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Resumo

ALBUQUERQUE, Margéli Pereira de. Cultivo de Lentinus sajor-caju (Fr.) Fr. [=
Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer] e Pleurotus spp. em diferentes substratos. 2010.
129f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Programa de Pés-Graduagdo em Sistemas de
Producdo Agricola Familiar. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. Orientador: Dr.
José Soares do Nascimento.

As espécies de Pleurotus, popularmente conhecidas por cogumelos ostra, sao
decompositoras primarias de madeira e outros residuos vegetais biodegradaveis. Estes
fungos apresentam propriedades nutricionais com elevados teores de proteinas
aminoacidos essenciais, acidos graxos insaturados, vitaminas e minerais, por isso estdo
tornando-se cada vez mais importantes como um recurso alimentar. A identificacdo de
substratos que permitam o rapido desenvolvimento do micélio fungico é uma das
principais etapas nos estudos que visam melhorar a produtividade no cultivo de
cogumelos. O cultivo in vitro e in vivo busca elucidar as condigbes 6timas de crescimento
do fungo visando a selegcdo de meios de cultura e substratos que permitam o rapido
desenvolvimento e produtividade. Deve-se considerar que no cultivo de Pleurotus spp. as
linhagens atualmente disponiveis, foram selecionadas pelo uso de diferentes meios de
cultura, visando aumento na produtividade. Portanto, este trabalho teve como obijetivo
comparar trés isolados de cogumelos em diferentes substratos, avaliando-se a velocidade
de crescimento micelial, a biomassa de micélio, a colonizagdo do substrato in vitro e a
produtividade. Para tanto, trés experimentos foram realizados, utilizando-se os substratos
palha de arroz, casca da semente da mamona e a casca de amendoim. No experimento
um os isolados foram repicados para meio sélido, em placas de Petri, preparado a partir
de extratos dos trés substratos. A incubagao ocorreu em estufa a 25°C. O crescimento
miceliano foi medido diariamente com régua e ao final do experimento, recolheu-se e
guantificou-se a biomassa miceliana. No experimento dois foi avaliada a capacidade de
colonizagédo in vitro das linhagens fungicas, os isolados foram repicados para os
substratos pasteurizados e acondicionados em tubos de ensaio de 2,5 x 20cm, incubados
a 28°C em estufa. Foram medidos a cada 24h em cada tubo de ensaio a distancia de

alcance do micélio a partir da origem de colonizagdo. No experimento trés avaliou-se a



produtividade, eficiéncia bioldgica, massa fresca e seca e a composi¢cdo centesimal dos
cogumelos produzidos além da relagdo carbono/nitrogénio inicial e final do substrato.
Neste os substratos de cultivo foram pasteurizados, inoculados e incubados durante 66
dias. O meio de cultura formulado com extrato de casca de amendoim propiciou a maior
velocidade de crescimento vegetativo de Lentinus sajor-caju (PSCO01/06). A linhagem
PORO01/06 de Pleurotus ostreatoroseus apresentou maior velocidade de crescimento em
meio contendo extrato da casca da semente de mamona e a linhagem nativa de Pleurotus
pulmonarius cresceu indiferentemente nos meios testados. Os resultados do experimento
dois demonstraram que o substrato de cultivo palha de arroz proporcionou a colonizagao
de Lentinus sajor-caju, mais rapidamente que os demais substratos. Os resultados do
experimento trés permitem concluir que a espécie Lentinus sajor-caju mostrou-se a mais
promissora, apresentando eficiéncia biolégica de 81,13%. Independentemente da
espécie, o substrato palha de arroz proporcionou maior produtividade e eficiéncia
bioldgica. A qualidade nutricional dos cogumelos variou conforme o substrato utilizado. P.
ostreatoroseus e P. pulmonarius apresentaram baixo teor de gordura e acumularam mais
minerais em seus basidiomas quando cultivados em casca da semente de mamona. Por

ultimo, a maior produtividade foi obtida no primeiro fluxo de producéo.

Palavras-chave: Crescimento micelial, massa fresca e seca, eficiéncia bioldgica,
Lentinus sajor-caju, Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius, residuos agricolas.



Abstract

ALBUQUERQUE, Margéli Pereira de. Cultive of Lentinus sajor-caju (Fr.) Fr. [=
Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer] e Pleurotus spp. in diferent substrata. 2010. 129f.
Thesis (PhD. in Agronomy). Graduated Program in Family Agricultural Production
Systems. Adviser: Dr. José Soares do Nascimento.

The Pleurotus species, popularly known as oyster mushroom, are primary decompositers
of woods and others biodegradables wastes. These mushrooms show nutricional
proprieties with higher proteins, essencial aminoacids, unsaturated fat acids, vitamins and
mineral contents, however are becoming as an important food resource. The substrata
identification are the mainly stage in the productivity increase studies in the fungiculture.
The in vitro and in vivo cultures aim to elucidate the optimal conditions of fungi growing
related to a culture media that allow the fast development and increase the productivity.
For Pleurotus spp. the currently strains available, were selected by the use of different
ways of culture, aimed to increase the productivity. Therefore, these works aim to study
the in vitro micelial growth and colonization of substratum and the productivity of three
mushrooms strains in different agricultural wastes. Three experiments were carried out to
reach the objectives, using rice straw, castor bean seed husks and peanut shells as
substrata. In the first experiment, the strains was repicated to a petri dishes, with a solid
medium prepared with the selected substrata, and incubated at 25°C. The mycelial
growing was daily mensured with ruler and at the end of experiment the mycelial biomass
was quantified. In the second experiment was evaluated the colonization capacity under in
vitro conditions. The strains were repicated to the tubes with pasteurized susbtrata and
incubated at 28°C. Were measured, in intervals of 24 hours, the distance of mycelia from
the colonization origin for each tube. In the third experiment were evaluated the
productivity, biological efficiency, the fresh and dry mass and the centesimal composition
of the basidiomata produced in the selected substrata, beyond the carbon/nitrogen ratio in
each substrata before and after the 66 days of cultive. The medium formulated with peanut
shells extract propritiated the higher vegetative growing of Lentinus sajor-caju (PSC01/06)
mycelia. The strain POR01/06 of Pleurotus ostreatoroseus, demonstrate the higher
mycelial growing in the castor bean seed husks extract medium. The wild strain of



Pleurotus pulmonarius grows indifferently in both tested media, moreover shows the
highest mycelial growing that P. ostreatoroseus. The results of second experiment
concludes that the rice straw provides faster colonization of Lentinus sajor-caju when it
compares with the others substrata. The castor bean seed husks and the peanut shells
substrata provides a slowly linear colonization for P. ostreatoroseus. The results of the
third experiment allow to conclude that Lentinus sajor-caju as revealed such the most
promising for the fungiculture, showing 81,13% of biological efficiency. The rice straw
substrata provides the higher productivity and biological efficiency for all tested strains.
The nutricional quality of mushroons varies as the used substratum. P. ostreatoroseus and
P. pulmonarius demonstrated an lower fat content and its basidiomata acumulate more
minerals when it grows in castor bean seed husks. Finally, it is observed that the most
productivity was obtained at the first flow of production for all tested strains.

Keywords: Micelial growth, fresh and dry mass, biological efficiency, Lentinus sajor-caju,
Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius, agricultural wastes.
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7 - JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ um dos paises com produgao de cogumelos que nao atende a demanda nacional.
Por outro lado tem um grande potencial para aumentar a producao de cogumelos, pois dispoe de
grande diversidade de residuos agricolas, apropriados para uso como substratos.

Os cogumelos do género Pleurotus apresentam grande potencial de cultivo no Brasil em
razao de sua maior rusticidade e menor exigéncia em relacdo ao clima (RAJARATHNAM,;
BANO,1987). Tradicionalmente os cogumelos sdo cultivados a partir de substrato compostado
sendo este a base de camas de cavalo ou de palhas. Como o preparo da compostagem ¢ laborioso,
alguns produtores compram o composto procedente de outros estados, por valores exorbitantes e,
assim, nao conseguem obter lucro na fungicultura. Uma alternativa para a substituicdo do substrato
compostado ¢ o cultivo em substrato esterilizado ou pasteurizado, considerando que alguns
basidiomicetos através de seu sistema enzimatico sdo capazes de metabolizar até mesmo lignina, a
exemplo das espécies de Pleurotus.

A geragdao de residuos e subprodutos ¢ inerente a qualquer setor produtivo, assim a
agricultura, atendendo a demanda de alimentos, acaba também produzindo materiais que sao
residuos da produgdo. De acordo com Pelizer et al. (2007), os residuos da agricultura podem conter
substancias de valor e se for empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser convertido
em importantes produtos para processos secundarios. A regido Sul do Estado do Rio Grande do Sul
possui condi¢des climaticas satisfatorias, especialmente temperatura amena ¢ umidade alta e uma
vasta disponibilidade de residuos agricolas gerados regionalmente, que sao dois aspectos
importantes para se estabelecer o cultivo de cogumelos comestiveis e medicinais. Dentre estes
residuos destaca-se a palha de arroz, excelente substrato utilizado pelos paises asiaticos na producao
de cogumelos.

O Rio Grande do Sul também vem investindo em pesquisa no desenvolvimento da cultura da
mamona, a partir do programa de biocombustivel estabelecido no pais. O processo de
descascamento e extragdo do 6leo de mamona produz dois importantes residuos: a casca do fruto e
a torta. As cascas de mamona sdo geradas na propriedade rural, enquanto a torta ¢ gerada na
industria de extragdo do 6leo (SEVERINO et al., 2005). Segundo o mesmo autor, para cada

tonelada de semente de mamona processada, sdo gerados 620 kg de casca. Segundo Nascimento et
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al, (2007) a casca de mamona apresenta caracteristicas promissoras como substrato para o cultivo
de cogumelos.

Outro residuo disponivel no estado ¢ a casca do amendoim, o Rio Grande do Sul o sétimo
maior produtor do Brasil. O municipio de Pelotas produziu entre 15-50 toneladas de amendoim no
periodo de 2004 a 2006. No mesmo periodo, o municipio de Cangugu, distante 61 km de Pelotas,
produziu acima de 100 toneladas permanecendo junto aos maiores produtores de amendoim do
estado. A casca do amendoim torna-se disponivel apds a secagem natural das vagens e retirada
manual dos graos (CARGININ, 2002).

A diversificagdo das técnicas relacionadas a fungicultura incentiva o consumo, pois
apresenta novas tecnologias que melhoram a produtividade e conseqiientemente torna mais atraente
seu custo ao consumidor. Mais de 50 espécies sao cultivadas no mundo e, além disso, sabe-se que
todas as espécies saprofitas de fungos comestiveis sdo susceptiveis de serem cultivadas, desde que
haja pesquisas sobre métodos de cultivo (GUZMAN et al 1993). Apesar do consumo no Brasil (0,6
g hab.ano™) ser bastante inferior o de paises com consumo elevado (3,5 kg.hab.ano-' ) nota-se um
aumento na demanda por produtos de maior valor nutricional e provenientes de uma produgdo
organica. Além das propriedades gastrondmicas, os cogumelos do género Pleurotus sdo alimentos
ricos em proteinas e vitaminas e contém fibras, elementos minerais e baixo teor de gorduras
(BREENE, 1990).

No Brasil, as pesquisas sobre cultivo de cogumelos estdo limitadas a apenas alguns estados
e muitas espécies de cogumelos, incluindo espécies de Pleurotus, nunca foram testadas quanto a
viabilidade de cultivo. Neste contexto, ¢ desejavel o aumento de produtividade nos cultivos de
Pleurotus, bem como a diversificagdo dos modos de cultivo, visto que o Rio Grande do Sul possui
clima apropriado e disponibilidade de residuos agricolas. O presente estudo mostra-se relevante e
objetiva contribuir, para melhoria de produtividade de Pleurotus, gerando informagdes académicas

aplicaveis aos interesses dos agricultores da regiao.

8.- REVISAO BIBLIOGRAFICA

8.1- Importancia alimentar e medicinal dos cogumelos

Muitos cogumelos possuem uma histéria antiga como elementos de importancia alimentar e
propositos medicinais. Segundo Wasser et al. (2002), 650 das 14.000 espécies de cogumelos
conhecidas possuem propriedades de significado farmacologico. Apenas 100 destas espécies tém
sido testadas para cultivo, sendo aos poucos difundidas no mercado alimenticio (HOBBS 1995,

KIRK et al., 2001). Cogumelos sao alimentos de alto valor nutritivo, com baixo teor de carboidratos
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e gorduras e com significativas quantidades de proteinas e vitaminas (PUTZKE; PUTZKE, 1998),
variando a composi¢ao quimica de acordo com a espécie (BONONI; TRUFEN, 1985).

Entre os cogumelos comestiveis mais cultivados no mundo, podem ser destacados: Agaricus
bisporus (Lange) Pilat, Lentinula edodes (Berk.) Pegler, Pleurotus djamor (Rumph. Ex. Fr.)
Boedjin., Pleurotus ostreatus (Jacq.) Kumm., Agaricus bitorquis (Quél) Sacc., Volvariella volvacea
(Bull.) Singer, Armillaria mellea (Vahl) Kumm., Coprinus comatus (Miill.) Gray, Macrolepiota
procera (Scop. ex Fr.) Singer, Stropharia rugosoannulata Farl. ex Murril, Volvariella bombycina
(Schaeff.) Singer e Volvariella volvacea (Bull.) Singer (GUZMAN et al., 1993). Para Wasser et al.
(2000), os cogumelos representam uma fonte de substancias com efeitos antitumorais e
imunoestimuladores ainda pouco explorada e, segundo estes autores, apenas 10% das espécies
potenciais foram estudadas. Afirmam ainda que ndo basta somente desenvolver pesquisas
biologicas sobre os cogumelos, mas € necessario também estudar técnicas de cultivo em grande
escala.

Os principais cogumelos cultivados no Brasil sao: Agaricus bisporus (Lange) Pilat
(champignon), Lentinula edodes Berk. (shiitake) e espécies do género Pleurotus (EIRA;
MINHONI, 1997). Segundo Shibata & Demiate (2003), as maiores barreiras encontradas na
comercializacdo de cogumelos no Brasil estdo ligadas, entre outros fatores, ao cultivo com
produtividade baixa.

Shibata & Demiate (2003), citam que cerca de 40 espécies tém sido exploradas em escala
industrial. Muitos destes cogumelos atraem o interesse da farmacologia. Os principios ativos
considerados benéficos a saude foram popularizados, ¢ no mercado estes cogumelos sao
comercializados com diferentes nomes categoricos, como suplementos alimentares, alimentos
funcionais, alimentos de desempenho, entre outros nutracéuticos (WASSER et al, 2000;
NASCIMENTO, 2003).

Em alguns paises, principalmente na América Latina, além das espécies cultivadas, certas
espécies sao colhidas na natureza e comercializadas (MONTOYA et al., 2003). Esse procedimento
pode ser arriscado, pois algumas espécies do género Agaricus sao acumuladoras de substancias
potencialmente nocivas. Vetter & Berta (1997), em monitoramentos realizados desde 1970 em
cogumelos comestiveis silvestres e cultivados na Alemanha, Suica, Finlandia, Austria, Franca,
Espanha, Yugoslavia, Reino Unido e Itdlia, demonstraram que espécies do género Agaricus sao
bioacumuladores naturais de mercurio.

Segundo Mizuno e Zhuang (1995), dos polissacarideos extraidos do cogumelo Pleurotus

fresco, cinco destes apresentaram atividades antitumorais contra o Sarcoma 180 em camundongos.
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Para os autores acima, esses resultados demonstram que esse cogumelo pode ser util para o

desenvolvimento de drogas antitumorais e outras propriedades farmacéuticas.

8.2 - Aspectos taxonomicos, ocorréncia e cultivo de Pleurotus ostreatoroseus e Lentinus
sajor-caju

A posicao sistematica do género Pleurotus (Fr.) P. Kummer tem sido bastante discutida.
Muitas espécies de Pleurotus foram transferidas para os géneros Hohenbuehelia Schulzer e
Lentinus Fr. (SINGER, 1951; KUHNER; ROMAGNESI, 1953). Adotaremos o nome Lentinus
sajor-caju (Fr.) Fr. por ser este o nome aceito e publicado na obra de referéncia de posicionamento
taxondmico e nomenclatural para macromicetos (KIRK et al, 2001). Vdrias espécies de Pleurotus
tém sido coletadas e cultivadas como cogumelos comestiveis. Estimativas mundiais de diversidade
do género Pleurotus excedem a 38 espécies (SINGER, 1986). Guzman (2000), menciona a
existéncia de 1.000 espécies descritas, porém destaca que somente 50 destas sdo consideradas
validas pelos taxonomistas. Os membros do género Pleurotus possuem basidiomas normalmente
grandes e carnosos. Seu desenvolvimento pode ocorrer de forma solitdria ou cespitosa, lisos ou
tomentosos. As cores do basidioma variam, podem ser brancos, creme, cinza, rosa, marrom,
amarelo, lilas e raramente azul. A descri¢ao acima demonstra que o gé€nero nao apresenta caracteres
distintivos claros como ocorrem em outros géneros, sendo necessario agregar informagdes sobre os
sistemas hifais, camada cortical e esporos para caracterizagao do género e subgéneros de Pleurotus.
(LECHNER, et al., 2004).

Espécies comestiveis como Pleurotus ostreatus, (Jacq.) P. Kumm, Quélet, Pleurotus
ostreatoroseus Singer, Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. e Lentinus sajor-caju sdao espécies de
distribuicao paleotropical e neotropical, crescem sobre madeira e sdo os principais responsaveis
pela podridao branca.

Com fins comerciais Pleurotus pode ser cultivado a partir de diversos residuos ligno-
celulosicos, resultando em alimento de elevado valor nutricional, sendo fonte de proteinas e
minerais (SILVA et al., 2002). Entre os residuos usados para cultivo de Pleurotus, destacam-se no
Brasil por serem freqiientemente empregados: bagaco de cana-de-actcar (Saccharum officinarum
L.), palha de soja [Glycine max (L.) Merr.], sabugo de milho (Zea mays L.) e capim-elefante
(Pennisetum sp.), a exemplo dos que foram utilizados em experimentos de cultivo de Pleurotus, em
pesquisa de laboratorio realizada por Dononi et al. (2005). Estes autores obtiveram resultados mais
expressivos no cultivo de cogumelo, utilizando substratos alternativos como capim-elefante quando

comparados com o substrato convencionalmente adotado (substrato compostado).
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Em estudos de cultivo do cogumelo Lentinus sajor-caju (=Pleurotus sajor-caju), realizado
no estado de Minas Gerais, foram testados os residuos: casca de café, palha de milho triturada,
palha do sabugo e palha da planta de feijoeiro; os autores concluiram que os melhores resultados
foram obtidos com o uso da palha de feijoeiro e para a regido os autores sugerem a combinagao da
palha de feijao com a palha de milho, ja que essa ultima nao apresentou bons resultados quando
utilizada pura. Segundo esta pesquisa a combinacdo de diferentes residuos deve ser uma das
principais estratégias para a reducao de custos (DIAS et al., 2003).

