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RESUMO

O presente trabalho faz parte do projeto de extensdo Desmistificando Cogumelos conduzido no laboratério
de Fermentag¢des da UTFPR-PG. O Cordyceps militaris € um fungo de crescente interesse comercial, industrial
e medicinal por seu conteldo de compostos bioativos. O cultivo laboratorial e industrial deste fungo tem
grande dificuldade em propaga-lo, pois sua cepa sofre uma rdpida degradacdo. Este trabalho teve como
objetivo desenvolver uma metodologia de cultivo de C. militaris em larvas e pulpas de Tenebrio molitor, para
geracdo de cepas mais resistentes contra a degradac¢do genética do fungo, visando um melhor desempenho
e reproducdo de linhagens produtoras de corpos frutificados para extracdo e consumo do cogumelo
medicinal. Este cultivo foi realizado inserindo 0,1 mL de cultivo basal do fungo no inseto por dois métodos: a
insercao direta in vivo e utilizacdo de larva estéril. Assim, desenvolveu-se uma metodologia que resulta em
uma maior quantidade de micélio. Essa metodologia servira como base para criagdo de um curso de cultivo
de Cordyceps militaris para a comunidade. Também foram realizados roteiros de conteldo para divulgacao
do projeto para comunidade através das redes sociais. Esta divulgacdo visa aumentar o numero de
seguidores da pdagina e promover o conhecimento cientifico para a populagdo em geral.

PALAVRAS-CHAVE: Producdo. Cogumelo. Degradacao.
ABSTRACT

This paper is part of the extension project “Desmistificando Cogumelos” conducted at the Fermentation’s
laboratory at UTFPR-PG. Cordyceps militaris is a fungus of growing commercial, industrial and medicinal
interest due to its bioactive compounds. The laboratory and industrial cultivation of this fungus has great
difficulty in propagating it, as its strain undergoes with a fast degradation. This paper aimed to develop a
methodology for the cultivation of C. militaris in larvae and pulps of Tenebrio molitor, to generate resistant
strains against the genetic degradation, focusing in a better performance and reproduction of strains that
produce fruited bodies for the extraction and consumption of this medicinal mushroom. The cultivation was
carried out by inserting 0.1 mL of basal culture of the fungus in the insect by two methods: direct insertion
in vivo and use of sterile larvae. Therefore, a methodology was developed that resulted in a greater amount
of mycelium in the pulps. This methodology will serve as the base for creating a Cordyceps militaris cultivation
course for the community. Content scripts were also made to publicize the project to the community through
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social medias. This dissemination aims to increase the number of followers of the page and promote scientific
knowledge to general public.

KEYWORDS: Production. Mushroom. Degradation.

INTRODUGAO

O Cordyceps militaris ¢ um cogumelo popular na medicina tradicional chinesa, sendo consumido pelo
homem ha varios séculos, é o principal substituto do Codyceps sinenses (Gui et al., 2008), ambos ainda ndo
difundidos no Brasil. O C. militaris é um fungo parasita, de artrépodes, do género ascomiceto capaz de
produzir diversos compostos bioativos, tais como a cordicepina (Kang et al., 2014), cordycerebrosideo (Chiu
et al., 2016), cordimina (Wong et al, 2011), polissacarideos (Sun et al., 2018) e ergosterois (Nallathamby et
al., 2015), que conferem ao mesmo propriedades farmacoldgicas como anti-inflamatéria (Jeong et al.,2010;
Smiderle et al., 2014), antitumoral (Lim et al., 2004; Dong et al., 2013), antioxidante (Yu et al., 2007) e
imunomodulatdria (Liu et al. 2016).

Assim seu interesse comercial e industrial nas ultimas décadas vem aumentando exponencialmente.
Entretanto, no Brasil ndo ha produtores desse cogumelo, entdo desenvolver uma metodologia ndo sé de
cultivo, mas que garanta uma cepa de qualidade para reproducdo é essencial para a atividade econOmica,
desenvolvimento de novos produtos e para acesso deste cogumelo pela sociedade.

Visto que no estudo de Yin et al. (2017), revelou que cepas in natura apresentam taxas de degradacdo
significativamente menores que as cultivadas em laboratério, realizar o estudo do cultivo em artrépodes é
necessario, pois pode apresentar uma melhora da cepa ao retornar ao meio de cultivo natural (inseto). O
inseto Tenebrio molitor, conhecido comumente como bicho-da-farinha, rico em nutrientes é muito utilizado
para nutricdo animal e avaliado para nutricdo humana (Ravzanaadii et al., 2012; Heidari-Parsa et al., 2018).

