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Sinopse:

Estudou-se as condicfes de crescimento micelial in vitro de duas espécies do
género Geastrum sob diferentes meios de cultura, temperaturas, pHs e estado de
agitagdo. A germinacdo in vitro dos basidiosporos foi obtida para as duas
espécies. O cruzamento entre monocarios para cada espécie em condi¢cbes de
laboratorio foi relatada.

Palavras-chave: crescimento micelial, micélio monocariético, Geastraceae,
basidiomiceto.
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RESUMO

O grande namero de espécies do género Geastrum, familia Geastraceae, bem como a grande
semelhangca morfoldgica entre as espécies desse género, tornam o processo de identificagdo
bastante complexo, principalmente em regibes onde o numero de taxonomistas & bastante
reduzido, como na Amazbnia. Diante da alta diversidade desse grupo e do pouco
conhecimento disponivel sobre seu crescimento e desenvolvimento em condi¢bes de
laboratério, este trabalho apresenta métodos em condi¢des Otimas de cultivo micelial de G.
lloydianum e G. subiculosum, que foram selecionadas por serem espécies de ocorréncia
comum e por ocorrerem e todo periodo de estudo. O isolamento do micélio monocariotico a
partir da germinacdo dos basididsporos e os cruzamentos in vitro dos monocérios para cada
espécie é apresentado com o objetivo de contribuir para a compreensdo da biologia e
dinamica entre estas espécies. O meio de cultura Batata Dextrose Agar-preparado é indicado
para o cultivo das duas espécies, com temperatura 6tima de incubacdo a 30°C, em modo
estacionario e pH 7. Esse mesmo meio de cultivo também é indicado para a germinacéo in
vitro dos basidiosporos das duas espécies, sendo a germinacdo observada a partir de 35 dias
de incubacdo, a 25°C, sem iluminacdo. A compatibilidade entre as culturas monocariéticas
para as duas espécies foi confirmada pela presenca de grampos de conexdo no miceélio
resultante apds pareamento, assim como pela similaridade molecular entre as amostras de
micélio dicaridtico oriundas do basidioma e amostras de micélio dicari6tico resultante dos
pareamentos compativeis. Este estudo viabiliza futuros trabalhos envolvendo a
compatibilidade sexual para o grupo e com isso, 0 que pode vir a tornar-se uma ferramenta

util para taxonomia pela comprovacao de espécie bioldgica para o género Geastrum.

Palavras-chave: cultivo micelial, germinacdo de esporos, monocarios, cruzamentos
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ABSTRACT

The large number of species of the genus Geastrum, family Geastraceae, as well as the high
morphological similarity among the species, make the identification process very complex,
mainly in regions where the number of taxonomists is scarce, as in the Amazon. Due to the
high diversity of this group and the few information about its growth and development in
laboratory conditions, this work presents methods in ideal conditions of mycelial cultivation
of G. lloydianum and G. subiculosum, species of common occurrence and occur the study
period. The isolation of the monokaryotic mycelium after germination of its basidiospores and
the mate in vitro for each species is presented in order to contribute to the understanding of
the biology and dynamics of these species. The mean of culture Potato Dextrose Agar-
prepared is indicated to the cultivation of both species, with good incubation temperature at
30°C in stationary mode, with pH 7. This mean of culture is also indicated to the germination
in vitro of the basidiospores from the two species that started with 35 days of incubation at
25°C, without illumination. The compatibility among the isolated monokaryotics cultures of
both species through in vitro mating was confirmed by observing the clamp connection on the
resulting mycelium after pairing, the molecular similarity between samples of dikaryotic
mycelium originated from basidiocarp, as well as the resulting dikaryotic mycelium samples
observed after mating. This study enables future work involving to sexual compatibility
studies, becoming a useful tool to taxonomy and providing evidence of a biological species in

the genus Geastrum.

Keywords: mycelial cultivation, spore germination, monokaryotic mycelium, mate
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais sobre os fungos

Os fungos sdo organismos eucariontes, uni ou multicelulares, heterotroficos que se
nutrem por absorcdo e armazenam energia na forma de glicogénio; apresentam parede celular
constituida principalmente por quitina; podem se reproduzir por fragmentacdo, mas
geralmente disseminam-se por meio da producdo de esporos que sdo liberados no ambiente,
germinando, dando origem as hifas que se aglomeram e formam o micélio (Alexopoulos et al.
1996; Evert e Eichhorn 2013). De todas as estimativas propostas para elucidar a diversidade
de fungos no mundo (Hawksworth 2001; Schmit e Mueller 2007; Blackwell 2011;
Hawksworth 2012), a de 1,5 milhdo de espécies (Hawksworth 1991) é a mais aceita
atualmente, sendo que desse total, apenas cerca de 80 a 120.000 sdo conhecidas pela ciéncia
(Webster e Weber 2007; Evert e Eichhorn 2013).

Hawksworth (2001) aponta que do maior percentual de espécies de fungos descritas,
cerca de 60%, entre os anos 1990 e 1999, sdo oriundas de ambientes tropicais e subtropicais.
No entanto, deve-se considerar que poucos estudos abordam a micodiversidade nesses
ambientes e que esse percentual pode ser ainda maior, sendo consenso entre 0s pesquisadores
a importancia de se conhecer a diversidade em tais ambientes (Hawksworth 2001; Rinaldi et
al. 2008). Quanto ao Brasil, Lewinsohn e Prado (2005) estimaram 13.090 a 14.510 espécies
descritas para o0 pais com base em entrevistas com especialistas. Contudo, Forzza et al. (2012)
listaram um namero bem menor de espécies, cerca 3.608 espécies com apenas 523 sendo
endémicas. Ainda segundo esses autores, 519 espécies foram descritas com 35 endémicas
para a Amazonia, estando em terceiro lugar em relacdo ao nimero de espécies e endemismo,
perdendo para a Mata Atlantica, com 1.661 espécies descritas, sendo 100 destas endémicas, e
para a Caatinga, com um total de 734 espécies e 56 endémicas.

De acordo com Kirk et al. (2008), a classificacdo dos fungos esta dividida em seis
filos, sendo estes Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Microsporidia e Zygomycota. Ainda segundo esses autores, o filo Basidiomycota encontra-se
distribuido em 16 classes, 52 ordens, 177 familias, 1589 géneros e 31.515 espécies, tornando-
se 0 segundo filo mais diverso do reino Fungi, sendo suplantado pelo filo Ascomycota em

nimero de espécie. Uma das caracteristicas exclusivas dos basidiomicetos consiste na
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presenga do grampo de conexdo em suas hifas, contudo, deve-se ressaltar que essa estrutura
estd presente apenas nos basidiomicetos, mas nem todos os representantes do grupo
apresentam-na (Ferreira 2005; Evert e Eichhorn 2013).

Entre os basidiomicetos existem representantes parasitas e simbiontes, mas a maioria
vive como saprobio, sendo essa forma de vida encontrada em uma grande variedade de
substratos e em diferentes biomas, o que faz com que esses fungos desempenhem um papel de
grande importancia na ciclagem de nutrientes (Kendrick 2001; Webster e Weber 2007) e
atuem como um dos componentes essencialmente funcionais dos ecossistemas terrestres
(Mueller e Schmit 2007).

De acordo com Evert e Eichhorn (2013), os representantes desse grupo encontram-se
divididos em trés subfilos, Pucciniomycotina conhecido como ferrugem, Ustilaginomycotina
popularmente conhecido como carvdo e Agaricomycotina. Segundo esse mesmo autor,
Agaricomycotina é o unico subfilo que produz corpo de frutificacdo, estando dividido em 17
ordens, 100 familias, 1.147 géneros e 20.951 espécies (Kirk et al. 2008), os corpos de
frutificacdo sdo estruturas de reproducdo sexuada popularmente conhecidas como cogumelos,
orelhas de pau, ninho de passaro e estrela da terra.

Em relacdo ao desenvolvimento dos basidiomas, alguns basidiomicetos apresentam
formacdo de himénio fechado (angiocéarpico) e aberto (gimnocarpico), sendo por isso
denominados de gasteromicetos e himenomicetos, respectivamente (Alexopoulos et al. 1996).
Nos himenomicetos, 0s esporos sao produzidos no himénio, que expdem 0s basidiésporos na
maturidade, enquanto em outros (denominados gasteromicetes), 0s esporos sao produzidos
num himénio fechado, denominado gleba, onde os esporos 0s esporos permanecem até a
maturacdo, quando sdo dispersos de forma passiva (statismosporia) devido a falta de
mecanismos de dispersdo, ao contrario dos himenomicetos, que apresentam disperséo ativa de
seus esporos (Evert e Eichhorn 2013). No entanto, as formas gasteroides desenvolveram uma
série de estratégias para minimizar a falta de mecanismos ativos para dispersdo, e para iSso
utilizam gotas de chuva, por exemplo, e outros agentes externos de dispersdo (Baseia et al.
2014). Um caso atipico para 0 género é a espécie Geastrum entomophilum Fazolino, Calonge
& Baseia descrita em 2008, onde foi observado que, além das diferencas na ornamentacdo do
endoperidio em relacdo as demais espécies, havia presenca de coledpteros no interior da sua
gleba, o que indica, possivelmente, que estes animais também podem atuar como agentes

dispersores (Fazolino et al. 2008).
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1.2. Os fungos Gasteromicetos

Estudos pioneiros que segregam os fungos gasteroides, iniciaram em 1801, quando
Christiaan Hendrik Persoon propés duas divises para os fungos em sua obra denominada
Synopsis Methodica Fungorum (Cunningham 1942). Até entdo, a classificacdo era puramente
baseada no desenvolvimento do basidioma. Sendo assim, a classe Gymnocarpi agruparia o0s
fungos que apresentavam himénio exposto com liberacdo ativa dos esporos enquanto que na
classe Angiocarpi foram incluidos os gasteromicetos que apresentavam fungos com himénio
fechado durante a maturagdo dos esporos, além da dispersdo passiva dos mesmos
(Cunningham 1942; Alexopoulos et al. 1996). O critério morfol6gico do basidioma dos
fungos gasteroides sempre foi utilizado como principal caracteristica para agrupar diversas
espeécies de fungos nesse grupo (Sunhede 1989).

Mais tarde, em 1821, Elias Magnus Fries publicou a obra Systema Mycologicum onde
cunhou a classe Gasteromycetes para reunir os fungos Angiocarpi. O termo Gasteromycetes
vem da combinacdo de duas palavras do grego, onde ‘gaster’ significa estbmago e faz mengéo
ao fato da porcdo fértil do fungo estar no interior do corpo de frutificacdo, local onde os
esporos sdo produzidos, armazenados e protegidos por camadas externas e ‘mycetes’ que
significa fungos (Miller e Miller 1988).

Mesmo com as mudancas feitas por ambos 0s autores para tentar agrupar os fungos
gasteroides em um unico grupo, diversas espécies de ascomicetos e mixomicetos pertenciam a
classe principalmente por causa da morfologia gasteroide dos basidiomas (Reijnders 2000).
Miles Joseph Berkeley, em 1860, excluiu vérias espécies, mas 0s mixomicetos ainda foram
mantidos fazendo com que a classe se mantivesse artificial até o século XX, quando George
Winter prop6s que Gasteromycetes, agora como ordem, fosse um grupo com representantes
gue contivesse apenas espécies de basidiomicetos (Cunningham 1942). Contudo, o problema
taxondmico em relacdo a semelhanca morfoldgica entre as espécies agrupadas permanecia em
guestionamento (Thiers 1984; Reijnders 2000).