Segundo Paz et al. (2006), o uso do bagaco de uva para o cultivo de Pleurotus apresentou,
devido sua baixa relacdo C/N, uma baixa eficiéncia bioldgica, mas os autores apontam como
vantagem do uso do bagago da uva, o aproveitamento de residuos agroindustriais e, por
conseqiiéncia a reducdao desses residuos no ambiente. Bernardi et al. (2006), estudando o
desenvolvimento de Pleurotus ostreatus em substrato formulado com capim-elefante puro e
suplementado com diferentes farelos, sugerem que a relacido C/N ¢ um fator importante para o
crescimento desta espécie. Os autores encontraram os melhores resultados com uso de capim-
elefante sem suplementacao, este resultado positivo foi atribuido a alta relagdo C/N do capim-
elefante sem suplementacdo, com relagao de 162:1. De acordo com Sturion (1994), durante a fase
de miceliagdo ¢ necessaria uma relacao C/N alta para o crescimento dos fungos. Felinto (1999), ao
avaliar a velocidade de colonizagao de linhagens de P. ostreatus, em diferentes substratos, observou
que aqueles elaborados com 50% de farelo de mandioca apresentaram os menores rendimentos,
enquanto que os substratos sem a suplementagao de farelos, ou com adi¢ao destes em concentragdes
baixas, promoveram melhores resultados. Dias et al. (2003), observaram resultados semelhantes ao
utilizarem substrato puro e suplementado com farelos no cultivo de L. sajor-caju, onde a palha de
feijdo pura apresentou menor tempo de crescimento miceliano, quando comparada a palha
suplementada com 10% de farelo de trigo. Estes autores atribuem o resultado ao fato de existir
alguma substancia, presente em excesso no substrato, que pode inibir o crescimento miceliano,

sugerindo a utiliza¢ao do residuo puro para otimizar o crescimento do fungo.

8.3 - Importancia nutricional e medicinal de Pleurotus ostreatoroseus e Lentinus sajor-
caju

Além das propriedades gastronomicas, os cogumelos do género Pleurotus sao alimentos
ricos em proteinas e vitaminas e contém fibras, elementos minerais e baixo teor de gorduras
(BREENE, 1990).

Os fungos do género Pleurotus apresentam propriedades nutricionais com elevados teores

de proteinas (19 a 35% da massa seca), aminoacidos essenciais, acidos graxos insaturados,
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vitaminas e minerais, bem como um vasto potencial de uso medicinal. Segundo Pramanik et al.
(2005), o extrato aquoso de Lentinus sajor-caju, contém vitaminas B1, B2 e C e pode reduzir o
nivel de colesterol no sangue. Em fun¢ao dessas propriedades, essa espécie de cogumelo tem sido
bastante estudada, sendo que alguns polissacarideos importantes estdo sendo isolados e
identificados a partir de espécies de Pleurotus ssp. (Cheung; Lee, 2000). Segundo Gregori et al.
(2007), estes polissacarideos induzem apoptose, causando o fim do ciclo celular, o que torna estas
substancias importantes armas anticancer. Uma nova molécula de a-glucano, isolada a partir do
micélio de Pleurotus ostreatoroseus, induz a apoptose de células carcindogenas cultivadas in vitro
(Lavi et al., 2006).

Diversos trabalhos sugerem a existéncia de compostos com efeitos terapéuticos produzidos
por cogumelos. Como exemplo, podemos citar a produgdo de lecitina por Pleurotus ostreatus
(RESHETNIKOV et al., 2001). Segundo Rajarathnam e Bano (1989), esta substancia apresenta
fator de coagulagdo sangiiinea e possui acdo anti-tumoral, estimulando o sistema imunolédgico.
Conhece-se ainda a agdo preventiva de doencas cardiacas e de arteriosclerose, promovida pela
reacdo da absorcao do colesterol pela lovastatina, produzida por fungos relacionados a Pleurotus
ostreatoroseus e Lentinus sajor-caju como P. ostreatus, P. cornucopiae, P. eryngii e P. sapidus, e
sua acdo antimicrobiana pela producao de antibidticos, como, por exemplo, a pleurotina, produzida
por P. griseus (GUNDE-CIMERMAN, 1999).

Wisbeck et al. (2002), apontam a capacidade de varias espécies do género Pleurotus de
produzir agentes antimicrobianos, tais como: Pleurotus japonicus; que produz o antibidtico 6-
deoxyilludin M, com atividade contra Bacillus subtilis; P. griseus, P. palmatus ¢ P. sapidus, que
possuem atividade antibiotica especialmente sobre Staphylococcus aureus (GUNDE-CIMERMAN,
1999); e P. ostreatus, com agdo antimicrobiana principalmente contra B. subtilis (BELTRAN-

GARCIA et al. 1997).

9- OBJETIVOS

9.1 - Objetivos gerais
¢ Estudar a producdo de cogumelos Pleurotus usando residuos provenientes da agricultura
da regido de Pelotas-RS.

9.2 - Objetivos especificos
¢ Estudar a capacidade de colonizag¢dao nos meios de cultura a base de palha de arroz, casca
de amendoim e casca de mamona pelos isolados de Lentinus sajor-caju (=Pleurotus sajor-
caju) e Pleurotus ostreatoroseus.

¢ Avaliacdo da produtividade e eficiéncia bioldgica das estirpes estudadas;
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10 - HIPOTESES

Objetivo 1: Estudar a capacidade de colonizacdo nos meios de cultura formulados
separadamente a base de palha de arroz, casca de amendoim e casca de mamona pelas linhagens de
cogumelos Lentinus sajor-caju (=Pleurotus sajor-caju) € Pleurotus ostreatoroseus.

Hipotese: Micélios destas linhagens podem ser cultivados com maior ou menor eficiéncia
dependendo do substrato utilizado. Em experimentos realizados com diferentes materiais para
formulacao dos meios, observaram-se diferengas significativas na velocidade de colonizagdo pelo
micélio do fungo. A velocidade de colonizagdo na fase miceliana ¢ fundamental para o cultivo de
cogumelos, pois quanto mais rapido ocorrer o seu desenvolvimento, menor serd o risco de
contaminagdo por outros fungos ou bactérias. Para, Reyes et al. (1998), o meio de cultura mais
adequado para determinada linhagem refletird melhores respostas do fungo nas fases seguintes da
producado (cultivo em substrato pasteurizado ou esterilizado).

Estratégia: Os materiais palha de arroz, casca de amendoim e casca de mamona, serao
avaliados quanto a capacidade de colonizagdo pelas linhagens de Lentinus sajor-caju (=Pleurotus
sajor-caju) e Pleurotus ostreatoroseus. Cada placa de Petri com meios de cultura formulados a
partir destes materiais serdo individualmente inoculadas com os micélios dos fungos. A capacidade
de colonizacdo serd determinada pela velocidade de crescimento do micélio nos meios testados.
Também sera determinada a biomassa miceliana que juntamente com o crescimento micelial
indicara qual substrato foi mais rapidamente colonizado ¢ em qual destes o micélio apresentou
maior biomassa.

Objetivo 2: Avaliagdo da produtividade e eficiéncia bioldgica das linhagens de Lentinus
sajor-caju (=Pleurotus sajor-caju) e Pleurotus ostreatoroseus

Hipotese: Basidiomas de Lentinus sajor-caju (=Pleurotus sajor-caju) e Pleurotus
ostreatoroseus podem ser produzidos com diferentes resultados em relagdo a produtividade e
eficiéncia bioldgica, dependendo de caracteristicas da espécie, da linhagem e do substrato utilizado.

Estratégia: As linhagens de cogumelos Pleurotus ostreatoroseus e Lentinus sajor-caju serao
cultivadas no médulo de cultivo do Laboratorio Experimental de Micologia (IB, DMP, UFPel), em
substratos elaborados com casca de mamona, casca de amendoim e palha de arroz. Estes residuos,
serdo fornecidos pela Embrapa Clima Temperado e por produtores de Pelotas. Com a finalidade, de
verificar o comportamento das linhagens em cada um dos 3 substratos escolhidos, e selecionar os

melhores resultados, serdo analisadas a eficiéncia bioldgica e a produtividade.
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11 - MATERIAL E METODOS

11.1 — Aspectos gerais

Os experimentos serdo desenvolvidos no Laboratorio Experimental de Micologia
(LEMICO), do departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia (IB), da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas-RS, Brasil. Neste trabalho serdo utilizados
isolados comerciais dos cogumelos Pleurotus ostreatoroseus e Lentinus sajor-caju, oriundos do
Modulo de Cogumelos FCA/UNESP/Botucatu. As varidveis analisadas seguem o proposto por
Nascimento e Eira (2007) e incluem: porcentagem de colonizagdo, massa média de cogumelos

frescos e produtividade.

11.2 - Obtencido e manutenc¢ao dos isolados

As linhagens oriundas do Modulo de Cultivo/UNESP/BOTUCATU de Lentinus sajor-caju e
Pleurotus ostreatoroseus, preservados em 6leo mineral (CASTELLANI, 1967), serdo repicadas
para meio a base de batata-dextrose-agar (BDA) e capim-elefante+dextrose+agar (CDA) conforme
os requerimentos nutricionais de cada espécie (GUZMAN et al.,1993;, DONINI et al., 2005). Os
meios de cultura, supra mencionados, sdao amplamente utilizados, conforme a metodologia
disponivel na literatura sobre o cultivo de espécies de Pleurotus (STAMETS, CHILTON, 1983;
GUZMAN,1993; DIAS et al., 2003; DONINI et al., 2006; BERNARDI et al., 2007; BERNARDI et
al., 2008).

O meio BDA seré elaborado utilizando-se 150g de batata, cortadas em fatias finas, em um
litro de 4gua destilada, fervidas por 15 min e, no extrato liquido obtido, serd adicionado 10g de
dextrose e 15 de agar. Apos o volume sera completado para 1000 mL com agua destilada. O meio
serd esterilizado em autoclave a 121°C por 30 min. O meio capim-elefante sera obtido usando-se
um preparado a partir da infusdo de 30g de capim-elefante seco em agua fervente por 15 min
acrescido de 10 g de dextrose e 15g de adgar. Apos o volume sera completado para 1000 mL com
agua destilada. O meio serd esterilizado em autoclave a 121°C por 30 min. Concluida a esterilizagao
o meio sera resfriado até que seja possivel a manipulagdo dos mesmos e serdao vertidos em camera
de fluxo laminar nas placas de Petri de dimensdes (90 mmm x 15mm).

As linhagens serdo inoculadas nestes meios e reproduzidas assexuadamente para que seja
obtido um volume de micélio suficiente para o desenvolvimento do experimento. Este
procedimento ¢ realizado em camera de fluxo laminar cortando-se fragmentos do micélio e

inoculando-os em outras placas de Petri. Apds as placas sdo incubadas a 28° por 7dias.
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O valor de pH descrito na literatura para os meios de cultura para Pleurotus ¢ entre 5- 7,5
(GUZMAN,1993). Dessa forma, o mesmo seré verificado utilizando-se pHmétro multiprocessado
(PHtek) com precisao de pH +0,1, e, caso necessario, sera corrigido com auxilio de acido cloridrico
(HCL, 1 M) e hidroxido de sédio (NaOH, 1 M).

Os fungos podem produzir enzimas adaptativas na presenca de um substrato que,
normalmente, nao utiliza, ao selecionar por pressdao de selecdo, um nucleo mutante dentro da
populagdo de nucleos, que t€ém a potencialidade de sintetizar enzimas necessarias para utilizacao do
substrato em questdo (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004). Dessa forma esta etapa do trabalho
objetiva a obtencao de micélio em quantidade e qualidade, optando-se por utilizar-se meios de

cultura que pouco interfiram na variabilidade dos fungos.

11.3 - Obtenc¢ao do indculo

O in6culo, também denominado semente ou (Spawn, em inglés), ¢ o desenvolvimento em
grande quantidade do micélio do fungo sobre um substrato determinado que podem ser graos de
arroz, sorgo, milho, entre outros.

Para obtencao do inodculo, serdo utilizados graos de arroz cozidos por 15 minutos. Em
seguida os graos de arroz serdo escorridos e acondicionados em sacos de polietileno com
capacidade para 2 L, os quais serdo fechados com algoddo, barbante e papel aluminio e,
autoclavados a 121 °C (1 atm) por 15 min, aguardardo 24 horas resfriando e serdo novamente

autoclavados a 121 °C por 15 min.

ApOs o processo de esterilizacao os sacos serdao inoculados em camara de fluxo laminar com
discos de 10 mm de diametro com a cultura dos fungos Pleurotus ostreatoroseus e Lentinus sajor-
caju previamente preparada. Os sacos serdo incubados a 28°C até a coloniza¢ao dos graos pelos

fungos, obtendo-se assim o inéculo.

11.4 - EXPERIMENTOS
11.4.1 — Experimento 1. Velocidade de crescimento micelial in vitro dos isolados de
Pleurotus ostreatoreoseus e Lentinus sajor-caju em diferentes substratos
As estirpes serdo testadas quanto a velocidade de crescimento micelial em relagdo aos
diferentes substratos. Indculos de 10 mm de diametro de cada linhagem serao transferidos para
placas de Petri (90 mm x 15 mm), e posicionados no centro destas placas que conterdo os meios
de cultura formulados por cada substrato. Todos os substratos utilizados (cascas de mamona, de

amendoim e palha de arroz) serdo obtidos secos e submetidos a caracterizagdo fisico-quimica na



24

Fundagao de Pesquisa Agropecuaria-FEPAGRO/RS, a fim de relaciona-los com os resultados
obtidos do cultivo das espécies P. ostratoroseus e L. sajor-caju. Todos os residuos utilizados
serdo adquiridos apos secagem natural, ainda em campo, sob sol. Em laboratorio os residuos
serdo secos em estufa a 40 °C e triturados em moinho mecanico do departamento de solos da
UFPel.

Para elaboracao do meio de cultivo, as cascas de amendoim, mamona ¢ a palha de arroz,
serdo trituradas em moinho até atingirem dimensdes aproximadas de 2 a 5 cm. Apds esse
procedimento, 30 g de cada residuo (casca de amendoim, casca de mamona e palha de arroz)
serda adicionado de 1000 mL de 4gua destilada e permanecerdo em temperatura de fervura
durante 15 minutos. Obtém-se assim trés extratos que serao filtrados com algodao e, devido a
evaporacao durante a fervura, terdo seus volumes completados para 1000 mL com dagua
destilada. A estes, serdo adicionados 15 g de agar e 10 g de dextrose.

As placas serdo incubadas a 25°C+1 até que o crescimento micelial atinja a borda de uma
das placas. O crescimento micelial radial serda medido com auxilio de régua, pelo verso da placa
a cada 24h em 8 dire¢des ortogonais (quatro didmetros), em intervalos de 24h, e a primeira
leitura sera realizada apds 48h de incubagdo. As médias dos didmetros serdo calculadas para
cada tratamento e cada isolado. A ultima medida do crescimento sera realizada quando o micélio
de qualquer um dos tratamentos atingir a borda da placa.

A avaliagdo da producao de biomassa sera determinada usando-se as mesmas placas da
avaliacdo do crescimento superficial apds o micélio de uma das colonias ter coberto toda
superficie do meio de cultura da placa.

Para isso, serdo utilizados béqueres de 500 ml onde serdo adicionados 250 ml de agua
destilada e o meio de cultura com os micélios serdo dissolvidos durante 4 minutos em
microondas. O micélio sera recolhido em uma peneira fina, e colocado sobre papel aluminio para
ser pesado e obter-se a biomassa fungica timida (Mmu). Apds obter-se o valor da biomassa
fingica umida o micélio serd colocado para secar durante 24 horas a 50°C e serd novamente
pesado para obter-se a biomassa fungica seca (Mms) (NEVES et al., 2004). O experimento sera
conduzido em delineamento inteiramente casualizado e constara de um fatorial: A x Bx C (A =
isolado; B = substrato; C = dias de incubagdo) para variavel velocidade de crescimento; e A x B
(A = isolado; B = substrato) para variavel massa miceliana. A unidade experimental constara de
uma placa de Petri, com 8 repeti¢cdes por tratamento, totalizando 48 placas. Os resultados obtidos
serdo submetidos a andlise de variancia e teste de Duncan para comparacdo das médias,

utilizando-se o programa estatistico SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984).
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11.4.2 — Experimento 2. Capacidade de colonizacio micelial da linhagem de Pleurotus
ostreatoroseus e Lentinus sajor-caju

As linhagens serdo testadas em relagao ao potencial de colonizagdo dos substratos: palhas de
arroz, casca de amendoim e casca de mamona, disponiveis na regido. Os substratos serdo
submergidos em agua, durante 24 horas. Tubos de ensaio de 2,5 x 20 cm serdo preparados
colocando-se um pedaco de algoddo umedecido em &agua destilada no fundo de cada tubo. Os
residuos fragmentados em particulas de 2-5 cm em moinho mecanico serdo acondicionados
preenchendo-se 13 c¢cm dos tubos de ensaio. Os tubos serdo cobertos com algodao, envoltos por
papel aluminio e autoclavados a temperatura de 121°C (1 atm) por 45 minutos.

Em camara de fluxo laminar, proximo ao bico de Bunsen, discos de 10 mm de diametro
contendo micélio, previamente preparados em meio de cultura a base de capim-
elefante+dextrose+agar serdo transferidos para os tubos de ensaio contendo os substratos. Os tubos
serdo identificados conforme o tratamento e incubados em estufa a 28°C+l. As medi¢des do
crescimento ocorrerdo a partir de 72 horas ap6ds a inoculacdo, e posteriormente a cada 48h até a
completa colonizagdo do substrato em um dos tratamentos. As leituras consistirdo em medi¢des do
crescimento micelial ao longo do tubo, em quatro pontos, utilizando-se uma régua conforme
descrito por Donini (2006). Ao final serd determinada a velocidade de colonizacdo de cada
substrato pelo micélio fungico. O delineamento experimental serd inteiramente ao acaso com
fatorial AxB (A= linhagem de Pleurotus ostreatoroseus e Lentinus sajor-caju ¢ B= substrato). A
unidade experimental constard de um tubo de ensaio, havendo oito (8) repetigdes por tratamento,
totalizando 48 tubos. Os resultados obtidos serdo submetidos a analise da variacao e ao teste de
Tukey, para comparacao das médias, e regressao polinomial para periodo de incubagao, utilizando-
se o programa estatistico SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984).

11.4.3 — Experimento 3. Cultivo dos cogumelos Pleurotus ostreatoroseus e Lentinus
sajor-caju em diferentes substratos

Os residuos casca de amendoim, casca de mamona e palha de arroz secos a temperatura
ambiente serdo triturados de 2-7 cm em um triturador de forragens, serdo separadamente imersos
em agua durante 24 horas. Ap0s, serdo escorridos para eliminar o excesso de agua e acondicionados
em sacos de polietileno com volume de 2 L. Os sacos de polietileno terdo suas aberturas fechadas
com algodao e barbante e serdo identificados conforme o tratamento. Apos este procedimento, os

substratos serdo submetidos ao tratamento térmico: pasteurizagdo a 80-90°C, durante 40 minutos.
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ApoOs o tratamento térmico os sacos de polietileno serdo resfriados a temperatura ambiente
até que atinjam 25° C. A partir disto os sacos com 0s substratos pasteurizados serdao inoculados com

3% (em relagdo ao peso imido de substrato) do indculo dos fungos.

