COMUNICACAO

OBTENCAO DE LINHAGENS DE Lentinula edodes RESISTENTES
A TEMPERATURAS ELEVADAS E SELECAO DE
LINHAGENS RESISTENTES AO Trichodermasp.

Obtention of Lentinula edodes strains resistant to high
temperatures and selection of strains resistant to Trichoderma sp.

Nelson Menolli Junior?, Luzia Dor etto Paccola-M eir €lles?

RESUMO

Lentinula edodes (Berk.) Pegler (shiitake) € o segundo cogumelo mais consumido no mundo e sua producdo pode ser feitaem
toras de madeira ou em cultivo axénico utilizando residuos agroindustriais como substrato. O cultivo do shiitake no Brasil tem sido
gravemente prejudicado pela alta incidéncia de fungos contaminantes, como Trichoderma sp., e pela auséncia de linhagens mais
adaptadas as temperaturas tropicais. Duas linhagens resistentes ao Trichoderma sp. foram obtidas por meio de selecdo quando
crescidas em contato com o fungo contaminante e, por meio de fragmentag&o micelial, foram obtidas linhagens resistentes a temperaturas
elevadas, capazes de crescer a30° C em meio de cultura.

Termos par a indexagéo: Shiitake, cogumelos comestiveis, resisténcia ao calor, dedicariotizaco.

ABSTRACT

Lentinula edodes (Berk.) Pegler (shiitake) is the second most consumed mushroom in the world and its production can be
made in natural logs or in axenic culture using agroindustrial residues as substrate. The cultivation of shiitake in Brazil has been
seriously harmed by the high incidence of contaminant fungi such as Trichoderma sp. and by the absence of strains adapted to
tropical temperatures. Two strains resistant to Trichoderma sp. were obtained by selection when grown in contact with the
contaminant fungus and, by mycelial fragmentation, strainswere obtained that can resist high temperatures and grow at 30° Cina

culture medium.

Index terms: Shiitake, edible mushrooms, heat resistance, dedikaryotization.

(Recebido em 13 dejunho de 2008 e aprovado em 9 de mar ¢o de 2009)

Lentinula edodes (Berk.) Pegler, € um basidiomiceto
cujo basidioma apresenta alto valor gastronémico
destacando-se ndo s pelo seu agradavel sabor como
também por suas propriedades nutricionais e terapéuticas.
Representa uma importante fonte de compostos bioativos,
como proteinas lipidios, carboidratos, vitaminas, fibras e
minerais essenciais (Chang & Miles, 1989; Terashitaet a.,
1990), além de principios ativos com fungéo antitumoral
(Chibata et al., 1969; Maeda et al., 1998), anticarcinogénica
(Sugano et al., 1985), antiviral (Kobayashi et a., 1987; Suzuki
et a., 1990; Sarkar et a., 1993) e hipocolesterolémica
(Chibata et al., 1969; Sugiyamaet al., 1995).

A producdo do shiitake pode ser feita em toras de
madeira, sendo esse 0 método tradicional utilizado amais
de 900 anos, ou em cultivo intensivo no qual s&o utilizados
blocos de serragem suplementados com nutrientes (Zhanxi
& Zhanhua, 2001). Para o cultivo intensivo, diversos

residuos agricolas vém ganhando espaco na producdo
comercial desse cogumelo, como bagaco de cana e palha
ou sabugo de milho (Eira& Minhoni, 1997; Rossi, 1999;
Royse, 2001). Nesse sistema de cultivo intensivo, o ciclo
de producdo € mais rapido, mais controlado e demonstra
uma eficiéncia biol6gica mais elevada quando comparados
ao sistematradicional (Przybylowicz & Donoghue, 1990;
Levanon et al., 1993). Além disso, a suplementacdo do
substrato com farelos como o0s de trigo, arroz, soja ou milho
disponibilizam mais nutrientes, proporcionando melhor
desenvolvimento micelia (Royse, 1985, 2001; lizuka, 1997;
Silvaet al., 2005).

A cultura, tanto no sistema de cultivo em toras como
em substratos sintéticos, tem sido prejudicada pela
competi¢ao com outros fungos, entre eles vérias espécies
do género Trichoderma que tém causado sérios problemas
na producdo (Badham, 1991). Entretanto, sob condigdes
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nutritivas adequadas e temperaturas favoréveis, agumas
linhagens de L. edodes demonstraram resisténcia ao
Trichoderma sp. (Ishikawa et al., 1980; Badham, 1991).