O termo Gasteromycetes foi adotado como conceito tradicional por muitos autores e
ainda muito encontrado na literatura especializada, sendo atualmente destituido de valor
taxonémico e nomenclatural (Cunningham 1942; Miller e Miller 1988; Baseia et al. 2014).
Isso se deve aos estudos morfoldgicos, filogenéticos e moleculares feitos por Hibbett et al.
(1997) onde se concluiu que a principal caracteristica gasteroide tinha evoluido diversas vezes

em diferentes grupos de himenomicetos ancestrais, 0 que continuou sendo evidenciado uma
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década depois por Hibbett et al. (2007). A evolucdo do habito gasteroide se deu em grupos de
diferentes espécies possivelmente devido as condi¢Ges do clima &rido que, por sua vez,
desfavoreciam a dispersao ativa dos esporos por falta de umidade (Thiers 1984).

Segundo a classificacdo de Hibbett et al. (2007) fungos com héabito gasteroide tem
origem polifilética, pois dentro de Agaricomycotina, eles estdo agrupados em oito ordens
diferentes sendo que quatro delas na subclasse Phallomycetidae (Geastrales K. Hosaka &
Castellano, alguns representantes da ordem Gomphales Julich, Hysterangiales K. Hosaka &
Castellano e Phallales E. Fisch), que j& constitui grupo conhecidamente gasteroide, duas
ordens em Agaricomycetidae (Agaricales Underw. e Boletales E.J. Gilbert) e as ordens
Polyporales Gaum. e Russulales Kreisel ex P.M. Kirk et al. (2008) que também possuem
representantes com caracteristicas gasteroides.

A ordem Geastrales apresenta as familias Sphaerobolaceae J. Schrét., Sclerogastraceae
Locg. ex P.M. Kirk, Schenellaceae Nann.-Bremek. e a familia tipo, Geastraceae Corda
(Hosaka et al. 2006; Kirk et al. 2008). Esta ultima apresenta sete géneros, segundo o
dicionario de fungos (Kirk et al. 2008). No entanto, oito géneros sdo apresentados na base de
dados Index Fungorum (www.indexfungorum.org 2014) (Geasteroides Long., Nidulariopsis
Greis., Geastrum Pers., Myriostoma Desv., Phialastrum Sunhede, Radiigera Zeller, Schenella
T. Macbr. e Sphaerobolus Tode.).

Os fungos gasteroides estdo presentes na natureza, principalmente, como saprobios no
solo e detritos vegetais (Cortez 2009). Algumas espécies podem naturalmente estabelecer
relacdo ectomicorrizica com raizes de plantas (Hibbett et al. 2000; Cortez et al. 2008; Karun e
Sridhar 2014) e apresentar as mais variadas formas, tamanhos e cores (Baseia et al. 2014).
Apesar da maioria dos seus representantes terem habito terrestre, ha ocorréncia de espécies

gue se desenvolvem em ambientes marinhos (Barata et al. 1997).

1.3. O género Geastrum

O género Geastrum é popularmente conhecido como estrela da terra ou como visto na
literatura especializada “earthstar” por apresentar exoperidio com deiscéncia formando raios,
dando um aspecto estreliforme ao basidioma na maturidade (Sunhede 1989). O grupo foi
descrito inicialmente como Geaster P. Micheli em 1729. Persoon, em 1794 renomeou 0 grupo
que por sua vez, foi sancionado como Geastrum em 1801, sendo esta a denominagéo

atualmente aceita (Sunhede 1989; www.indexfungorum.org 2014).
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Na forma imatura, os basidiomas podem ser hipogeos quando se desenvolvem abaixo
da superficie do solo ou epigeos quando seu desenvolvimento acontece acima da superficie do
solo (Sunhede 1989). Apresentarem formas geralmente globosas ou subglobosas que podem
possuir um apice pontiagudo ou nado, sendo que algumas espécies desenvolvem basidiomas
cespitosos que se originam a partir de um subiculo (Sunhede 1989). J& na forma madura,
apresentam um exoperidio dividido em duas ou trés camadas, um endoperidio séssil ou com
apenas um pedicelo e com um Unico ostiolo apical, poro por onde os esporos sdo dispersos,
margeado por um peristdmio, apresentando columela distinta ou indistinta, podendo ou néo
possuir um talo (Sunhede 1989). Os basididsporos podem ser globosos a subglobosos,
podendo apresentar ornamentacao verrucosa ou com espinhos (Miller e Miller 1988; Sunhede
1989). Seus representantes podem ocorrer em varios ambientes, desde 0s solos arenosos aos
ricos em matéria organica, atuando também como decompositores de madeira (Cortez 2009).

Sabe-se que foram descritas 50 espécies para todo o mundo (Kirk et al. 2008), sendo
que 40 dessas espécies tem ocorréncia para o Brasil (Trierveiler-Pereira e Baseia 2009).
Desde entdo, novas espécies vem sendo descritas a cada ano, assim como novos relatos de
ocorréncia (Kuhar e Papinutti 2009; Hemmes e Desjardin 2011; Silva et al. 2013; Cabral et
al. 2014; Sousa et al. 2014a,b). Na regido norte do Brasil, as pesquisas que envolvem o
género sdo recentes, entretanto, nos Gltimos anos, novas espécies foram relatadas para a
Amazonia brasileira (Silva et al. 2013), bem como novos registros foram realizados (Cabral et
al. 2014).

A espécie Geastrum lloydianum Rick teve sua ocorréncia relatada pela primeira vez
para Amazénia Central por Cabral et al. (2014). Esta espécie pode ocorrer em solos arenosos
sombreados; seu basidioma é hipégeo quando jovem e subgloboso com protuberancia apical e
superficie lisa, quando maduro, o exoperidio é fornicado podendo ocorrer até nove raios
guando aberto. A camada micelial € esbranquicada e completamente recoberta por detritos do
solo e componentes vegetais onde se desenvolveu; o endoperidio é globoso a subgloboso com
presenca de pruina em sua superficie, séssil com apdfise lisa de cor marrom escuro,
peristdmio ndo definido e gleba amarronzada com columela presente (Calonge et al. 2005;
Perez 2009; Trierveiler-Pereira et al. 2011; Trierveiler-Pereira e Silveira 2012).

A espécie Geastrum subiculosum Cooke & Massee foi descrita em 1887 como Geaster
subiculosum Cke & Mass (Cooke 1887). Essa espécie cresce em madeira em decomposicao e
0s basidiomas sdo caracterizados por apresentar um subiculo bem desenvolvido e aveludado,

sdo epigeos e obovoides com basidiomas maduros alcangando aproximadamente 1,5 cm com
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divisdes do exoperidio de 7 a 8 raios, o endoperidio é subsférico com peristbmio bem
delimitado. A espécie é tipicamente tropical e subtropical (Zlrcher 1966; Guzméan 1986).

Segundo o banco de dados Species Links (www.splink.org.br 2014), a espécie G.
subiculosum aparece seis vezes com registro em colec6es cientificas no Brasil. A coleta mais
antiga foi feita por Oswaldo Fidalgo e Maria Eneyda Pacheco Kauffmann Fidalgo em 1956
com depobsito no herbario do Rio de Janeiro e os registros mais atuais encontram-se no
Herbéario da UFRN (UFRN-FUNGOS) e no Herbario INPA. Para G. lloydianum, 78 registros
sdo encontrados em herbarios nacionais, sendo a coleta mais antiga para o estado da Paraiba
em 1996 depositada no Herbario UFPB-JPB e a mais recente realizada pelo presente estudo,
com depdsito no Herbario INPA (Figura 1).

Para o estado do Amazonas, 40 registros sdo listados no banco de dados Species Links
a partir de 2011 para G. lloydianum, quanto a G. subiculosum, trés registros foram
encontrados, contudo, no que tange Regido Norte, inda hd muitas areas para explorar,
principalmente ao analisar o quanto se conhece da diversidade no pais.

.............................................. 40 registros - Herbario
01 registro _ ................. .. INPA-FUNGOS

Herbério SP-FUNGI

02 registros - Herbario
UFRN-FUNGOS

21 registros - Herbéario
UFRN-FUNGOS

06 registros - Herbéarios

OO SRR OO . JPB; UFRN-FUNGOS

02 registros - Herbario i’ 4
UFRN-FUNGOS

.............................................. 08 registros - Herbarios
02 registros - S UFRN-FUNGOS; URM

Herbario SP-FUNGI

01 registro - ........................... 1 ) 01 registro - Herbario
Herbario SP-FUNGI i i UFRN-FUGOS

N
0 250 500 1.000 Km A
S S S E—

Figura 1. Herbérios onde as espécies Geastrum lloydianum ( ®—) e G. subiculosum ( @-) encontram-se
depositadas assim como numero de registro por herbario e a Unidade Federativa em que as espécies foram

coletadas. Informagdes retiradas do banco de dados Species Links (www.splink.org.br 2014).
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Segundo Lewinsohn e Prado (2005), o Brasil representa uma média de apenas 13% da
fracdo da biota mundial conhecida, sendo esta uma estimativa minima diante da
megadiversidade ocorrente. Fatos como este tornam evidenciada a extrema necessidade de
que esforcos em pesquisa se intensifiquem nas areas e em grupos menos estudados, fazendo
do género Geastrum um grupo bastante representativo, considerando o crescente nimero de
espécies, muitas das quais sdo bastante semelhantes morfologicamente, ocorrendo no mesmo
habitat e até no mesmo periodo do ano, o que torna o processo de identificacdo das espécies
ainda mais complexo e demandando a dedicacdo de experientes taxonomistas a fim de realizar
estudos morfoldgicos e moleculares para a identificagdo das mesmas.

Em condi¢bes de laboratorio, os estudos requerem conhecimento acerca do
comportamento do fungo in vitro para melhor obtencdo de resultados e estas podem variar
considerando a espécie estudada. A temperatura, por exemplo, um dos fatores determinantes
no crescimento micelial, foi estabelecida para fungos de regides temperadas em torno de 25 a
30°C (Alexopoulos et al. 1996; Mswaka e Megan 1999). Entretanto, em 2012, por meio da
obtencdo das condicdes Otimas para o cultivo micelial in vitro de Panus strigellus (Berk.)
Overh, um basidiomiceto amazénico, foi demonstrado que o padrdo de temperatura
supramencionado nao se aplica a essa espécie tropical, pois a melhor temperatura para a
obtencdo do maior didmetro de colonia da mesma foi em torno de 35 e 40°C e para a
producdo de biomassa a melhor temperatura foi de 35°C (Vargas-Isla e Ishikawa 2008;
Vargas-Isla 2012).

InvestigacBes como estas, estimulam a realizacdo de novos estudos com espécies de
regides tropicais, assim como para as diversas espécies do género Geastrum que ocorrem na
Amazonia, para as quais ainda ndo se encontram registros na literatura sobre seus melhores
métodos de cultivo in vitro e considerando as condices climaticas da Amazonia, se faz
necessario que protocolos para espécies que nela ocorrem sejam formulados (Vargas-Isla e
Ishikawa 2008) ou, pelo menos, que os protocolos desenvolvidos para ambientes temperados
sejam adequadamente validados.