A inoculacdo do substrato submetido a pasteurizacao sera realizada ao ar livre, colocando-se
o substrato em bandejas plésticas e misturando-se o inoculo com as linhagens de P. ostreatoroseus
e L. sajor-caju. O substrato sera novamente colocado nos sacos de polietileno e serdo incubados no
modulo de cultivo do Laboratorio Experimental de micologia a temperatura de 20- 25°C até a
colonizagdo dos substratos e frutificagao dos basidiomas. Havera monitoramento da temperatura e

da umidade.

Os cogumelos serdo coletados manualmente no estadio maturo. Logo em seguida, serdo
limpos para retirar residuos do substrato aderido a base do estipe, e em seguida, quantificados,
pesados e medidos. Para calcular a produtividade e eficiéncia biologica do cultivo serdo

empregadas as seguintes expressoes matematicas (ANDRADE et al., 2007):

Produtividade (P) = massa fresca dos cogumelos produzidos X 100

Massa umida do substrato

Eficiéncia biologica (EB) = massa fresca dos cogumelos produzidos X 100

Massa seca do substrato

Sera avaliada a relagdo C/N em cada substrato, antes e apds o cultivo de acordo com os
métodos Walkey-Black e Semi-micro-Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995)., onde 12 (doze) amostras
serdo enviadas ao laboratorio de rotina do departamento de solos-FAEM para estas andlises.

O delineamento experimental serd inteiramente ao acaso constando de um fatorial A x B
sendo: (A= linhagem de Pleurotus ostreatoroseus; Lentinus sajor-caju e B= substrato). A unidade
experimental serd um saco, havendo 8 repeti¢gdes por tratamento. Os resultados obtidos serdo
submetidos a analises estatisticas, aplicando-se o Teste de Tukey pelo Sistema de Andlise

Estatistica para Microcomputadores-SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984).
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14 - ORCAMENTO

Material permanente existente

Quantidade

01
01
01
01
02
03
02
06
09
01
01

Quantidade
03
01
02
01
01
01
01
01

Especificacao

Microscopio estereoscépico
Microscopio biolégico
Computador e impressora
Fluxo laminar

Geladeiras

Autoclaves

Termometros de Maximo e Minimo
Prateleiras em Madeira
Bandejas Plasticas

Sala de Frutificagdo

Sala de Incubacao

Total de material existente

Material permanente solicitado

Especificacao

Camara incubadora BOD
Geladeira

Bandejas Plasticas
Pasteurizador

Balanca Digital 15 Kg
Ventilador Centrifugo
Freezer 546 L

Ocular micrométrica

Total de material permanente

34

Valor R$

4.500,00
6.000,00
3.000,00
4.600,00
1.200,00
9.000,00
76,00
500,00
180,00
4.000,00
3.500,00
36.556,00

Valor RS
13.500,00
600,00
350,00
1.750,00
680,00
190,00
1.599,00
1.000
19.669,00



Quantidade

6000 Kg
1000
1000
10L
500
02
03
20

Material de consumo solicitado

Especificagao

Palha de Arroz

Placas de Petri plastica

Luvas descartaveis

Alcool

Sacos Plasticos 2KG

Filme Plastico (1000m)
Barbante

Livros, revistas, cépias
Sub-total material de consumo

Manuten¢do de equipamentos

Reparo equipamentos laboratoério

Sub-total da manutencao

TOTAL DO PROJETO

Material permanente existente

Material permanente solicitado

Material de consumo solicitado

Manutengdo de equipamentos

TOTAL

Valor RS

Doacao
300,00
50,00
50,00
150,00
100,00
10,00
1.500
2.160,00

Valor RS
800.00
800.00

Valor R$

36.556,00
19.669,00
2.160,00
800,00
58.185,00



RELATORIO DO TRABALHO DE CAMPO



Relatério do trabalho de campo e de laboratério

O inicio do trabalho de campo deu-se no dia 14 de janeiro de 2008, com a coleta de
basidiomas em campo no Horto Botanico-UFPEL. Também foram utilizadas as linhagens
preservadas em Oleo mineral, P. ostreatoroseus Singer (POR1/06) oriunda da UFSC e de Lentinus
sajor-caju (Fr.) Fr. (PSC01/06) oriundas do Modulo de Cogumelos/Faculdade de Ciéncias
Agronomicas da Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP e o isolado nativo de Pleurotus
pulmonarius (Fr.) Quél.

A cultura inicial foi obtida a partir dos discos preservados para cada uma das linhagens
testadas e de basidiomas isolados da linhagem nativa. Para a espécie nativa o micélio foi inoculado
em meio BDA (batata-dextrose-agar) e incubado a 28°C. Cada isolado foi repicado para novas
placas contendo o meio de cultura CDA, a base de capim-elefante-dextrose-agar e foram incubadas
a 28°C por 10 dias. Buscou-se junto a produtores rurais os residuos que foram utilizados na
elaboragdo dos meios. Apds, novamente em laboratorio, os residuos foram secos em estufa a 40°C e

triturados em moinho mecanico (Fig. 1).

Figura 1. Moinho mecanico, departamento de zootecnia-FAEM/UFPEL. (Foto: Margéli Albuquerque).

Foram elaborados trés diferentes meios a base de agar-dextrose e extratos da casca de
mamona, casca de amendoim e palha de arroz. Cada 30g. de residuo misturado a agua destilada foi
submetido a fervura durante 15 minutos. Obtiveram-se assim trés extratos. A estes, foram
adicionados 15g de agar e 10g de dextrose e esterilizados em autoclave a 121°C/20 minutos. Os
meios preparados foram distribuidos em placas de Petri (90mm x 15mm).

Para as mensuragdes ¢ taxa de crescimento radial utilizou-se camera de fluxo laminar, onde os
discos de cada linhagem foram transferidos para o centro de placas contendo os meios de cultura.
As placas foram incubadas a 25°C*1 até que o crescimento micelial, em algum dos tratamentos,

atingisse a borda de uma das placas (Fig. 2).
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Figura 2. Placas contendo meio de cultura em fase de crescimento micelial, incubadas em estufa 25°C=+1.

(Foto: Marggéli Albuquerque).

O crescimento micelial radial foi medido com auxilio de régua, pelo verso da placa a cada 24h
em oito dire¢des ortogonais (quatro didmetros), (Fig. 3A) em intervalos de 24h, e a primeira leitura
foi realizada apos 48h de incubag¢do. As médias dos didmetros foram calculadas para cada
tratamento e cada isolado. A ultima medida do crescimento foi realizada quando o primeiro micélio
de um dos tratamentos cresceu até atingir a borda da placa.

A avaliacdo da produgdo de biomassa foi determinada usando-se as mesmas placas da
avaliacdo do crescimento superficial apos a ultima leitura do crescimento micelial. Para isso, foram
utilizados béqueres de 500mL nos quais foram adicionados 250mL de 4dgua destilada mais o meio
de cultura com os micélios. Os meios de cultura foram dissolvidos em agua fervente durante 5
minutos, recolhendo-se o micélio disperso do meio do cultivo liquefeito [biomassa fingica umida

(Mmu)] (Fig. 3B).

Figura 3. A. Crescimento micelial medido em cm, em 8 direcdes ortogonais. B. Procedimento para retirada do micélio

do meio de cultura para aferir a biomassa fingica imida. (Fotos: Margéli Albuquerque).
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A biomassa fingica imida foi submetida a secagem durante 24 horas a 50°C e novamente
pesada para obter-se a biomassa fungica seca (Mms). O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado e constou de um fatorial: A x B x C (A = isolado; B =
substrato, C = dias de incubagdo) para variavel crescimento; ¢ A x B (A = isolado; B = substrato)
para variavel massa miceliana. A unidade experimental constou de uma placa de Petri, com 8
repeti¢cdes por tratamento, totalizando 72 placas.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey para comparagao das
médias, utilizando-se o programa estatistico STATISTIX 9.0 for Windows e regressao polinomial
para o periodo de incubagdao utilizando o software GraphPad Prism 5.0 para MacOSX.
Concomitante a essas atividades foram coletadas amostras dos substratos para analise da relacao
C:N inicial. Demais atividades incluem a manutengao dos isolados através de constantes repicagens
das culturas, registros das linhagens preservadas e monitoramento dos equipamentos do laboratorio.

O segundo experimento teve como objetivo avaliar a colonizagdo dos diferentes substratos in
vitro. Para isto mediu-se o crescimento micelial de duas espécies de Pleurotus e uma de Lentinus no
substratos de palha de arroz, casca do grao de amendoim e casca da semente de mamona, também
desenvolvido no Laboratorio Experimental de Micologia - LEMICO - Departamento de
Microbiologia e Parasitologia — DEMP- Instituto de Biologia — IB da Universidade Federal de
Pelotas, RS.

Foram utilizadas as mesmas linhagens preservadas usadas no primeiro experimento, que
foram repicadas para meio de cultura CDA, a base de capim-elefante+dextrose+agar incubadas a
28°C até a completa colonizacdo do meio. Transcorrido o crescimento micelial, a linhagem foi
novamente transferida e cultivada nas mesmas condigdes até obtencdo de crescimento para a
realiza¢ao do experimento.

Para avaliar a capacidade de colonizacao de P. ostreatoroseus, L. sajor-caju e P. pulmonarius

foram utilizados como substrato palha de arroz, casca da semente de mamona e casca de amendoim,
adquiridos na agroindustria da cidade de Pelotas, RS. Em laboratorio o tratamento dos residuos
constou de secagem em estufa a 40°C e triagem dos residuos com separacao de fragmentos nao
desejaveis, a fim de assegurar a homogeneidade do material.
No laboratério de andlise de substratos da FEPAGRO/RS (Fundagdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria/RS), as amostras de substrasto foram submetidas a analises fisico-quimica para
determinagdo da densidade umida, umidade atual, densidade seca, porosidade total, capacidade de
retencao de dgua, condutividade elétrica e valor de pH.

Os substratos permaneceram submersos em agua de abastecimento publico por 24 horas.

Tubos de ensaio de 2,5 x 20cm foram preparados colocando-se na base destes uma por¢do de
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algodao umedecido em agua, acima da camada de algodao foi adicionada uma coluna de substrato
de 11cm de altura. Estes foram fechados com algodao, cobertos com papel aluminio, identificados
conforme o tratamento e autoclavados a temperatura de 121°C (1 atm) por 45 minutos.

Em camera de fluxo laminar e com auxilio de pinga, cada tubo de ensaio contendo o substrato
foi inoculado com um disco de CDA de 10mm de diametro colonizado com o micélio dos fungos.
Os tubos de ensaio foram riscados a caneta com 4 linhas longitudinais e equidistantes, que serviram
de orientacdo para marcar o crescimento linear do micélio. Foi medido, em cada tudo de ensaio, a
distancia de alcance do micélio a partir da origem de colonizagdo (disco de micélio posicionado no
apice do tubo sobre o substrato) em quatro pontos/dia delimitados pelas linhas longitudinais. Os
tubos de ensaio foram incubados a 28°C (Fig. 4), sendo oito repetigdes para cada linhagem

utilizada, em arranjo inteiramente casualizado.

Figura 4. Tubos de ensaio contendo substrato e os discos de micélio, em camara de incubacdo a 28°C

(Foto: Margéli Albuquerque).

As mensuragdes iniciaram apds 72 horas da inoculagdo e a partir deste momento ocorreram
em interva-los de 24 horas. As medidas foram tomadas com auxilio de paquimetro digital Mitutoyo,
até que um dos tubos de ensaio fosse completamente colonizado, o que ocorreu no décimo dia.

O terceiro experimento teve o objetivo de selecionar substratos e indicar as linhagens mais
adequadas a produgdo de cogumelos. Para isso avaliou-se a produtividade, eficiéncia biologica,
massa fresca e composicao centesimal dos cogumelos: Lentinus sajor-caju (PSC01/06); Pleurotus
ostreatoroseus € uma linhagem nativa de Pleurotus pulmonarius produzidos no substrato composto
por residuos agricola pasteurizado e a relagdo carbono/nitrogénio inicial e final do substrato. As
linhagens foram repicadas usando a mesma metodologia do segundo experimento.

O indculo, também denominado “semente” ou Spawn, foi obtido utilizando-se como

substratos de cultivo graos de arroz previamente cozidos por 15 minutos. Os graos de arroz foram
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escorridos e acondicionados em frascos de vidro de 8,6 x 14cm, sendo estes fechados com papel
aluminio e filme plastico. A esterilizagdo em autoclave foi realizada a 121°C (latm) por 15
minutos, em duas etapas, apOos 24 horas foram novamente autoclavados. ApoOs resfriados
naturalmente os frascos foram inoculados em camara de fluxo laminar com discos de 10mm de
diametro com a cultura dos fungos (matriz primaria). Este material foi incubado a 28°C até a
colonizagdo dos graos pelos fungos, sendo esta denominada matriz secundaria. A fim de obter-se o
volume necessario de spawn o procedimento foi repetido substituindo-se os frascos por sacos de
polietileno com capacidade para 2L, os quais foram inoculados a matriz secundaria. Previamente,
no preparo, sacos contendo os graos foram fechados com algodao, barbante e papel aluminio e
esterilizados de forma similar ao preparo da matriz secundaria, obtendo-se dessa forma o indculo

em volume suficiente para o experimento (Fig. 5).

Figura 5. A. Matriz primaria. B. Spawn de Pleurotus produzido em grdos de arroz.

(Fotos: Margéli Albuquerque).

Como substrato de cultivo foram usadas cascas de amendoim, casca da semente da mamona e
a palha de arroz, os quais foram secos a temperatura ambiente e a palha de arroz fragmentada a
7cm.  Os residuos foram separadamente imersos em agua por 24 horas, apds, escoados para
eliminar o excesso de agua e acondicionados em sacos de polietileno com capacidade de 2L (Fig.

6A).
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Figura 6. Preparo do substrato: A. Casca demamona imersa em agua. B. Substrato sendo inoculado, manualmente

homogenizado e ensacado. (Fotos: Margéli Albuquerque).

Os sacos de polietileno tiveram suas aberturas fechadas com algoddo e barbante, sendo
identificados conforme o tratamento. Apds este procedimento, os substratos foram submetidos ao
tratamento a pasteurizacao a 80-90°C, durante 40 minutos. Transcorrido o tratamento térmico, os
sacos de polietileno foram resfriados a temperatura ambiente até atingirem 25°C. A partir disto os
sacos com os substratos pasteurizados foram inoculados com 3% (em relacdo a massa umida de
substrato) do inoculo dos fungos e uniformizados. A uniformizagao consistiu em dispor o substrato
em bandejas plasticas e mistura-los ao inéculo (Fig. 6B). O substrato agora inoculado foi
novamente colocado nos sacos de polietileno e dispostos em prateleiras no modulo de cultivo do
Laboratério Experimental de Micologia a temperatura de 20-25°C até a colonizacdo dos substratos
e frutificacdo dos basidiomas. Apos a formacdao dos primérdios os cogumelos foram coletados

manualmente no estadio maturo e separados por tratamento (Fig. 7).

Figura 7. Basidiomas em fase de colheita apds 18 dias da inoculag@o. A. Pleurotus ostreatoroseus. B. Pleurotus

pumonarius. (Fotos: Margéli Albuquerque).
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Logo em seguida, foram limpos para retirar residuos do substrato aderido a base do estipe e
pesados. Foi avaliada a relacdo C/N em cada substrato, antes e apds o cultivo de acordo com os
métodos Walkey-Black e Semi-micro-Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995), para isso 12 (doze)
amostras foram enviadas ao laboratorio de rotina do Departamento de Solos FAEM—UFPEL.
Também foram analisados os seguintes pardmetros fisicos dos substratos: Densidade Umida (g L™),
Umidade Atual (g 100g™), Densidade Seca (g L), Porosidade Total (m® m™), Capacidade de
Retencdo de Agua 10cm (m® m™), Condutividade Elétrica (dS m™), Valor de pH (H20). Estas
analises foram realizadas na Fepagro- Funda¢ao Estadual de Pesquisa Agropecuaria- de acordo com

a Instrugao Normativa N° 17, de 21 de maio de 2007 (Fig. 8).

Figura 8. Realizacdo das andlises quimico-fisicas. A. Homogeneizagdo das amostras (em pd) de palha de arroz, casca de
amendoim e casca de mamona em agua destilada para as analises. B. Filtragem das amostras homogeneizadas. C.
Obtengao dos extratos de cada substrato. D. Avaliacdo do pH dos extratos de cada substrato em pHmétro de bancada. E.
Preparagdo das amostras para a avalia¢do de capacidade de retencdo de agua. F. Analise da capacidade de retencdo de
agua em mesa de tensdo. (Fotos: Margéli Albuquerque).
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Resumo-O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento in vitro de trés linhagens de
cogumelos (Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius e Lentinus sajor-caju),
cultivadas em meios de cultura formulados a base de residuos agricolas, como a palha de
arroz, casca de mamona e a casca de amendoim. No meio sélido formulado foi adicionado um
disco de cultura no centro da placa, estas foram incubadas a 25°C até a colonizagdo do meio.
Avaliou-se, diariamente, o didmetro da colonia e obteve-se, aos cinco dias de cultivo, a massa
miceliana. O meio contendo extrato da casca de amendoim foi o mais adequado para o
crescimento da linhagem utilizada de Lentinus sajor-caju, que colonizou 68,3% da placa de
Petri. O meio contendo extrato de casca de mamona foi mais favoravel ao crescimento de
Pleurotus ostreatoreoseus que colonizou 40,01% da placa. A linhagem nativa de Pleurotus
pulmonarius cresceu indiferentemente nos meios testados e teve maior crescimento
comparada a linhagem de Pleurotus ostreatoroseus. A linhagem de Lentinus sajor-caju no
meio contendo extrato da casca de amendoim, apresentou massa micelial seca
significativamente maior que todas as demais. O crescimento micelial das linhagens de
Lentinus sajor-caju € Pleurotus ostreatoroseus ¢ influenciado pelo meio de cultivo, enquanto

o da linhagem nativa utilizada nao ¢ influenciado pelos meios testados.
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Termos para indexagdo: Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius, Lentinus sajor-
caju, fungos comestiveis, crescimento micelial, residuos agricolas.

Mpycelial growth of Lentinus sajor-caju and Pleurotus spp. in different agro-wastes
Abstract - The aim of this study was evaluate the in vitro development of three mushrooms
strains (Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius e Lentinus sajor-caju), growing
media based in agricultural wastes, such rice straw, castor bean seed husks and peanut shells.
In the solid medium was added a culture disc in the center of a petri dish and than was
incubated at 25°C even the completly colonization of the medium. Was evaluated, daily, the
colony diameter and was obtained the micelial mass after five days of culture. The medium
containing peanut husks extract provides the optimal development for the Lentinus sajor-caju
strain, when a average of 68.3% of each petri dishes was colonized by mycelia. The medium
containig castor bean seed shells was most favorable for Pleurotus ostreatoreoseus
development, such colonizing 40,01% of each petri dishes. The wild strain of Pleurotus
pulmonarius grew indifferently in the tested media and reaches the higher development when
compared with Pleurotus ostreatoroseus strain. Lentinus sajor-caju demonstrate siginificantly
more mycelial dry mass in the peanut shells medium when compared with the others strains.
This result suggests that the mycelial growing of Lentinus sajor-caju and Pleurotus
ostreatoroseus are influencied by the media. For the wild strain the mycelial growing its not
significantly influencied by the tested media.

