COMUNICACAO

COLORACAO DE NUCLEOSDE ESPOROSE
HIFASDO COGUMELO Agaricus blazei

RESUMO - Com o objetivo de se estudar o comporta
mento nuclear durante o ciclo sexual do cogumelo Aga-
ricus blazel, técnicas de coloracdo e a utilizacdo de flu-
orocromos foram testadas, visando a uma padronizagéo
metodolégica para estudos citogenéticos futuros. Das
técnicas avaliadas neste trabalho (método de Feulgen,
coloragéo com Giemsa e fluorescéncia-DAPI), a colora-
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¢80 com Giemsa e o fluorocromo DAPI apresentaram
os melhores resultados para evidenciar nucleos. O co-
rante Giemsa permitiu a visualizagdo de compartimen-
tos multinucleados. Com o DAPI, n&o foi possivel a vi-
sualizagdo dos septos, sendo necesséria a utilizagdo adi-
cional de calcofluor, que tem a propriedade de corar a
quitinaque delimita os compartimentos das hifas.

TERMOS PARA INDEXACAO: Agaricus blazei, Giemsa, DAPI, Calcofluor, citogenética.

NUCLEUSSTAIN OF SPORESAND HIFASOF Agaricus blazei

ABSTRACT - In order to study the nuclear behavior
during the sexual cycle of Agaricus blazei, some
coloration and fluorescent stain techniques were tested
for a method standardization for future cytogenetical
works. Among the studied techniques (Schiff reactive,
Giemsa, and fluorescent stain — DAPI), the Giemsa and

fluorescent DAPI technique provided the best resuilts.
With Giemsa dtain, it was possible to visudize
multinucleate cell compartments. It was not possible to
stain compartmental delimitation with DAPI stain,
which was possible only with an additional fluorescent
stain — calcofluor, which is specific for chitin.

INDEX TERMS:. Agaricus blazei , Giemsa, DAPI, calcofluor and cytogenetics.

O cogumelo Agaricus blazei é nativo do Brasil,
sendo encontrado naturalmente na regido sudoeste de
S80 Paulo. No Brasil, ele passou a ser conhecido como
“cogumelo do sol”, pelo fato de crescer em campo aberto.

O recente interesse pelo cogumelo Agaricus blazei
surgiu pela demanda do mercado japonés, que é o princi-
pa comprador. Esse consumo foi despertado gragas a es-
tudos no Japdo, que permitiram a descoberta e isolamento
de substdncias do cogumelo com atividade antitumoral
(Kawagishi et a., 1988; Kawagishi et a., 1989; Osaki et
a., 1994; Itoh et a., 1994; Higeki et a., 1997; Ito et d.,
1997).

Apesar da sua importancia e grande perspectiva
de utilizag&o, e considerando que o cultivo de Agaricus
blazei é relativamente recente no Brasil, observa-se uma
caréncia de estudos genéticos, citogenéticos e fisiol 6gi-
cos bésicos e aplicados. Esses estudos serdo importantes
no futuro para a selecdo e/ou desenvolvimento de novas
linhagens com maior uniformidade de producdo, tama-
nho, forma e qualidade nutricional do cogumelo. Com
isso, objetivou-se com este trabalho a padronizagéo de
técnicas de coloragdo de nucleos de esporos e hifas de
Agaricus blazei, para futuros estudos
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citogenéticos dessa espécie, visando a compreensdo do
comportamento nuclear e seu ciclo sexual.

Para a padronizagdo das técnicas de coloragdo,
foi utilizado um isolado da colegdo do Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Lavras.

Para a coloracdo de nucleos dos basidiosporos,
foram utilizados procedimentos descritos por Robinow
(1975), com algumas modificagdes,; para o micdlio, uti-
lizou-se a metodologia descrita por Roane (1952), tam-
bém modificada

Os esporos para a coloracdo de nucleos foram
obtidos de cogumel os produzidos no Setor de Microbi-
ologialDBI/UFLA, os quais foram coletados em gli-
cerol a 18% (suspensdo) e conservados a —20°C em
tubos “eppendorf”. Para o procedimento de coloragdo
dos esporos, a suspensdo foi centrifugada por 5 minu-
tos a 5000 rpm, sendo o sobrenadante descartado
com ajuda de uma pipeta; em seguida, adicionou-se o
fixador metanol na proporgdo de aproximadamente
3X o volume do “pellet”, deixando-se em repouso
por 5 minutos. Fez-se nova centrifugagéo e removeu-
se o fixador, repetindo-se o procedimento por duas
vezes. Ao “pellet” foi adicionado HCI 1IN (3X o vo-
lume) para hidrélise e o tubo foi colocado em “ba-
nho-maria” por 10 minutos a 60°C. Apds centrifuga-
¢do, o HCI foi retirado e os esporos foram ressuspen-
sos em igual volume de &gua deionizada gelada, sen-
do lavados por trés vezes por centrifugacdo em agua
deionizada a temperatura ambiente. Apds a Ultima
centrifugacdo, foi adicionado o corante Giemsa ao
“pellet” numa concentrago de 3:1 (tampéo fosfato
0,05 M pH 6,8 / Giemsa) deixando-se a suspensdo
em repouso por 15 minutos antes da observagdo dos
esporos preparados em lamina e ao microscopio com
objetiva de 40X.