O género apresenta potencial medicinal (Guerra-Dore et al. 2007), assim como
imprescindivel papel ecoldgico, possivelmente desempenhando associa¢do ectomicorrizica
(Karun e Sridhar 2014). Dada a grande importancia biotecnologica e ecologica dessas
especies, torna-se evidenciada a importancia de se desenvolver os métodos de obtencéo de

culturas miceliais para tais espécies, dado que este é passo chave para a realizagdo de outros
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estudos que contribuem para a elucidacdo taxondmica de espécies e 0 conhecimento de sua
biologia.

No entanto, é necessario melhorar a obtencdo de cultura micelial para proporcionar
alternativas de material para analises moleculares e aplicagdes em futuros estudos de
bioprospeccéo, sobretudo, é necessario identificar as espécies, mas, ainda sdo raros 0s
taxonomistas de fungos na Amazonia, especificamente para o género Geastrum.

Apesar de a morfologia ter sido um dos critérios amplamente difundidos para
reconhecer e diferenciar as espécies, foi e € através do conceito bioldgico de espécie que
muitos problemas taxondmicos foram resolvidos (Anderson et al. 1980; Capelari e Fungaro
2003; Giraud et al. 2008). Nesse sentido, a germinacdo dos basidiésporos, assim como o
isolamento de micélios monocarioticos se tornam ferramentas auxiliares de identificacdo das
espécies por meio do cruzamento, sendo este comprovado a partir da visualizacdo do grampo
de conexdo (Taylor et al. 2000; Taylor et al. 2006), estrutura presente apenas no micélio
dicaridtico resultante do cruzamento em basidiomicetos.

Para fungos, o conceito biolégico de espécie € empregado considerando a
compatibilidade dos organismos de cruzarem entre si, podendo unir organismos tidos como
espécies distintas ou separa-los caso estes estejam classificados como mesma espécie (Giraud
et al. 2008). A partir desse ponto de vista, 0 cruzamento monocariético pode ser empregado e
usado como ferramenta na taxonomia do género Geastrum para os estudos na Amazonia, que
apresenta pouca demanda de taxonomistas, sendo provavelmente essa uma das razdes dos

poucos estudos envolvendo o grupo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Determinar as condi¢fes de germinacdo dos basidiosporos e obter culturas miceliais

monocaridticas e dicarioticas, alem de determinar as condi¢des de crescimento micelial para

as duas espécies in vitro.

2.2. Objetivos especificos

Coletar e identificar as espécies do género Geastrum na area do campus | e Il do
INPA;

= Determinar as condi¢cGes de germinacdo dos basidiosporos in vitro para as duas

espécies;

= Obter culturas miceliais monocarioticas para ambas as espécies a partir da germinacéo

dos basididsporos;
= Determinar a taxa de germinacao de basididsporos de G. subiculosum;
= Realizar cruzamentos in vitro para cada uma das duas espécies;

= Determinar as condi¢des de cultivo de culturas miceliais dicaridticas de G.

subiculosum e G. lloydianum.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos macrofungos

As coletas foram realizadas nos campus | e 11l do INPA, nos periodo de fevereiro a
maio de 2013 e de 2014, que correspondem aos meses de maior indice pluviométrico na
regido de Manaus-AM, de acordo a estacdo do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)

em Manaus (Figura 2) para esses dois anos de amostragem (www.inmet.gov.br 2015).
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Figura 2. indice de precipitacio mensal (mm) para os anos de 2013 e 2014 para a regido de Manaus, AM. Dados

do Instituto Nacional de Meteorologia (www.inmet.gov.br 2015).

Para coleta e preservacdo dos corpos de frutificacdo, foi adotada a metodologia
proposta por Lodge et al. (2004), que recomenda fotografar os espécimes antes de serem
removidos do substrato (Figura 3A) e realizar remo¢cdo manual. Os basidiomas foram
acondicionados separadamente em caixas plasticas compartimentadas e etiquetados segundo
ordem de coleta (Figura 3B), tendo os dados relativos ao local da coleta, data, nome do
coletor e habitat quanto a natureza do substrato sumarizados. Em seguida, foram conduzidos
ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos do campus Il do INPA. Foram coletados
varios basidiomas da mesma espécie em diferentes fases de desenvolvimento (Figura 3C) para

proporcionar uma completa descricao e facilitar a identificacdo da espécie.
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Figura 3. Coleta e fotodocumentacdo de basidiomas de fungos do género Geastrum. A) Basidiomas de G.
lloydianum em campo. B) Basidiomas de fungos gasteroides acondicionados em caixa plastica compartimentada.

C) Basidiomas de G. subiculosum em diferentes fases de desenvolvimento.

3.2. Identificagcdo morfoldgica dos macrofungos

A identificagdo dos espécimes foi realizada com base nos caracteres morfoldgicos
apos secagem em estufa a 40°C com circulacdo de ar. A identificacdo taxondmica foi
realizada com base em chaves de identificacdo e referéncia bibliografica especifica para o
grupo (Miller e Miller 1988; Sunhede 1989). As exsicatas foram montadas e depositadas no
Herbario INPA e posteriormente, enviadas para identificagdo no Departamento de Botanica e
Zoologia do Centro de Biociéncias da UFRN, onde duplicatas permaneceram, sendo estas
incorporadas ao acervo do Herbario UFRN.

Para as descricdes micromorfolégicas foi realizada analise em microscopia eletrénica
de varredura no Laboratério de Microscopia Otica e Eletrénica do Campus Il do INPA, por
meio de um Microscopio Eletronico de Varredura (Carl Zeiss LEO 435 VP). Para isso,
seguiu-se a metodologia adotada por Silva et al. (2011), onde amostras de esporos de G.
subiculosum e G. lloydianum foram previamente aderidas a um suporte (stub) por meio do
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uso de fita dupla face. Foi utilizado material herborizado e por esse motivo, ndo foi necessaria
a utilizacdo do equipamento de ponto critico. O material foi metalizado diretamente por uma
fina camada de ouro (BALTEC SCD 050) e submetido a visualizacéo.

3.3. Obtencéo da cultura micelial dicariotica

O micélio dicaridtico foi obtido a partir da inoculagdo de fragmentos do contexto dos
basidiomas ainda frescos. Tais fragmentos foram obtidos em condicGes assépticas, em camara
de fluxo laminar com auxilio de um bisturi esterilizado e transferidos para placas de Petri (90
mm @) contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar-comercial (BDA-c) (Difco®),
contendo antibi6tico (Tetraciclina 0,072 g/L) (Sigma®).

As placas de Petri foram mantidas a 25°C sem iluminacdo em estufa do tipo Demanda
Biologica de Oxigénio (BOD). Observacbes diarias foram feitas até que se obtivessem
culturas puras do micélio dicariético das duas espécies. De igual forma, observacdes foram
feitas em microscépio dptico a fim de verificar a presenca de grampos de conexao e assim,

comprovar que o micélio isolado tratava-se de um representante de basidiomiceto.

3.4. Determinacéo das condigdes do cultivo micelial

Foi seguida a metodologia descrita por Vargas-Isla e Ishikawa (2008) com adaptacdes,
pois o basidiomiceto inicialmente identificado, publicado como Lentinus strigosus (Schwein.)
Fr., e que posteriormente foi identificado como P. strigellus (Vargas-Isla et al. 2015 in press)
alcancou a borda da placa de Petri (90 mm @) com cinco dias de incubacdo, o que ndo foi
observado para o micélio das duas espécies estudadas, ja que as mesmas apresentaram lento
crescimento. Consequentemente, para determinar as condi¢Ges de cultivo micelial para as
duas espécies de Geastrum, foram utilizados fragmentos de 2 x 2 mm do micélio dicariético,

enquanto que as autoras utilizaram discos de micélio de 10 mm @ do micélio de P. strigellus.

3.4.1. Avaliacao do meio de cultura no crescimento micelial

Um fragmento de cultura micelial (2 x 2 mm) de cada isolado foi transferido para o
centro de placa de Petri (90 mm @) contendo 15 mL dos meios de cultura solidos descritos na
tabela 1.
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Tabela 1. Meios de cultura utilizados para os testes de condi¢Ges 6timas de cultivo micelial

de duas espécies do género Geastrum.

Meio de cultura Ingredientes (g/L)

Meio comercial de Batata Dextrose Agar

) 39 g de BDA comercial.
(BDA-c) (Difco®)

Meio Preparado de Batata Dextrose Agar 200 g de batata; 15 g de Agar; 20 g de
(BDA-p) Dextrose.

Meio Extrato de Malte Peptona Agar (EMPA) 30 g de extrato de malte; 3 g de peptona;
(Becton Dickinson®) 15 g de agar.

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Becton 10 g de peptona; 40 g de dextrose; 15 g
Dickinson®) de &gar.

_ _ 15 g de folhas secas maceradas; 15¢g de
Meio preparado a partir de folhas )
agar; 20 g de Dextrose.

Os meios de cultura utilizados foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Os residuos utilizados na elaboracdo dos meios propostos a partir de folhas e galhos
foram coletados no Campus 111 do INPA durante a amostragem dos corpos de frutificagdo dos
espécimes de Geastrum. Nas coletas de G. subiculosum, constatou-se que a espécie cresce sob
os detritos de folhas e galhos em decomposicdo do material vegetal do género Inga Mill. O
material vegetal foi coletado e conduzido ao laboratorio para secagem em estufa a 40°C por
24 horas, sendo triturado em moinho mecénico apds a secagem. Os ingredientes
correspondentes a este meio listado na tabela 1 foram homogeneizados em 1 L de agua
destilada e a solucao esterilizada em autoclave.

Apbs o periodo de incubacdo, o diametro da col6nia foi medido em direcdes
diametralmente opostas utilizando um paquimetro digital, sendo que o valor da média das
duas medicgoes foi considerado o diametro da colonia.

As mesmas placas foram utilizadas para avaliagdo da massa micelial. Para isso, foi
adotada a metodologia descrita por Vargas-Isla e Ishikawa (2008), onde o meio de cultura das
placas foi fundido em forno micro-ondas (poténcia de 800 W por 20 segundos) e o micélio foi
separado do meio por filtragdo e lavado com &gua a 60°C em bomba a vacuo. O micélio foi

transferido para cadinhos (recipiente) de massa conhecida preparados com papel aluminio,
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desidratado em estufa a 60°C por 24 horas e depois a 105°C até atingir massa constante e, por
fim, mensurada em balanca analitica.

A avaliacdo do crescimento micelial em meio de cultura liquido se deu a partir dos
meios descritos anteriormente, contudo, foram preparados sem a adi¢do de agar. A avaliacéo
do crescimento micelial em meio de cultura liquido se deu a partir dos meios descritos
anteriormente, exceto BDA-c. Foram preparados de maneira semelhante, excluindo-se o agar
da composicdo. Apds o crescimento das culturas, o micélio foi separado do meio de cultura
por filtracgdo em bomba a vacuo e a massa micelial determinada conforme descrito

anteriormente.