Index terms: Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius, Lentinus sajor-caju, edible

mushrooms, mycelial growing, agricultural wastes.
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Introducio

Os cogumelos Pleurotus ostreatoroseus Singer, Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. e
Lentinus sajor-caju (Fr.) Fr. sdo espécies exploradas no cultivo com significativa importancia
gastronomica. Também podem ser consideradas espécies importantes para prospeccao de
substancias anticancerigenas e antimicrobianas. Estes fungos podem ser cultivados em
diferentes substratos formulados a base de residuos da agroindustria, variando a produtividade
em funcao do substrato elegido.

A 1identificagdo de substratos que permitam o rapido desenvolvimento do micélio
fingico ¢ uma das principais etapas nos estudos que visam melhorar a produtividade no
cultivo de cogumelos. A evolugdo da produtividade do Champignon de Paris, com maior
desenvolvimento nos anos 80, demonstra que a fungicultura ¢ dependente de variaveis
biotecnoldgicas (Hayes, 1980; Eira, 2004). A condugdo de experimentos sobre crescimento
micelial ¢ importante para antever a influéncia das caracteristicas fisicas e quimicas dos
substratos no crescimento vegetativo. Os estudos sobre a influéncia dos substratos no
crescimento micelial de linhagens fungicas foi enfatizado em trabalhos recentes (Salmones et
al., 2004; Donini et al., 2006; Ozgcelik & Peksen, 2007, Sales-Campos et al., 2008). A
capacidade do fungo de crescer e produzir cogumelos em substratos lignoceluldsicos esta
relacionada com o vigor do micélio e com a capacidade de ativar mecanismos fisiologicos
(Mata et al., 2001). O cultivo in vitro busca elucidar as condi¢des 6timas de crescimento do
fungo, em relagdo a meios de cultura, temperatura e tempo de incubagdo (Hatvani, 2001),
sendo estes conhecimentos pré-requisitos para o seu cultivo comercial. Em condigdes
experimentais de crescimento fingico ¢ considerado adequado o uso de meio de cultura
solido para avaliagdao do crescimento, pois na natureza os fungos comumente desenvolvem-se

em substratos solidos, como residuos vegetais e animais, ou no solo (Bononi et al., 1995).
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Savoie et al. (1995) recomendam o uso de um meio de cultura de composicao semelhante a
que sera empregada no substrato de cultivo. No presente trabalho objetivou-se avaliar a
velocidade de crescimento micelial e a biomassa seca de trés linhagens de cogumelos em trés
diferentes meios de cultura contendo extratos de casca de mamona, casca de amendoim e
palha de arroz. Estas matérias primas sao abundantes na regido sul do estado do Rio Grande

do Sul e possuem potencial para formulagao de substratos de cultivo para fungicultura.

Material e Métodos

Organismo

Foram utilizadas as linhagens de P. ostreatoroseus Singer (POR1/06), oriunda da
Universidade Federal de Santa Catarina, e de Lentinus sajor-caju (Fr.) Fr. (PSCO01/06),
oriunda do Mddulo de Cogumelos/Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade
Estadual Paulista/Campus de Botucatu, Botucatu, SP (Marino, 2002), ambas preservadas em
0leo mineral. Foi utilizado também um isolado nativo de Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. A
cultura inicial foi obtida a partir do micélio (matriz primaria) na forma de discos de meio de
cultura preservados para cada uma das linhagens testadas. Para a espécie nativa, um
fragmento do basidioma foi inoculado em meio BDA (batata-dextrose-agar) e incubado a
28°C., segundo o protocolo estabelecido para cultura micelial in vitro (Donini et al., 2005).
Cada isolado foi repicado para novas placas contendo o meio de cultura CDA, a base de
capim-elefante-dextrose-agar (Donini et al., 2005) e foram incubadas a 28°C por 10 dias, até
serem recuperadas e apresentarem crescimento miceliano adequado para inoculagcdo nos
meios a serem avaliados.
Meios Testados

Os residuos utilizados na elaboragdo dos meios foram adquiridos com produtores rurais

apos a colheita e secagem natural feita ainda em campo, sob sol. Em laboratorio o tratamento
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dos residuos constou de secagem em estufa a 40°C por 24horas e trituramento em moinho
mecanico.

Foram elaborados trés diferentes meios a base de agar-dextrose e extratos da casca da
semente da mamona (testa/tegumento externo da semente), casca de amendoim e palha de
arroz. Estes residuos foram triturados a pd, em moinho. Cada 30g. de residuo misturado a
agua destilada foi fervido durante 15 minutos. Obtiveram-se assim trés extratos que foram
filtrados com algoddao e, devido a evaporagdo durante a fervura, seus volumes foram
completados para 1000mL com agua destilada. A estes, foram adicionados 15g de agar e 10g
de dextrose. O volume obtido foi esterilizado em autoclave a 121°C/20 minutos. Os meios
preparados foram distribuidos em placas de Petri (90mn x 15mm).

O experimento foi conduzido durante 45 dias no mddulo experimental de cultivo do
Laboratorio Experimental de Micologia (LEMICO), Departamento de Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia, da Universidade Federal de Pelotas, RS.

Mensuracoes e taxa de crescimento radial

Em camera de fluxo laminar, discos de 10mm de didmetro de cada linhagem foram
transferidos para o centro de placas contendo os meios de cultura. Os discos foram
posicionados no centro das placas de Petri com a face do micélio voltada para os meios de
cultura. As placas foram incubadas a 25°C£1 até que o crescimento micelial, em algum dos
tratamentos, atingisse a borda de uma das placas. O crescimento micelial radial foi medido
com auxilio de régua, pelo verso da placa a cada 24h em 8 dire¢des ortogonais (quatro
diametros), calculando-se, entdo, a média dos didmetros. A primeira leitura foi realizada apds
48h de incubagao e as médias dos didmetros foram calculadas para cada tratamento e cada
isolado. A ultima, medida do crescimento foi realizada quando o primeiro micélio de um dos

tratamentos cresceu até atingir a borda da placa.
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A avaliac¢do da producao de biomassa foi determinada usando-se as mesmas placas da
avaliagcdo do crescimento superficial apos a ultima leitura do crescimento micelial. Para isso,
foram utilizados béqueres de 500mL, nos quais foram adicionados 250mL de agua mais o
meio de cultura com os micélios. Os meios de cultura foram dissolvidos em agua fervente
durante 5 minutos, recolhendo-se o micélio disperso do meio do cultivo liquefeito. A
biomassa fungica tmida foi submetida a secagem durante 24 horas a 50°C e novamente
pesada para obter-se a biomassa fungica seca (Mms) (Donini et al., 2006).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e constou de
um fatorial: A x B x C (A = isolado; B = substrato, C = dias de incubagdo) para variavel
velocidade de crescimento; e A x B (A = isolado; B = substrato) para variavel massa
miceliana. A unidade experimental constou de uma placa de Petri, com 8 repeticdes por
tratamento, totalizando 72 placas.

Analise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey para

comparacao das médias, utilizando-se o programa estatistico STATISTIX 9.0 for Windows.

Resultados e Discussiao

Os resultados obtidos apontam algumas interagdes significativas (p<0,05) entre as

linhagens e substratos utilizados e tempo de incubagdo para a varidvel crescimento micelial

radial (Tabela 1). Assim como entre linhagens e substratos para a variavel massa micelial
seca (Tabela 2).

Nas primeiras 72 horas de incubacdo L. sajor-caju apresentou maior crescimento nos

meios a base de palha de arroz e casca de amendoim, com médias ndo diferindo entre si. P.

ostreatoroseus apresentou maior desenvolvimento da colonia no substrato formulado a base

de casca de mamona. Para 0 mesmo periodo de incubagao ndo foram observadas diferengas
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no desenvolvimento de P. pulmonarius nos trés meios testados.

Em 96 horas de incubagao foi possivel observar um padrao de respostas diferente das
observadas nas primeiras 72 horas de incubagdo. L. sajor-caju apresentou um crescimento
superior no meio a base de casca de amendoim e P. pulmonarius teve crescimento superior na
casca de mamona. Porém, P. ostreatoroseus nao apresentou diferengas significativa em
relagdo aos trés meios neste periodo de incubacgao.

Nas proximas 24 horas de incubacdo continuada, L. sajor-caju manteve as maiores
médias de crescimento radial da coldnia no meio a base de casca de amendoim, enquanto que
P. ostreatoroseus apresentou um maior crescimento em casca de mamona. No mesmo periodo
P. pulmonarius nao apresentou diferengas no crescimento micelial nos trés meios testados.

Em relag¢do ao crescimento total apos 120hs de incubacao foi observada uma interacao
maior entre os isolados de L. sajor-caju e P. ostreatoroseus € os substratos testados (Tabela
1). Para a linhagem L. sajor-caju as maiores médias de crescimento micelial ocorreram no
cultivo em meio a base de casca de amendoim (6,15¢cm) sendo aproximadamente duas vezes
menor no tratamento com casca de mamona (3,83cm). No entanto, a linhagem de P.
ostreatoroseus apresentou as maiores médias de crescimento micelial nos meios a base de
mamona (3,61cm) e de palha de arroz (2,91cm), com diferencas significantes entre si,
apresentando o menor desenvolvimento nas placas com meio a base de amendoim (2,57cm).
O isolado nativo de P. pulmonarius apresentou comportamento diferente das demais
linhagens estudadas, ndo sendo observadas diferencas significantes no crescimento médio
total em relagdo aos substratos testados.

Neste trabalho, o cultivo de L. sajor-caju em meios a base de palha de arroz e
amendoim apresentou uma rapida colonizagdo nas primeiras horas de incubacao. Segundo
Reyes et al. (1998) o rapido crescimento das hifas com o consecutivo crescimento radial da

colonia, estd associado a complexidade e composicdo do meio de cultura, bem como as
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condi¢des de incubacdo. Ainda segundo os mesmos autores, a extensdo hifal permite a
exploragdo de regides ainda nao colonizadas do meio na busca por nutrientes. Linhagens de
Volvariella volvaceae (Bull) Singer, outro cogumelo comestivel muito cultivado no mundo,
cresceram mais rapidamente em meios de cultura contendo sacarose do que em meios de
cultura contendo polissacarideos mais complexos. O mesmo foi observado para a linhagem de
L. sajor-caju onde o maior crescimento radial ocorreu no substrato contendo a menor
quantidade de polissacarideos complexos (amendoim) quando comparado aos demais
substratos. Segundo Raveendran et al. (1995), a casca de amendoim apresenta menor
concentracdo de polissacarideos complexos quando comparado com a palha de arroz e a
concentracdo de hemicelulose da casca da mamona ¢ reportada na literatura como sendo baixa
em relacdo a outras espécies vegetais (Gomes, 2007), sendo este polissacarideo considerado o
mais complexo para a assimilagdo dos fungos (Guzman et al., 1993). Dessa forma, os meios
com baixa concentracao de hemicelulose favoreceram o crescimento de P. ostreatoroseus ¢ L.
sajor-caju, porem nao pode ser estabelecido um padrao ja que Lentinus sajor-caju teve baixo
crescimento no meio a base de casca de mamona cujo conteido de hemicelulose também ¢
baixo. Dessa forma, apenas a baixa concentracdo de hemicelulose do substrato extraido
utilizado no meio ndo foi suficiente para um crescimento micelial em velocidade. Sabe-se que
a maioria dos basidiomicetos da podridao branca e marrom, (inclui-se nesta categoria as
espécies de Pleurotus e Lentinus) apresentam baixos niveis de atividade enzimatica
hidrolitica, dentre as quais baixos niveis de xilanase (Machuca & Ferraz, 2001).

Esta enzima estd relacionada com a degradacdo da celulose e da hemicelulose. A
expressao diferencial de enzimas hidroliticas como a xilanase ¢ dependente do substrato a que
estdo sujeitos os fungos e tendem a ser maiores em materiais lignoceluliticos (Elisashvili et
al., 2008), assim o processo lignolitico pode aumentar a solubilidade de hemicelulose a

medida em que neste processo sdo produzidas mais enzimas hidroliticas. Apesar da
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reconhecida dificuldade no metabolismo de polissacarideos como hemicelulose pelos fungos,
estes podem ser mais facilmente degradados quando hidrolisados. Dessa forma € possivel que
no presente trabalho, o menor crescimento de L. sajor-caju no meio mamona contendo baixa
quantidade de hemicelulose esteja relacionado com a baixa quantidade de lignina neste meio,
a qual poderia interferir no processo de hidrolise de hemicelulose dificultando seu
aproveitamento. A lignina na casca de mamona ¢ em torno de 6,6% (Bomfim et al., 2006),
valor baixo quando comparado a porcentagem descrita para a casca de amendoim 16% (Kuad
& Singh, 1993) e palha de arroz 16% (Ulbricht et al., 1984).

Outros autores observaram comportamentos distintos entre as espécies mais utilizadas
na fungicultura em relag¢do a capacidade de degradacdo deste polissacarideo (Guzman et al.,
1993; Dias et al., 2003; Donini et al., 2006; Silveira et al., 2008).

P. ostreatoroseus comportou-se de forma diferente, crescendo mais vigorosamente no
meio com extrato de casca de mamona ao principio € manteve-se, assim, ao final de 120hs
(Tabela. 1). Em P. pulmonarius foi possivel observar um crescimento mais homogéneo para
os trés meios, o que poderia estar refletindo o vigor do isolado nativo. Porém apresentou
médias de crescimento significativamente menor que a linhagem L. sajor-caju ao longo das
avaliagdes, exceto no meio a base de casca de mamona. No entanto P. pulmonarius
apresentou maior crescimento micelial radial que P. ostreatoroseus nos meios a base de casca
de amendoim, ndo havendo diferengas entre o crescimento destas duas espécies em palha de
arroz e em casca de mamona.

Os isolados de L. sajor-caju apresentaram as maiores médias de crescimento nos trés
meios quando comparadas as trés espécies estudadas (Tabela 1), no substrato casca de
mamona as médias ndo sao significativamente diferentes entre L. sajor-caju € P. pulmonarius.
As diferengas de crescimento micelial entre linhagens fingicas ja foram relatadas por muitos

pesquisadores (Boyle, 1998; Maki et al., 2001; Gracciolli, 2005; Silva et al., 2005; Andrade et
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al., 2008) assim como as diferencas significativas na interagdo entre linhagens, substratos e
dias de avaliagdo (Donini et al.,2005; Andrade et al.,2008). Estudos recentes tem enfatizado a
influéncia do substrato sobre o crescimento micelial de L. edodes e Pleurotus spp (Dias et al.,
2003; Donini et al., 2005; Andrade et al., 2008), o que também ocorreu para as linhagens
avaliadas no presente estudo. Neste o maior crescimento micelial ocorreu para L. sajor-caju
no eio extraido do substrato com menor conteudo de hemicelulose (casca de amendoim).
Entretanto, para as linhagens de Pleurotus estudadas, este ndo foi o melhor substrato utilizado
no preparo do meio de cultura para o crescimento do micélio. Pleurotus ostreatoroseus teve
maior crescimento no meio a base de casca de mamona e P. pulmonarius teve crescimento
superior a P. ostreatoroseus e nao apresentou preferéncia por nenhum dos meios testados, o
que pode estar relacionado com a adaptabilidade enzimatica desse isolado nativo. Donini et
al. (2005), avaliando a velocidade de crescimento micelial de linhagens de Pleurotus spp.,
observaram o maior crescimento micelial em substrato capim-elefante € o menor crescimento
micelial em bagago da cana-de-actcar. Os autores atribuem os resultados a capacidade de
fungos do género Pleurotus de liberarem exoenzimas ligno-celulases.

As diferencas de crescimento micelial entre as linhagens testadas no presente trabalho
estdo de acordo com Bilay et al. (2000) que, ao avaliarem o crescimento de 30 isolados de
cogumelos comestiveis em diferentes meios de cultura, entre as linhagens de Pleurotus
calyptratus, Pleurotus dryinus, Pleurotus eryngii e Pleurotus ostreatus, concluiram que o
crescimento micelial das espécies estudadas ¢ diferente e depende do tipo de meio utilizado e
do pH. Dias et al. (2003) avaliando a producdo de L. sajor-caju em diferentes residuos
agricolas (palha de feijao, palha de milho e casca de café com e sem enriquecimento),
observaram que o crescimento micelial, a producdo e a eficiéncia bioldgica dependem do
composto utilizado.

Nos resultados da massa seca as menores médias foram observadas para as trés espécies
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estudadas nos meios com extratos de palha de arroz. Os melhores resultados foram
observados para L. sajor-caju (PSC01/06) no meio a base de casca de amendoim. Para as
espécies P. ostreatoroseus (POR01/06) a massa micelial foi significativamente maior no
substrato a base de casca de mamona. Ja P. pulmonarius (PPMO01/08) foi significativamente
superior cascas de mamona ¢ de amendoim, nao diferindo entre si. Entre os cogumelos sé
houve diferenga significativa para o L. sajor-caju que foi significativamente superior aos
demais no cultivo em extrato da casca de amendoim. O lento crescimento do micélio aumenta
os riscos de contaminacao por outros fungos e bactérias (Jonathan et al., 2008). A linhagem P.
ostreatoroseus, apesar de apresentar um crescimento lento no meio formulado a base de
mamona, em relagdo a L. sajor-caju foi capaz de produzir a maior massa seca micelial,
sugerindo que a biomassa produzida por esta linhagem nao apresenta relacao direta com o
diametro da colonia. Lonergan et al. (1994), comparando estirpes de Phanerochaete
crysosporium Burdsall, também nado observaram relagdo entre estes parametros de
crescimento fungico. Estas diferencas resultam do fato de que se medindo o didmetro da
colonia tem-se apenas a area de crescimento superficial do micélio no meio de cultura,
enquanto a medida da biomassa envolve o desenvolvimento de micelio aéreo, assim como a
ramificacdo e densidade de hifas (Lonergan et al., 1994).

Donini et al. (2006), ao estudarem o crescimento micelial de diferentes linhagens de
Pleurotus spp. em meio a base de capim-elefante suplementado com diferentes concentragdes
de farelo de soja, trigo, arroz e milho concluiram que apenas os tratamentos com
suplementagdo de farelos de soja e trigo exerceram efeito positivo nas trés linhagens de P.
ostreatus (Jacq) P. Kumm. por eles estudadas, e as médias de crescimento variaram de 3,6 a
6,5 (linhagem BF24), 3,7 a 6,7 (linhagem DF33) e 4,6 a 6,7cm (linhagem HF19) entre as

linhagens. No presente trabalho foram encontradas médias de crescimento que de acordo com
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a espécie variaram de 3,83 a 6,15cm (L. sajor-caju), 2,57 a 3,61cm (P. ostreatoroseus), 3,52 a

3,69cm (P. pulmonarius), com diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05).