No Brasil, o cultivo do shiitake vem crescendo
principalmente nas regides sul e sudeste que possuem
condic¢des climéticas mais favoraveis (Ishikawa et al., 2001).
Com a expansdo da cultura cresce também a necessidade
de linhagens mais eficientes e mais adaptadas as condicdes
regionais, o que pode ser obtido por meio do melhoramento
genético.

O melhoramento de linhagens de cogumelos
comestiveis pode ser conduzido de diferentes maneiras e
€ dependente do ciclo de vida da espécie. Durante seu
ciclo devidaoL. edodes apresenta dois tipos de micélio: o
micélio priméario e o micélio secundério. O micélio primério
também conhecido como monocaridtico, desenvolve-se a
partir de um esporo sexual, o basidiésporo. O micélio
secundério, também conhecido como micélio dicaridtico €
derivado do micélio primario e é constituido por hifas
binucleadas e heterocaridticas. A formacdo do micélio
secundério envolve uma interacdo entre dois micélios
homocaridticos compativeis. A primeira etapa para a
formacao desse micélio secundério € afusdo de duas hifas
uninucleadas compativeis (plasmogamia). Uma vez
fusionada, a célula torna-se binucleada e heterocaridtica
O segundo passo € o estabel ecimento do dicarion, ou sgja,
aformagdo do micdlio dicaridtico a partir dessa Unicacélula
binucleada (Paccola-Meirelles, 2002).

Métodos convencionais, como isolamento, selecdo
de linhagens e cruzamento monospdricos e fusdo de
protoplastos, sdo as técnicas mais empregadas atua mente
no melhoramento genético de shiitake (Chang et al., 1993).

Visando a conducdo de um programa de
melhoramento genético em L. edodes, objetivou-se, neste
trabalho, selecionar linhagens resistentes ao fungo
contaminante Trichoderma sp. e obter linhagens
resistentes a temperatura elevadas.

Foram utilizadas 47 linhagens de L. edodes,
depositadas no banco de germoplasma fungico do
Laboratorio de Genética de Microrganismos da
Universidade Estadual de Londrina UEL/CCB/BIO, as quais
foram mantidas em meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA). A temperatura 6tima de crescimento dessas
linhagensfoi de 25° C.

As 47 linhagens de shiitake foram avaliadas quanto
aresisténciaao Trichoderma sp. Paraisso, em um primeiro
ciclo de selecéo, discos miceliais, de 10 mm de diémetro,
retirados das extremidades das col6nias de shiitake, foram
inoculados na periferia de uma placa de placa de Petri
contendo meio BDA. Apés seis dias de incubagdo a 25° C,

um disco micelial (10 mm diédm.) de Trichoderma sp. foi
inoculado no centro da placa, e essas reincubadas a 25° C.
Foram combinadas em uma mesma placa, quatro linhagens
de shiitake nas extremidades para cada disco micelial de
Trichoderma sp. ao centro. As linhagens de shiitake que
apresentaram crescimento, mesmo esse sendo minimo,
apos sete dias de contato com o antagonista Trichoderma
sp., foram selecionadas e testadas individualmente na
presenca do fungo antagonista. Para esse segundo
“screening”, as linhagens sel ecionadas foram inocul adas
em uma extremidade da placa de Petri contendo meio BDA
e apos oito dias de crescimento a 25° C, na extremidade
oposta da mesma placa, foram inoculados os discos
miceliais de Trichoderma sp. A avaliagdo das linhagens
consideradas resistentes foi feita em duplicata, dez dias
apos a inoculagéo do Trichoderma sp., através da
visualizagdo daformacéo de uma zona de inibi¢&o naregido
limitrofe de contato entre os dois indcul os.