3.4.2. Avaliacao do efeito da temperatura no crescimento micelial

Um fragmento de cultura micelial (2 x 2 mm) de cada um dos isolados de cada
espécie, foi transferido para o centro de uma placa de Petri (90 mm @) contendo o meio de
cultura que proporcionou melhor crescimento no experimento anterior. As placas foram
mantidas em estufas ajustadas para as temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C sem iluminacao.
Apdbs o periodo de incubacdo definido no experimento anterior, o crescimento micelial foi
avaliado seguindo a metodologia descrita no item 3.4.1.

O mesmo experimento em relacdo ao efeito da temperatura foi avaliado em meio de
cultura liquido. Para isso, foram utilizados trés fragmentos da cultura micelial (2 x 2 mm) por
frasco do tipo Erlenmeyer com capacidade para 125 mL, este contendo 50 mL do meio que
promoveu o melhor desenvolvimento micelial, sendo a incubacdo efetuada nas mesmas
condicBes de temperaturas e iluminagdo descritas acima. Ap6s o mesmo periodo definido no
experimento anterior, o micélio foi separado por filtracdo e sua massa avaliada seguindo 0s

procedimentos descritos anteriormente o item 3.4.1.

3.4.3. Avaliacéo da agitagdo do meio liquido no crescimento micelial

Para esta avaliacéo foi utilizado o meio de cultura que promoveu o0 maior crescimento
micelial determinado no experimento descrito no item 3.4.1. Frascos do tipo Erlenmeyer com
capacidade para 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura preparados nas mesmas
condicOes descritas no experimento anterior, foram incubados em mesa agitadora a 75 rpm na

auséncia de luz durante o periodo determinado no item 3.4.1 sob a temperatura que
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proporcionou 0 melhor crescimento micelial, esta determinada no experimento descrito no
item 3.4.2, sendo que o controle deste experimento foram frascos mantidos em condicéo
estatica, também na auséncia de luz. Ap6s o periodo de incubacdo a massa micelial foi

determinada seguindo metodologia descrita em 3.4.1.

3.4.4. Efeito do pH inicial do meio de cultura no crescimento micelial

Foram transferidos trés fragmentos de colbnia (2 x 2 mm) para frascos do tipo
Erlenmeyer (125 mL) contendo 50 mL do meio que proporcionou o melhor crescimento
micelial. Este teve o pH ajustado para 4, 5, 6 ou 7 com solu¢es de HCI e NaOH antes da
esterilizacdo em autoclave. Os isolados foram incubados de acordo com as condic¢fes 6timas
de temperatura e agitacdo determinadas anteriormente nos itens 3.4.2 e 3.4.3 e a avaliacao da

massa micelial seguiu os procedimentos descritos no item 3.4.1.

3.5. Germinacdo in vitro dos basidiosporos e isolamento do micélio monocariético

A cultura micelial monocariética foi obtida por meio da germinacgédo dos basididsporos
dos basidiomas intactos, maduros e frescos. Para isso, as suspensdes de esporos dos fungos G.
lloydianum e G. subiculosum foram preparadas a partir de 10 mL de agua destilada
esterilizada mais a adicdo de 20 pL de Tween 80 em placa de Petri (90 mm @) contendo os
esporos a serem utilizados. A solucdo foi submetida a agitacdo em condi¢des assépticas em
camara de fluxo laminar. A densidade de esporos nas suspenc¢des foi mensurada a partir de 50
puL em camara de Neubauer com contagens realizadas em duplicata para saber a densidade de
esporos para cada espécie.

Depois de quantificadas, 50 pL de cada suspensdo foram inoculados por placa, esta
contendo 15 mL de meio BDA-p com antibiotico (Tetraciclina 0,072 g/L), para impedir
crescimento bacteriano, e mantidas a 25°C em camara BOD até a germinacdo dos
basididsporos. Um total de 20 placas de Petri (90 mm @) foram semeadas, sendo que as
observagdes aconteceram a cada trés dias, apos a incubacgédo, em microscopio optico.

Foram considerados germinados os basididsporos que apresentavam tubo germinativo
igual ou superior ao tamanho do esporo que o originou. Estes foram transferidos para placa de
Petri (90 mm @) contendo 15 mL de meio BDA-p e incubados a 25°C em estufa do tipo BOD

para obtencdo de culturas puras. O crescimento das culturas foi acompanhado por meio de
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observagdo em microscopio Optico e a presenga ou auséncia de grampos de conexao nas hifas
indicou o estado dicaridtico e monocariético, respectivamente.

Apls a constatacdo das primeiras germinacdes, as colonias jovens foram
acompanhadas com auxilio de microscépio optico até que atingissem tamanho adequado para
a remocdo e transferéncia para outra placa de Petri (90 mm @) contendo 0 mesmo meio de
cultivo onde foram acompanhadas para constatacdo do estado monocariético do micélio. O
isolamento do micélio monocariotico foi feito em camara de fluxo laminar com auxilio de um
microscopio optico, sendo as culturas assim isoladas e incubadas a 25°C em camara BOD na
auséncia de luz até que apresentassem tamanho propicio para os testes de cruzamento. Os
basidiosporos ainda ndo geminados, assim como 0s monocarios muito jovens continuaram em

observacao até que o isolamento fosse possivel.

3.5.1. Percentual de germinacéo de basidiésporos de Geastrum subiculosum

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
campus Il do INPA. Para isso, foram utilizados basididsporos de um Unico basidioma,
maduro e fresco da espécie Geastrum subiculosum coletado no Campus 111 do INPA, durante
0 més de maio de 2014.

Foram testados dois métodos de germinacdo. No primeiro deles, foi preparada uma
mistura a partir de 10 mL de agua destilada acrescido de 20 pL de Tween 80 (ADT). No
segundo, a mistura foi preparada a partir de 10 mL de solucéo salina (NaCl 0,85%) acrescido
de 20 pL de Tween 80 (SST), ambas foram esterilizadas em autoclave a 121°C por 15
minutos. A solucdo de esporos foi feita de modo asséptico em cadmara de fluxo laminar, onde
0s basidiosporos foram extraidos por meio de dispersdo manual com auxilio de uma alca, esta
exercendo uma forca sobre o endoperidio para que os esporos fossem liberados em placa de
Petri (90 mm @) esterilizada contendo uma das misturas supracitadas.

A suspenséo de esporos foi homogeneizada com movimentos em forma de “oito” e
sua densidade determinada em duplicata em camara de Neubauer com auxilio de um
microscopio optico. Em seguida, foram semeados 66 x 10> esporos por tratamento, com 20
repeticdes por tratamento, considerando que cada placa de Petri (90 mm @) representou uma
unidade experimental. Cada placa de Petri continha 15 mL de meio BDA-p acrescido de
antibiotico (Tetraciclina 0,072 g/L), sendo os esporos espalhados na superficie do meio de

forma homogénea com alca de Drigalski. As placas foram mantidas a 25°C no escuro em
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BOD com observacbes a cada trés dias em microscopio éptico até que fosse observada a
germinacdo dos esporos.

3.6. Compatibilidade entre os micélios monocarioticos

O pareamento das culturas monocarioticas foi realizado a partir de fragmentos das
col6nias (2 x 2 mm) obtidas em placa de Petri (90 mm @) contendo meio BDA-p e incubadas
a 25°C em camara BOD na auséncia de luz. Apds o crescimento e sobreposicao das culturas,
estas foram microscopicamente examinadas a fim de constatar a presenca de grampos de
conexao nas extremidades das colonias, indicativo da dicariotizagdo e a compatibilidade entre

0S monocérios pareados.

3.7. Extracdo do DNA

Fragmentos do micélio dicariético oriundo do corpo de frutificacdo, assim como
fragmentos do micélio dicariético oriundo dos cruzamentos in vitro, foram inoculados em
meio de cultura liquido que melhor promoveu crescimento micelial e incubados segundo as
melhores condi¢bes de cultivo estabelecidas no item 3.4. Ap6s o crescimento satisfatorio, o
micélio foi separado do meio de cultura por filtracdo, lavado trés vezes em agua destilada
esterilizada e conduzido ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM).

O protocolo de extracdo do DNA foi adotado de Raeder e Broda (1985). Para isso, as
amostras foram trituradas em cadinho de porcelana com tampdo de extracdo até formar uma
solugdo homogénea, essa solucéo foi transferida para microtubos de 2 mL e mantida a 65°C
por 1 hora em banho-maria. Ap6s o periodo de incubacéo, a solucédo foi centrifugada a 10.000
rpm por 10 minutos, em seguida, a fase aquosa foi recuperada e transferida para um novo
microtubo de 2 mL e a esta foi adicionado 500 pL de fenol e novamente a solucéo foi
homogeneizada na mesma condicdo anterior, sendo o sobrenadante recuperado e transferido
para outro microtubo. Foi acrescentado 600 uL de clorofane e centrifugado por 10 minutos a
10.000 rpm, o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo microbubo de 1,5 mL e
adicionado 600 pL de clorofane e mais uma vez centrifugado por igual periodo e rotagdo. O

sobrenadante foi coletado, transferido para novo microtubo e acrescentado 100 pL de NaCl
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3M e 500 pL de etanol resfriado a -20°C. Nessa fase ja foi possivel visualizar o sobrenadante
precipitado.

As amostras foram novamente submetidas a centrifugacdo a 10.000 rpm por 10
minutos, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado obtido lavado em 500 pL de etanol
70% por 2 minutos por duas vezes. Apds esse processo, 0s tubos foram investidos com a boca
para baixo em folhas de papel toalha por aproximadamente uma hora em temperatura
ambiente para secagem do sobrenadante. Ao final, este foi ressuspendido em 200 pL do

tampédo TE e armazenado em geladeira.

3.7.1. Amplificacdo do rDNA e quantificacdo do DNA

A regido ITS1 + 5,8S + ITS2 do rDNA foi amplificado usando os oligonucleotideos
iniciadores ITS1 e ITS4. As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador programado
para realizar uma desnaturacdo inicial de cinco minutos a 94°C seguindo de 30 ciclos. Cada
ciclo consiste de uma etapa de desnaturacdo que leva 30 segundo a 94°C, uma etapa de
pareamento realizada em 30 segundos a uma temperatura de 55°C, uma etapa de alongamento
de igual periodo a uma temperatura de 72°C e uma extensdo final a 72°C por sete minutos.

Foram misturadas quantidades apropriadas de agua MilliQ esterilizada e tampédo 10x,
d’NTPs, primer e MgCL, em um Unico tubo para criacdo de uma solucgdo. Desta, 45 pL foram
adicionados em cada um dos microtubos para amplificacdo, onde foram adicionados mais 5
pL das amostras de DNA e levados ao termociclador para a realizacdo da amplificacdo. Apos
amplificacdo, 5 pL da reacdo de PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1%
em tampdo TAE. O gel foi corado com brometo de etidio para ser observado e
fotodocumentado em transiluminador de ultravioleta, uma vez comprovado 0 sucesso da
amplificacdo, os fragmentos de DNA amplificados foram purificados usando o Kit GFX

(Amersham Pharmacia®).