Por este motivo, este inseto é propicio para utilizacgdo como meio de cultivo para o C. militaris, como no
estudo de Sato et al. (2002) e nas patentes CN108184540 e CN105557312A, que apresentaram resultados
satisfatorios do crescimento do Cordyceps, porém sem avaliacdo genética para andlise do desempenho da
cepa, quanto a degradacdo. Portanto, o objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de uma
metodologia de producdo de Cordyceps militaris, em T. molitor capaz de ser resistente a degradac¢do durante
os repiques feitos em laboratdrio, gerando cepas com maior valor agregado e na producdo de contetdo para
disseminacdo de conhecimento sobre cogumelos e seus beneficios.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi dividido em duas frentes devido a pandemia do COVID -19. A primeira foi relacionada
a criacdo e divulgacdo de conteludo nas redes sociais do projeto de extensdao Desmistificando Cogumelos. E
a segunda relacionada ao cultivo de C. militaris, que subdividiu-se em uma primeira etapa (fevereiro a maio
de 2021) de estudo e formacdo do embasamento tedrico para realizacdo dos experimentos e cultivo do
cogumelo C. militaris em T. molitor para obtencdo de uma cepa resistente a degradacao in vitro (a partir de
Junho).
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Cultivo de manutencao

Para o preparo do meio de cultivo liquido (1 L) de Cerri (2021), utiliza-se 10 g de dextrose (C¢H1206), 2 g
de nitrato de sddio (NaNQs), 1 g de fosfato de potéssio (KH,PO,), 1 g de fosfato de sédio (NaH,P0Q,), 0,5 de
sulfato de magnésio (MgS04.7H,0) e 2 g de extrato de levedura (Tabela 1). Primeiramente, todos os
reagentes sdo pesados em balanca analitica, e posteriormente sdao homogeneizados com 3agua destilada,
apos, o meio é distribuido em 5 erlenmeyers de 500 mL, sendo 200 mL de meio em cada, os bocais sdo
fechados e leva-se os mesmos para a autoclave por 121 °C durante 15 minutos, logo apds o resfriamento,
inocula-se, em fluxo laminar, as respectivas cepas, EST (CMIB - 202) da Colegdo Microbiolégica de Interesse
Biotecnoldgico — UTFPR/PG, C1 (92B3CZ3316#3 x 92B6CZ1316#5), C2 (CDRTPLOXCH3# ZLCTCST117), C3
(DR3XDX2AB5WLCCCP1118) e C4 (CUB292BBC21316# 55WL6COMB8D1118), adquiridas de Terrestrial Fungi
(Warren, MI, Estados Unidos da América) e depois leva-se para a camara de germinagdo (BOD) por 15 dias,
a21°C, sem luz, para o desenvolvimento e crescimento do micélio do fungo (Figura 1). E importante ressaltar
gue a propagacao fungo é feita de 15 em 15 dias.

Tabela 1 — Quantidades dos Reagente Utilizados para o Meio Liquido de Manutengdo

Reagentes Quantidade (g/L)
Glicose 10
Nitrato de Sédio 2
Fosfato de Potdssio
Fosfato de Sadio 0,4
Sulfato de Magnésio 0,5
Extrato de Levedura 2

Fonte: Autoria prépria (2021).

Figura 1 - Fluxograma de Preparo e Inoculacdo do Meio Liquido de Manutencdo
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Fonte: Autoria propria (2021).

Para a manutencdo em meio sélido, utilizou-se o meio agar dextrose de batata (PDA) conforme
instrucdes de preparo do reagente e assim é autoclavado; posteriormente, no fluxo laminar, é transferido
para as placas de Petri, espera-se a solidificacdo e é feita a inoculacdo das cepas, EST, C1, C2, C3 e C4 e depois
leva-se para a camara de germinacdo (BOD) por 15 dias, a 21° C, sem luz, para o desenvolvimento e
crescimento do micélio do fungo.
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Figura 1 — Fluxograma de Preparo e Inoculagdo do Meio Liquido de Manuteng¢ado
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Fonte: Autoria prépria (2021).
Cultivo no inseto Tenebrio molitor

Para o cultivo em T. molitor, realizou-se 4 bateladas, utilizando a cepa C4, visto que a mesma apresentou
melhor desenvolvimento dentre todas, tendo duas metodologias, sendo elas a inoculagdo in vivo, adaptado
(Sato et al., 2002), consiste na inoculagdo in vivo do micélio do fungo na larva e na pulpa do inseto.
Primeiramente, é feita a separacdo das larvas e pulpas do Tenebrio, colocando-os em placa de Petri (Figura

3).