Conclusoes
1. O meio de cultura formulado com extrato de casca de amendoim propicia a maior
velocidade de crescimento micelial de Lentinus sajor-caju (linhagem PSCO01/06), cerca de
68,3% em relagdo ao didmetro total da placa de Petri.
2. Pleurotus ostreatoroseus (linhagem POR1/06) comparada as demais linhagens estudadas
apresenta maior velocidade de crescimento micelial no meio a base de extrato de casca de
mamona, onde coloniza 40,1% da placa de Petri em 120h de incubacao.
3. O crescimento radial da linhagem nativa de Pleurotus pulmonarius ¢ indiferente nos meios
formulados a base de extratos de palha de arroz, extratos da casca da semente da mamona e
extratos da casca de amendoim (p<0,05%).
4. A maior massa seca significativa ¢ produzida pelas linhagens de Pleurotus ostreatoroseus
(PORO1/06) e Pleurotus pulmonarius (PPMO01/08) em meio contendo extrato da casca de

mamona.
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Tabela 1. Crescimento micelial radial (cm) por tempo de incubagdo, de trés isolados de cogumelos em diferentes meios de cultura
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Isolados 72 hs 96 hs 120 hs
Palha de arroz Casca de Casca da semente Palha de arroz Casca de amendoim Casca da semente Palha de arroz Casca de Casca da semente

amendoim da mamona da mamona amendoim da mamona
L. sajor-caju 3,05 aA 3,44 aA 2,40 bA 424 bA 5,12 aA 3,10 cB 5,34 bA 6,15 aA 3,83 cA
(PSC01/06)
P. ostreatoroseus 1,75 bB 1,38 cC 2,00 aB 2,47 aB 2,16 aC 2,5aC 2,91 bB 2,57 bC 3,61 aB
(PORO01/06)
P. pulmonarius 2,28 aB 2,21 aB 2,37 aA 2,90 bB 2,67 bB 3,33 aA 3,52 aB 3,56 aB 3,69 aAB
(PPMO01/08)
CV (%) 15,74 7,84 7,74 20,11 23,53 25,50 18,44 26,34 21,42

M¢édias seguidas de mesma letra mintiscula na linha (para cada tempo de incubagdo) e mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2. Médias de massa micelial seca (MMs) obtidas no cultivo de trés espécies de cogumelos em trés diferentes meios, apos 120hs de
incubagao (dados transformados na escala logaritima - Log10).

Isolados MMs (g)
Palha de arroz Casca de amendoim Casca da semente da mamona
L. sajor-caju PSC01/06 -2,16 cA -1,54 aA -1,73 bA
P. ostreatoroseus POR01/06 -2,22 cA -1,79 bA -1,59 aA
P. pulmonarius PPM01/08 -2,41 bA -1,78 abA -1,59 aA
CV(%) 15,11 13,64 8,78

Médias seguidas de mesma letra mintscula na linha e mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Resumo - Pleurotus ostreatoroseus Singer, Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. e Lentinus
sajor-caju (Fr.) Fr. sdo espécies de cogumelos de importancia gastrondmica, cultivados
principalmente em palhas de diversas espécies de gramineas. Outros residuos da agroindustria
podem ser utilizados na fungicultura, sendo que a produtividade de cada espécie pode variar
em fun¢do do substrato elegido. Neste sentido, experimentos laboratoriais foram realizados
para verificar a capacidade de colonizacao das espécies supracitadas em palha de arroz, casca
de mamona e casca de amendoim, em cultivo axénico. Os substratos foram umedecidos,
acomodados em tubos de ensaio, esterilizados a 121°C/45min e inoculados com as trés
espécies de cogumelos. Apos foram incubados a 25°C e diariamente mediu-se o crescimento
micelial. As trés espécies testadas sao eficientes na coloniza¢dao da palha de arroz. L. sajor-
caju e P. pulmonarius desenvolvem-se de forma equivalente em todos os substratos testados,
ao contrario de P. ostreatoroseus que apresenta médias de crescimento baixa em casca de
mamona quando comparadas as demais espécies estudadas.

Termos de indexagdo: Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius, Lentinus sajor-caju,

colonizagao micelial, residuos agricolas.
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Micelial colonization capacity of Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius and
Lentinus sajor-caju em different substrata.

Abstract - Pleurotus ostreatoroseus Singer, Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. and Lentinus
sajor-caju (Fr.) Fr. are species of mushrooms with gastronomical importance and growing
worldwide, mainly cultivated in straw of grass species. Other agroindustrial residues can be
used by an fungicultural approach, such the productivity of each species will be depends of
chosen substrata. In this aim, laboratory experiments were carried out to verify the in vitro
micelial colonization capacity in rice straw, castor bean seed husks and peanuts shells in
axenic cultive. The substrata were imersed on water for 24 hours and after was inserted in
essay tubes and sterilized at 121°C/45min. The tubes were inoculated with mycelial discs of
the three mushrooms species and incubate at 25°C and evaluate the linear mycelial growing
daily. The tested specie was more efficient to colonizing the rice straw. L. sajor-caju and P.
pulmonarius demonstrate a similar development in all tested substrata, in contrast of P.
ostreatoroseus wich shows lower growing averages in castor bean seed husks when compared
with the other studied species.

Index terms: Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius, Lentinus sajor-caju, mycelial

linear growing, agricultural wastes.

Introducio
O cultivo de espécies de Pleurotus spp. para uso na culinaria e fins medicinais tem sido
estimulada pela demanda de mercado. Além disso, este cogumelo apresenta maiores
facilidades no cultivo, pois coloniza diversos materiais contendo lignocelulose, possui
habilidade de crescer em uma maior amplitude de temperatura e demanda curto tempo de
cultivo quando comparado com outras espécies cosmestiveis, como Agaricus spp. € Lentinula

edodes (Zadrazil, 1978; Guzman et al., 1993; Nascimento & Eira, 2007; Oei & van
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Nieuwenhijzen, 2005). Dessa forma, o género compreende os mais populares cogumelos
comestiveis fato que decorre da modesta exigéncia de cultivo e de suas propriedades
organolépticas e medicinais. Apesar de serem raros os relatos de pesquisas brasileiras no
assunto, no Brasil, a producao de cogumelos vem aumentado nos ultimos anos (Eira, 2000). A
fase de crescimento micelial destes fungos sobre um substrato e a escolha de substratos que
favorecam o seu desenvolvimento ¢ de fundamental importancia (Maziero et al.,1992;
Philippousis et al., 2001). Enquanto o fungo ndo colonize completamente o substrato, os
contaminantes ou competidores podem se constituir em sério problema. As contaminagdes
por fungos e bactérias nessa fase de producao poderdo ser minimizadas caso a colonizagao
transcorra de forma mais rapida (Royse, 2002).

A maioria dos cogumelos comestiveis apresentam indices relevantes de
desenvolvimento micelial em diversos tipos de matéria-prima (Eira, 2004; Sales-Campos et
al., 2008), porém quando o objetivo ¢ elevar a produtividade ¢ imprescindivel a selecao do
substrato onde o micélio desenvolva-se rapidamente e com vigor (Pedra & Marino, 2006;
Bernardi et al., 2007). A interagdo entre substratos e fontes nutricionais diferentes pode ser
mais propicia ao desenvolvimento de uma linhagem do que de outras, e assim também os
fatores externos como temperatura ¢ luminosidade podem exercer diferentes respostas sobre
distintas espécies ou linhagens (Andrade et al., 2010). Desta forma, ¢ recomendada a selegao
do material disponivel mais adequado a ser utilizado como substrato para produgdo, € o uso
de linhagens mais adaptadas ao clima da regido, onde posteriormente se realizara a produgao
(Sagir & Yildiz, 2004). Obodai et al. (2003) citam diferentes produtos lignoceluldsicos que se
prestam ao cultivo de Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., a saber: palhas e cascas de arroz,
folhas de bananeira, capim-elefante e serragem. Moda et al. (2005), também citam uma série
de residuos da agricultura com potencial para produgdo de espécies de Pleurotus, dentre os

quais; bagaco de cana-de-acucar, o sabugo de milho, folhas de bananeira e residuos de
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algodao.

A producdo de cogumelos apresenta algumas vantagens em relagdo a outras culturas,
como aproveitamentos de rejeitos agricolas, producao elevada por superficie cultivada e
aproveitamento do substrato como adubo organico apos o periodo de colheita, além disso tem
importancia estratégica para o desenvolvimento econdmico de uma propriedade rural. Os trés
residuos a serem estudados neste trabalho sdo abundantes na regido de Pelotas-RS, oriundos
de propriedades rurais da regido. Dentre eles, a casca de amendoim e a casca de mamona nao
sao utilizadas no cultivo comercial de cogumelos. Dessa forma o presente trabalho teve como
objetivo testar a capacidade de colonizagdo in vitro de Pleurotus ostreatoroseus Singer,
Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. E Lentinus sajor-caju (Fr.) Fr., através do crescimento
linear do micélio em residuos gerados regionalmente, a saber: palha de arroz, cascas de

amendoim e da semente da mamona.

Material e Métodos

O experimento de crescimento micelial, foi realizado para avaliar a taxa de crescimento
micelial de duas espécies de Pleurotus e uma de Lentinus no substratos de palha de arroz,
casca do grao de amendoim e casca da semente de mamona (tegumento externo da semente).

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio Experimental de Micologia — LEMICO —
Departamento de Microbiologia e Parasitologia — DEMP- Instituto de Biologia — IB da
Universidade Federal de Pelotas, RS.

Para isto, foram utilizadas as linhagens PORO01/06 de P. ostreatoroseus oriunda da
UFSC e PSCO01/06, Lentinus sajor-caju oriunda do Mddulo de Cogumelos/Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista/Campus de Botucatu, Botucatu, SP
(Marino, 2002), e um isolado nativo de Pleurotus pulmonarius PPMO01/08, coletado no Horto

Botanico Irmao Teodoro Luiz da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). As linhagens
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preservadas foram repicadas para meio de cultura CDA, a base de capim-
elefante+dextrose+agar (Donini et al., 2005), incubadas a 28°C até a completa colonizagao do
meio. Transcorrido o crescimento micelial, a linhagem foi novamente transferida e cultivada
nas mesmas condi¢des até obtencao de crescimento para a realizacao do experimento.

Para avaliar a capacidade de coloniza¢ao de P. ostreatoroseus, L. sajor-caju e P.
pulmonarius foram utilizados como substrato palha de arroz, casca da semente de mamona e
casca de amendoim, adquiridos na agroindustria da cidade de Pelotas, RS. Em laboratorio o
tratamento dos residuos constou de secagem em estufa a 40°C e triagem dos residuos com
separacao de fragmentos ndo desejaveis, a fim de assegurar a homogeneidade do material. As
amostras foram submetidas a andlises fisico-quimica para determinagdo da densidade umida,
umidade atual, densidade seca, porosidade total, capacidade de reten¢do de agua,
condutividade elétrica e valor de pH (Fermino, 2002).

Os substratos permaneceram submersos em agua de abastecimento publico por 24
horas. Tubos de ensaio de 2,5 x 20cm foram preparados colocando-se na base destes uma
porcao de algodao umedecido em agua, acima da camada de algoddo foi adicionada uma
coluna de 11lcm de altura de substrato. Estes foram fechados com algodao, cobertos com
papel aluminio, identificados conforme o tratamento ¢ autoclavados a temperatura de 121°C
(1 atm) por 45 minutos.

Em camera de fluxo laminar e com auxilio de pinga, cada tubo de ensaio contendo o
substrato foi inoculado com um disco de CDA de 10mm de didmetro colonizado com o
micélio dos fungos. Os tubos de ensaio foram riscados a caneta com 4 linhas longitudinais e
que serviram de orientagdo para marcar o crescimento linear do micélio. Foi medido, em cada
tudo de ensaio, a distancia de alcance do micélio a partir da origem de colonizacao (disco de
micélio posicionado no apice do tubo sobre o substrato) em quatro pontos/dia delimitados

pelas linhas longitudinais. Os tubos de ensaio foram incubados a 28°C, sendo oito repetigdes
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para cada linhagem utilizada, em arranjo inteiramente casualizado.

As mensuragdes iniciaram apos 72 horas da inoculacdo e a partir deste momento
ocorreram em interva-los de 24h. As medidas foram tomadas com auxilio de paquimetro
digital Mitutoyo, at¢ que um dos tubos de ensaio fosse completamente colonizado, o que
ocorreu no décimo dia.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e teste Tukey para

comparacao das médias, utilizando o programa estatistico Statistix 9.0.

Resultados e Discussiao

A colonizacao dos substratos testados pelas trés linhagens de cogumelos transcorreu em
10 dias. Comparando os trés substratos para cada cogumelo foram observadas diferencas
significativas entre o potencial de colonizacdo de cada linhagem aos residuos testados. No
substrato palha de arroz ocorreu a maior velocidade de crescimento miceliano e consecutiva
colonizagdo do substrato para as trés linhagens testadas (Tabela 1). Neste residuo, os micélios
de P. pulmonarius e L. sajor-caju colonizaram mais rapidamente do que a espécie P.
ostreatoroseus, porém mantendo o crescimento de forma paralela, a partir dos acréscimos no
crescimento diario (Figura 1). Na casca de amendoim o isolado nativo P. pulmonarius
apresentou a melhor capacidade de colonizagao, seguido pelo L. sajor-caju e com capacidade
de colonizagdo significativamente menor para P. ostreatoroseus (Figura 2). Na casca de
mamona, os isolados de P. pulmonarius e L. sajor-caju apresentaram perfil de colonizagao
semelhante. Estes dois isolados apresentaram acréscimos no crescimento diario superior a
linhagem de P. ostreatoroseus, o que resultou ao final da incubagdo mais de 50% de diferenca
(Figura 3).

Na taxa de crescimento diario houve diferencas significativas. Como se observa na

Tabela 1, a taxa de colonizagao de Lentinus sajor-caju e Pleurotus pulmonarius em palha de



69

arroz foi significativamente maior que a taxa obtida no cultivo em casca de mamona e
amendoim, ndo diferindo significativamente entre as trés linhagens de cogumelos. Diferengas
significativas foram evidenciadas na utilizagdo da casca de mamona, em que o cultivo de P.
pulmonarius ¢ Lentinus sajor-caju foram superiores as obtidas com P. ostreatoroseus.
Caracteristica também similar observada na casca de amendoim. Para P. pu/monarius o mais
indicado foi o cultivo na palha de arroz e o menos indicado foi o cultivo na casca de
amendoim.

Para P. ostreatoroseus a colonizacdo da palha de arroz nao diferiu do substrato
amendoim, e demonstrou a menor colonizagao em casca de mamona (p<0,05).

Fato importante neste experimento foi o crescimento do isolado nativo de P.
pulmonarius, que apresentou comportamento semelhante as linhagens comercias, ja adaptadas
a outros substratos, conforme evidenciado por outros pesquisadores (Mata et al., 2001;
Marino, 2002; Donini, et al., 2005, 2006; Bernardi et al., 2007; Minotto et al., 2008).
Entretanto na linhagem PORO01/06 de P. ostreatoroseus o crescimento micelial foi
equivalente dois dos substratos testados (p<0,05), sugerindo que esta linhagem seja menos
seletiva. A colonizagdo mais eficaz para as linhagens averiguadas ocorreu na palha de arroz
colonizada por L. sajor-caju (Figura 1). O substrato que menos propiciou o crescimento
micelial foi a casca da semente da mamona e a casca do amendoim colonizada por P.
ostreatoroseus [(p<0.05) Figura 2, 3]. A taxa diaria média de crescimento linear de P.
ostratoroseus em palha de arroz foi de 0,92 cm.dia™". A taxa didria média de P. ostreatoroseus
em casca de mamona e casca de amendoim foi respectivamente 0,32 e 0,55 cm/dia. A partir
das analises da relagdo C/N dos substratos empregados neste ensaio (Tabela 2), foi possivel
verificar que a melhor colonizagdo em substrato palha de arroz pode estar relacionada com a
relagdo elevada de C/N (81:1) presente na palha de arroz quando comparado aos demais

valores de C/N dos substratos estudados: casca de amendoim (42:1); casca de mamona (31:1).
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Conforme Manachére (1980 apud Yildz 1998), em cultivo de Pleurotus ostreatus devem ser
consideradas também a relagdo C/N, porém para Pleurotus ostreatus var salignus cultivado
em 4 diferentes substratos (amendoim, soja, sorgo e palha de trigo) com a maior
produtividade alcangada em palha de amendoim e de soja, ndo foi possivel estabelecer uma
correlagdo entre alta C/N e a produtividade (Yildz et al., 1998).

Segundo Eira (2004), em condig¢des axénicas o cultivo de cogumelos como Pleurotus
ostreatus, Lentinula edodes, Flammulina velutipes, Pholiota nameko podem ser realizado em
substrato com relagdo C/N entre 15 e 25:1, sendo o principal objetivo do uso de substratos
com relacao C/N baixa no cultivo axénico, obter elevada produtividade, visando assim cobrir
os custos dos processos de esterilizagao e assepsia. Como regra sempre que a relacao C/N for
estreita (15 a 20:1) contendo agucares, aminoacidos, vitaminas e outros compostos de baixo
peso molecular, prontamente disponiveis, nenhum fungo seria competitivoF a menos que se
estabelecesse o cultivo axénico (Eira, 2004).

E reportado na literatura que substratos com relagdo C:N baixa limitam o crescimento
dos basidiomas (Singh & Verma, 1996) Kamra & Zadrazil (1988), admitiram ocorrer
inibicao da degradacao da lignina em decorréncia da alta concentracdo de N em substratos
utilizados em cultivo de cogumelos comestiveis. Dias et al. (2003) testando diferentes
residuos agricolas no sul de Minas Gerais para o cultivo de Lentinus sajor-caju verificaram
que o melhor residuo testado foi a palha de feijao pura. Estes autores recomendam o uso deste
substrato associado a outros com uma relacao C/N alta, devido o elevado contetdo de N na
palha de feijdo. Dessa forma, ndo hd um consenso entre os autores sobre as recomendacdes
para cultivo de Pleurotus e espécies afins. O que também foi observado no cultivo de espécies
de Lentinula, neste a baixa relacdo C/N limitou o crescimento micelial em condigdes de
cultivo axénicas (Rossi et al., 2001). Segundo Gregori et al. (2007), os melhores resultados

para o desenvolvimento de espécies de Pleurotus sao conseguidos com substratos constituidos
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a base de palha, o que ja havia sido reportado também por Zhang et al. (2002) para outras
espécies. Oei (1991) e Obodai et al. (2003) apontam a casca de arroz e serragem como melhor
substrato para o crescimento micelial do fungo e a palha de arroz o melhor substrato para
producdo de cogumelo, indicando que o crescimento micelial e a producdo possuem
requerimentos diferentes (Oei, 1991).

Experimentos com linhagens nativas de P. ostreatus, P. eryngii e P. pulmonarius
demonstraram significativo aumento nas taxas de colonizagdo em palhas de trigo e residuos
do algoddo quando comparadas a cascas de amendoim. Também foi observada uma
correlagdo entre a relagdo C/N e produtividade de P. eryngii (Philippoussis et al., 2001).

Lignina, celulose e o conteudo mineral de substratos tem mostrado influéncia no
crescimento e frutificacdo de Pleurotus spp. (Tisdale, 2004). Philippoussis et al. (2001)
demonstraram que a proporcao lignina:celulose do substrato foi positivamente correlacionada
com o crescimento micelial e produtividade de P. ostreatus e P. pulmonarius.