3.8. Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente ao acaso. Para 0s
experimentos em meio de cultura solido, a unidade experimental constou de uma placa de
Petri, com cinco repeti¢Bes por tratamento e para 0s experimentos em meio de cultura liquido,

a unidade experimental foi um frasco do tipo Erlenmeyer, também com cinco repetigdes por
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tratamento. Ao final, os experimentos foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) e as
médias de massa e diametro da col6nia foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

de significancia usando-se o programa ASSISTAT versédo 7.7 beta.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deposicao dos espécimes em Herbario

A partir das coletas realizadas, foram gerados 217 depoésitos no Herbario INPA.

Destes, 216 espécimes pertencem ao género Geastrum como mostrado na tabela 2 e um

espécime pertencente ao género Mutinus Fr. O material herborizado pertencente ao género

Geastrum foi identificado morfologicamente com auxilio de especialistas do grupo e

identificadas nove espécies.

Tabela 2: Lista de espécies do género Geastrum coletadas na regido de Manaus-AM e

depositadas no Herbario INPA.

Espécie N° de espécies
Geastrum cf. albonigrum Calonge & M. Mata 3
Geastrum cf. echinulatum B.D.B. Silva & Baseia 1
Geastrum cf. entomophilum Fazolino, Calonge & Baseia 3
Geastrum cf. hirsutum Baseia & Calonge 1
Geastrum cf. lageniforme Vittad 2
Geastrum lloydianum Rick 19
Geastrum cf. schweinitzii (Berk. & M.A. Curtis) Zeller 15
Geastrum subiculosum Cooke & Massee 9
Geastrum cf. triplex Jungh. 5
Geastrum sp. 158
Total de exsicatas depositadas 216
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4.2. Descricao das espécies

As espécies G. lloydianum e G. subiculosum foram selecionadas para este estudo por
serem abundantes e por estarem presentes em todo periodo da coleta. Os espécimes analisados
correspondentes a essas duas espécies foram descritos pela Dra. Bianca Denise Barbosa da
Silva e pelo Msc. Thiago Accioly de Souza do Programa de Pés-Graduagdo em Sistematica e
Evolucéo da UFRN.

4.2.1. Geastrum lloydianum Rick, Brotéria 5: 26 (1906). Figura 4.

Basidioma expandido arqueado, podendo apresentar de 14 a 27 mm de altura,
incluindo o peristdmio, por 14 a 27 mm de didmetro, ndo higroscopicos, camada micelial
fibrosa papiracea, cotonosa, carnosa persistente, desprendendo-se em partes irregulares,
marrom. Endoperidio marrom acinzentado escuro a marrom escuro, depresso globoso, com
presenca de apofise, séssil a curtamente estipitado, peristdmio sulcado c6nico, ndo delimitado
e concolor com o endoperidio. Basididsporos globosos a subglobosos, medindo 3,6 a 5,4 um
de diametro, levemente verrugosos, apiculo presente amarronzados em KOH.

Os dados da descricdo da espécie corroboram com a descricao feita por Calonge et al.
(2005) com espécimes coletados na Costa Rica; Perez (2009) com coletas para o Rio Grande
do Sul, Brasil; Trierveiler-Pereira et al. (2011) com espécies coletados em remanescentes de
Mata Atlantica no estado de Pernambuco, Brasil, além de analises em espécimes depositados
no herbario URM; Trierveiler-Pereira e Silveira (2012) com analises de espécimes
depositados em herbérios Brasileiros (FLOR, ICN, PACA e URM), como também analisou
espécies depositados no Herbarios BAFC na Argentina, Herbario BPI nos Estados Unidos e
no Herbario MA-Fungi na Espanha.

Habitat: Crescendo em meio a material vegetal em decomposicéo.

Material estudado: Brasil. Amazonas, Manaus. Campus |1l do INPA, 18 Il 2014,
Santana, M.D.F. INPA 259923.

4.2.2. Geastrum subiculosum Cooke & Massee, Grevillea 15: 97 (1887). Figura 5.
O basidioma imaturo é subgloboso a obovoide, com superficie lisa a levemente
enrugada crescendo sobre o subiculo, branco amarelado a amarelo acinzentado chegando ao

bege. Basidioma expandido com camada micelial carnosa persistente de cor marrom
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amarelado a amarelo claro chegando a creme com raios revolutos. Endoperidio € de cor
marrom acinzentado escuro, peristdmio mamiforme, fibriloso, ndo delimitado, concolor com
0 endoperiodo e expandido saculiforme. Os basididsporos sdo pequenos, globosos a
subglobosos, medindo 2,4 a 3,3 um de diametro levemente verrugosos, hialinos.

Os dados da descrigdo da espécie corroboram com os estudos de Zircher (1966) com
estudos de espécimes da Costa Rica e com Guzman (1986), estudando espécimes do Caribe e

areas circo vizinhas.

Habitat: Crescendo sobre a serapilheira em area sombreada.

Material estudado: Brasil. Amazonas, Manaus. Campus Il do INPA, 22 1ll 2014.
Santana, M.D.F. INPA 259933.
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Figura 4. Geastrum lloydianum. A) Basidioma imaturo e expandido. B) Ostiolo (seta). C) Apofise (seta). D)

Basidiosporos.
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Figura 5. Geastrum subiculosum. A) Basidioma imaturo e expandido em campo. B) Gleba exposta e subiculo.
C) Ostiolo (seta). D) Basidiosporos.
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4.3. Avaliacao do meio de cultura no crescimento micelial

Os isolados permaneceram em incubacdo por 40 dias em camara do tipo BOD, no
escuro, a 25°C. Considerando o didmetro dos isolados para as duas espécies em relacdo ao
tempo de incubacdo, observou-se um lento crescimento independente do meio de cultivo em

que foram inoculados (Figura 6).

Meio de Cultura

BDA-p BDA-c SDA EMPA

Geastrum
lloydianum

Geastrum
subiculosum

Figura 6. Isolados de Geastrum subiculosum e G. lloydianum em placa de Petri (90 mm @) ap6s 40 dias de
incubacdo em diferentes meios de cultura a 25°C, no escuro. BDA-p = batata dextrose agar-preparado; BDA-c =

batata dextrose agar-comercial; SDA = Sabouraud dextrose agar; EMPA = extrato de malte peptona agar.

Apbs o periodo de incubacdo, verificou-se que em relacdo ao didmetro de G.
lloydianum, os meios BDA-p, BDA-c e EMPA ndo diferiram significativamente entre si
considerando os melhores resultados, sendo o meio SDA 0 que menos proporcionou o
crescimento radial dessa espécie. Em relacdo ao mesmo parametro, o crescimento de G.
subiculosum apresentou diferenca estatistica quando o isolado foi cultivado nos meios BDA-p
e EMPA. Quando as duas espécies foram comparadas, observou-se gque as mesmas ndo
mostraram diferenca entre si quando cultivadas no meio EMPA, contudo, nos demais meios,

G. subiculosum demonstrou um maior diametro em relagéo a G. lloydianum (Figura 7).
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Figura 7. Diametro da col6nia (mm) apos 40 dias de incubagdo de isolados de Geastrum lloydianum (o) e G.
subiculosum (m) em diferentes meios de cultura a 25°C, no escuro. BDA-p = batata dextrose &gar-preparado;
BDA-c = batata dextrose &gar-comercial; DAS = Sabouraud dextrose agar; EMPA = extrato de malte peptona
agar. Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Letras mindsculas representam a comparagdo entre os isolados e as letras maiusculas a comparacéo entre 0s

tratamentos.

O crescimento in vitro dos isolados das duas espécies é considerado lento quando
comparado ao crescimento micelial de P. lecomtei (Fr.) Corner, por exemplo, que alcangou a
borda da placa de Petri (90 mm @) em cinco dias de incubagéo (Vargas-Isla e Ishikawa 2008).
No entanto, considerando as tentativas de obtengdo das culturas miceliais de algumas espécies
do género Geastrum durante a execucao deste trabalho, observou-se 0 mesmo comportamento
para G. schweinitzii (Berk. & M.A. Curtis) Zeller, G. triplex Jungh. e G. echinulatum B.D.B.
Silva & Baseia isoladas durante as experimentagdes, mostrando 0 mesmo comportamento em
meio de cultura, o que possivelmente é uma caracteristica do grupo.

Sunhede (1989) descreveu o lento desenvolvimento de outras espécies desse grupo
também relatando um crescimento micelial em torno de 3 a 22 mm em seis semanas em
extrato de malte. Relato semelhante foi descrito por Stoytchev et al. (2001) para a espécie G.
pouzarii V.J. Stan¢k, onde nesse caso, a espécie apresentou crescimento em torno de 3 a 4
mm considerando o mesmo meio de cultura e periodo de incubacéo.

Em relacdo a analise de biomassa seca dos dois isolados, verificou-se que para G.
lloydianum n&o houve diferenca significativa no crescimento micelial das colénias
considerando os meios de cultivo testados. Entretanto, para G. subiculosum, foi observada
diferenga entre os meios BDA-p, BDA-c e SDA que se mostraram melhores em relagéo a

EMPA, sendo que BDA-c e SDA foram estatisticamente melhores no desenvolvimento da
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massa em relacdo ao meio de cultura EMPA. Quando comparados os isolados das duas
espécies, observou-se que os isolados de G. subiculosum se desenvolveram melhor nos meios
BDA-p, BDA-c e SDA em relacdo ao isolado de G. lloydianum, sendo que apenas para o

meio EMPA essa diferenca ndo foi significativa (Figura 8).
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Figura 8. Biomassa seca (g/placa) de isolados de Geastrum lloydianum (o) e G. subiculosum (m) apds 40 dias de
incubacdo em diferentes meios de cultura a 25°C, no escuro. BDA-p = batata dextrose agar-preparado; BDA-c =
batata dextrose agar-comercial; SDA = Sabouraud dextrose agar; EMPA = extrato de malte peptona &gar.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Letras minudsculas representam a comparacgao entre os isolados e as letras mailsculas a comparagdo entre 0s

tratamentos.

Por outro lado, no cultivo em meio liquido, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos quanto a biomassa do isolado de G. lloydianum, mas para o isolado de G.
subiculosum, o meio de cultura a base de batata (BD-p) apresentou o melhor resultado em
relacdo a massa seca por frasco diante dos demais meio de cultura utilizados no experimento.
A diferenca entre ambos os isolados foi significativa, sendo que G. subiculosum apresentou
melhor desenvolvimento micelial em relacdo a G. lloydianum considerando os meios de
cultura (Figura 9).

Essa relacdo entre substrato e crescimento micelial entre os isolados também foi
verificada por Donini et al. (2005), que avaliaram a velocidade de crescimento micelial in
vitro de linhagens de Pleurotus spp. em diferentes substratos e observaram diferencas
significativas na interacdo entre as linhagens e os substratos em que as mesmas foram
avaliadas. Resultados semelhantes também foram apontados por Andrade et al. (2008), que
avaliaram o crescimento micelial de duas linhagens de Lentinula edodes (Berk.) Pegler
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submetidas a dez tipos de meio de cultura preparados a partir de extratos de serragem de sete
espécies de eucalipto e trés clones de eucalipto, e observaram que uma linhagem obteve
médias de crescimento micelial superiores as da outra linhagem nas mesmas condicGes de

tratamento.
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Figura 9. Crescimento micelial de Geastrum subiculosum (m) ¢ G. lloydianum (o) em diferentes meios de
cultura na auséncia de agar incubados a 25°C, no escuro por 40 dias. BD-p = batata dextrose-preparado; SD =
Sabouraud dextrose; EMP = extrato de malte peptona. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Letras mindsculas representam a comparagdo entre os isolados

e as letras maiuisculas a comparagéo entre os tratamentos.