Figura 3 — Larvas e pulpas de T. molitor

| P

Fonte: Autoria prépria (2021).

Posteriormente, com auxilio de uma seringa de 1 mL, é aplicado cerca de 0,1 mL do cultivo liquido de
Cordyceps militaris nos mesmos, entre a primeira e segunda homocele (Figura 4) e assim os mesmos sdo
colocados dentro de um recipiente com papel toalha Umido e levados para a cdmara de germinagdo para
incubacdo por 10 dias, a 21 ° C, para o desenvolvimento do micélio. Apds 10 dias, transfere-se para um
béquer com uma camada de musgo Sphagnum sp. Umido, fechado com papel filme e incubado novamente,
entretanto com fotoperiodo setado para 12 horas de luz, na mesma temperatura por cerca de 45 dias.

Figura 4 — Aplicacao de Cordyceps militaris na pulpa de T. molitor

Fonte: Autoria propria (2021).

A segunda metodologia, é realizada a partir da esterilizagdo do T. molitor antes da inoculacdo do fungo,
baseada na patente CN105557312A em recipientes de vidro com cerca de 3 mL de agua destilada e
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autoclavados por 15 minutos, a 121 °C, posteriormente é realizado a inoculacdo com auxilio de uma seringa
de 1 mL, é aplicado cerca de 0,1 mL do cultivo liquido de Cordyceps militaris nos mesmos, entre a primeira e
segunda homocele (Figura 4) e assim fechando-os em placa de Petri com parafilme (Figura 5), e levados para
a camara de germinacdo para incubacdo por 10 dias, a 21 ° C, para o desenvolvimento do micélio.

Figura 5 — Larvas de Tenebrio inoculadas

Fonte: Autoria prépria (2021).

Ainda serdo realizados pelo projeto a extragdo de DNA a partir dos corpos frutificados com o inseto
como substrato, visando identificar os marcadores genéticos responsaveis pela degradag¢do do cogumelo, de
corpos frutificado in natura e produzidos em laboratério (da mesma cepa), afim de realizar um comparativo.

Divulgagdo do projeto

O desenvolvimento de conteldo referente a divulgacdo do projeto Desmistificando Cogumelos para
comunidade foi elaborado a partir do estudo tedrico dos cogumelos cultivados. Desta forma, houve o
desenvolvimento de roteiros para gravagdes de videos, educativos de até 5 minutos, inicialmente para o IGTV
da rede social Instagram, com prospecc¢do posterior para a rede Facebook. O roteiro foi elaborado contendo:
nome do cogumelo, nome popular, caracteristicas fisicas que auxiliam na identificacdo pela comunidade,
como presenca de chapéu e suas caracteristicas, presenca de anel, estirpe, volva, substrato utilizado para
crescimento, propriedades, curiosidade e uma aplicagdo culinaria, disponibilizando duas receitas desses
cogumelos (no caso de comestiveis).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas larvas e pulpas de Tenebrio molitor, a primeira batelada foi feita inoculando pulpas e larvas
utilizando o método de (Sato et al., 2002). Pode-se observar crescimento do micélio nas pulpas apds 10 dias
(Figura 6). Contudo, apds 23 dias de incubacdo, um enfraquecimento do crescimento foi observado. Um dos
motivos para o ocorrido pode estar na degradac¢do da cepa que passou por subcultivos (repiques) ao longo
de 2 anos. E possivel também, que a cepa em questdo ndo esteja em suas condicdes ideais de cultivo, pois a
frutificacdo depende de caracteristicas muito especificas para que acontega, sendo recomendado um estudo
mais aprofundado dessas condigdes.

