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Criopreservagio: estratégia para conservar a biodiversidade

VIABILIDADE DE Acaricus bly-vi
1 Agaricus blazei EM DIFERENTES CONDICOES DE Arcsaivos de Cibncias Vetarinisi
lauto PRESER‘A(AO > rquivos de Ciencias gtermanas
> e Zoologia da Unipar
La e Poés-Graduagdo em Biotecnologia
Apli 3. Praca Mascarenhas de Moraes, 4282,

Henrique Susumy Tanalk-!
Talita Rafaele D*Acn- -
ama-PR. Brasil. i

-

ol
g1 321

" Y COMMUN\CATI()N
| " 94
} ~term ¢
- : after long
} (2011) 27:305 301 - h“‘:e‘ d\‘&
il Microbial Biotechnd ; ““\ l]f 42‘" -
r | 7729 “
\l};(l-;r! 1. 1007st 127401 07 |

b Cordeiro”
gHORT CDMMUN[CAT‘ON

jela T4
. , Apa Dant®
, Fibin Aparec ar A

de Lim
Gomes .

Larras Colast® omint - TAABL B0 L goratto .

. anesss 5umu|:rulf-t‘:’::":; _FL.r“-.ul\lu \l‘L‘?"“ Eiu“i Andres Linde

. . bla zet Ajessand o Riber® Lienine Lui Zoghi 35
- > “}'IC"S g ey Tanaska -
-on at —80°C of Ag he S0
oV n
“evopresery atlo

<vaaaae Pa

ense — UNIPAR,
- o-a motecular, UNIPAR, Umuarama, PR, Brasil.

Pesquisas em criopreservacao de Basidiomicetos

realizadas pelo grupo de pesquisa do Laboratorio
de Biologia Molecular da UNIPAR

3.3 AVANCES SOBRE EL CULTIVO DEL “COGUMELO-DO-SOL” EN BRASIL

52(3)484-488

An Indian § Microbiol (July-Sept 201 52(3):48
i Andrea Linde DOI 10100751 2088-012-0289-4
o C ] l

QRIGINAL ARTICLE

Universidad |

j » de Biologia Molecular
Campus de U}

. - nd
Brasil CEP 87502-210 CI’YOP“%ENauon at —20 &
B on Grains
Cereal Grains and Cryoprotectants

edodes Cryopreservation at- |

- aele D Agosting Maniovani - H
CRYOPRESERVAT] S i - e L 2085
Talita Rafaele D’Agostini Mantoval
Henrique Susumu Tanaka', Suzana Harf
Lienine Luiz Zaghi Junior', Luzia Doretto Pac’
Giani Andrea Linde' and Nelson Barrg
iology Laboratory , Postgraduate Program in Biotechnology

_wuran, Umuarama, Brazil;® Biological Sciences Center, State Univese.
e A Londrina, Brazil

 aeireltes * €
Luzia Doreito Paccola-Meirelles
IR Y o AV

CRIOPRESERVACAO DE Agaricus blazei EM I ! \NDO
DMSO COMO CRIOPROTETOR

. . . 5 . = g T

Nelson Barros COLAUTO'; Augusto Ferreira da EIRA%; Giani Andrea LINDE!
Email:talita. rd @ gmail. com; henrique. tanaka@ hotmail. com; suwzanaumeo @ gmail. com ; jraghi@ hotmail.
com ; paceola@ uel. br; gianilinde@ unipar. br; nbe® unipar. br

1. Professor, Doutor, Titular, Laboratério de Biologia Molecular, Universidade Paranaense - UNIPAR, Umuarama, PR, Brasg.
nbc@unipar.br. : 2. Professor, Doutor, Titular, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu, SP, Brasil.