Buswell et al. (1996) realizaram estudos descritivos acerca dos perfis enzimaticos de
trés espécies de cogumelos comestiveis, L. edodes, P. pulmonarius e Volvariella volvacea
(Bull.) Singer. L. edodes que desenvolve-se naturalmente em substratos ricos em liginina,
como troncos de arvores e serragem. Espécies de Pleurotus sao conhecidas por produzir tanto
Mn peroxidase e laccase, duas enzimas especificas da cadeia de degradacao de lignina. V.
volvacea demostra preferéncia por substratos ricos em celulose, como ¢ o caso das palhas
vegetais, produzindo diversas enzimas celuliticas, mas nenhuma capaz de decompor a lignina.
Quando a producdo de enzimas foi quantificada para P. pulmonarius foram observados
elevados niveis de ambos grupos de enzimas tanto celuliticas e lignoliticas (Buswell et al.
1996). Pleurotus platypus Sacc. e Pleurotus citrinopileatus Singer aparentemente preferem
substratos de maior conteudo lignocelulitico como ¢ o caso do bagaco de cana-de-agucar e

fibra de coco (Ragunathan et al., 1996). Entretanto, neste trabalho, Pleurotus pulmonarius
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colonizou de forma diferente os 3 substratos demonstrando maior habilidade em colonizar o
substrato rico em celulose, como ¢ o caso da palha de arroz. Oliveira et al., (2007), que
estudaram a colonizagdo de P. pulmonarius em casca de arroz e sabugo de milho, concluiram
que a casca de arroz foi o substrato mais eficiente.

O desenvolvimento da habilidade lignocelulitica requer condigdes nutricionais e
culturais, incluindo substrato metabolizavel, altos teores de oxigénio, um limite de nitrogénio
e outras condigdes de cultivo (Regina, 2005). Existem evidéncias de que até mesmo as
melhores condigdes nutricionais oferecidas por determinados subtratos podem afetar
negativamente determinada linhagem (Moda et al., 2005), Resultados encontrados por Donini
et al. (2006) demonstram que a elevada relacdo C/N do capim-elefante afetou o crescimento
de P. ostreatoroseus, fazendo com que a colonizacdo micelial ocorresse com maior
velocidade, mas com vigor reduzido. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram a
discussao dos autores supracitados, no que diz respeito ao observado para as trés espécies de
cogumelo usadas foram evidenciadas diferencas significativas nas respostas encontradas para
os trés tratamentos.

No crescimento micelial radial com meios de cultura formulados a base dos mesmos
substratos (dados nao apresentados) foram encontrados resultados que diferem destes
observados na colonizacdo in vitro como, por exemplo, o crescimento de Pleurotus
pulmonarius que nos trés substratos ndo diferiu estatisticamente (p<0,05) no didmetro da
colonia. Isso sugere que as diferengas encontradas no crescimento micelial nos substratos
podem estar relacionadas ndo somente a caracteristicas nutricionais do meio mas também a
caracteristicas fisicas. O conhecimento das caracteristicas quimicas e fisicas ¢ determinante na
escolha do substrato mais adequado (Bell¢ & Kampf, 1993) e, considerando-se que nao had um
substrato universalmente valido para todas as espécies de cogumelo, € interessante a avaliacao

do desempenho de fungos sabendo-se a condigao fisica do substrato.
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A padronizacdo em relagdo aos aspectos fisicos que possam influenciar o
desenvolvimento das linhagens fingicas pode ser uma opc¢ao adequada em estudos cientificos
que visem a escolha de substratos. A maioria das informagdes sobre propriedades fisicas de
susbtratos referem-se as plantas, sendo inexistentes para cultivo de cogumelos, no qual o
substrato serve de fonte nutricional. A metodologia de anélises fisicas (Tabela 2) utilizada
neste trabalho foi adaptada a que se aplica para substratos de cultivo de plantas. Dessa forma,
alguns atributos ndo puderam ser avaliados como a porosidade total (m®> m™) e a capacidade
de retencdo de 4agua 10cm (m® m™). Isso devido a natureza de alguns substratos como, por
exemplo, a porosidade e a capacidade de retencdo de agua da palha de arroz. Os esforgos para
otimizar a produtividade de Pleurotus spp., em substratos baseados em diferentes espécies de
gramineas demonstrou ser um caminho promissor para converter residuos de baixo valor
econdmico, mas abundantes na regido Sul do Brasil, em alimento de elevado valor
nutricional. Os resultados demonstram que, nos moldes em que este experimento foi
conduzido, as respostas mais favoraveis de crescimento ocorreram no substrato palha de
arroz. Isso pode estar indicando a preferéncia das linhagens fungicas estudadas, por uma
moderada quantidade de sais dissolvidos, ou seja, uma baixa pressdo osmotica que pode
influenciar a absor¢ao dos nutrientes pelas hifas do micélio (Higashi et al., 2002; Galvagno e
Forchiassin, 2004). Além disso os resultados sugerem que a elevada relagdo C/N (81:1),

baixos valores de umidade e densidade sao atributos que favorecem colonizacdo do susbtrato.

Conclusbes
1. O substrato de cultivo palha de arroz entre os trés substratos testados ¢ o mais indicado
para o crescimento micelial de Lentinus sajor-caju e Pleurotus pulmonarius, pois neste ocorre
a rapida colonizagdo pelos fungos (p<0,05).

2. O substrato de cultivo casca da semente de mamona proporciona menor colonizagao pelo
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micélio de P. ostreatoroseus (p<0,05) com uma taxa de crescimento médio diario de 0,32cm
dia™.
3. O isolado nativo de Pleurotus pulmonarius apresenta média de crescimento

significativamente equivalente as demais linhagens e demonstra o potencial para fungicultura.
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Tabela 1. Média de crescimento (cm.dia”) das linhagens de P. ostreatoroseus (POR 01/06), L. sajor-caju
(PSCO01/06) e de P. pulmonarius (PPM 01/08) em diferentes substratos, ap6s 10 dias de incubagdo a 26°C, UFPel,
Pelotas, 2009.

Linhagens Colonizagdo (cm.dia”)
Palha de arroz Casca de Amendoim Casca da semente da Mamona
L. sajor-caju 0,92 aA 0,68 cA 0,78 bA
P. ostreatoroseus 0,80 aA 0,55 abA 0,32 bB
P. pulmonarius 0,90 aA 0,57 cA 0,78 bA
CV(%) 13,88 24,17 34,25

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na linha e mesma letra maiiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Tabela 2. Analise Fisico-Quimica* dos substratos testados para crescimento micelial das linhagens de fungos.
Caracteristicas analisadas Casca da

Casca de Palha de
. semente da
Amendoim Arroz
Mamona

Densidade Umida (g L'l) 94 177 23
Umidade Atual (g 100g'1) 23 47 9
Densidade Seca (g L") 21 83 2
Porosidade Total (m3 m'3) 0.59 0.79 0.00
Capacidade de Retengdo de Agua 10cm (m’® m™) 0,26 0,42 0,00
Condutividade Elétrica (dS m’l) 0,31 2,36 0,18
Valor de pH (H,0) 5,90 6,35 6,57
Relagdo C/N 42:1 31:1 81:1

*Analises realizadas de acordo com a Instru¢cdo Normativa N° 17, de 21 de maio de 2007.
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Fig. 1. Crescimento radial micelial (cm) in vitro das linhagens cultivadas em substrato a base de palha de arroz por tempo de
incubacdo (horas). PSC= Lentinus sajor-caju, PPM= Pleurotus pulmonarius, POR= Pleurotus ostreatoroseus
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Fig. 2. Crescimento radial micelial (cm) in vitro das coldnias das trés linhagens cultivadas em substrato a base de casca de
amendoim pelo tempo de incubagdo (horas). PSC= Lentinus sajor-caju, PPM= Pleurotus pulmonarius, POR= Pleurotus
ostreatoroseus

Casca da semente da mamona

101 O PSC y=0.08417 +0.09133* x(R2= 0,9727) 95% conf
O PPM y=-0.03146 +0.1112* x(R2= 0,9596) 95% conf
A POR y=-0.3167 +0.4998* x(R2= 0,1945)95% conf

Colonizagao do Substrato (cm)

15

Leitura

Fig. 3. Crescimento radial micelial (cm) in vitro das coldnias das trés linhagens cultivadas em substrato a base de casca da
semente da mamona por tempo de incubagdo (horas). PSC= Lentinus sajor-caju, PPM= Pleurotus pulmonarius, POR=

Pleurotus ostreatoroseus
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi selecionar substratos de cultivo para trés espécies de
cogumelos, avaliando-se a massa fresca e seca, a produtividade, a eficiéncia biologica e a
composi¢ao centesimal de trés espécies de cogumelos de importancia gastronomica cultivadas
em residuos agricolas pasteurizados. Foram testadas linhagens de Pleurotus ostreatoroseus,
Pleurotus pulmonarius ¢ Lentinus sajor-caju cultivadas em palha de arroz, casca da semente
da mamona e casca de amendoim. Os substratos foram umedecidos, pasteurizados, inoculados
e incubados a temperatura de 20-25°C. Os basidiomas foram coletados manualmente, pesados
frescos e posteriormente desidratados em estufa de aeracdo e novamente pesados. Nas
linhagens testadas a maior produtividade foi observada em palha de arroz. Lentinus sajor-caju
e Pleurotus pulmonarius apresentam uma maior eficiéncia bioldgica quando cultivadas em
palha de arroz e em casca de amendoim, enquanto Pleurotus ostreatoroseus ¢ mais eficiente
em casca de mamona. Os basidiomas de Pleurotus pulmonarius € de Pleurotus ostreatoroseus
apresentam a maior quantidade de proteinas quando cultivados em palha de arroz, enquanto
que para a linhagem de Lentinus sajor-caju esta relacao ¢ verdadeira para casca de mamona.
Os resultados demonstram a viabilidade do uso dos residuos agricolas na fungicultura, tanto

para linhagens comerciais quanto para linhagens nativas.
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Termo de indexacdo: Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius, Lentinus sajor-caju,
residuos agricolas, produtividade, eficiéncia bioldgica, contetido nutricional.
Cultive of Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius and Lentinus sajor-caju in
diferent substrata

Abstract - The aim of this study was to evaluate the fresh and dry mass, productivity,
biological efficiency and centesimal composition of three species of gastronomical
importance mushrooms growing in pasteurized agricultural wastes. Was tested the strains
PORO1/06 (Pleurotus ostreatoroseus), PPMO01/08 (Pleurotus pulmonarius) ¢ PSC01/06
(Lentinus sajor-caju) cultivate in rice straw, castor bean seed husks and peanut shells. The
substrata was moisten, pasteurized, inoculated and incubates at 20-25°C. The basidiomata
was colected manually, weigher fresh and were dehydrated to obtain the dry mass. In the
tested strain the higher productivity was observed in the rice straw cultive. Lentinus sajor-
caju and Pleurotus pulmonarius demonstrate a higher biological efficiency when growing in
rice straw and peanut shells substrata, while Pleurotus ostreatoroseus are more efficient in
castor bean seed husks. The Pleurotus pulmonarius and Pleurotus ostreatoroseus basidiomata
showing a higher protein content when cultivated in rice straw, while for Lentinus sajor-caju
this is true for castor bean seed husks. These results sugests the viability of the use of
agricultural wastes for cultive of wild and comercial mushrooms strains.

Index terms: Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius, Lentinus sajor-caju,

agricultural wastes, productivity, biological efficiency, centesimal nutricional content.

Introducio
As espécies de Pleurotus, popularmente conhecidas por cogumelos ostra, sao
decompositoras primarias de madeira e outros residuos vegetais biodegraddveis (Zadrazil &

Kurtzman, 1982). O Género Pleurotus possui muitas espécies que estao se tornando cada vez
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mais importante como um recurso alimentar (Moore & Chiu, 2001). Chang & Miles (2004)
reconhecem 50 espécies de Pleurotus economicamente importantes.

Estes fungos apresentam propriedades nutricionais com elevados teores de proteinas (19
a 35% da massa seca), aminodcidos essenciais, acidos graxos insaturados, vitaminas e
minerais, bem como um vasto potencial de uso medicinal. Diversos trabalhos sugerem a
existéncia de compostos com efeitos terapéuticos produzidos por cogumelos (Cheung & Lee,
2000; Lavi et al.,, 2006). Em funcdo desses compostos, muitos trabalhos tém sido
desenvolvidos, e alguns polissacarideos importantes estdo sendo isolados e identificados a
partir de espécies de Pleurotus spp. (Cheung & Lee, 2000). Segundo Pramanik et al. (2005), o
extrato aquoso de Lentinus sajor-caju (Fr) Fr. (= Pleurotus sajor-caju), contém vitaminas B1,
B2 e C e pode reduzir o nivel de colesterol no sangue. De acordo com Gregori et al. (2007),
estes polissacarideos induzem apoptose, causando o fim do ciclo celular, o que torna estas
substancias importantes armas anticancer. Uma nova molécula de a-glucano, isolada a partir
do micélio de Pleurotus ostreatoroseus Singer, induz a apoptose de células carcinogenas
cultivadas in vitro (Lavi et al., 2006).

As qualidades alimentares e nutracéuticas de P. ostreatoroseus, P. pulmonarius (Fr.)
Quél e L. sajor-caju aliada a possibilidade de cultiva-los com residuos da agricultura com
baixo custo de produgdo, dispertam o interesse em sua producdo. Os cogumelos P.
ostreatoroseus ¢ Lentinus sajor-caju (Fr.) Singer s3o conhecidos comercialmente
comercialmente por Shimeji ou Hiratake, variando o nome conforme o tamanho do basidioma
na colheita, sendo o primeiro coletado em estadio jovem e o segundo em estadio maduro. No
Municipio de Capao do Ledo, a produgdo de Hiratake comercialmente abastece com
frequéncia os supermercados, em Pelotas-RS. Estes cogumelos foram introduzidos a
pequenos grupos de agricultura familiar interessados por fungicultura, em 2004-2005, por

meio de extensao universitaria da Universidade Federal de Pelotas, Departamento de



85

Microbiologia e Parasitologia. Regionalmente o pioneirismo do uso da tecnologia de cultivo
de Pleurotus foi baseada na técnica chinesa Jun-cao (Urben & Uriartt, 2001) neste o maior
atrativo deve-se a possibilidade de cultivar estes cogumelos em substrato formulado a partir
de residuos agroindustriais. Segundo Pelizer et al. (2007), estes residuos podem conter
substancias de valor e se for utilizada uma tecnologia adequada, tais residuos podem ser
convertidos em importantes produtos. Além disso considerando o principio “ZERI” (“Zero
Emissions Research Initiative), que propde encontrar novas atividades que permitam a
conversao das fontes de residuos em fontes de empregos, alimentos, entre outros, a
valorizacdo dos residuos agricolas se enquadra na proposta. A utilizagdo sustentavel de
residuos lignocelulosicos visando a producao de cogumelos pode contribuir para melhorar a
qualidade de vida da populagdo, reduzir a emissao de residuos e agregar valor aos produtos da
atividade de cultivo (Chang, 2003).

No Brasil estudos enfocando a busca de substratos que otimizem a produtividade
trouxeram contribuicdes esclarecendo o comportamento de Pleurotus spp. nos seguintes
residuos: folha de bananeira (Sturion, 1995), palhas de arroz, capim-elefante, capim
andropogon, capim-marandu, milho, trigo, feijao e outros residuos como polpa de café, casca
de coco, sabugo de milho (Dias et al., 2003), bagago de cana-de-agucar, bagaco de uva (Paz et
al., 2006), entre outros.

A 1identificagdo de espécies silvestres em particular de linhagens que proporcionem
algumas caracteristicas vantajosas em relacdo as atualmente cultivadas como cor, sabor,
textura ou exigéncias de cultivo, tem sido enfatizadas por reconhecidos centros de pesquisa
(Albertdé & Gasoli, 2003). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a resposta de
trés isolados de cogumelos em trés diferentes substratos e sugerir o substrato mais indicado
para cada uma das espécies. Para isto, avaliou-se a produtividade, eficiéncia biologica, massa

fresca e composi¢do centesimal dos cogumelos: Lentinus sajor-caju (PSC01/06), Pleurotus
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ostreatoroseus ¢ uma linhagem nativa de Pleurotus pulmonarius além da relagdo

carbono/nitrogénio inicial e final do substrato.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério Experimental de Micologia - LEMICO -
Departamento de Microbiologia e Parasitologia — DEMP- Instituto de Biologia — IB da
Universidade Federal de Pelotas, RS.

Foram utilizadas as linhagens P. ostreatoroseus Singer (PORO01/06), Lentinus sajor-caju
(Fr.) Fr. (PSCO01/06,) e um isolado nativo de Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. oriundas da
UFSC, do Modulo de Cogumelos/Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade
Estadual Paulista/Campus de Botucatu, Botucatu, SP (Marino, 2006) ¢ do Horto Botanico
Irmao Teodoro Luiz da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), respectivamente.

Muitas espécies de Pleurotus foram transferidas para os géneros Hohenbuehelia Schulzer
e Lentinus Fr. (Singer, 1951; Kiihner & Romagnesi, 1953), dessa forma foi adotado o nome
Lentinus sajor-caju (Fr.) Fr. em virtude da atualizacdo da nomenclatura, sendo este 0 nome
aceito e publicado na obra de referéncia de posicionamento taxondmico € nomenclatural para
macromicetos (Kirk et al., 2001) e ndo mais Pleurotus sajor-caju ainda que este seja
freqiiente na literatura.

O delineamento experimental constou de oito repetigdes por tratamento, conduzidos
inteiramente ao acaso, em um fatorial A x B sendo: (A= linhagem de Pleurotus
ostreatoroseus; Lentinus sajor-caju; Pleurotus pulmonarius ¢ B= substrato). A unidade
experimental constou de um saco de polietileno utilizado para o cultivo. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e teste Tukey para comparagao das médias utilizando

o programa Statistix 9.0.
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As linhagens foram multiplicadas em meio de cultura a base de capim-
elefante+dextrose+Agar (Donini et al., 2005) e incubadas a 28°C por sete dias, para obtencao
de crescimento miceliano adequado.

O in6culo, também denominado “semente” ou Spawn, foi obtido a partir de repiques
da matriz primaria, utilizando-se graos de arroz previamente cozidos por 15 minutos. Em
seguida os graos de arroz foram escorridos e acondicionados em frascos de vidro de 8,6 x
14cm, os quais foram fechados com papel aluminio e filme plastico e autoclavados a 121°C
(1 atm) por 15 minutos, os mesmos aguardaram 24 horas resfriando e foram novamente
autoclavados nas mesmas condigdes. Apds este processo, os frascos foram inoculados em
camara de fluxo laminar com discos de 10mm de didmetro com a cultura dos fungos
Pleurotus ostreatoroseus, Pleurotus pulmonarius e Lentinus sajor-caju previamente
preparada em meio CDA. Os frascos foram incubados a 28°C até a colonizagdo dos graos
pelos fungos, obtendo-se assim a matriz secundaria. A fim de obter-se o volume necessario de
spawn o procedimento foi repetido substituindo-se os frascos por sacos de polietileno com
capacidade para 2L, os quais foram inoculados com os graos de arroz previamente
colonizados, para isso os sacos foram fechados com algoddo, barbante e papel aluminio e
autoclavados nas mesmas condigdes do preparo da matriz secundaria, obtendo-se dessa forma
a matriz terciaria, com indculo em volume suficiente para o experimento.