Uma vez corados, os basidiosporos foram medi-
dos com auxilio de uma ocular micrométrica e objetiva
de 40 X de um microscopio 6tico, sendo, entdo, reali-
zada a medida latitudinal e longitudinal de 100 basidi-
Oporos seguidos da contagem do niimero de niicleos dos
mesmos.

Para as preparaces citol 6gicas de micélio, foram
utilizadas as metodologias de coloragdo com Giemsa e
com reativo de Schiff (Feulgen) e o fluorocromo DAPI.
Hifas reisoladas foram desenvolvidas sobre papel-
celofane em placas de Petri com meio basico completo.
O papel celofane, sendo poroso, permite que o micélio
se desenvolva sem dificuldades, facilitando o procedi-
mento de coloracdo. As culturas foram mantidas em in-

cubadora a 25°C até que o micélio cobrisse o celofane.
O micélio desenvolvido foi corado na prépria membra-
na de celofane, facilitando o seu manuseio e a monta-
gem das laminas.

Para a coloragéo do micélio, foi utilizada a mes-
ma técnica mencionada anteriormente, com agumas
adaptacdes. fixacdo do micélio em metanol por 5 mi-
nutos; hidrélise com HClI 1IN a 60°C por 10 minu-
tos; lavagem em égua deionizada e tampao fosfato por
duas vezes; coloragdo com reativo de Schiff ou Giemsa
por 12 e 2 horas, respectivamente.

O fluorocromo DAPI (4’-6-diamidino-2-
fenilindol) foi utilizado de acordo com a metodo-
logia proposta por Hangland (1996), com modifica
¢ao, para observacdo de hifas de Agaricus blazei. Foi
testada uma diluicdo de 1,5 uL de DAPI / 500 pL
tampé&o fosfato (0,05 M pH 6,8). O corante diluido foi
colocado sobre a membrana de celofane com micélio
(na auséncia de luz) por 5 minutos e, posteriormente,
observado utilizando-se microscépio 6tico com filtro
especifico para esses comprimentos de onda, que
compreendem entre 358 nm (excitacdo) e 461nm (e
missdo). Para observac@o da parede celular, foi utili-
zado o fluorocromo calcofluor, na concentracéo final
de 25 puM diluida em tampao fosfato (0,05M pH 6,8).
Uma aliquota do corante foi colocada sobre o micé-
lio por 5 minutos na total auséncia de luz (Han-
gland, 1996). O material foi visualizado em micros-
copio otico com filtros especificos para os com-
primentos de onda compreendidos entre 350 nm
(excitagdo) e 420 nm (emiss&o).

A coloragdo com Giemsa permitiu a visualiza
¢do dos nucleos em compartimentos bem definidos
(Figura 1). Esse corante revelou hifas multinucleadas
com 6 ou 8 nucleos, na maioria das células. Bons re-
sultados foram também obtidos com a utilizagdo do
DAPI (Figura 2). No entanto, com essa metodologia
ndo foi possivel a visualizagdo do septo, o que limita
a definicdo do nimero de nucleos por compartimento
de hifa. A utilizagdo do calcofluor, especifico para
quitina, tornou possivel evidenciar a parede celular
do micélio e, conseqlientemente, a delimitagdo do
compartimento celular (Figura 3). Os esporos, tam-
bém corados com Giemsa, apresentaram-se com me-
diade 4,3 x 6,2 um, sendo a maioria uninucleados.

A técnica de fluorescéncia, com o DAPI, apesar
de mais cara, € extremamente simples e rapida, e podera
ser muito (til para os estudos citogenéticos sobre 0 A-
garicus blazei.
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FIGURA 1 — Hifas multinucleadas de Agaricus blazei. Coloragéo com Giemsa (objetiva de 100 X).

FIGURA 2 - Coloragdo de hifas de Agaricus blazei com fluorocromo DAPI (objetiva de 100 x).

FIGURA 3 — Colorago de septo em hifasde Agaricusblazei com fluorocromo calcofluor (Objetiva de 100 x).
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