IMPORTANCIA DA PRESERVACAO

Criopreservacio: estratégia para conservar a biodiversidade

Nelson Barros Colauto
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SYMPOSIUM ON EDIBLE MUSHROOMS. 7., 6.. 2013. Manaus. Proceedings...
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Fatores gue interferem na criopreservacao

Criopreservacao de Basidiomicetos no Brasil
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Tabla 3. Reportes sobre los efectos terapsuticos de 4garicus blazei

Actividad Fuente

Antibacteriana Osaki er al. (1994)

Antidiabética Kim er al. (2005)

Antihipertensiva Watanabe ef al. (2003)

Anti-inflamatoria Komura er al. (2010) Mourdo ef al. (2011a)

Antimutagénica Osaki ef al. (1994) Delmanto et al. (2001)
Menoli ef al. (2001) Barbisan ef al. (2003)
Bellim er al. (2003) Souza-Paccola ef al. (2004)
Machado et al. (2005) Kawamura y Kasai (2007)

Antioxidante Izawa e Inoue (2004) Huang y Mau (2006)
Oliveira ef al. (2007) Mourdo ef al. (2011h)

Antrtumoral Kawagishi et al. (1989) Mizuno ef al. (1990a, b)
Ito et al. (1997) Ebina y Fujinuya (1998)
Mizuno er al. (1999) Ohno et al. (2001)
Takaku er al. (2001) Oshiman er al. (2002)
Lee ef al. (2003) Kaneno et al. (2004)
Mourdo er al. (2009) Pinto et al. (2009)
Jumes ef al. (2010)

Inmunomodulatoria Gennari (2000) Kataoka et al. (2002)
Bemnardshaw et al. (2005) Liu et al. (2007)

Revisiones sobre el | Higaki et al. (1997) Mizuno (2002)

efecto medicinal v | Firenzuoli er al. (2008)

farmacologico
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SHORT COMMUNICATION

Cryopreservation at —80°C of Agaricus blazei on rice grains

Nelson Barros Colauto « Augusto Ferreira da Eira -
Giani Andrea Linde

Objetivo do estudo foi avaliar dois protocolos de
congelamento para criopreservacdo em -80 °C em
linhagens de Agaricus blazei.

Linhagens de Agaricus blazei ABL 97/11, 99/25 ABL, ABL
99/26, ABL 99/28 e 99/29 ABL - UNESP



MATERIAS E METODOS

Agaricus blazei

Meio de Cultivo
39g Lt (AEM)
121 °C por 20 min
28 °C £ 1 por 15 dias

Ampolas Protocolo |
1 mL de Glicerol 10% 8 °C por 30 min
121 °C por 30 min -80 °C

Meio de cultivo
Graos de arroz com casca
121°Cporlh
28 °C + 1 por 30 dias
Discos 3 mm

E

Protocolo Il
-196 °C por 15 min
-80 °C

Retirada apds 1 ano
30 °C por 15 min
Alcool 70% e 96%
Meio (AEM)

28 °C = 1 por 30 dias
75% apos 30 dias



RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 1 Recovery of Agaricus blazei strains grown on rice grains
with husk and cryopreserved at —80°C for one year in cryovials with
glycerol 10% solution using protocols T and 11

Strain Recovery (%)
Protocol 1 Protocol 11
ABL 97/11 100 40
ABL 99/25 100 0
ABL 99/26 100 40
ABL 99/28 100 0
ABL 99/29 100 0

Protocol I cryopreservation starting at 25°C, then 8°C for 30 min and
kept at —80°C

Protocol I cryopreservation starting at 25°C, then 8°C for 30 min,
—196°C for 15 min and kept at —80°C



CONCLUSOES

Conclui-se que ap6s um ano de criopreservacao A.
blazei cultivado em graos de arroz com casca a -80 °C
em glicerol 10% é viavel. Congelamento lento mais
eficaz.



VIABILIDADE DE Agaricus blazei EM DIFERENTES CONDICOES DE
PRESERVACAO

Henrique Susumu Tanaka!

Talita Rafaele D’ Agostini Mantovani!
Kassia Vanessa Navarro Geromini’
Suzana Harue Umeo’

Lienine Luiz Zaghi Junior®

Giani Andrea Linde*

Nelson Barros Colauto*

TANAKAL H. S.: MANTOVANIL T.R. D.: GEROMINIZ. K. V.N.: UMEOQO". S. H.: ZAGHI-JUNIOR®. L. L.: LINDE*. G. A
COLAUTO® N. B. Viabilidade de Agaricus blazei em diferentes condi¢des de preservacio. Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR,
Umuarama. v. 14.n. 1. p. 13-17. jan./jun. 2011.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de A.
blazei crescido em dois meios de cultivo e preservado a
+4 °C ou -20 °C em diferentes recipientes de contencao.