O meio de cultura selecionado para 0s experimentos seguintes, considerando 0s
resultados obtidos nas analises anteriores, foi 0 meio preparado a base de batata, uma vez que
0 mesmo ndo apresentou diferenca entre os meios de cultura sélidos que proporcionaram o
melhor resultado e também por ter se sobressaido no experimento em meio de cultura liquido
para uma espécie e ndo diferido para a outra. Outro fator importante considerado na selecéo
desse meio de cultura foi o fato de seus componentes serem de fécil acesso e de baixo custo

de mercado.

4.4. Avaliagdo do efeito da temperatura no crescimento micelial

Foram testadas quatro temperaturas diferentes para as duas espécies de Geastrum
inoculados no meio BDA-p. O isolado de G. lloydianum ndo mostrou crescimento quando

exposto a 35 e 40°C e o isolado de G. subiculosum néo se desenvolveu a 40°C (Figura 10).
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Figura 10. Isolados de Geastrum lloydianum e G. subiculosum incubados em diferentes temperaturas, no escuro,

apos 40 dias de incubagdo em meio BDA-p = Batata dextrose agar-preparado.

Furlan et al. (1997) concluiram ao estudar fungos que crescem em altas temperaturas,
que a melhor temperatura de cultivo é em torno de 20 a 30°C, sendo que acima dessa
temperatura, o crescimento é paralisado, conforme ocorreu com G. lloydianum em nosso
estudo. Apesar de ndo ter crescido na temperatura a 40°C, G. subiculosum apresentou
desenvolvimento a 35°C. Estes resultados também foram observados por Vargas-Isla e
Ishikawa (2008) ao investigar as condig¢Oes ideias de cultivo de P. lecomtei, coletado na
Regido de Manaus-AM. As analises das autoras mostraram que a espécie avaliada também
cresce a 35°C, sendo esse mesmo padrado de resultado verificado por Sales-Campos e Andrade
(2010) para a mesma espeécie.

Dentre as temperaturas que puderam ser avaliadas para os isolados, observou-se que
para G. subiculosum, o melhor resultado quanto ao didametro da colonia foi observado a 30°C
e para G. lloydianum, as temperaturas 25 e 30°C ndo diferiram entre si. No que diz respeito a
comparacao entre isolados, G. subiculosum foi o que apresentou maior diametro a 25 e 30°C e
0 Unico que apresentou desenvolvimento a 35°C com 40 dias de incubagéo (Figura 11A). A
biomassa seca de ambos os isolados submetida as temperaturas 25 e 30°C néo diferiram entre
si pelo teste estatistico quando avaliadas separadamente. Todavia, quando o crescimento das
espécies foi comparado entre elas, observou-se que G. subiculosum apresentou mais biomassa

seca que G. lloydianum nas mesmas temperaturas (Figura 11B).
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Figura 11. Crescimento micelial de Geastrum subiculosum (m) e G. lloydianum (o) em diferentes temperaturas
de incubacdo, em meio de cultura BDA-p = Batata dextrose &gar-preparado, no escuro, ap6s 40 dias. A)
Diametro da coldnia (mm). B) Massa da col6nia (g/placa). Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Letras mindsculas representam a comparagdo entre 0s
isolados e as letras maiusculas a comparacéo entre os tratamentos.

O resultado do cultivo das espécies em meio liquido refletiu o do cultivo em meio
solido quanto ao crescimento micelial. O melhor resultado em crescimento micelial foi a 30°C
para ambas as espécies, e assim como em meio de cultura solido, G. lloydianum néo
apresentou crescimento a 35°C e ambos os isolados ndo cresceram a 40°C. Ao comparar 0S
isolados nas temperaturas em que as duas especies cresceram, constatou-se que G.
subiculosum apresentou melhor desenvolvimento em relacdo a G. lloydianum de acordo com

0 teste estatistico utilizado (Figura 12).
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Figura 12. Crescimento micelial (g/frasco) de Geastrum subiculosum (m) e G. lloydianum (o) em diferentes
temperaturas de incubacéo, por 40 dias em meio BD-p =Batata dextrose-preparado, no escuro. Médias seguidas
de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Letras mindsculas

representam a comparacao entre os isolados e as letras mailsculas a comparacéo entre os tratamentos.

Esses resultados relacionados a temperatura corroboram com Fonseca (2009) que
estudou cepas amazodnicas de Datronia brunneoleuca (Berk.) Ryvarden validada atualmente
como Coriolopsis brunneoleuca (Berk.) Ryvarden, Trametes lactinea (Berk.) Sacc. e L.
crinitus (L.) Fr., cujos basidiomatas também foram coletados na regido de Manaus-AM. No
referido estudo, foi relatado que as espécies apresentaram melhor resposta ao crescimento
micelial quando cultivadas a 30°C, porém, o meio Extrato de Malte foi 0 mais indicado em
associacdo com essa temperatura em comparacdo ao BDA-c. Diferindo dos resultados de
Vargas-Isla e Ishikawa (2008), tendo em vista que P. lecomtei cresceu a 35 e 40°C sem
diferenga significativa entre as duas temperaturas quanto ao diametro da colonia, todavia, foi
a 35°C que a coldnia apresentou estatisticamente, mais biomassa seca.

Na tabela 3 sd@o mostrados os resultados para os isolados de G. lloydianum que néo
apresentaram crescimento a 35 e 40°C e para isolados de G. subiculosum que ndo
apresentaram crescimento a 40°C, ap6s o periodo de 40 dias de incubacdo, nos meios de
cultura sélido e liquido, no escuro. Estes foram transferidos para estufa do tipo BOD por 40
dias com temperatura ajustada a 30°C, considerando o melhor resultado entre as temperaturas
testadas. Apos a constatacdo do crescimento, 0s mesmos parametros de crescimento micelial
foram analisados e comparados com os resultados das culturas crescidas a 30°C por 40 dias,

No escuro.
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Tabela 3. Crescimento micelial de dois isolados de Geastrum incubados a 30°C por 40 dias

apos periodo de 40 dias de dorméncia.

MSMS MSML
Isolado T°C, T°Cg DC (mm)
(g/placa) (g/frasco)
30 30 22,000a 0,047a 0,052a
Geastrum
) 35 30 23,667a 0,055a 0,035b
lloydianum
CV% 9.07 12.19 11.28
30 30 44,667a 0,122a 0,154a
Geastrum
_ 40 30 27,233b 0,060b 0,60b
subiculosum
CV% 6.06 18.39 18.82

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. T°C,
= Temperatura inicial. T°Cg = temperatura final. DC = diametro da colénia. MSMS = massa seca meio sélido.

MSML = massa seca meio liquido.

Foi observado crescimento micelial para os isolados das duas espécies de fungo
avaliadas ap0s o periodo de incubacdo, tanto para o meio sélido quanto para o meio liquido.
No entanto, os isolados de G. lloydianum incubados inicialmente a 40°C permaneceram sem
desenvolvimento apds igual periodo de incubacdo em temperatura Otima, tanto em meio
solido, como em meio de cultura liquido. Para os isolados inicialmente incubados a 35°C que
ndo apresentaram crescimento, quando foram expostos a 30°C por igual periodo de
incubacdo, observou-se crescimento micelial. Ndo houve diferenca significativa quanto ao
didmetro e a biomassa seca entre os isolados avaliados a 30°C inicialmente e os que foram
expostos a 30°C apds 40 dias a 35°C. Em meio liquido, os isolados que ndo cresceram
inicialmente a 35°C, foram expostos a temperatura 6tima, e que ap6s 40 dias de incubacao,
apresentaram crescimento micelial, no entanto, menos biomassa seca foi observada quando
comparados aos isolados avaliados a 30°C inicialmente.

Para Geastrum subiculosum o crescimento micelial ndo foi observado a 40°C, por 40
dias, mas, quando a temperatura foi ajustada para 30°C por igual periodo de incubagdo, 0s

isolados apresentaram crescimento micelial. Esse crescimento foi menor tanto em meio solido
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quanto em meio liquido, quando comparado aos isolados incubados diretamente a 30°C no
mesmo periodo de incubacéo.

Para Geastrum lloydianum, a temperatura de 40°C inibe o crescimento considerando
os resultados obtidos, ao passo que, a 35°C os isolados podem apresentar um periodo de
dorméncia, j& que foi observado crescimento micelial quando a mesma cultura foi submetida
a melhor temperatura de incubacdo segundo o item 4.4. Para G. subiculosum, o periodo de
exposicdo a 40°C parece ter influenciado negativamente no desenvolvimento do fungo, haja
vista a diferenca significativa observada nos parametros analisados, no entanto, a temperatura
inibe o crescimento do fungo, que pode também apresentar uma resisténcia considerando a
alta temperatura a qual foi exposto até que a temperatura mais apropriada para seu
desenvolvimento seja restabelecida.

Os relatos na literatura mostram que diversas espécies de fungos podem suportar
temperaturas elevadas (Vargas-Isla e Ishikawa 2008; D’Souza-Ticlo et al. 2009; Sales-
Campos e Andrade 2010; Carlsson et al. 2012). D’Souza-Ticlo et al. (2009) relataram que 0
fungo basidiomiceto Cerrena unicolor (Bull.) Murrill isolado de madeira em decomposicédo
em areas de mangue, apresentava temperatura étima em torno de 70°C. Outro caso de
tolerdncia a temperaturas altas foi descrito por Carlsson et al. (2012) que relataram, em
experimentos com basidiomicetos decompositores de madeira coletados em areas de
queimadas periddicas, que tais basidiomicetos podem tolerar altas temperaturas, sendo que
algumas espécies podem suportar até 220°C por cinco minutos de exposicdo e outros toleram

180°C por dez minutos.

4.5. Avaliacdo da agitacdo do meio liquido no crescimento micelial

Os isolados foram inoculados no meio BD-p em virtude desse meio de cultura ter
proporcionado os melhores resultados em relacdo aos demais meios testados e incubados na
melhor temperatura (30°C) em condic¢des de agitacdo em mesa agitadora. Como controle, 0s
isolados foram inoculados no mesmo de cultura, porém, incubados em condigdes
estaciondrias. Na tabela 4 sdo mostrados os resultados ap6s 40 dias de incubacdo nessas

condigdes.
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Tabela 4. Efeito da agitacdo do meio liquido no crescimento micelial de Geastrum
subiculosum e G. lloydianum cultivados no meio de cultura batata dextrose-preparado (BD-p)

a 30°C, no escuro.

Tratamento
Isolado
Com agitacao Sem agitacdo
Geastrum subiculosum 0,0349 aB 0,0705 aA
Geastrum lloydianum 0,0364 aA 0,0298 bA

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Letras minUsculas representam a comparagdo entre os isolados e as letras mailsculas a comparagdo entre 0s

tratamentos.