Como substratos de cultivo foram usados cascas de amendoim, a palha de arroz e o
tegumento externo (testa) da semente da mamona (denominado neste trabalho como casca da
semente da mamona). Estes substratos foram secos a temperatura ambiente e a palha de arroz
fragmentada a 7cm. Estes residuos foram separadamente imersos em agua por 24 horas, apos,
escoados para eliminar o excesso de agua e acondicionados em sacos de polietileno com

volume de 2L. Os sacos de polietileno tiveram suas aberturas fechadas com algodao e
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barbante e foram identificados conforme o tratamento. Apds este procedimento, os substratos
foram submetidos ao tratamento térmico: pasteurizacao a 80-90°C, durante 40 minutos.

Transcorrido o tratamento térmico, os sacos de polietileno foram resfriados a
temperatura ambiente até atingirem 25°C. A partir disto os sacos com os substratos
pasteurizados foram inoculados com 3% (em relacdo a massa umida de substrato) do inodculo
dos fungos e uniformizados. Essa uniformizacao consistiu em dispor o substrato em bandejas
plésticas e misturd-los manualmente ao inoculo.

O substrato agora inoculado foi novamente colocado nos sacos de polietileno e
dispostos em prateleiras no modulo de cultivo do Laboratorio Experimental de Micologia a
temperatura de 20-25°C até a colonizagdo dos substratos e frutificagdo dos basidiomas.

Apos a formacdo dos primdrdios € com os cogumelos maduros foram coletados
manualmente e separados por repeticao. Logo em seguida, foram limpos para retirada de
residuos dos substratos aderidos a base do estipe e pesados.

Apesar de ser encontrada na literatura a necessidade de se colocar os resultados de
produtividade em termos de matéria seca (Rajarathnam & Bano, 1987), a predominancia na
literatura ¢ em termos de matéria umida de cogumelos por matéria seca do substrato,
conhecida como eficiéncia biologica (Bisaria et al., 1987; Rajarathnam & Bano, 1988,
Rajarathnam & Bano, 1989).

Neste trabalho as variaveis avaliadas foram massa fresca, produtividade em base
umida (Kopytowski Filho, 2002) e eficiéncia biologica (Eira, 2004), -calculados,
respectivamente, da seguinte forma: Produtividade (%)= Massa umida de cogumelo/Massa
umida de substrato x 100 e Eficiéncia Bioldgica (%)= Massa tmida de cogumelo/Massa seca
de substrato x 100.

Foi avaliada a relagdo C/N em cada substrato, antes e apds o cultivo de acordo com os

métodos Walkey-Black e Semi-micro-Kjeldahl (Tedesco et al., 1995), pelo laboratério de
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rotina do Departamento de Solos FAEM-UFPEL. Também foram disponibilizados os
seguintes dados fisicos dos substratos: Densidade Umida (g L"), Umidade Atual (g 100g™),
Densidade Seca (g L), Porosidade Total (m® m™), Capacidade de Reten¢ido de Agua 10cm
(m® m™), Condutividade Elétrica (dS m™), Valor de pH (H,0) com as analises realizadas de

acordo com a Instru¢ao Normativa N° 17, de 21 de maio de 2007 (Tabela 1).

Resultados e Discussiao

A linhagem P. pulmonarius PPMO01/08 e L. sajor-caju PSC01/06 formaram os
primoérdios, respectivamente, em 15 € 16 dias apoOs a inoculagao nos trés substratos, enquanto
a linhagem PORO01/06 de P. ostreatoroseus formou primordios com 15 dias na palha de
arroz,16 dias na casca de amendoim e 28 dias na casca de mamona. Considerar apenas uma
variavel na selegdo de um substrato ou de uma linhagem torna-se inseguro, pois os resultados
podem ser conflitantes, em face dos fatores de interferéncia experimental. Por isso, neste
trabalho foram avaliadas a massa seca, massa fresca, produtividade e eficiéncia bioldgica.

A massa seca obtida nos trés cogumelos teve variacao significativa, e na massa seca total
obtida em um dos substratos. (Tabela 1). Os trés cogumelos produziram uma maior massa
seca no primeiro fluxo ndo significativa, entre si, nos substratos palha de arroz e casca de
amendoim. J4 para a casca de mamona nao houve diferenca significativa entre os fluxos para
a linhagem PSCO01/06. Entretanto, para os outros dois cogumelos a massa seca foi
significativamente maior nas duas ultimas colheitas. Na massa seca total sobressaiu-se os
cogumelos produzidos na casca de mamona, seguido pelos produzidos na palha de arroz, sem
diferencas significativas entre os cogumelos. Na casca de amendoim, com médias totais
menores as obtidas nos demais substratos, ndo diferiram entre si as linhagens PSCO01/06 e

PORO01/06.
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Em relacdo a massa fresca total, os dados mostram praticamente a mesma relagao
apresentada para massa seca, uma vez que implica apenas na supressao do teor de umidade
nos cogumelos (Tabela 2).

A produtividade dos cogumelos obtida nos trés diferentes substratos demonstrou
diferencas significativas entre os fluxos de colheita e entre os cogumelos em cada substrato,
exceto PPMO01/08 no substrato arroz e no total em todas as linhagens no substrato casca de
mamona (Tabela 3). No cultivo na palha de arroz houve diferenca significativa na
produtividade total, onde as linhagens PSC01/06 ¢ PPMO01/08 nao diferiram entre si, porém
PSCO01/06 foi significativamente superior a linhagem PORO01/06. J4 em relagdo aos substratos,
a produtividade obtida no cultivo na palha de arroz e na casca de mamona foram
significativamente maiores que na casca de amendoim para os trés linhagens (Figura 1).

Na Tabela 3, observa-se que no primeiro fluxo no substrato palha de arroz nao houve
diferencas entre as linhagens PSCO01/06 ¢ PORO01/06, mas ambas foram superiores a
produtividade da linhagem PPMO01/08. No segundo fluxo, quem menos produziu foi a
linhagem PORO1/0 e no terceiro fluxo nao houve diferengas entre as linhagens. Para
PSC01/06 ¢ POR01/06, a queda da produtividade entre o primeiro e o segundo fluxo foi
bastante acentuada, sendo em média, em torno de 50% menor. Uma caracteristica incomum
aos cogumelos foi apresentada pela linhagem PPMO01/08 nesse substrato, em que nao houve
diferenca significativa entre os fluxos. Normalmente o primeiro fluxo ¢ o mais significativo,
acima de 50% da produtividade total (Bernardi et al., 2009). No substrato casca de mamona
houve uma produtividade significativamente maior nos fluxos segundo e terceiro para as trés
linhagens estudadas. Neste substrato, ha necessidade de maior tempo de cultivo, enquanto nos
demais substratos, em torno de 50% do rendimento foi obtido no primeiro fluxo. No substrato

casca de amendoim, no qual houve uma menor produtividade total em relacdo aos demais
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substratos, no primeiro fluxo houve a maior produtividade. Entre os cogumelos, nao
houveram diferengas de produtividade .

A média total obtida na varidvel eficiéncia biologica (EB) diferiu significativamente
entre as linhagens PSC01/06 e PPM01/08 quando cultivado no substrato casca de amendoim e
PSC01/06 e POR01/06 no substrato palha de arroz (Figura 2).

Entre os trés cogumelos produzidos a EB foi maior para a linhagem PSC01/06 cultivado
na palha de arroz. J4 na casca de mamona ndo ocorreu diferenca significativa para as trés
linhagens.

Em cada substrato, os fluxos foram significativamente variaveis (Tabela 4). No substrato
palha de arroz as linhagens PSC01/06 ¢ POR01/06 apresentaram maior EB no primeiro fluxo,
enquanto PPM01/06 ndo demonstrou diferenca entre os trés fluxos. Nesse substrato houve
predominio na diminuicdo da EB nos fluxos sucessivos ao primeiro. No substrato casca de
mamona houve uma inversao, onde o primeiro fluxo apresentou uma menor EB e os dois
fluxos sucessivos ndo diferiram entre si. Desta forma, o substrato casca de mamona retarda o
surgimento dos primoérdios, prolongando o ciclo produtivo, mas sem interferir na EB total. No
substrato casca de amendoim a EB foi menor do que nos demais cogumelos, sendo mais
significativa no primeiro fluxo ndo diferindo entre as trés linhagens. No segundo fluxo
sobressairam-se as linhagens PSCO01/06 e PORO1/06 e no terceiro fluxo PSCO01/06 e
PPMO01/08. Neste estudo a eficiéncia bioldgica de P. ostreatoroseus variou de 18,26 a 54%,
apesar de nao ser a linhagem com maior EB este valor esta acima do encontrado por outros
autores em experimento realizado com a mesma espécie cultivada em casca de coco
suplementada com farelo de trigo e/ou arroz, onde foi encontrada uma eficiéncia bioldgica
que variou de a 4,75 a 15 % (Pedra & Marino, 2006).

De um modo geral os valores totais obtidos para massa fresca, eficiéncia biologica e

produtividade foram significativamente superiores para o substrato palha de arroz. Também
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foram verificados valores menores para as varidveis estudadas a partir do segundo fluxo de
producdo, em pelo menos dois dos trés substratos testados, fato ja demonstrado por Zhang et
al. (2002), em cultivo de L. sajor-caju sobre palhas de arroz e trigo. Este resultado possibilita
a opcao por estratégias seguras para o cultivo de cogumelos Hiratake e Shimeji de acordo
com a resposta do substrato, evitando perdas na produgdo, uma vez que um fluxo estendido de
producdo pode aumentar os custos do cultivo por aumento da incidéncia de pragas e
contaminagoes e perda de espaco com substrato exaurido (Colauto & Eira 1995).

As linhagens de Pleurotus spp. apresentam uma ampla versatilidade metabolica, sendo
mais habeis em extrair nutrientes em materiais com relagdo C/N média a alta. Neste
experimento foram utilizados materiais com elevada relagdo C/N de 31/1, 42/1 e 81/1 (Tabela
5). Houve maior reducgdo na relagdo C/N nos materiais com maior teor de carbono, a exemplo
do que ocorreu no substrato casca de arroz. Nos demais a propor¢ao em reduzir a relagdo C/N
foi similar em torno de 50%. Essa relacdo ¢ importante, por determinar a capacidade de
colonizagdo do micélio, pressupondo que a relacdo C/N baixa resulta em menor colonizagao
mais rapida porém com menor produtividade (EIRA, 2004).

No entanto, no substrato casca de mamona o qual apresentou relacdo C/N inicial menor,
observou-se que a produtividade foi significativamente maior do que na casca de amendoim
que apresentava relagdo C/N maior. A relagdo C/N inicial da casca de mamona ¢ considerada
baixa quando comparadas com a relacao C/N indicada por Eira e Minhoni (1997) para cultivo
de Pleurotus spp.

Ja a palha de arroz, substrato tradicionalmente utilizado no cultivo de diversos
cogumelos, com relagdo C/N mais alta foi o que apresentou maior rendimento com destaque
para PSC01/06 e PORO01/06.

Na composic¢ao centesimal dos cogumelos colhidos observou-se que os teores de gordura

sdo maiores na linhagem PSC01/06 sendo o valor mais alto (2%) produzido no cultivo em
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casca de amendoim (Tabela 6). Os teores de gordura variaram de 0,81 a 2,0%, estes valores
sdo baixos quando comparados a outros resultados para L. sajor-caju cultivado em diferentes
substratos como em Bonatti et al. (2004) que encontraram valores de 1,77 a 5,26% de
gordura.

Os teores de cinza foram maiores na linhagem PORO01/06 e, por sua vez, o maior valor
(8,8%) foi obtido no cultivo em casca de mamona. Os teores de proteina foram mais
influenciados pelo tipo de substrato, como observado na Tabela 6, variaram de 10,9 a 28,1%.
Na linhagem PSCO01/06 o maior teor de proteina (23,1%) foi obtido no substrato casca de
mamona. Na linhagem POR01/06 o maior teor (17,0%) foi obtido na casca de amendoim. E
na linhagem PPMO01/06 o maior teor (28,1%) foi obtido na palha de arroz. Conforme descrito,
o teor de proteina depende da interacdo cogumelo/substrato. Os maiores teores de fibras
foram obtidos a partir do cultivo em materiais com maior relacdo C/N, que foi a palha de
arroz, exceto na linhagem PPMO01/08 cultivada em casca de amendoim. O teor de fibras de L.
sajor-caju cultivado na palha de arroz variou de 7,46 a 22,7%, estes valores estdo proximos
aos encontrados na literatura para Lentinus sajor-caju. Bernardi et al. (2009) cultivando esta
espécie encontraram teores de fibras de 10,32 a 15,43% utilizando capim-elefante como
substrato de cultivo. Patrabansh & Madan (1997) apontam teores de 11,8 e 13,5% e Madan et
al., (1987), encontraram valores 12,7 a 18,01%.

Dentre as analises fisicas dos substratos avaliou-se a densidade, a casca de amendoim
revelou uma densidade de 94 g L', sabe-se que a maior densidade do substrato aumenta a
produtividade (Eira & Minhoni, 1997). Entretanto foi observado neste trabalho que o cultivo
em sacos de polietileno nao atingiram maior produtividade quanto maior a densidade do
substrato pois o substrato com maior densidade teve menor produtividade, assim como o

substrato de menor densidade obteve maior valor de produtividade.
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O substrato palha de arroz apresentou a menor densidade e condutividade elétrica (18
dS m™) entre os trés substratos testados (Tabela 7) e de forma geral, neste substrato ocorreram
os maiores incrementos em produtividade. Comparado aos substratos casca de amendoim a
casca da semente da mamona, apresentou maior porosidade e capacidade de retencdo de agua,
bem como maior produtividade e eficiéncia bioldgica. Sdo raros os trabalhos sobre a
influéncia da condutividade elétrica do substrato no cultivo de fungos, porém sabe-se que
apos o cultivo a condutividade elétrica tende a aumentar devido a elevagao do teor de sais ou
cinzas (Sharma & Madan, 1999). Percebe-se que este parametro nao influenciou
positivamente a produtividade, principalmente em casca de mamona, sugerindo a ocorréncia

de uma quantidade ideal de sais para desenvolvimento dos basidiomas.

Conclusoes
1. A linhagem de Lentinus sajor-caju (PSC01/06) é a mais indicada ao cultivo por apresentar
maior massa fresca, produtividade e eficiéncia bioldgica (p<0,05) nos trés substratos.
2. Os substratos mais indicados ao cultivo das linhagens estudadas sdo a palha de arroz e a
casca da semente de mamona por promoverem maior produtividade e eficiéncia bioldgica.
3. A qualidade nutricional dos cogumelos varia conforme o substrato utilizado. P.
ostreatoroseus ¢ P. pulmonarius apresentam baixo teor de gordura e acumulam mais minerais
em seus basidiomas quando cultivados em casca da semente de mamona.
4. A produtividade da linhagem nativa de Pleurotus pulmonarius foi significativamente
equivalente (p<0,05) as demais linhagens nos substratos palha de arroz e casca da semente de

mamona indicando seu potencial na fungicultura.
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Tabela 1. Massa seca (g.) de trés cogumelos, coletados em trés fluxos, produzidos nos substratos palha de arroz, casca de mamona e casca de

amendoim, Pelotas-RS.

Linhagem

Palha de Arroz (fluxo)

Casca da semente da Mamona (fluxo)

1 2 3 CV(%)

Total

Casca de Amendoim (fluxo)

2 3 CV(%)

Total

1
PSC01/06 12,06aAB 6,46bA
PORO01/06 14,41aA 6,23bA
PPMO01/08 11,12aB 6,3bA

6,78aA  13,07aA  14aA
2,45bA  14,17aA  9,8aA
517bA  14,57aA  1547aA

45,41

47,29

33,85A
26,42A

35,21A

3,27bA  2,67bA 44,18
2,57TbA 2,5bA 46,17
1,76bA  0,38bB 31,86

13,15A
15A
8B

7,27 41,37

10,03 14,03 26,17

31,82

33,82 33,51

35,88

Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas linhas, € maiuscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2. Massa fresca (g.) de trés cogumelos, coletados em trés fluxos, produzidos nos substratos palha de arroz, casca de mamona e casca de

amendoim, Pelotas-RS.

Linhagem

Palha de Arroz (fluxo)

1 2

Casca da semente da Mamona (fluxo)

2 3 CV(%)

Total

Casca de Amendoim (fluxo)

2 3 CV(%)

Total

PSCO01/06 141,63aA 89,37bA
PORO01/06 114aAB 33bB

PPMO01/08 92aB 84,37aA

48,25bA 128,5aA 76,47abA 37,03

253,22A
162,98A

230,75A

37,25bA 27,25bA 31,42
23,75bAB 9,75bB 43,94

6,25bB 18,71bAB 30,67

127,75A
100,5AB

73,08B

5,14 42,04

9,5bA 103,63aA 49,85abA 37,62
32,25bA 120aA 78,5abA 36,77
10,41 30,47 37,85

40,89

36,93 34,30

24,44

Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas linhas, € maiuscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 3. Produtividade (%) de trés cogumelos, coletados em trés fluxos, produzidos nos substratos palha de arroz, casca de mamona e casca de

amendoim, Pelotas-RS.

Palha de Arroz (fluxo) Casca da semente da Mamona (fluxo) Casca de Amendoim (fluxo)
1 2 3 CV(%) Total 1 2 3 CV(%)  Total 1 2 3 CV(%) Total

22,29 28,39A 4,8bA 12,85aA  7,64abA 39,23 2529A  6,32aA 3,72bA 2,72bA 38,98 12,76A
10,36aA  4,98abA 33,14 16,29A  6,7aA  2,37bAB  0,97bB 42,69 10,04AB

Linhagem

PSC01/06  14,16aA 8,93bA 5,3cA

PORO1/06  11,4aAB 3,3bB 4,39bA 34,99 19,09B  0,95bA

PPMO01/08 9,2aB 8,43aA 5,56aA 37,03 23,19AB  3,22bA 12aA 7,8abA 38,87  23,02A  4,8laA  0,62bB 1,87bAB 33,35 7,3B

25,73 11,59 32,99 30,16 40,89 26,79 39,31 31,72 24,44

CV (%) 10,05 44,19 33,78

Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas linhas, € maiuscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 4. Eficiéncia Biologica (%) de trés cogumelos, coletados em trés fluxos, produzidos nos substratos palha de arroz, casca de mamona e
casca de amendoim, Pelotas-RS.

