo ndo desenvolve, causando uma massa
indiferenciada do tecido do estipe e do pileo formando uma massa disforme que da
origem ao nome da doencga, Bolha seca. Neste caso, a doenca € ainda mais agressiva
podendo causar perdas maiores de producdo (Berendsen et al. 2010).

E provavel que o patdgeno possa aderir ao hospedeiro por meio das interagdes
hidrofobicas entre as camadas de hidrofobina. Em A. bisporus a superficie externa da
hifa vegetativa esta coberta por hidrofobinas tipo ABH3 (Lugones et al, 1998). No L.
fungicola as analises da composicdo dos aminoacidos revelaram a presenca de
hidrofobinas de classe Il (Calonje et al. 2002). Mesmo com a ades@o aparente entre 0s
isolados, ndo foi visualizado nas eletromicrografias a penetracdo do patégeno na hifa
vegetativa das linhagens de A. bisporus. Portanto, ainda que ndo ocorra 0 processo de
infeccdo, a interacdo mediada por hidrofobinas é importante para permitir a presenca de
estruturas do patdbgeno no momento da frutificacdo, quando a infeccdo ird se
estabelecer.

Lecanicillium fungicola ndo parece apresentar um efeito litico sobre a parede do
micélio vegetativo do A. bisporus, sugerindo que o processo de infeccdo depende da
composicdo quimica e estrutura de parede celular do hospedeiro (Calonge et al 2000).
Bernardo et al. (2004) confirmaram essa hipdtese. Os autores observaram que a parede
celular do parasita possui glicogalactomananas que sdo capazes de reconhecer e se ligar
a lectina presente no corpo de frutificacdo do hospedeiro. O micélio vegetativo de A.
bisporus ndo apresenta em sua composicéo a lectina.

Perez Cabo e Garcia Mendoza (2008) encontraram efeitos semelhantes das
glicogalactomananas de L. fungicola na atividade hemaglutinante em uma lectina de
Pleurotus ostreatus. Isto implica que este mecanismo pode funcionar em outras espécies
suscetiveis. Entretanto, novas evidéncias sobre a necessidade da lectina no processo
devem ser exploradas. Os estudos confirmam a ineficacia da colonizacdo do patdgeno

no micélio vegetativo das linhagens de A. bisporus produzidas no Brasil.

Infeccdo do Champignon por L. fungicola.
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N&o houve diferenga no processo de infecgdo nas trés linhagens de A. bisporus
utilizadas. O inicio da germinacdo ocorreu somente a partir das 16 horas, quando os
conidios emitiram 1, 2 ou 3 tubos germinativos, com predominancia unilateral (Figura 2
A-G). O tubo germinativo foi emitido nas extremidades, havendo, entretanto, alguns

que surgiram lateralmente.

Figura 2. Eletromicrografias de varredura da superficie dos basidiocarpos de A. bisporus
inoculados com L. fungicola. Germinacdo e infeccdo com a emisséo de um (A-D), dois (E-F) e
com trés tubos germinativos (G); H. Formacdo dos conidiéforos verticilos e fialides; J. Cristais.
As setas indicam o ponto de infecg¢do do L. fungicola no tecido do A. bisporus.
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Apos 18 horas foi possivel visualizar a penetracdo do L. fungicola no tecido do
cogumelo (Figura 2 C-G). Nado houve a formacdo de estruturas especializas de
penetragdo em nenhuma das amostras analisadas. Os dados corroboram com os estudos
de North e West (1993) e Shamshad et al. (2009), que também utilizaram microscopia
eletronica de varredura para essa observacdo. Entretanto, Dragt et al (1996), utilizando
microscopia eletrénica de transmissdo, mostraram evidéncias de penetracdo direta e de
formacdo de estruturas especializadas de uma variedade de L. fungicola no corpo de
frutificacdo de A. bisporus. A diferenca pode estar relacionada com a viruléncia do
isolado de L. fungicola utilizado.

ApoOs a penetracdo, o L. fungicola comegou a colonizagdo do tecido do
cogumelo. A partir das 40 horas observou-se a formacdo dos conidiéforos, verticilios e
fidlides caracteristicos do L. fungicola (Figura 2 H-1). Os conidi6foros apresentaram-se
eretos comcerca de 3 a5 fialides em espiral. Zare e Gams (2008) descrevem a estrutura
dos conidioforos com cerca de 3 a 10 fialides em espiral em L. fungicola var. fungicola
e de 3a7emlL. fungicola var. aleophilum.

