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• A natureza e o relógio biológico

• A compreensão do papel de microrganismos

• A sobrevivência do material biológico não constitui o

único objetivo.

IMPORTÂNCIA DA PRESERVAÇÃO
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A escolha do método de preservação

Manutenção da viabilidade

Manutenção das propriedades originais

Pureza

Custos de preservação e manutenção

Importância do acervo

Geladeira

IMPORTÂNCIA DA PRESERVAÇÃO
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Pesquisas em criopreservação de Basidiomicetos

realizadas pelo grupo de pesquisa do Laboratório 

de Biologia Molecular da UNIPAR  
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IMPORTÂNCIA DA PRESERVAÇÃO

Fatores que interferem na criopreservação

Criopreservação de Basidiomicetos no Brasil
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RELEVÂNCIA BIOTECNOLÓGICA
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Linhagens de Agaricus blazei ABL 97/11, 99/25 ABL, ABL

99/26, ABL 99/28 e 99/29 ABL - UNESP

Objetivo do estudo foi avaliar dois protocolos de

congelamento para criopreservação em -80 oC em

linhagens de Agaricus blazei.
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Agaricus blazei

Meio de Cultivo

39 g L-1 (AEM)

121 oC por 20 min

28 oC ± 1 por 15 dias

Protocolo I 

8 oC por 30 min 

-80 oC

MATERIAS E MÉTODOS

Meio de cultivo

Grãos de arroz com casca

121 oC por 1 h

28 oC ± 1 por 30 dias

Discos 3 mm

Ampolas

1 mL de Glicerol 10%

121 oC por 30 min

Protocolo II 

-196 oC por 15 min 

-80 oC

Retirada após 1 ano

30 oC por 15 min

Álcool 70% e 96%  

Meio (AEM)

28 oC ± 1 por 30 dias

75% após 30 dias
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RESULTADOS E DISCUSSÕES

8



CONCLUSÕES

Conclui-se que após um ano de criopreservação A.

blazei cultivado em grãos de arroz com casca a -80 oC

em glicerol 10% é viavel. Congelamento lento mais

eficaz.
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Linhagem U2/1 de A. blazei (antiga ABL97/11)proveniente 

da micoteca do Laboratório de Biologia Molecular da 

Universidade Paranaense.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de A. 

blazei crescido em dois meios de cultivo e preservado à 

+4 oC ou -20 oC em diferentes recipientes de contenção.
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Agaricus blazei

Meio de Cultivo

AEM 2%

121 oC por 20 min

25 oC ± 1 por 21 dias

Armazenadas 

à +4 °C ou a -20 °C.

MATERIAS E MÉTODOS

AEM 

Ágar-grão de trigo moído

121 oC por 30 min

25 oC ± 1 por 21 dias

Ampolas 0,5 cm diâmetro

Ampolas 0,5 cm e 0,6 cm  de diâmetro
450 μL de Glicerol 5%, sacarose 15%,  

glicose 4% e sem crioprotetor

121 oC por 30 min

Retirada 1 ou 12 meses

-20 °C a 30 oC por 15 min  

+4 °C a 23 oC por 15 min

Álcool 70% e 92%  

Meio (AEM)

25 oC ± 1 por 30 dias

75% após 30 dias
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RESULTADOS E DISCUSSÕES
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CONCLUSÕES

Conclui-se que os GO, SA e GE associados com o meio

de cultura AEM ou ATR e ampola simples ou dupla são

efetivos para preservação a +4 ºC de A. blazei por

períodos curtos, um mês, mas não por períodos longos,

12 meses.

