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RESUMO. Com a finalidade de verificar o crescimento micelial de dois isolados, 42 ¢ 47,
de Lentinula edodes, utilizaram-se os substratos: serragens de Eucalyptus sp., de Grevillea
robusta ¢ de Melia azedarach; residuo de algodio e folhas de Panicum maximum em diferentes
composi¢oes e suplementados com farelos de soja e de arroz. Verificou-se crescimento
micelial por meio de medidas do raio avaliadas pela Anilise de Dados Longitudinais. Os
dados obtidos foram submetidos 2 analise estatistica (Manova). O crescimento foi
significativamente diferente ao longo do tempo e este influenciou marcadamente o
comportamento dos isolados nos diferentes residuos. Observaram-se quatro padrdes de
comportamento para o isolado 42 e cinco, para o 47. As serragens de Eucalyptus sp. ¢ de G.
robusta mostraram-se as mais propicias ao crescimento dos dois isolados de L. edodes,
confirmando ser essa espécie essencialmente de hébito lignicola.

Palavras-chave: residuo de algodio, serragens, shiitake.

ABSTRACT. Mycelial growth of two isolated strains of Lentinula edodes (Berk.)
Pegler in lignocellulose residue. With the purpose of verifying the mycelial growth of
two isolated strains of Lentinula edodes — 42 and 47 —, the following substrates were used:
sawdusts of Eucalyptus sp, Grevillea robusta and Melia azedarach; cotton residue and leaves of
Panicum maximum, in different compositions and complemented with crumbs of soy and
rice. Mycelial growth was verified through radius measurements as evaluated by
Longitudinal Data Analysis. The obtained data was submitted to statistical analysis
(Manova). The growth was significantly different along time, and this influenced
remarkably the behavior of the isolated strains in the different residues. Four patterns of
behavior were observed for isolate 42, and five for number 47. The sawdusts of Eucalyptus sp
and of G. robusta proved to the most favorable for growing the two isolates of L. edodes,
confirming this species to be essentially lignous.

Key words: cotton residue, sawdusts, shiitake.

Introducao

Os fungos sio utilizados pela humanidade hi
milhares de anos, como alimento e para fins
medicinais e biotecnolégicos (Chang e Miles, 2004).
Hoje, o ntimero total de espécies, conservativamente,
¢ estimado em 1.500.000 e cerca de 1.700 novas
espécies sio descobertas a cada ano, compondo o
segundo maior reino (Raven et al., 2001).

Na sua maioria, os cogumelos, utilizados como
alimento e medicamento, encontram-se dentro da
classe dos Basidiomycetes (Bononi et al., 1995),
colocando Agaricus spp., Lentinula spp. e Pleurotus
spp. como responsiveis por 69% da produgio
mundial (Ferreira, 1998). A produgio e consumo de
cogumelos comestiveis, no Brasil, aumentaram a
partir da década de 70, pelas suas propriedades
nutricionais ¢ medicinais (Paula ef al., 2001).

Esses organismos tém a capacidade de produzir
enzimas que degradam lignina, celulose ¢
hemicelulose, convertendo-os em nutrientes para
seu crescimento (Chang e Miles, 2004; Chen, 2005).
A possibilidade de wusar residuos agroindustriais,
como fonte de produgio para cogumelos, gera
oportunidade de reciclagem, consequentemente,
beneficios ao ambiente. Desta forma, outras técnicas
de cultivo sio aplicadas, na tentativa de otimizar o
tempo do processo de formagio de basidiomas,
baseando-se na experiéncia adquirida com o cultivo
de outros cogumelos comestiveis e testando diversos
substratos, i base de residuos agroindustriais (Tratch
e Keiser, 2004).

Conhecido como “shiitake”, Lentinula edodes
(Berk.) Pegler, de origem asidtica, é considerado,
pelos orientais, como “elixir da vida” pelos seus
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valores nutricionais, paladar e propriedades
medicinais, tais como efeitos benéficos nas doencas
cardiovasculares, diminuigio dos niveis de colesterol
no sangue, agio supressora sobre os tumores
carcinogénicos, estimulagio da produgio de
interferon, agio como estabilizante na dieta da
vitamina B, entre outros (Sasaki et al., 2001; Ishikawa
et al., 2001). E uma espécie lignicola, com ampla
distribui¢dio, cujo  cultivo tem  aumentado
aceleradamente nos dltimos anos, ocupando o
segundo lugar na produgio mundial (Delpech e
Olivier, 1991).

Considerando a expansio do cultivo de shiitake
em locais diferentes do seu habitat natural, o
crescimento da demanda do seu consumo e sua
produgio tradicional em troncos de Eucalyptus spp.,
hid necessidade da investigacio sobre a utilizagio de
substratos alternativos de ficil disponibilidade e a
introdugio de novas técnicas para o cultivo que
promovam ripido crescimento micelial. Visando
acelerar o processo de desenvolvimento e
produtividade do mesmo, este trabalho analisou o
crescimento micelial de dois isolados de L. edodes,
em diferentes residuos vegetais, oriundos da regiio
de Maringi, Estado do Parani.