A partir desses resultados, é possivel perceber que para Geastrum subiculosum, a
melhor condicdo de aeracdo € o crescimento estético, pois foi nessa condicdo que a espécie
apresentou maior biomassa seca. Para G. lloydianum ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos. Comparando entre os isolados, observou-se que, quando eles sdo mantidos
sob agitacdo, ndo se observa diferenca na biomassa seca ap6s o periodo de incubacéo,
entretanto, em condi¢Bes estacionarias, G. subiculosum apresentou maior biomassa
significativamente em comparacao com G. lloydianum.

Andrade (2011) concluiu que a condicdo estatica ou de agitacdo ndo influenciou o
crescimento micelial da espécie T. lactinea, assim como foi relatado aqui para G. lloydianum.
Rezende et al. (2005) também ndo relatou diferenca na biomassa de P. ostreatus quando
estudou o0 seu crescimento considerando estes tratamentos. No entanto, para P. lecomtei a
melhor condicdo de crescimento é sob efeito da agitacdo (Vargas-Isla e Ishikawa 2008), fato

também constatado por Silva (2010) para Pycnoporus sanguineu (L.) Murrill.

4.6. Efeito do pH inicial do meio de cultura no crescimento micelial

As espécies Geastrum subiculosum e G. lloydianum apresentaram crescimento
micelial em todos os pHs testados. Para G. subiculosum, o melhor desenvolvimento micelial
ocorreu quando o meio de cultura teve o pH ajustado para 7 e o pior desempenho no pH 4 e 5.

Os isolados de G. lloydianum também apresentaram melhor desenvolvimento no pH 7, sendo
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que os demais tratamentos nao apresentaram diferenca entre si. Os isolados das duas espécies
ndo apresentaram diferenca quando cultivados em meio de cultura com pH ajudado para 5,
entretanto, nos demais tratamentos, G. subiculosum, apresentou mais biomassa seca que G.

Iloydianum apds o periodo de incubacgéo (Figura 13).
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Figura 13. Crescimento micelial de Geastrum subiculosum (m) e G. lloydianum (o) em Batata dextrose agar-
preparado incubado com diferentes pHs por 40 dias sem agitacdo, no escuro. Médias seguidas de letras iguais
ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Letras minGsculas representam a

comparacéo entre os isolados e as letras maitsculas a comparacéo entre os tratamentos.

Segundo Vargas-Isla e Ishikawa (2008), o pH entre 5 e 7 melhor contribuiu para o
crescimento de P. lecomtei e assim como para as espécies Geastrum estudas, o pH 4 néo
proporcionou bom desempenho aos isolados, o que diferiu dos dados de Andrade (2011) que
estudou o crescimento micelial em pHs diferentes para o basidiomiceto T. lactinea coletado
também no perimetro urbano de Manaus-AM. A autora conclui que o melhor
desenvolvimento micelial ocorreu quando o meio de cultura teve o pH ajustado para 4 e o pior
desempenho no pH 9. Vukojevi¢ et al. (2006) encontraram algo semelhante ao estudar o
efeito do pH inicial sobre a biomassa de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. onde
observaram que a maior producdo de biomassa foi observada entre pH 4,5 e 5, 0 que também

diferiu dos dados relatados neste estudo.

4.7. Germinacao in vitro dos basidiosporos e isolamento do micélio monocariotico

A densidade de esporos de ambas as espécies contabilizados nas suspensdes em

camara de Neuerbauer foi de 1.360.000 esporos/mL, sendo que em cada placa de Petri foram
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semeados cerca de 68.000 esporos. Nas figuras 14 e 15 é mostrado o periodo de germinacgao
dos esporos e o desenvolvimento do micélio até seu isolamento para Geastrum lloydianum e
G. subiculosum, respectivamente. A observacdo das coldnias monocarioticas para as duas
espeécies iniciou a partir de 35 dias de incubacdo (Figura 14A e 15A), sendo observada até 40
dias depois da incubagdo (Figura 14D e 15D). Ap6s a germinagdo, os micélios monocarioticos
das duas espécies foram isolados em meio de cultura BDA-p (Figura 14E e 15E) e as culturas
puras foram obtidas (Figura 14G e 15G).

Figura 14. Germinacdo de esporos e isolamento de micélio monocariético de Geastrum lloydianum. A) Esporo
germinado (seta) com 35 dias de incubacdo. B e C) Desenvolvimento da hifa monocaridtica (seta) a partir de 35
dias de incubacdo (Aumento de 400x). D) Desenvolvimento da hifa monocaribtica (seta) com 40 dias de
incubacdo (Aumento de 100x). E) Isolamento do micélio monocariético. F) Micélio monocaridtico com 15 dias

de incubagdo. G) Micélio monocariético com 35 dias de incubag&o, no escuro.
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Figura 15. Germinag&o de esporos e isolamento de micélio monocariético de Geastrum subiculosum. A) Esporo
germinado (seta) com 35 dias de incubagdo. B e C) Desenvolvimento da hifa monocariotica (seta) a partir 35
dias de incubagdo (Aumento de 200 e 400x respectivamente). D) Desenvolvimento da hifa monocaridtica com
40 dias de incubacdo (Aumento de 100x). E) Isolamento do micélio monocariotico. F) Micélio monocaridtico

com 15 dias de incubagdo. G) Micélio monocaridtico com 35 dias de incubag&o, no escuro.

As observagdes quanto ao tempo de germinacdo dos esporos das duas espécies de
Geastrum pode ser considerada longo se comparado ao tempo em que esporos de outras
espécies germinam. Nesse sentido, convém mencionar que basidiésporos de Lentinus tigrinus
(Bull.) Fr. alcangam 87,33% de germinagdo em 10 horas de incubacdo em caldo de batata
(Dulay et al. 2012) e Lentinula edodes levou de sete a oito dias para germinar em trés dos
quatro meios de culturas testados, sendo que no meio BDA, a germinagéo iniciou no quinto
dias de incubagéo (Kalmis e Kalyoncu 2006).

A germinacdo da espécie Rhizopogon rubescens (Tul.) Tul. e considerada pelo Index
Fungorum como sindnimo de R. roseolus (Corda) Th. Fr., leva de duas a trés semanas para

ocorrer (Kawai et al. 2008). Contudo, os esporos do fungo gasteroide Pisolithus tinctorius
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(Pers.) Coker & Couch, considerado sinbnimo de P. arhizus (Scop.) Rauschert, Z. Pilzk.
germinam a partir de 60 dias de incubacdo (Carvalho et al. 1997), tempo superior ao
demandado pelas espécies desse estudo.

Stoytchev et al. (2001) relatam a germinacdo de esporos para G. pouzarii em meio
extrato de malte na mesma temperatura em que os esporos de G. lloydianum e G. subiculosum
germinaram. Kuhar e Papinutti (2009) tentaram a germinacdo de esporos para G. episcopale
Kuhar & Papin também em meio malte agar quando descreveram a espécie, contudo, ndo
obtiveram éxito, nem apresentaram maiores detalhes sobre a tentativa de germinacéo.

Ao final dos isolamentos, foram obtidas 96 coldnias monocariéticas de Geastrum
subiculosum e 84 de G. lloydianum, sendo estas repicadas para outras placas de Petri e
mantidas nas mesmas condi¢fes de cultivo em que germinaram para desenvolvimento do
micélio, acompanhamento do estado monocaridtico e posterior uso nos cruzamentos.

Durante o desenvolvimento dos micélios isolados, contabilizou-se 67,7% de culturas
de G. subiculosum com grampo de conexdo, assim como 66,7% nas culturas de G.
lloydianum. A dificuldade encontrada na obtencdo de culturas monocaridticas puras
demonstra estar relacionada com a concentracdo de esporos inoculados, de forma que o
adensamento dos mesmos facilita o pareamento e migracdo dos nucleos logo apds a
germinacao. Isso foi constatado para ambas as espécies por consequéncia da distancia entre 0s
basididsporos na placa de Petri, que cruzaram logo ap6s a germinacgdo (Figura 16A e 17A).
Estes foram isolados e em placa de Petri (90 mm @) contendo meio BDA-p (figura 16B e
17B) e incubados a 25°C em estufa do tipo BOD na auséncia da luz, sendo
microscopicamente acompanhados para a constatacdo da presenca do grampo de conexao na
col6nia resultante (Figura 16C e 17C).
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Figura 16. Cruzamento ndo induzido de micélio monocariético in vitro de Geastrum lloydianum. A) Monocarios
pareados (mo) apds 35 dias de incubagdo, no escuro. B) Micélio monocariético (mo) e dicaridtico (di) isolados
apos 35 dias de incubacdo. C) Hifas do micélio dicari6tico cruzado in vitro com destaque para 0s grampos de

conexdo (seta) (Aumento de 400x).
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Figura 17. Cruzamento ndo induzido de micélio monocaridtico in vitro de Geastrum subiculosum. A)
Monocérios pareados (mo) apds 35 dias de incubagdo, no escuro. B) Micélio monocaridtico (mo) e dicariético
(di) isolados ap6s 35 dias de incubagdo. C) Hifas do micélio dicariético cruzado in vitro com destaque para 0s

grampos de conexdo (seta) (Aumento de 400x).

Em fungos basidiomicetos, o grampo de conexdo indica que houve cruzamento
(Taylor et al. 2000; Taylor et al. 2006), e portanto, denotando que as condic¢des aqui testadas
sdo propicias para estudos de compatibilidade sexual em Geastrum lloydianum e G.
subiculosum, assim como para uso na taxonomia bioldgica por meio do cruzamento.

Das culturas monocaridticas, comprovadas pela auséncia do grampo de conexdo, que
foram estocadas para G. subiculosum e G. lloydianum, cerca de 48,4 e 60,7%
respectivamente, ndo apresentaram mais desenvolvimento micelial em meio de cultura e por
tanto, foram descartadas. Assim, 14 culturas monocariéticas de G. subiculosum e 11 col6nias
de G. lloydianum foram preservadas em tubos de ensaio inclinados contendo 10 mL de BDA-
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p, estas culturas foram mantidas em estufa do tipo BOD, na auséncia de luz, para os testes de

Ccruzamento.

4.7.1. Percentual de germinacéo in vitro de basidiésporos de Geastrum subiculosum

Para cada tratamento foram inoculados 66x10° esporos, sendo 33x10* esporos por
placa de Petri. O tratamento com &gua destilada + Tween 80 (ADT) apresentou maior nimero
de esporos germinados em relacdo ao tratamento com solucao salina (0,85%) + Tween 80
(SST) no mesmo periodo e sob as mesmas condicbes de cultivo em laboratério. O antibidtico
usado foi eficaz contra o crescimento bacteriano, entretanto, um percentual de contaminagao
de 40% para o primeiro tratamento e 60% para o segundo foi observada durante o periodo do
experimento para fungos oportunistas.

Na tabela 4 é mostrada a quantidade total de esporos germinados nos diferentes
tratamentos. As estimativas dos valores médios do nimero de esporos germinados por
tratamento e, consequentemente, as analises estatisticas de comparacdo de médias ndo foram
efetuadas devido a falta de homogeneidade entre os dados, justificada pela alta taxa de
germinacdo em uma repeticdo e completa auséncia de germinacdo em outra do mesmo
tratamento. Esses resultados sugerem que a germinacdo de um ou mais esporos e a formacéo
inicial de uma coldnia possa influenciar na germinacdo de outros esporos. Resultados
semelhantes quanto a falta homogeneidade em relacdo a germinagdo também foram

observados por Carvalho et al. (1997) para P. arhizus.