Para 0 melhoramento e selecdo de linhagens
resistentes a temperatura, foram selecionadas
aleatoriamente 25 linhagens de L. edodes da colegéo de
fungos do Laboratério de Genética de Microrganismos
UEL/CCB/BIO. Essas foram inoculadas em meio BDA e
incubadas a 30° C, durante 18 dias. Ap0s esse periodo
foram selecionadas nove linhagens que apresentaram
melhor desenvolvimento a essa temperatura, sendo entdo
cultivadas em meio BDA até a colbnia atingir quatro
centimetros de didmetro. O micélio das extremidades dessas
coldnias foi seccionado com auxilio de um bisturi obtendo-
se indmeros microfragmentos. Os microfragmentos,
oriundos das nove diferentes linhagens, foram misturados
em meio caldo de batata e homogeneizados em vortex,
durante aproximadamente 30s. Uma aliquotade 0,1 mL de
cada suspensdo foi adicionada em pocinhos de 10 mm de
diémetro em placas de Petri contendo meio BDA. Em cada
placa de Petri foram feitos quatro pocinhos. O material foi
incubado a 30° C durante sete dias. Apds esse periodo,
setores emergentes do indculo foram isolados e
selecionados para avaliacdo do crescimento radial (mm) a
30° C e posterior comparacio com o crescimento de seus
parentais, na mesma temperatura. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia e comparacdo das médias,
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Em um primeiro ciclo de selecdo pararesisténcia ao
Trichoderma sp. (Figura 1), foram selecionadas somente
cinco linhagens de shiitake (48R, 46R, Lin.75, Lin.56 e Cris79).
Ap6s o segundo ciclo de selegdo, trés linhagens foram
consideradas suscetiveis ou moderadamente resistentes
(48R, Lin.75, Lin.56) e duas (46R e Cris79) resistentes
(Figura 2). As duas linhagens resistentes 46R e Cris79
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cresceram vigorosamente na presenca do antagonista, néo
apresentando nenhuma alteracdo na morfologia do micélio
e formaram uma zona de inibi¢&o bem definida naregido de
contato entre os dois fungos (Figura 2).

Outras medidas de prevencéo aos fungos
contaminantes no cultivo de shiitake tém sido
recomendadas, como borrifar alcool comercia (70%) ou
uma solucdo de hipoclorito de sddio (Pascholati et al.,
1998), bem como o uso de hidréxido de célcio (Eira &
Minhoni, 1997; Andrade & Graciolli, 2005) ou fungicidas
(Mata & Gaitan-Hernandez, 1994; Andrade & Graciolli,
2005). Porém, algumas dessas alternativas como a utilizacdo
de hidroxido de célcio e aplicagdo do fungicida Benomyl
podem ocasionar queda de produtividade e perda da
qualidade dos basidiomas, conforme observado por
Andrade & Graciolli (2005). Assim, a busca de linhagens
resistentes ao Trichoderma sp. € uma alternativa
recomendada, ja que sob condic¢des nutritivas e de
temperatura favoraveis, algumas linhagens de L. edodes
demonstram ser mais resistentes ao ataque pelo
Trichoderma sp. (Badham, 1991) devido, entre outros
fatores, a acdo de enzimas lignoliticas do shiitake,
produzidas para degradar polimeros de lignina, que tém
um importante papel na defesa contra o ataque do
Trichoderma sp. (Hatvani et a., 2002).

Através da mistura de microfragmentos miceliais
das nove linhagens de L. edodes que cresceram a 30° C,
foram obtidos 56 setores. Ap6s selecéo e isolamento, cada
setor passou a ser denominado de linhagem “JR”, seguida
da numeracao correspondente. Dessas linhagens, 28 foram
submetidas a determinagdo do crescimento radial a 30° C.

O crescimento foi acompanhado até o 16° dia, quando pelo
menos uma linhagem colonizou a placa por completo. A
taxa de crescimento foi entdo comparada as das linhagens
parentai s envolvidas na mistura.

Aslinhagens parentais Lin.52, Lin.61, Lin.76 e Lin.79
indicaram o melhor crescimento radia natemperatura de 30° C,
sendo assim consideradas tolerantes. Ja a Lin.56 foi a
linhagem parental que apresentou menor taxa de crescimento
micelia nas condi¢Bes experimentais. Todos 0s setores
selecionados, com excecdo de JR50, apresentaram
crescimento significativamente superior ao da linhagem
parental Lin.56; porém nenhum deles com crescimento
superior aos das linhagens parentais tolerantes (Figura 3).