Material e métodos

O crescimento dos isolados 42 e 47 de L. edodes,
cedidos pela Colegio de Culturas do Instituto de
Botinica do Estado de Sio Paulo, foi testado em sete
substratos, com as seguintes composi¢des: A: residuo
de algodio (Gossypium hirsutum L.) (casca do fruto +
fibras + casca de sementes (80%) + farelo de soja
(10%) + farelo de arroz (10%); C 80%: folhas de
capim-coloniio (Panicum maximum Jacq.) (80%) +
farelo de soja (10%) + farelo de arroz (10%); E 80%:
serragem de Eucalyptus sp. (80%) + farelo de soja (10%)
+ farelo de arroz (10%); E 60%: serragem de Eucalyptus
sp. (60%) + residuo de algodio (20%) + farelo de soja
(10%) + farelo de arroz (10%); G 80 %: serragem de
Grevillea robusta Cunn. (80%) + farelo de soja (10%) +
farelo de arroz (10%); G 60%: scrragem de Grevillea
robusta Cunn. (60%) + residuo de algodio (20%) +
farelo de soja (10%) + farelo de arroz (10%); SB 80%:
serragem  de santa-birbara (Melia azedarach Linn.)
(80%) + farelo de soja (10%) + farelo de arroz (10%).

As folhas de capim-coloniio e a serragem de
santa-bdrbara foram obtidas de podas, sendo secas ao
sol, por trés dias, ¢ o residuo de algodio, da
Cooperativa Agroindustrial de Maringi (Cocamar).
As demais serragens, fornecidas por madeireiras da
regido de Maringd, Estado do Parand, passaram pelo
mesmo processo de secagem, ¢ os farelos de arroz e

Gomes-da-Costa et al.

s0ja, ji secos, foram adquiridos de agroinddustrias da
mesma regido. Os substratos foram triturados em
particulas de tamanho 1 cm < p 20,5 cm e levados 2
estufa a 105°C, por 24 horas, para a obtengio do teor
de umidade. Posteriormente, calculou-se a
quantidade de dgua destilada a ser adicionada para se
obter 70% de umidade, em cada substrato.

De cada substrato, pesaram-se 15 g que foram
colocados em placas de Petri (9 cm de didmetro),
sendo o conjunto autoclavado a 121°C, por 90 min.
Inoculou-se, no centro geométrico de cada placa de
Petri, em cAmara de fluxo laminar continuo, um
disco (9 mm de didmetro) de meio de cultura BDA,
previamente colonizado com o fungo. O material
preparado manteve-se em estufa incubadora a
25° = 1°C e 75% de umidade relativa do ar, sendo
exposto 2 luz fluorescente (emissio luz do dia), por
4 h dia™. Para cada substrato, realizaram-se cinco
replicatas. Para avaliagio do crescimento micelial,
usou-se gabarito, determinado na tampa da placa de
Petri. Duas retas perpendiculares cujo ponto de
cruzamento coincidia com o centro do inéculo. As
medidas foram tomadas a partir da borda do disco do
inéculo até o limite de crescimento do micélio. Em
cada placa de Petri, tomaram-se quatro registros de
crescimento por leitura (um em cada quadrante).
Considerou-se, como ponto de partida, 72 horas
ap6s a inoculagio, realizando-se medidas do raio
micelial a cada trés dias até que o substrato estivesse
totalmente colonizado. O crescimento micelial total
obteve-se diretamente das medidas do raio, e a taxa
de crescimento micelial, pela diferenga entre
medidas consecutivas.

Avaliou-se o crescimento micelial, utilizando a
anilise de dados longitudinais (Andrade e Singer,
1986). Tomaram-se cinco medidas das repeti¢oes
em todos tratamentos, para cada condi¢io de
avaliagdo. Testaram-se as hipdteses de igualdade
entre os tratamentos, influéncia do tempo e o
comportamento dos tratamentos ao longo do tempo,
para os dois isolados de L. edodes. Consideraram-se
cinco momentos de medidas do crescimento
micelial até o 15° dia, em todos os substratos,
parimetro este usado por causa da obtengio de total
colonizag¢io, nesse periodo, em um deles. Para
verificar se os isolados tiveram ou nio o mesmo
comportamento, em relacio ao crescimento micelial,
nos diferentes tratamentos, utilizou-se a Anilise de
Varidncia Multivariada  (Manova), (Johnson e
Wichern, 1982), para duas populacdes (linhagens 42
e 47), sete tratamentos de substratos e cinco
repeti¢des para comparagdes das médias. Entre os
tratamentos, utilizou-se o teste de comparagdes
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multiplas de Schefté, sendo utilizado nas anilises
nivel de 5% de significincia.

Resultados

A anilise do crescimento micelial do isolado 42
demonstrou que o substrato que proporcionou
maior crescimento, em um menor tempo, foi E
80%, atingindo 36,8 mm de raio em 15 dias, seguido
pelos substratos: E 60% (36,4 mm), G 60%
(36,3 mm) e G 80% (34,7 mm), todos, em 18 dias.
Em 24 dias, o crescimento micelial atingiu, em SB,
35,5 mm de raio e em A, 34,2 mm. Em C 80%,
alcangou 34,2 mm, em 27 dias.