Tabela 4. Namero de esporos de Geastrum subiculosum germinados por tratamento.

Método utilizado N° de esporos/placa N° de esporos germinados
ADT 330.000 197
SST 330.000 18

ADT = Agua Destilada + Tween 80. SST = Solucao Salina (0,85%) + Tween 80.

Se for considerada regra de trés simples e as condigdes as quais 0s basidiosporos

foram expostos, em um milh&o de esporos, em média 74,6 esporos germinam com 0 uso do
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primeiro tratamento e 6,8 esporos com o segundo tratamento. Essa baixa taxa de germinacéo
em condicOes de laboratorio € historicamente relatada na literatura para fungos gasteromicetos
(Bulmer 1964; Fries 1978; Fries 1987; Carvalho et al. 1997) e ainda sendo alvo de estudos
atualmente (Silvério 2013). A germinacdo de basidiosporos do género Pisolithus, por
exemplo, varia de 0,001 a 0,38% (Bulmer 1964; Silvério 2013).

Diante da dificuldade de obtencdo de micélio monocaridtico para os fungos
gasteromicetos, alguns fatores foram apontados para justificar a baixa germinagédo, sendo um
deles a mobilizacdo de reservas de carbono e lipidios apontados por Bago et. al. (2002), e
assim como a estrutura da parede celular associada a sua hidrofobicidade que pode estar
associando a recalcitrancia dos basidiésporos a germinacao. Porém, em relacdo a este Gltimo,
Silvério (2013) atingiu a permeabilidade de 88% dos esporos de P. microcarpus (Cooke &

Massee) G. Cunn., todavia, obteve uma taxa de germinacéo baixa.

4.8. Pareamento in vitro do micélio monocariotico

Quando o pareamento foi induzido para ambas as espécies (Figura 18A e 19A), os
micélios monocariéticos mostraram capacidade de cruzar entre si e estabelecer um micélio
dicariético com a visualizacdo de grampos de conexdo (Figura 18B e 19C), comprovando
assim a compatibilidade sexual entre os monocérios para Geastrum lloydianum e G.
subiculosum, respectivamente. A presenca de grampos de conexdo nas culturas oriundas do
cruzamento induzido mostra que as condicBes as quais foram impostas sdo propicias para o
estudo de compatibilidade sexual em ambas as espécies de Geastrum.

Esses resultados também sinalizam que a técnica apresenta potencial em eventuais
estudos taxondmicos para o0 grupo com uso do conceito bioldgico de espécie. Segundo Taylor
et al. (2000) e Taylor et al. (2006), no momento em que o micéelio monocariético de dois
individuos se unirem na formacdo do micélio dicaridtico, confirma-se a compatibilidade
sexual entre ambos por meio da visualizagdo do grampo de conexdo, logo, confirma-se que

tais monocarios pertencem a mesma espécie biologica.
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Figura 18. Cruzamento intraespecifico in vitro de Geastrum lloydianum. A) Culturas pareadas em placa de Petri
apos 30 dias de incubacédo, no escuro. B) Hifas dicaridticas oriundas do cruzamento intraespecifico. As setas

indicam a presencga do grampo de conexao.
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Figura 19. Cruzamento intraespecifico in vitro de Geastrum subiculosum. A) Culturas monocarioticas pareadas
em placa de Petri. B) Culturas pareadas em placa de Petri ap6s 30 dias de incubagdo, no escuro. C) Hifas

dicaridticas oriundas do cruzamento intraespecifico. As setas indicam a presenca do grampo de conexao.
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Na figura 20 sdo mostrados os resultados das analises de DNA para os micélios
dicaridticos oriundos do basidioma e os micélios dicaridticos oriundos do cruzamento in vitro
para as duas espécies de Geastrum. Foi observada grande similaridade entre as amostras que
correspondem a mesma espécie e clara separacdo entre as amostras de espécies diferentes,
evidenciando que os cruzamentos podem unir ou separar espécies e, portanto, o conceito
bioldgico de espécie pode ser empregado segundo as definigdes presentes na literatura
(Giraud et al. 2008).

Para de G. lloydianum, os micelios dicarioticos resultantes do cruzamento in vitro dos
monocérios foram agrupamentos considerando a similaridade com os micélios dicarioticos
isolados do basidioma, mostrando que os monocérios utilizados nos pareamento pertenciam
de fato a esta espécie. Para G. subiculosum, os miceélios dicari6ticos que tem origem a partir
do basidioma e os micélios dicaridticos formados a partir do cruzamento entre 0S monocarios,
também foram agrupados no mesmo clado, sugerindo grande similaridade entre 0os mesmos e

denotando também que o cruzamento ocorreu entras micelios monocarioticos dessa espécie.

Myriostoma_coliforme_TNSTKGGE50801
Geastrum_hariotii_KF988381
Geastrum_lloydianum ®
Geastrum_lloydianum ®
Geastrum_lloydianum 4
169,89 .
Geastrum_lloydianum 4
Geastrum_aff_hariotii_KF988382
Geastrum_aff_hariotii_KF988383
Geastrum_subiculosum 4
Isolado 29
t66 Geastrum_subiculosum A
Geastrum_subiculosum ®

Geastrum_subiculosum ®
AR Geastrum_pectinatum_SF46074
87.27 = Geastrum_triplex_TENN61723

Geastrum_parvistriatum_JCZ285

91,89

5670 { 96,21

40.0

Figura 20. Arvore filogenética mostrando a similaridade molecular entre micélio dicaridtico extraido do
basidioma (M) e micélios dicariéticos oriundos do cruzamento in vitro ( A) para Geastrum lloydianum e G.

subiculosum. A arvore foi construida baseadas em sequéncias de rDNA (ITS1, 5,8S e ITS2).
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Mesmo que o presente estudo trate de pareamentos entre culturas monocaridticas
obtidas a partir do mesmo corpo de frutificacdo, ele indica que o método apresentado pode ser
expandido para estudos com as demais espécies do grupo, pois populacbes que, mesmo
separadas geograficamente ou diferenciadas em maior ou menor grau morfologicamente,
mantiveram a capacidade de entrecruzar quando em contato eventual, seriam consideradas
como integrantes de uma mesma espécie, a despeito de quaisquer outras diferencas entre elas
como relatado na literatura (Anderson et al. 1980; Carvalho et al. 1997; Capelari e Fungaro
2003).

No trabalho de Carvalho et al. (1997), as duas populagdes de Pisolithus Alb. &
Schwein. estudadas apresentaram capacidade de cruzar entre si, revelando que ambas as
populacdes pertencem a mesma espécie bioldgica. Anderson et al. (1980) parearam isolados
de micélio monocariético de Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm., Fihr. Pilzk. para examinar
as relacbes de cruzamento entre individuos de ocorréncia na Europa e na América do Norte,
haja vista que em estudos anteriores, isolados do mesmo continente eram considerados como
espeécies biologicas diferentes. O estudo mostrou que por meio do cruzamento dos miceélios
monocariéticos foi possivel detectar que os isolados pertenciam apenas a uma espécie
bioldgica, independente do local de ocorréncia, ja que apresentavam a capacidade de
cruzarem entre Si.

Capelari e Fungaro (2003) usaram critérios morfoldgicos, crescimento radial da
colénia em meio de cultura, variabilidade genética e testes de intercompatibilidade para
identificacdo de isolados de duas espécies de Pleurotus (Fr.) P. Kumm. subgénero
Coremiopleurotus, P. cystidiosus O.K. Mill. e P. smithii Guzméan de amostras de isolado
brasileiro de diferentes locais de coleta. Considerando que os critérios morfoldgicos utilizados
ndo foram suficientes para suportar a separacdo das duas espécies, a semelhanca genética e o
fato das duas espécies terem apresentado compatibilidade sexual, as autoras concluiram que
ambas as espécies deveriam ser consideradas sin6nimas, aumentado a distribuicdo das
mesmas para a América do Sul.

Este estudo viabiliza futuros trabalhos envolvendo o sistema de compatibilidade
sexual e torna-se uma ferramenta para a taxonomia, principalmente na Amazodnia,
considerando a falta de taxonomistas e 0 complexo processo de identificacdo das espécies do

género Geastrum.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da grande diferenca morfolégica entre as duas espécies estudadas, o
comportamento em condic¢Oes de laboratorio é semelhante. De forma que, para ambas as
espécies sao sugeridas as mesmas condicBes de crescimento micelial (Batata Dextrose Agar-
preparado, a 30°C de incubacdo em modo estacionario e com o meio ajustado para pH 7.0).

Quanto a obten¢éo do micélio monocaridtico, 0 mesmo meio de cultura indicado para
o0 cultivo micelial das duas espécies, também é apropriado para a obtengdo de monocarios a
partir da germinacdo, que inicia a partir de 35 a 40 dias de incubacdo a 25°C. Quanto a taxa
de germinacdo de G. subiculosum, esta foi considerada baixa.

O cruzamento foi comprovado pela presenca do grampo de conexdo no micélio
resultante para ambas as espécies, além de serem confirmadas pelas anélises filogenéticas,
denotando que as condicdes aqui apresentadas sdo propicias para 0s estudos de
compatibilidade sexual para o grupo, tornando-se assim, uma ferramenta para taxonomia e

pode ser usada para comprovar espécie bioldgica para o género Geastrum.
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"Condigdes de crescimento micelial e sistema de reprodugio de trés espécies de macrofungos do
género Geastrum Pers, (Geastraceae, Basidiomycota)”
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7.2. Ata da defesa publica da dissertacéo

GOVERNO FEDERAL

N2
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INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS DA AMAZONIA PATRIA EDUCADORA

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTACAO DE
MESTRADO DE DISCENTE DO PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM BOTANICA DO INSTITUTO
NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

Aos vinte nove dias do més de julho de 2015 as 09:00h, na sala de semindrios da biblioteca do INPA-
Campus L. reuniu-se a Comissdo Examinadora da Defesa Publica. composta pelos seguintes membros: Dr,
José Renato Pereira Cavallazzi, Universidade Federal do Amazonas -UFAM. Dra Ruby Vargas- Isla,
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia INPA, Dr. Rogérie Eiji Hanada, Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazdnia INPA, tendo como suplentes: Dra, Maria Aparecida de Jesus, Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia INPA, Dra. Cristina Sayuri Maki, Universidade Federal do Amazonas -
UFAM, sob a presidéncia do primeiro, a fim de proceder a arguigdo piblica da DISSERTACAO DE
MESTRADO., intitulada: “Geastrum Hoydianum E G. subiculosum: germinagio de esporos, obten¢iio
de culturas monocaridticas e dicaribticas, ¢ condigdes de crescimento micelial in vitro™, discente:
Marcos Diones Ferreira Santana, sob orientagio: Dra. Noemia Kazue Ishikawa — INPA, ¢
Coorientagio; Dr. luri Goulart Baseia - UFRN. Apds a exposigdo, dentro do tempo regulamentar, a
discente foi argiiida oralmente pelos membros da  Comissdo Examinadora, tendo recebido o conceito
final:
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Nada mais havendo, foi lavrado a presente ata, que, apds lida e aprovada, foi assinada pelos membros da
Comiss#io Examinadora.
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