Linhagem U2/1 de A. blazei (antiga ABL97/11)proveniente
da micoteca do Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade Paranaense.
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MATERIAS E METODOS

Ampolas 0,5 cm diametro
Ampolas 0,5 cm e 0,6 cm de diametro

450 pL de Glicerol 5%, sacarose 15%, I

glicose 4% e sem crioprotetor

Agaricus blazei )
121 °C por 30 min

!

Meio de Cultivo
AEM 2%
121 °C por 20 min
25°C £ 1 por 21 dias

Armazenadas
a+4 °Coua-20 °C.

L

ri

Retirada 1 ou 12 meses
-20 °C a 30 °C por 15 min
AEM +4 °§3 a 23 °C por 15 min
Alcool 70% e 92%

Agar-gréo de trigo moido

121 °C por 30 min _ Meio (AEM)
25°C + 1 por 21 dias %010 21 <l Elee
75% apos 30 dias

11



RESULTADOS E DISCUSSOES

Tabela 1: Viabilidade micelial (%) de Agaricus blazei preservado em diferentes condi¢des pelo periodo de 1 ou 12 meses.

Temperatura Crioprotetor Ampola simples Ampola dupla
AEM ATR AEM ATR
Imés 12meses 1meés 12meses 1meés 12meses 1meés 12 meses
GO 100 0 (100 0 100 0 100 0
SA 100 0 100 0 100 0 100 0
+4°C GE 100 0 100 0 100 0 100 0
AG 80 0 & 0 100 0 100 0
SC 60 0 60 0 b; 0 & 0
GO 0 0 0 0 0 0 0
SA 0 40 0 0 0 0 0
-20°C GE 40 0 0 0 0 0 0 0
AG 0 0 0 0 0 0 0 0
SC 0 0 0 0 0 0 0 0

Legenda: GO (glicerol). SA (sacarose). GE (glicose). AG (agua ultrapura). SC (sem crioprotetor). ATR (agar-trigo moido) ¢ AEM (agar-
-extrato de malte).

12



CONCLUSOES

Conclui-se gue os GO, SA e GE associados com 0 meio
de cultura AEM ou ATR e ampola simples ou dupla sao
efetivos para preservacao a +4 °C de A. blazei por
periodos curtos, um mes, mas nao por periodos longos,
12 meses.

Os crioprotetores, meios de cultivo e ampolas simples ou
duplas nao sao efetivos para manter a viabilidade do
fungo criopreservado a -20 °C. As ampolas simples séo
tdo eficientes quanto as ampolas duplas para evitar
contaminacoes e preservar o fungo.

13
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SHORT COMMUNICATION

Viability of Agaricus blazei after long-term crvopreservation

Nelson Barros Colauto - Fabio Aparecido Cordeiro -

Kassia Vanessa Navarro Geromini - Tatiana Gomes de Lima - Ana Daniela Lopes -
Renato Alessandro Ribeiro Nunes - Fernando de Brito Roratto -

Henrique Susumu Tanaka - Lienine Luiz Zaghi Jr. - Giani Andrea Linde

O objetivo do trabalho foi verificar Agaricus blazei criopreservado a
-70° C utilizando diferentes agentes crioprotetores e protocolos de
congelamento .

Agaricus blazei (U2/1; ABL97/11) fol obtido a partir da colecao de
fungos do Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade

Paranaense.




MATERIAS E METODOS

Agaricus blazei

Meio de Cultivo
AEM; 48 g/L
121 °C por 20 min
28 °C £ 1 por 15 dias

Ampolas 0,5 cm diametro
300 pyL de DMSO 1, 2,5 ou 5%; glicerol 5, 10 ou 30%;
sacarose 5, 15 ou 30%; glucose 2, 4 ou 10%;
polietileno-glicol 6000 3, 6 ou 8%;
extrato de malte 4, 5 ou 13%;
121 °C por 20 min exceto DMSO
28 °C por 14 dias

estéril

dleo minem

2 mL Gleo mineral
150 °C por 150 min
—_— Micélio crescido em meio (AEM)
5 Tubos a4 °C e 20 °C