Casca de Amendoim (fluxo)
1 2 3 CV(%) Total

Palha de Arroz (fluxo) Casca da semente da Mamona (fluxo)
1 2 3 CV(%) Total 1 2 3 CV(%)  Total

38,60  33,75A 11,5aA 6,77bA  4,95bA 34,89 23,22A
1,776B 42,25 18,26 AB

Linhagem

PSC01/06 40,46aA 25,53bA  15,14cA 14,83 81,13A  6,43bA  17,13aA 10,19abA
9,42bB 12,56bA 46,57 54,55B 1,26bA  13,81aA 6,64abA 3581  21,71A  12,18aA  4,31bAB
4,3bA 16aA 10,46abA 38,01  30,76A  8,75aA 1,13bB  3,4bAB 30,14 13,28B

PORO01/06  32,57aAB
PPMO01/08 26,28aB 24,1aA 15,89aA 29,50  66,27AB

CV(%) 7,15 42,37 40,53 27,85 11,43 32,36 36,64 33,19 24,27 30,75 36,88 46,12
Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas linhas, € maiuscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 5. Relacao C/N inicial e final dos substratos (palha de arroz, casca de amendoim e casca de

mamona) utilizado no cultivo de Lentinus sajor-caju, Pleurotus ostreatoroseus e Pleurotus

pulmonarius.
Palha de arroz Casca de amendoim Casca da semente da mamona
C/N inicial C/N final C/N inicial C/N final C/N inicial C/N final
PSC01/06 811 39:1 42:1 27:1 3101 141
POR01/06 81l 3111 42:1 24:1 311 13:1
PPMO1/08 81l 37:1 42:1 29:1 311 15:1

Tabela 6. Composicao centesimal de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz

(1985)
Espécie Substrato Gordura (%) Cinzas (%) Proteinas (%) Fibras (%)
L. sajor-caju  casca de amendoim 2,00+0,60 5,34+0,11 20,78+3,30 13,43+1,24
L. sajor-caju palha de arroz 1,89+1,20 5,40+1,20 15,42+0,59 22,73+1,83
L. sajor-caju casca de mamona 1,39+0,52 6,18+0,16 23,13+0,21 7,46+3,50
P. ostreatoroseus  casca de amendoim 1,09+0,12 7,86+3,23 16,98+0,85 14,93+0,11
P. ostreatoroseus palha de arroz 1,05+0,05 8,06+0,64 15,80+1,44 20,33+2,83
P. ostreatoroseus casca de mamona 0,81+0,08 8,78+2,87 10,91+1,14 11,00+0,72
P. pulmonarius  casca de amendoim 1,01+0,28 5,89+0,20 18,39+0,87 13,46+2,66
P. pulmonarius palha de arroz 1,42+0,11 6,14+0,19 28,10+0,48 9,53+0,80
P. pulmonatius casca de mamona 1,48+0,08 6,59+0.,45 16,15+0,32 8,06+1,15

Tabela 7. Anélises fisico-quimicas realizadas de acordo com a Instru¢do Normativa N° 17, de 21 de

maio de 2007.
Parametros . Casca da semente
Casca de Amendoim Palha de Arroz
da Mamona
. . . 1
Densidade Umida (g L) 04 177 23
. -1
Umidade Atual (g 100g™) 77 53 9]
Densidade Seca (g L) 21 83 2
Porosidade Total (m® m™)
0,59 0,79 -
. ~ I 3 -3
Capacidade de Retengdo de Agua 10cm (m” m™) 0.26 0.42 .
.. o q
Condutividade Elétrica (dS m™) 031 2.36 0.18
Valor de pH (H,O) 5.90 635 6.57
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Figura 1. Produtividade média nos diferentes substratos utilizados no cultivo de Lentinus sajor-caju
(PSCO01/06), Pleurotus ostreaoroseus (POR01/06) e Pleurotus pulmonarius (PPM01/08).
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Figura 2. Eficiéncia biologica média nos diferentes substratos utilizados no cultivo de Lentinus
sajor-caju (PSC01/06), Pleurotus ostreaoroseus (POR01/06) e Pleurotus pulmonarius (PPM01/08).
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CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos e nos moldes em que os experimentos foram realizados, pode-

se concluir que:

1. O meio de cultura formulado com extrato de casca de amendoim propicia a maior velocidade de
crescimento micelial de Lentinus sajor-caju (linhagem PSC01/06), cerca de 68,3% em relacdo ao

diametro total da placa de Petri.

2. Pleurotus ostreatoroseus (linhagem PORI1/06) comparada as demais linhagens estudadas
apresenta maior velocidade de crescimento micelial no meio a base de extrato de casca de mamona

onde coloniza 40,1% da placa de Petri em 120h de incubacao.

3. O crescimento radial da linhagem nativa de Pleurotus pulmonarius ¢ indiferente nos meios
formulados a base de extratos de palha de arroz, extratos da casca da semente da mamona e

extratos da casca de amendoim (p<0,05).

4. A maior massa seca significativa ¢ produzida pelas linhagens de Pleurotus ostreatoroseus

(PORO01/06) e Pleurotus pulmonarius (PPM01/08) em meio contendo extrato da casca de mamona.

5. O substrato de cultivo palha de arroz entre os trés substratos testados ¢ o mais indicado para o
crescimento micelial de Lentinus sajo-caju e Pleurotus pulmonarius, pois neste ocorre a rapida

colonizagao pelo fungo (p<0,05).
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6. O substrato de cultivo casca da semente de mamona proporciona menor colonizagdo pelo micélio

de P. ostreatoroseus (p<0,05) com uma taxa de crescimento médio diario de 0,32cm dia™.

7. O isolado nativo de Pleurotus pulmonarius apresenta média de crescimento significativamente

equivalente as demais linhagens e demonstra o potencial para fungicultura.

8. Quando comparados os substratos testados, a linhagem de Lentinus sajor-caju (PSC01/06) ¢ a
mais indicada ao cultivo por apresentar maior massa fresca, produtividade e eficiéncia biologica

(p<0,05).

9. Os substratos mais indicados ao cultivo das linhagens estudadas sao a palha de arroz e a casca da

semente de mamona por promoverem maior produtividade e eficiéncia bioldgica.

10. A qualidade nutricional dos cogumelos variam conforme o substrato utilizado. P. ostreatoroseus
e P. pulmonarius apresentam baixo teor de gordura e acumulam mais minerais em seus basidiomas

quando cultivados em casca da semente de mamona.

11. A produtividade da linhagem nativa de Pleurotus pulmonarius foi significativamente
equivalente (p<0,05) as demais linhagens nos substratos palha de arroz e casca da semente de

mamona indicando seu potencial na fungicultura.
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Submissoes Online

Ja possui um Login/Senha para a revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira?
ACESSO

N&o tem Login/Senha?
CADASTRO DE USUARIOS

O cadastro no sistema e posterior acesso ou login sdo obrigatérios para
submissdo como também para verificar o estagio das submiss&es.

Diretrizes para Autores

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) é uma publicagdo mensal da
Embrapa, que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em
portugués, espanhol ou inglés, resultantes de pesquisas de interesse
agropecudrio. A principal forma de contribuicdo é o Artigo, mas a PAB também
publica Notas Cientificas e Revisdes a convite do Editor.

Andlise dos artigos

A Comissdo Editorial faz a analise dos trabalhos antes de submeté-los a
assessoria cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como escopo,
apresentagdo do artigo segundo as normas da revista, formulagdo do objetivo de
forma clara, clareza da redagdo, fundamentacgédo tedrica, atualizagdo da revisdo
da literatura, coeréncia e precisdo da metodologia, resultados com contribuigdo
significativa, discussdo dos fatos observados em relagdo aos descritos na
literatura, qualidade das tabelas e figuras, originalidade e consisténcia das
conclusdes. Apos a aplicagdo desses critérios, se o nimero de trabalhos
aprovados ultrapassa a capacidade mensal de publicagdo, é aplicado o critério da
relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja contribuicdo para
0 avango do conhecimento cientifico é considerada mais significativa. Esse
critério é aplicado somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de
qualidade para publicagdo na revista, mas que, em razdo do elevado numero,
ndo podem ser todos aprovados para publicagdo. Os trabalhos rejeitados sdo
devolvidos aos autores e os demais sdo submetidos a andlise de assessores
cientificos, especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparacdao de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados - tabelas e
figuras - publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de
divulgagdo técnico-cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos,
comunicados técnicos, notas cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados
simultaneamente a outro periddico cientifico ou técnico. Dados publicados na
forma de resumos, com mais de 250 palavras, ndo devem ser incluidos no
trabalho.

- Sdo considerados, para publicagdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos
Cientificos, Notas Cientificas e Artigos de Revisdo, este Ultimo a convite do
Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas
principais sdo: Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia,
Fruticultura, Genética, Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espago duplo,
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fonte Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e
com péaginas e linhas numeradas.

Informagdes necessarias na submissdo on-line de trabalhos

No passo 1 da submissdo (Inicio), em “comentarios ao editor”, informar a
relevancia e o aspecto inédito do trabalho.

No passo 2 da submissdo (Inclusdo de metadados), em “resumo da biografia” de
cada autor, informar a formagdo e o grau académico. Clicar em “incluir autor”
para inserir todos os coautores do trabalho, na ordem de autoria.

Ainda no passo 2, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexagdo (key
words) do trabalho nos respectivos campos do sistema. Depois, ir a parte
superior da tela, no campo “Idioma do formulario", e selecionar “English”. Descer
a tela (clicar na barra de rolagem) e copiar e colar o “title”, “abstract” e os
“index terms” nos campos correspondentes. (Para dar continuidade ao processo
de submissdo, € necessario que tanto o titulo, o resumo e os termos para
indexagdo quanto o title, o abstract e os index terms do manuscrito tenham sido
fornecidos.)

No passo 3 da submissdo (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho
completo em arquivo Microsoft Word 1997 a 2003.

No passo 4 da submissdo (Transferéncia de documentos suplementares),
carregar, no sistema on-line da revista PAB, um arquivo Word com todas as
cartas (mensagens) de concordancia dos coautores coladas conforme as
explicagbes abaixo:

- Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordancia com o
seguinte conteudo:

“Eu, ..., concordo com o contetdo do trabalho intitulado “..... ” e com a
submissdo para a publicagdo na revista PAB.

Como fazer:

Peca ao coautor que lhe envie um e-mail de concordancia, encaminhe-o para o
seu proprio e-mail (assim gerara os dados da mensagem original: assunto, data,
de e para), marque todo o email e copie e depois cole no arquivo word. Assim,
teremos todas as cartas de concordéncias dos co-autores num mesmo arquivo.

Organizacgao do Artigo Cientifico
A ordenacgdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletrénicos,
Resumo, Termos para indexagdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms,
Introdugdo, Material e Métodos, Resultados e Discusséo, Conclusdes,
Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos,
Abstract, Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexagdo,
Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion, Conclusions,
Acknowledgements, References, tables, figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecgos institucionais e eletronicos,
Resumen, Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms,
Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones,
Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente
para o inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o
portugués, no caso de artigos redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 péginas, incluindo-se as ilustragdes
(tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conteldo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15
palavras, incluindo-se os artigos, as preposigdes e as conjungdes.

- Deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, € em negrito.

- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou
“influéncia”.

- Ndo deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste
caso, apresentar somente o nome binario.

- Ndo deve conter subtitulo, abreviagbes, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperagdo do artigo por indices
desenvolvidos por bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores
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- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiulscula, por extenso,

wa oW,

separados por virgula; os dois ultimos sdo separados pela conjungdo “e”, “y” ou
“and”, no caso de artigo em portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O uUltimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em
algarismo arabico, em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a
chamada de enderego do autor.

Endereco dos autores

- Sao apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o enderego postal
completos da instituigdo e o enderego eletronico dos autores, indicados pelo
nimero em algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo enderego da instituigdo.

- Os enderegos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser
separados por virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minUsculas, exceto a letra inicial,
na margem esquerda, e separado do texto por travessdo.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposigdes,
conjungdes e artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os
métodos, os resultados e a conclusdo.

- N&do deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexagdo

- A expressdo Termos para indexagdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada
em letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo
pode possuir duas ou mais palavras.

- Ndo devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter o nome cientifico (s6 o nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual
Agricultural Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO .

Introdugao

- A palavra Introdugdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas,
exceto a letra inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizagdo do trabalho, situar a
importancia do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo
com outros trabalhos publicados sobre o assunto.

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito
no inicio do Resumo.

Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os
termos Material e Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as
letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

- Deve apresentar a descrigdo do local, a data e o delineamento do experimento,
e indicar os tratamentos, o niumero de repetigdes e o tamanho da unidade
experimental.

- Deve conter a descrigdo detalhada dos tratamentos e variaveis.
- Deve-se evitar o uso de abreviagSes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro
pesquisador possa repetir o experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descrigdes de técnicas de
uso corrente.

- Deve conter informagdo sobre os métodos estatisticos e as transformacgbes de
dados.
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- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em
negrito, com letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da
pagina.

Resultados e Discussdo

- A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em
negrito, com letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sdo citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas
discutidos em relagdo aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de varidveis e tratamentos abreviados.
- Dados ndo apresentados ndo podem ser discutidos.

- Ndo deve conter afirmagdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados
obtidos no préprio trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira
oragdo do texto em questdo; se as demais sentengas do paragrafo referirem-se
a mesma tabela ou figura, ndo é necessaria nova chamada.

- Ndo apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento
anteriormente obtido.

Conclusdes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o
verbo no presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.
- Ndo podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas € no maximo cinco.
Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras minusculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou
instituicGes).

- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minulsculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias
devem ser dos Ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as
adaptacgOes descritas a seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores,
separados por ponto-e-virgula, sem numeragao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.
- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.
- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagdo de citagdo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que
aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.
Exemplos:
- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e o manejo sustentavel de ecossistemas florestais.
In: SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
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Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL
associados a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O
agronegécio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algod&o;
Brasilia: Embrapa Informagdo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, ].0. Cultivo da mandioca na Regidao Centro-Sul
do Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa
Mandioca e Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de
producdo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenoldgico do trigo (cultivar IAC 24 -
Tucurui), comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-
AVHRR. 2000. 152p. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Campinas.

- Fontes eletrdnicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliagdo dos impactos econdmicos,
sociais e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste:
relatério do ano de 2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p.
(Embrapa Agropecuaria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em:
18 abr. 2006.

Citagoes

- Ndo sdo aceitas citagbes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no
prelo ou qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A
autocitagdo deve ser evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR
10520 da ABNT, com as adaptacOes descritas a seguir.

- Redagdo das citagBes dentro de parénteses

- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula,
seguido de virgula e ano de publicagéo.

- Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra
maiulscula, separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de
publicacdo.

- Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com
a primeira letra maiulscula, seguido da expressdo et al., em fonte normal, virgula
e ano de publicagdo.

- Citagdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em
seguida a ordem alfabética dos autores.

- Citagdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo
devem ser repetidos; colocar os anos de publicagéo separados por virgula.

- Citagdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento
original, seguido da expressdo “citado por” e da citagdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretagdo;
no caso de uso de citagdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar
da lista de referéncias.

- Redagdo das citagGes fora de parénteses

- Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as
orientagdes anteriores, com os anos de publicagdo entre parénteses; sdo
separadas por virgula.

Férmulas, expressdes e equagdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pdagina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman.

- Ndo devem apresentar letras em italico ou negrito, a excegdo de simbolos
escritos convencionalmente em itélico.

Tabelas
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- As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo ardbico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apds as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e
coluna indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares s&o: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito;
deve ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da
espécie e das varidveis dependentes.

- No cabegalho, os nomes das varidveis que representam o contetido de cada
coluna devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o
significado das abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema
Internacional de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo
algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma
nota-de-rodapé explicativa.

- Na comparagdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela,
na coluna ou na linha, a direita do dado, letras mindsculas ou mailsculas, com a
indicagdo em nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do
corpo; usa-los ainda na base da tabela, para separar o contelido dos elementos
complementares. Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do
cabegalho e do corpo; ndo usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu
Tabela; ndo fazer espagcamento utilizando a barra de espacgo do teclado, mas o
recurso recuo do menu Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes
devem constar nas referéncias.

- Notas de chamada: sdo informagGes de carater especifico sobre partes da
tabela, para conceituar dados. S&o indicadas em algarismo arabico, na forma de
expoente, entre parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no
cabegalho, no corpo ou na coluna indicadora. Sdo apresentadas de forma
continua, sem mudanga de linha, separadas por ponto.

- Para indicagdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela,
na forma de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e
** (significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- S&o consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para
ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentagdo dos fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do
nimero em algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convengdes adotadas) deve ser incluida no corpo da
figura, no titulo, ou entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designagbes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais
mailsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras n&o-originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram
extraidas; as fontes devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias é obrigatério, como também é obrigatdrio
o crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido agdo criativa
em sua elaboragdo. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das
letras em todas as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes,
como: circulo, quadrado, tridngulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar
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fora do quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de
informagdes que comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa
reprodugdo grafica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para
possibilitar a edigdo em possiveis corregdes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de gréfico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25,
50, 75 e 100%, para cinco variaveis).

- Nao usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolugdo de, no minimo, 300 dpi
e ser gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicag8es, cuja publicacdo imediata é
justificada, por se tratar de fato inédito de importéncia, mas com volume
insuficiente para constituir um artigo cientifico completo.

Apresentagdo de Notas Cientificas

- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria
(com as chamadas para enderego dos autores), Resumo, Termos para
indexagdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, texto propriamente dito
(incluindo introdugdo, material e métodos, resultados e discussdo, e conclusdo,
sem divisdo), Referéncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentagdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo
Cientifico, exceto nos seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.
- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustragbes (tabelas e
figuras).

Outras informagoes
- Ndo ha cobrancga de taxa de publicagdo.

- Os manuscritos aprovados para publicagdo sdo revisados por no minimo dois
especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificagdes
nos artigos e de decidir sobre a sua publicagdo.

- Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-
4231 e 3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou
pelos correios:

Embrapa Informagdo Tecnoldgica Pesquisa Agropecuaria Brasileira - PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF

Itens de Verificacao para Submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos
autores.

1. A contribuicdo é inédita e ndo esta sendo avaliada para publicagdo por
outro periddico cientifico nem teve seus dados (tabelas ou figuras)
publicados integral ou parcialmente em nenhum outro veiculo de
divulgagéo técnico-cientifica (boletins institucionais, anais de eventos,
comunicados técnicos, notas cientificas etc).

2. O arquivo de submissdo do trabalho esta digitado no formato Microsoft

http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/about/submissions#authorGuidelines
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Submissdes

Word 1997 a 2003, espago duplo, fonte Times New Roman, corpo 12,
folha formato A4, com paginas e linhas numeradas, e ndo ultrapassa
20MB.

. O trabalho tem no maximo 20 paginas e esta apresentado na seguinte

sequiéncia: titulo, nome completo dos autores, enderegos institucionais e
eletrénicos, Resumo, Termos para indexagdo, Titulo em inglés, Abstract,
Index terms, Introdugdo, Material e Métodos, Resultados e Discusséo,
ConclusGes, Agradecimentos, Referéncias, Tabelas e Figuras.

. O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em

diretrizes aos autores, na secao Sobre a Revista.

. As mensagens de concordancia dos co-autores com o contelddo do

trabalho e com a submissdo a revista estdo compiladas em um arquivo
do Microsoft Word 1997 a 2003 pelo autor-correspondente e serdo
carregadas no sistema no quarto passo da submissdo, como documento
suplementar.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente
para os servigos prestados por esta publicagdo, ndo sendo disponibilizados para
outras finalidades ou a terceiros.

Embrapa Informacdo Tecnoldgica

Parque Estacdo Bioldgica - PqEB - Av. W3 Norte (final) Caixa Postal 040315 -

Brasilia, DF - Brasil - 70770-901
Fone: +55 (61) 3448-4231 / 3448-4162 - Fax: (61) 3272-4168
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04/07/10 22:50

Pagina 8 de 8