Figura 6 — Crescimento do micélio apds 10 dias de incubagdo na pulpa (A) e em larva (B) de T. molitor

(A)

Fonte: Autoria prépria (2021).
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A segunda batelada foi feita utilizando a metodologia adaptada da patente CN105557312A, onde houve
crescimento do micélio, apds os 10 dias, em apenas em apenas uma das larvas. Existe a possibilidade da
umidificagao da incubagdao ndo ser suficiente para a necessidade do C. militaris, visto que o frasco para
inoculagdo das cepas foi fechado com plastico filme e este pode ndo ter permitido a entrada efetiva de

umidade.

Figura 7 — Placas de Petri com larvas inoculadas com Cordyceps apds 10 dias, (A) larva a direita que teve
crescimento significativo, (B) demais larvas inoculadas

(B)
Fonte: Autoria prépria (2021).

(A)

Ja na terceira batelada, pela resposta anterior, decidiu-se realizar as aplicagbes apenas em pulpas,
realizando o mesmo processo de inocula¢do adaptado de Sato et al. (2002), tendo apds 15 dias uma resposta

satisfatdria em comparacgdo a primeira batelada (Figura 8).

Figura 8 — Pulpas tomadas pelo micélio apds 15 dias de inoculac¢do

Fonte: Autoria prépria (2021).

Na ultima batelada, somente com pulpas, foi feita uma modificacdo do método de Sato et al. (2002).
Substituiu-se a injecdo por uma incisdo no inseto com agulha e sua imersao na cultura liquida contendo o
fungo por cerca de 10 segundos. Os insetos inoculados foram colocados em papel toalha idmido e apds 10
dias nao foi realizada a mudanca de recipiente. Neste método desenvolvido foi obtido melhor crescimento
de micélio dentre todas as bateladas (Figura 9). Entretanto, assim como nas bateladas anteriores, o
crescimento de corpo frutificado (cogumelo) ndo foi observado (Figura 10).

Figura 9 — Crescimento do micélio nas pulpas apds (A) 9 dias e (B) 12 dias

(B)
Fonte: Autoria prépria (2021).

(A)
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Figura 10 — Redugdo do micélio apés 24 dias de inoculagdo

Fonte: Autoria prépria (2021).

Como resultados dos roteiros dos videos para divulgacdo do projeto, foram executados inicialmente 7
roteiros, um para cada cogumelo trabalhado na extensdo, sendo eles o Cordyceps militaris, Pleurotus
ostreatus, Pleurotus djamor, Pleurotus citrinopileatus, Hericium erinaceus, Rhizopus oligosporus, Ganoderma
lucidum. Os videos comecardo a serem divulgados pela pagina a partir de outubro de 2021. Na figura 11,
temos o exemplo do Juba de Ledo (Hericium erinaceus).

Figura 11 — Exemplo dos primeiros topicos do roteiro

* Nome do cogumelo: Hericium
erinaceus.

+ Conhecido popularmente: Juba de
Ledo ou Lion’s Mane.

« Caracteristicas fisicas (para id)

Chapéu: Nao, no lugar possui

g um himen muito bem desenvolvido e nao
ramificado, formado por uma série de
estruturas em forma de espmha que tém um

comprimente médio de 2 - 3 ¢cm, mas podem

atingir até 6 cm. Esses espinhos, lisos e muito
frageis, comegam diretamente a partir de uma base de forma retangular, que

Fonte: Autoria prépria (2021).

CONCLUSAO

Por meio do trabalho realizado até o presente momento, podemos considerar que a cepa estudada nao
demostrou potencial para o desenvolvimento do cogumelo, o que indica que a mesma, possivelmente,
atingiu um grau de degradacdo que compromete suas fungdes fisiolégicas, se tornando obsoleta sem a
realizagdo do cruzamento com outra cepa. Assim, torna-se necessario a realizagdo de testes com novas cepas
para o cultivo de Cordyceps militaris em pulpas e em larvas no inseto Tenebrio molitor, para confirmacao da
metodologia desenvolvida, como também dar continuidade a realizacdo do sequenciamento genético,
visando os marcadores referentes a degradac¢do do fungo, durante sua reprodugdo. E a partir da divulgacao
dos videos, considera-se interessante a criacdo de um canal do YouTube para melhor engajamento e
expansdo do projeto em diferentes plataformas, alcancando um maior nimero de pessoas e assim,
promovendo a desmistificagdo dos cogumelos e suas propriedades. Isto colabora para um melhor
entendimento da populacdo sobre os cogumelos abordados, além de promover uma divulgacdo e
curiosidade pelo consumo destes produzidos na regiao.
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