Repique da
Cultura

Protocolo |
25 °C para 4 °C por 30 min, seguindo para -70 °C

Protocolo Il
25 °C para direto para -70 °C
15



RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 1 Mycelial growth of
Agaricus blazei m malt extract !
agar medium supplemented with MEX = 100 (%)

Cryoprotectant® Concentration (%) Mycehal growth (mm) Mycelia growth! 4%

different cryoprotectants
DMS0 I 12 27
2.5 0
5 0
GLY B 24 54
10 11 25
30 4
SAC 5 52 18
15 43 98
30 £} 86
GLU 2 44 100
4 i6 82
10 20 45
PEG 3 44 100
B 3 98
g 44 100
"DMS0, Dimethyl sulfoxide;
GLY, glycerol; SAC, saccha MEX 4 44 100
rose; GLU, glucose; PEG, pol 5 47 o7
ethylene glycol-6000; MEX, 13 26 50

malt extract

16



RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 2 Mycelial viability of 4.

hlazei cryopreserved at —70°C Cryoprotective Viability after 1 year (%) Viability after 4 years (%)
with different cryoprotective solution®
solutions for | and 4 years Freezing protocol Freezing protocol
from 25 to 4 from 25 from 25 o 4 from 25
to —70°C o —70PC to —70°C to —70°PC
DMSO 1% 96 100 &0 20
GLY 6% 95 05 73 27
SAC 15% | 00 100 [ 00 100
GLLU 4% 1 00 100 100 100
PEG &% 1 00 o0 46 67
MEX 5% 76 60 60 27

17



CONCLUSOES

Com base nos resultados do estudo, conclui-se que €& o0 agente
crioprotetor e nao o protocolo de congelamento que é a variavel mais
importante para a manutencdao e viabilidade de A. blazei apoés
criopreservacao a -70 °C.

A criopreservacao de longo prazo (4 anos) é eficaz quando sacarose ou
glicose é utilizada como crioprotetor, independentemente do protocolo de
congelamento.

Dimetilsulféxido € eficaz quando utilizado um protocolo de congelamento
lento.

O glicerol, polietilenoglicol e extrato de malte foram ineficazes,
Independentemente do protocolo de congelamento.

Todos o0s crioprotetores testados foram eficazes na criopreservacado a
curto prazo de A. blazei (1 ano), com excecao do extrato de malte que

demonstrou eficacia no protocolo de congelamento lento.
18



Communication

CRYOPRESERVATION OF Agaricus blazei IN LIQUID NITROGEN USING
DMSO AS CRYOPROTECTANT

CRIOPRESERVACAO DE Agaricus blazei EM NITROGENIO LIQUIDO USANDO
DMSO COMO CRIOPROTETOR

Nelson Barros COLAUTO'; Augusto Ferreira da EIRA”; Giani Andrea LINDE'

1. Professor, Doutor, Titular, Laboratério de Biologia Molecular, Universidade Paranaense - UNIPAR, Umuarama, PR, Brasil.
nbc@unipar.br. ; 2. Professor, Doutor, Titular, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

Linhagens de A. blazei ABL 97/11, ABL 99/25, ABL 99/26,
ABL 99/28, ABL 99/29, obtidas da UNESP..

19



MATERIAS E METODOS

Agaricus blazei

!

Meio de Cultivo
39gL?! (AEM)
121 °C por 20 min
28 °C % 1 por 15 dias

Ampolas
Discos 3 mm (AEM)
1 mL de DMSO 10%

Protocolo |
8 °C por 30 min
-196 °C

_j_’ =
!

Retirada apos 1,5 anos
30 °C por 15 min
Alcool 70% e 96%
Meio (AEM)

28 °C = 1 por 30 dias
75% apobs 30 dias

20



RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 1. Viability of A. blazei strains grown on malt extract agar disks and cryopreserved at -196 °C for 1.5
year in cryovials with the cryoprotectant 10% dimethyl sulfoxide solution.

Strain Viability (%)
ABL 97/11 100
ABL 99/25 25
ABL 99/26 75
ABL 99/28 60
ABL 99/29 0

21



CONCLUSOES

A criopreservacdo em nitrogénio liquido de A. blazei, com
dimetilsulféxido como crioprotetor, ndo é a forma mais
adequada para a preservacao desta especie.