Os crioprotetores, meios de cultivo e ampolas simples ou

duplas não são efetivos para manter a viabilidade do

fungo criopreservado à -20 ºC. As ampolas simples são

tão eficientes quanto as ampolas duplas para evitar

contaminações e preservar o fungo.
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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) foi obtido a partir da coleção de

fungos do Laboratório de Biologia Molecular da Universidade

Paranaense.
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Agaricus blazei

Meio de Cultivo

AEM; 48 g/L

121 oC por 20 min

28 oC ± 1 por 15 dias

MATERIAS E MÉTODOS

Ampolas 0,5 cm diâmetro

300 μL 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 oC por 20 min exceto DMSO

28 oC por 14 dias

Protocolo I

25 oC para 4 oC por 30 min, seguindo para  -70 oC

Protocolo II

25 oC para direto para  -70 oC

2 mL óleo mineral 

150 °C  por 150 min

Micélio crescido em meio (AEM)

Tubos a 4 °C e 20 °C
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RESULTADOS E DISCUSSÕES
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RESULTADOS E DISCUSSÕES
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CONCLUSÕES

Com base nos resultados do estudo, conclui-se que é o agente

crioprotetor e não o protocolo de congelamento que é a variável mais

importante para a manutenção e viabilidade de A. blazei após

criopreservação a -70 °C.

A criopreservação de longo prazo (4 anos) é eficaz quando sacarose ou

glicose é utilizada como crioprotetor, independentemente do protocolo de

congelamento.

Dimetilsulfóxido é eficaz quando utilizado um protocolo de congelamento

lento.

O glicerol, polietilenoglicol e extrato de malte foram ineficazes,

independentemente do protocolo de congelamento.

Todos os crioprotetores testados foram eficazes na criopreservação a

curto prazo de A. blazei (1 ano), com exceção do extrato de malte que

demonstrou eficácia no protocolo de congelamento lento.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a criopreservação em

nitrogênio líquido de linhagens de A. blazei, visando

estabelecer os parâmetros iniciais de criopreservação para

a espécie.

Linhagens de A. blazei ABL 97/11, ABL 99/25, ABL 99/26, 

ABL 99/28, ABL 99/29, obtidas da UNESP..
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Agaricus blazei

Meio de Cultivo

39 g L-1 (AEM)

121 oC por 20 min

28 oC ± 1 por 15 dias

Protocolo I 

8 oC por 30 min 

-196 oC

MATERIAS E MÉTODOS

Ampolas

Discos 3 mm (AEM)

1 mL de DMSO 10%

Retirada após 1,5 anos

30 oC por 15 min

Álcool 70% e 96%  

Meio (AEM)

28 oC ± 1 por 30 dias

75% após 30 dias
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RESULTADOS E DISCUSSÕES
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CONCLUSÕES

A criopreservação em nitrogênio líquido de A. blazei, com

dimetilsulfóxido como crioprotetor, não é a forma mais

adequada para a preservação desta espécie.
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O objetivo do estudo foi avaliar

substratos associados a agentes

crioprotetores para Lentinula edodes

criopreservados a - 70 °C.

Linhagens de Lentinula

edodes U6/12 da coleção

cultura da Universidade

Paranaense.
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Lentinula edodes

Meio de Cultivo

39 g L-1 (ABD)

121 oC por 20 min

25 oC ± 1 por 15 dias

23 oC para -20 oC ou 

-70 oC

MATERIAS E MÉTODOS

Grãos de aveia, trigo, arroz

integral sem casca, painço

90 oC por 45 min 

121 oC por 20 min 

25 oC ± 1

Ampolas

800 µL de DMSO), glicerol, sacarose,

Glicose,  polietilenoglicol-6000 e 

extrato de malte  (MANTOVAN

121 oC por 30 min

Retirada após 1, 2 e 3 anos

30 oC por 15 min

Álcool 70% e 96%  

Meio (AEM)

25 oC ± 1 

75% após 30 dias
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RESULTADOS E DISCUSSÕES
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RESULTADOS E DISCUSSÕES
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CONCLUSÕES

A criopreservação a longo prazo para L. edodes é eficaz em - 70 

°C, mas não a - 20 °C.