O estudo, pode-se observar alto grau de infeccdo a partir de 50 horas apds a
inoculacdo (Figura 3 A-B). A expressdo dos sintomas (manchas escuras no tecido) foi
observada a partir de 72 horas da inoculacdo. A tirosinase latente presente nos tecidos
dos cogumelos pode ser ativada ap6s um extravasamento celular ocasionado pela
infeccdo. A ativagdo da enzima pode terminar na sintese de melanina (Soler-Rivas et al,
1997). Largeteau et al. (2007) analisaram os tecidos de A. biporus com manchas escuras
e demonstraram que o escurecimento ndo é um mecanismo de defesa eficaz, mas
indicaram alto nivel de infeccdo, levando a alteracdo do tecido. Baseado na literatura e
nos dados, podemos inferir que as necroses ocorrem quando a biomassa do cogumelo é

significativamente afetada.
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Figura 3. Eletromicrografias de varredura da superficie dos cogumelos de Agaricus bisporus
inoculados com Lecanicillium fungicola, ap6s 50 horas, em A e B, desmontando todo o tecido
colonizado pelo patégeno.

A andlise do corte transversal das amostras de tecido infectado permitiu observar
a producdo de conidios e colonizagdo das hifas em partes mais internas do basidiocarpo
(Figura 4 A-C). O agente patogénico cresce preferencialmente intercelularmente, mas
também é capaz de penetrar nas paredes celulares das hifas do corpo de frutificacdo
(Dragt et al. 1996). A observagdo da colonizagdo das hifas mais internas foi mais
evidente apds a lesdo no tecido do cogumelo. Acreditamos, com base nos dados, que as
lesbes facilitam a penetracdo no interior do basidiocarpo e, uma vez que O processo
infeccioso tenha se estabelecido, o patdgeno, por fim, consegue infectar o interior das
hifas.

10 WY\ 10'um
Figura 4. Eletromicrografias de varredura de cortes transwversais dos cogumelos de Agaricus
bisporus inoculados com L. fungicola. Em (A) e (B) o crescimento do patégeno no interior das

hifas no hospedeiro (indicado pelas setas) e em (C) o esporo (Es) aderido ao interior da hifa do
A. bisporus.
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Foi observada a presenca de cristais de calcio tanto no meio de cultura onde
houve a interacdo das hifas, quanto no tecido do cogumelo infectado (Figura 1A e 1C e
5 A). Utilizando a microanalise de Raios-X (EDS), pode-se determinar que o cristal é
constituido do elemento calcio (Figura 5B) e oxigénio (Figura 5 B e 5D), confirmando
se tratar de Oxalato de Calcio. Ao analisar a morfologia do L. fungicola, Zare e Gams,
(2008) observaram a producdo de cristais octaédricos no meio de cultura, mas os autores
ndo investigaram a composic¢ao dos cristais. Ao cultivar os dois fungos separadamente,
foi possivel observar a presenca de cristais somente na cultura do L. fungicola.

A presenca de cristais de oxalato de calcio tanto durante a interacdo das hifas,
emque ndo houve a infeccdo, quanto apos um alto nivel de infec¢do do L. fungicola nos
basidiocarpos nos leva a crer que os cristais sdo produzidos como parte do metabolismo
do patdgeno. Dutton e Evans (1996) observaram que a producdo de oxalato pode
contribuir para patogenicidade de alguns fungos por intoxicacdo da célula hospedeira,
acidificacdo dos tecidos e sequestro de calcio da parede celular hospedeira. Para alguns
fungos, como Sclerotinia sclerotiorum, o oxalato é um elemento essencial para o fator
de viruléncia (Godoy et al. 1990). Em L. fungicola, novos estudos com mutantes
deficientes em biossintese de oxalato de célcio devem ser conduzidos com intuito de

verificar o seu papel na patogenicidade.
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Figura 5. Eletromicrografia de varredura dos cristais encontrados na superficie do tecido do A.
bisporus infectado com L. fungicola em (A). Mapeamento por Espetroscopia de Energia
Dispersiva por Raios-X (EDS), (B-C) mostrando, em verde, a distribuicdo do elemento célcio
(Ca) e em roxo o oxigénio (B-D), formando oxalato de célcio (Ca0O,).

As observacOes trouxeram evidéncias de que o micélio vegetativo das linhagens
ABI 7, ABI 11/20 e ABI 11/14 é resistente a penetracdo do L. fungicola, mas permite
uma interacdo com as hifas do patdgeno suficiente para proporcionar que o micelio do
hospedeiro carregue as estruturas do patégeno durante todo o processo de colonizagdo
do substrato. Os basidiocarpos apresentaram sinais de infeccdo do patdgeno apds 16
horas de inoculacdo, atingindo elevados niveis de infeccdo apds 50 horas. Quanto a
formacdo de cristais de oxalato de célcio, novos estudos devem ser conduzidos para

elucidar a formacdo destes no processo de infegéo.

CONCLUSOES

O L. fungicola pode aderir as hifas do A. bisporus permitindo a presenca do

patdgeno no momento da formacao dos basidiocarpos do hospedeiro.
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O estudo permitiu observar todo o processo de infeccdo do L. fungicola em A.
bisporus desde a formacéo dos tubos germinativos com 16 horas, até a colonizacéo total
do tecido do hospedeiro e inicio da formagdo dos sintomas com 50 horas. Também foi
observado a formacdo de cristais de oxalato de calcio pelo L. fungicola, entretanto
novos estudos devem ser conduzidos para demonstrar o real papel da formagdo desses
cristais na patogenicidade.
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