ﬁﬁ 22



Cereal Grains and Cryoprotectants in Lentinula
edodes Cryopreservation at-70°C

Talita Rafaele D’Agostini Mantovani',
Henrique Susumu Tanaka', Suzana Harue Umeo',
Lienine Luiz Zaghi Junior' ,Luzia Doretto Paccola - Meirelles’
Giani Andrea Linde' and Nelson Barros Colauto’
! Molecular Biology Laboratory, Postgraduate Program in Biotechnology Applied to Agriculture, The Paranaense
University , Parand, Umuarama, Brazil;® Biological Sciences Center, State University of Loudrina, Parund,

Londrina , Brazil
Email : talita. vd @ gmail. com; henrique. tanaka @ hotmail. com; suzanaumeo @ gmail. com ; jrzaghi @ hotmail.

com ; paccola@ uel. br; gianilinde@ unipar. br; nbe@ unipar. br

Linhagens de Lentinula
edodes U6/12 da colecao
cultura da Universidade
Paranaense.

23



MATERIAS E METODOS

Ampolas
800 pL de DMSO), glicerol, sacarose,

%’ Glicose, polietilenoglicol-6000 e
o extrato de malte (MANTOVAN
Lentinula edodes 121 °C por 30 min

1 ]

Meio de Cultivo
39g Lt (ABD)
121 °C por 20 min
25°C £ 1 por 15 dias

23 °C para -20 °C ou
-70 °C

—

L

ro

Gréos de avelia, trigo, arroz Retirada apo6s 1, 2 e 3 anos
integral sem casca, painco 30 °C por 15 min
90 °C por 45 min Alcool 70% e 96%
121 °C por 20 min Meio (AEM)
25°C =1 25°C +1
75% apos 30 dias
L 24




RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 1 Lentinula edodes mycelial growth inhibition on potato
dextirose agar with different concentrations of cryoprotective agents

Crioprotectant® Concentration ( % } Mycelial growth { mm) Mycelial growth inhibition { 95 )
- 5 75.1 4]
GY 10 69.3 8
30 0.0 100
1 43.3 )]
DMSO 2.9 26.0 40
5 0.0 100
2 T 40. 4 Q
GU 4 39.0 3
10 25.7 36
5 46.2 11
SA 10 52.2 0
30 23.8 54
4 41.6 0 -
ME 5.5 37.8 9
13 25.7 38
3 ' 47.8 0
PEG 6 42.7 10
10 22.0 54

"GY : glycerol, DMSO ; dymethyl sulfoxide , GU ; glucose , SA ;: saccharose , ME ; malt extract, PEG : polyethylene glycol-6000.

25



RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 2 Viability ( % ) of Lentinula edodes grown on potato dextrose agar (PDA ) , oat grains{ OG) ,
wheat grains ( WG ) ,rice grains ( RG ) or millet grains{ MG ) and cryopreserved
at —70 °C for one,two or three years, in different cryoprotective agents

" _ ‘ Croprotectant®
NS —— o GY DMSO Cu "QA ME PEC
'—_ PD,\- -lm ‘100- 100 100 100 47— B
oG 100 100 100 100 100 65
One year wC 100 100 100 100 100 100
RC 100 100 100 100 100 80
MG 100 100 100 100 100 47
- PDA o3 - 73 100 ‘ 100 80" ; o
0C X0 67 73 o3 73 27
Two years we 100 100 93 100 93 73
RG 73 53 100 100 s3 0
MG 100 80 93 87 67 30
M DA 93 7 100 100 80 20
OC¢ 80 67 73 93 73 27
Three yoars WG 100 100 93 100 93 73
RCG 73 53 100 100 53 0
MC 100 80 93 a7 67 20

*GY i glyceral 1096 , DMSO ; dymethyl sulfoxide 1% ,CU .

6000 6% .
- 890 -

glhucose 49 | SA ; saccharose 109%  ME ; malt extraet 4% | PEC, polyethylene glycol-

26



CONCLUSOES

A criopreservacao a longo prazo para L. edodes ¢ eficaz em - 70
°C, mas nao a - 20 °C.

O substrato de crescimento do micélio, bem como o0 agente
crioprotetor afeta a preservacao do fungo.