O substrato de crescimento do micélio, bem como o agente 

crioprotetor afeta a preservação do fungo.

Após o segundo ano de criopreservação, os resultados de 

viabilidade do micélio são sustentáveis.

DMSO não é a melhor escolha como crioprotetor para L. edodes. 

Grãos de trigo e sacarose são o protocolo mais eficaz para a 

viabilidade do micélio de L. edodes na criopreservação a -70 °C 

durante três anos.
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Pleurotus ostreatus U6/8 da coleção de

culturas da Universidade Paranaense.

O objetivo deste estudo O objetivo deste estudo foi 

avaliar substratos associados a agentes 

crioprotetores para Pleurotus ostreatus na 

criopreservação a - 20 °C ou - 70 °C.
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Pleurotus ostreatus

Meio de Cultivo

39 g L-1 (ABD)

121 oC por 20 min

25 oC ± 1 por 15 dias

23 oC para -20 oC ou 

-70 oC

MATERIAS E MÉTODOS

Grãos de aveia, trigo, arroz

integral sem casca, painço

90 oC por 45 min 

121 oC por 20 min 

25 oC ± 1

Ampolas

1% de DMSO), 5% glicerol,10% sacarose,

4% Glicose, 6% polietilenoglicol-6000 e 

5% extrato de malte

121 oC por 30 min

Retirada após 1  ou 3 anos

30 oC por 15 min

Álcool 70% e 96%  

Meio (AEM)

25 oC ± 1 

75% após 30 dias
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RESULTADOS E DISCUSSÕES
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RESULTADOS E DISCUSSÕES

31 



CONCLUSÕES

A combinação do substrato e o crioprotetor afetam a viabilidade do micélio

após criopreservação a -20 °C e -70 °C.

Grãos de trigo combinados com qualquer crioprotetor são eficazes para manter

o micélio viável após 1 ano de criopreservação a - 20 °C, e quando combinado

com sacarose ou glicose tornou-se eficaz após 3 anos.

Para a criopreservação a -70 °C após 1 ou 3 anos, qualquer substrato

combinado com qualquer crioprotetor é eficaz para preservar o micélio viável,

exceto para os grãos de painço com polietilenoglicol-6000 após 3 anos.

ABD é ineficaz para a criopreservação 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 são os mais eficazes para a

criopreservação a -20 °C e -70 °C durante 1 ou 3 anos.
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Linhagem A. blazei U2/1, a partir da

coleção de culturas da Universidade

Paranaense.

O objetivo deste trabalho foi

avaliar os efeitos físicos e

químicos de diferentes meios

de cultivo e do glicerol na

criopreservação de A. blazei à -

20 ºC e à -70 ºC.
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A. blazei

Meio de Cultivo

39 g L-1 (ABD)

121 oC por 20 min

25 oC ± 1 por 15 dias

23 oC para -20 oC ou 

-70 oC

MATERIAS E MÉTODOS

Grãos grãos inteiros ou moídos 
HW + GY, MW + GY e HR + GY ou 

como HWG + GY, MWG + GY e HRG 
+ GY 

90 oC por 45 min 

121 oC por 180 min 

25 oC ± 1

Ampolas
5% glicerol, água ultra-purificada (UW) 

ou sem crioprotetor (WC) 
121 oC por 20 min

Retirada após 1  ou 3 anos

30 oC por 15 min

Álcool 70% e 96%  

Meio (AEM)

25 oC ± 1 

75% após 30 dias
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RESULTADOS E DISCUSSÕES
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CONCLUSÕES

A estrutura física de grãos inteiros de trigo semiduro ou duro é efetiva, quando

em -70 ºC para criopreservação por dois anos.

O uso de glicerol tanto no meio de cultivo ou como solução crioprotetora é

viável à -70 ºC.

A criopreservação a -20 ºC mostrou-se ineficaz na manutenção da viabilidade

do fungo.
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