Cerca de 21,4% dos setores apresentaram
crescimento distinto de qualquer uma das linhagens
parentais. Nesta classe estdo incluidas as linhagens JR04,
JR17, JR19, JR28, JR42 e JR49, as quais foram consideradas
recombinantes. Uma hipdtese que explicaria o surgimento
destes recombinantes tem por base a ocorréncia de um
processo conhecido por dedicariotizagdo, que é a
recuperacdo dos dois componentes monocarioticos, a partir
de linhagens dicaridticas. Nesse processo, a intensa
microfragmentacdo micelial seguida da homogeneizacéo
pode ter ocasionado a separagdo mecéanica dos dois
nlcleos presentes na regido terminal da hifa dicaridtica,
originando os chamados neohaplontes, fragmentos
portadores de um dos nucleos do micélio dicariético
(Walser et a., 2001). Assim, dicarions e monocarions
(neohaplontes) estariam presentes nas misturas contendo
os microfragmentos. Ap6s a inoculagdo da mistura nos
pocinhos em meio de cultura, um neohaplonte pode ter

Figura 1 —Primeiro ciclo de selecdo entre as linhagens de shiitake, inoculadas na extremidade da placa, pararesisténcia
ao Trichoderma sp., inoculado ao centro. &) Linhagens que apresentaram algum grau de resisténcia. b) Linhagens
consideradas suscetiveis. (Avaliagdo apds sete dias da inoculagdo do Trichoderma sp. em meio de cultura BDA,

placas incubadas a 25° C).
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sido dicariotizado pela migracéo de um nicleo compativel
do microfragmento dicariético para um neohaplonte,
originando assim os recombinantes. Esse processo de
transferéncia de um nucleo de um dicarion para um
monocarion foi descrito por Buller (1931) e posteriormente
denominado de cruzamento di-mon por Papazian (1950).
Segundo Raper (1966) esse é um fendmeno comum na
natureza e tem sido reportado em diferentes espécies de
fungos (Dickson, 1934; Nogami et al., 2002).

Dentre os recombinantes, a linhagem JR36
apresentou o melhor resultado de crescimento radial a30° C
(Figura 3), enquanto que o recombinante JR50 apresentou
menor crescimento micelial nos 16 dias de incubacéo.

O shiitake é um fungo de clima temperado e sua
temperatura étima de crescimento encontra-se entre 24 e
27° C. No entanto, as linhagens podem ser adaptadas a uma

amplavariacdo de temperatura e podem tolerar temperaturas
baixas para crescimento, mas tém se apresentado muito
vulneraveis a temperaturas altas, jaque o micélio do shiitake
paralisa seu crescimento em temperaturas acimade 34° C e
morre em temperaturas acima de 40° C (Chen, 2005).

A maior dificuldade em trabalhos de melhoramento é
encontrar linhagens hibridas com as caracteristicas
agrondmicas desegjaveis, pois a expressdo podera ser
modificada pelas condi¢bes de crescimento (Elliott &
Langton, 1981). As técnicas convencionais de melhoramento,
COMO O cruzamento monosparico e 0 pareamento micelia
seguido de selecdo, em geral sfo trabalhosas e demoradas.
Assim essa técnica de fragmentacéo micelial seguida da mistura
entre linhagens portadoras de caracteristicas desgjaveis pode
representar uma alternativa interessante para auxiliar na
conducdo de um programa de melhoramento em L. edodes.

Figura 2 — Reacdo das linhagens de shiitake em contato com o antagonista Trichoderma sp. Os dois fungos foram
inoculados nas extremidades opostas da placa. Avaliagéo apds dez dias dainoculagéo do Trichoderma sp. em meio de
culturaBDA, placasincubadas a 25° C. @) Linhagens de shiitake (46R e Cris 79) consideradas resistentes ao Trichoderma
sp. As setas indicam as zonas de inibicdo na regido de contato entre os dois fungos. b) Linhagens consideradas
suscetiveis (48R, Lin.56) ou moderadamente resistentes (Lin.75). As setas indicam o avango micelial da colénia de

Trichoderma sp. sobre o shiitake.
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Figura 3 - Crescimento radial (mm) das linhagens parentais e recombinantes de L. edodes no 16° dia de incubagéo a
30° C em meio de cultura. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-

Knott, a 5% de probabilidade.

Embora nenhuma linhagem com caracteristica de
resisténcia a temperatura superior aos parentais tolerantes
tenha sido obtida, foi possivel a recuperagdo de
recombinantes distintos dos parentais que apresentaram
bom desenvolvimento micelial a 30° C, sendo
consideradas linhagens promissoras para experimentos
de cultivo. Ja os testes de resisténcia ao Trichoderma sp.
permitiram selecionar duas linhagens consideradas
resistentes, Cris79 e 46R.

Para que as linhagens do banco de linhagens e as
obtidas por recombinacdo caracterizadas neste trabalho
sejam utilizadas no cultivo, sdo necessarios experimentos
em escala de producéo para observar o comportamento
das linhagens e a qualidade dos cogumelos obtidos.
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