Apos 0 segundo ano de criopreservacao, os resultados de
viabilidade do miceélio sao sustentaveis.

DMSO nao é a melhor escolha como crioprotetor para L. edodes.
Graos de trigo e sacarose sao o protocolo mais eficaz para a

viabilidade do miceélio de L. edodes na criopreservacao a -70 °C
durante trés anos.

27
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ORIGINAL ARTICLE

Cryopreservation at —20 and —70 °C of Pleurotus ostreatus
on Grains
lalita Rafaele D’ Agostini Mantovani « Henrique Susumu Tanaka -

Suzana Harue Umeo * Lienine Luiz Zaghi Junior « Juliana Silveira do Valle -
Luzia Doretto Paccola-Meirelles « Giani Andrea Linde - Nelson Barros Colauto

O objetivo deste estudo O objetivo deste estudo foi
avaliar substratos associados a agentes
crioprotetores para Pleurotus ostreatus na
criopreservacao a - 20 °C ou - 70 °C.

Pleurotus ostreatus U6/8 da colecao de
culturas da Universidade Paranaense.

28



MATERIAS E METODOS

Pleurotus ostreatus

!

Meio de Cultivo
39g Lt (ABD)
121 °C por 20 min
25°C £ 1 por 15 dias

Ampolas

1% de DMSO), 5% glicerol,10% sacarose,
4% Glicose, 6% polietilenoglicol-6000 e
5% extrato de malte
121 °C por 30 min

Gréos de aveia, trigo, arroz
integral sem casca, paingo
90 °C por 45 min
121 °C por 20 min
25°C £1

23 °C para -20 °C ou

-70°C

L

ro

Retirada apo6s 1 ou 3 anos
30 °C por 15 min
Alcool 70% e 96%
Meio (AEM)
25°C =1
75% apos 30 dias

—

29



RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 1 Pleurotus ostreatus mycelial viability (survival percentage) after cryopreservation at —20 °C for | and 3 years

After | year of cryopreservation (%) After 3 years of cryopreservation (%)
Cultvation medium or substrates Cultivation medium or substrates
Cryoprotectant PDA 0G WG RG MG Gram PDA 0G WG RG MG Grain
substrate substrate
average average
GO 0 33 100 12 0 36 0 0 53 0 0 13
DMSO 0 53 100 30 60 61 0 0 60 0 0 12
GU 0 70 100 83 40 73 0 13 87 0 0 25
SA 0 80 100 66 92 84 0 |13 87 13 47 40
ME 0 73 100 25 83 70 0 6 67 0 0 |18
PEG 0 60 100 40 52 63 0 0 47 0 0 19
Cryoprotectant average 0 62 100 43 54 0 5 67 2 8

Cultivation medium and substrates with mycelium: potato dextrose agar disks (PDA); whole oat grains (OG):; whole wheat grains (WG), whole
rice grains without hulls, known as brown rice (RG) and whole millet grains (MG). Cryoprotective agents: | % dimethyl sulfoxide (DMSO); 5 %
glycerol (GO); 10 % saccharose (SA): 4 % glucose (GU); 6 % polyethylene glycol-6000 (PEG) and 5 % malt extract (ME)

30



RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 2 Pleurotus ostreatus mycelial viability (survival percentage) after cryopreservation at —70 °C for | and 3 years

After 1 year of cryopreservation (%) After 3 years of cryopreservation (%)
Cultovation medium or substrates Cultivation medium or substrates
Cryoprotectant PDA OG WG RG MG Gram PDA OG WG RG MG Grain
substrate substrate
average average
GO 56 100 100 100 100 100 0 93 100 87 100 95
DMSO 03 100 100 100 03 UN 54 87 100 75 80 86
GU 18 100 100 100 100 100 0 100 03 93 100 96
SA %3 100 100 100 1 (0 100 40 100 100 100 1 00 100
ME 23 100 100 100 1 00 100 0 100 87 03 03 03
PEG 0 100 100 100 100 100 0 100 80 S0 73 83
Cryoprotectant average 46 100 100 100 99 16 a7 03 88 9]

Cultivation medium and substrates with mycelium: potato dextrose agar disks (PDA): whole oat grains (OG); whole wheat grains (WG), whole
nce grains without hulls, known as brown rice (RG) and whole millet grains (MG). Cryoprotective agents: 1 % dimethyl sulfoxide (DMSO); 5 %
glycerol (GO); 10 % saccharose (SA); 4 % glucose (GU); 6 % polyethylene glycol-6000 (PEG) and 5 % malt extract (ME)
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CONCLUSOES

A combinacédo do substrato e o crioprotetor afetam a viabilidade do micélio
apos criopreservacao a -20 °C e -70 °C.

Graos de trigo combinados com qualquer crioprotetor sao eficazes para manter
o0 micélio viavel apds 1 ano de criopreservacao a - 20 °C, e quando combinado
com sacarose ou glicose tornou-se eficaz apos 3 anos.

Para a criopreservacdo a -70 °C apds 1 ou 3 anos, qualquer substrato
combinado com qualquer crioprotetor € eficaz para preservar o micelio viavel,
exceto para os graos de painco com polietilenoglicol-6000 apo6s 3 anos.

ABD ¢ ineficaz para a criopreservacao a -20 °C e -70 °C durante 1 ou 3 anos,
exceto quando combinados com DMSO ou sacarose para
1 ano a-70 °C.

Os crioprotetores sacarose e glicose sdao 0s mais eficazes para a
criopreservacao a -20 °C e -70 °C durante 1 ou 3 anos.
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O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos fisicos e
guimicos de diferentes meios
de cultivo e do glicerol na
criopreservacao de A. blazei a -

- Linhagem A. blazei U2/1, a partir da
20°C e a-70°C.

colecdo de culturas da Universidade
Paranaense.

33



MATERIAS E METODOS

A. blazei

!

Meio de Cultivo
39g Lt (ABD)
121 °C por 20 min
25°C £ 1 por 15 dias

Ampolas

5% glicerol, dgua ultra-purificada (UW)
ou sem crioprotetor (WC)
121 °C por 20 min

Graos graos inteiros ou moidos
HW + GY, MW + GY e HR + GY ou
como HWG + GY, MWG + GY e HRG
+ GY
90 °C por 45 min
121 °C por 180 min
25°C =1

-70°C

23 °C para -20 °C ou

I o

Retirada ap6s 1 ou 3 anos
30 °C por 15 min
Alcool 70% e 96%
Meio (AEM)
25°C =1
75% apos 30 dias

—
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Table 1. Agaricus blazei mycelial viability (%) grown on different cultivation media, with or without 5%
glycerol, and cryopreserved at -70 °C for one or two years with 5% glycerol, ultrapure water or
without cryoprotectant in the cryotube.

Cryopreservation after 1 vear  Cryopreservation after 2 vears

Cryoprotectant in the crvotube Cryvoprotectant in the crvotube

Cultivation medium#

GY UW WC GY UW WwC
HW 100 33 87 87a 0 73ab
MW 93 27 87 80a 0 53b
HR 93 27 87 68ab 0 53b
HW+GY 93 47 87 87a 0 67ab
MW+GY 93 27 87 87a 0 73ab
HR+GY 87 40 87 73ab 0 53b
HWG 87 13 67 0 0 0
MWG 93 13 60 0 0 0
HRG 93 13 80 0 0 0
HWG+GY 93 33 93 0 0 0
MWG+GY 87 27 93 0 0 0
HRG+GY 93 27 93 0 0 0
MEA 87 7 73 0 0 0
MEA+GY 60 20 73 0 0 0

*HW: whole grain of hard endosperm wheat, MW: whole grain of medium hard endosperm wheat, HR: whole grain of hard endosperm
rye, GY: 5% glycerol, HWG: agar + ground HW, MWG: agar + ground MW, HRG: agar + ground HR, MEA: malt extract agar, UW:
ultrapure water and WC: without cryoprotectant. Means followed by different letters indicate significant differences among the groups
according to Friedman’s test (p<0.01).




CONCLUSOES

A estrutura fisica de graos inteiros de trigo semiduro ou duro é efetiva, quando
em -70 °C para criopreservacao por dois anos.

O uso de glicerol tanto no meio de cultivo ou como solucéao crioprotetora é
viavel a -70 °C.

A criopreservacéo a -20 °C mostrou-se ineficaz na manutencéo da viabilidade
do fungo.
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