Os substratos E 60%, G 60% e G 80%,
apresentaram  crescimento micelial paralelo e
coincidente. Os dados demonstraram que, em SB
80% e em A, o crescimento foi paralelo, mas nio
coincidente, significando que o comportamento foi
igual em ambos, embora mais lento no A. Nos
substratos E 80% e C 80% o crescimento do isolado
42 diferiu, significativamente, dos demais, sendo
maior, no primeiro, e menor, no segundo. Portanto,
foi possivel observar quatro  padrdées de
comportamento para este isolado (Figura 1).
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Figura 1. Crescimento micelial (mm) do isolado 42, em
diferentes substratos.

O substrato que possibilitou maior crescimento
do isolado 47 foi, também, E 80%, em que se
alcangou 35,8 mm, em 15 dias de colonizacio,
seguido pelos substratos E 60% (37,1 mm), G 80%
(36,8 mm), G 60% (36,5 mm), todos, em 18 dias.
Em A, o micélio cresceu 37,7 mm, em 21 dias, e em
C 80%, atingiu 32,1 mm, em 24 dias. Em SB 80%, o
raio micelial chegou a 31,4 mm, em 18 dias.

Os substratos de E 80% e G 80% proporcionaram
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maior crescimento micelial, apresentando
crescimento paralelo, mas nio coincidente. O
crescimento em E 60% ¢ G 60% foi paralelo e
coincidente. Assim, o isolado 47 demonstrou cinco
comportamentos distintos: E 80% e G 80%; E 60% ¢
G 60%; A; SB 80% ¢ C 80%.

Os comportamentos diferenciados, observados na
colonizagio dos diferentes substratos pelos dois isolados,
a0 longo do tempo (condi¢des de avaliagio), indicam
que este interferiu, significativamente (Figuras 1 e 2).

40
35
30
B
£ 25
s
D 20
°
£
o 15
T
@
10
5
ol
27 30
Dias
—o— E80% —¥— E60% —A— G 80% —+—G 60%
—=—SB80% —e—A —=5— C80%

Figura 2. Crescimento micelial (mm) do isolado 47, em
diferentes substratos.

Para a comparacio entre populagdes (isolados 42 ¢
47) dentro de cada substrato, a anilise estatistica de
Lambda de Wilks (Johnson e Wichern, 1982)
demonstrou que, para E 80%, E 60%, G 60% e SB 80,
nio ocorreram diferencas significativas (p > 0,01) em
relagio ao crescimento micelial, e que os
comportamentos dos isolados, em cada um destes
substratos, ao longo do tempo, foram semelhantes
(Figuras 3, 4 e 5). Constataram-se, entretanto,
diferengas significativas (p < 0,01) para os demais
substratos testados (G 80%, A e C 80%), observando-se
melhor desempenho do isolado (Figuras 4 ¢ 6).

Os substratos E 80 ¢ 60% ¢ G 80 ¢ 60%
proporcionaram melhor crescimento micelial dos dois
isolados (Figuras 3 e 4). Os menores crescimentos de
ambos os isolados foram verificados em SB 80%, A e C
80% (Figuras 5 e 6). Em rela¢io aos isolados, o isolado
47 obteve crescimento mais ripido do que o isolado 42
em G 80% e em A, embora o micélio do 42
apresentou-se mais vigoroso.

As maiores taxas de crescimento do isolado 42
foram observadas, por ordem decrescente, em E
80% > E 60% > G 80% > G 60% > SB 80% > A >
C 80% (Tabela 1).
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Figura 3. Comparativo dos dois isolados de L. edodes, nos
substratos compostos por Eucalyptus sp.
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Figura 4. Comparativo dos dois isolados de L. edodes, nos
substratos compostos por G. robusta.
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Figura 5. Comparativo dos dois isolados de L. edodes, nos
substratos compostos por santa birbara.
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Figura 6. Comparativo dos dois isolados de L. edodes, nos
substratos compostos por residuo de algodio e capim-coloniio.

Nos substratos E 80%, E 60% ¢ SB 80%, a taxa
de crescimento 42 foi crescente nos seis primeiros
dias de colonizagio, permanecendo relativamente
constante por determinados periodos, dependendo
do substrato. Em C 80%, a taxa de crescimento
também foi crescente até o sexto dia, embora o
comportamento do fungo tenha sido diferente
daquele  observado nos demais  substratos,
verificando-se flutuagbes na taxa de crescimento.
Nos substratos G 80%, G 60% e A, o crescimento
micelial comportou-se de forma semelhante ao
observado nos substratos citados anteriormente,
porém a taxa de crescimento foi crescente até o 12°
dia de colonizagio.

Tabela 1. Média das medidas da taxa de crescimento micelial
(mm dia™) da linhagem 42 de L. Edodes, em diferentes substratos.
Meédia e desvio padrio de cinco repetigdes.

Dia ES80% E60% G80% G60% SB80% A  C80%
3 3,1(0,6) 1,5(0,6) 1,2(03) 1,3(0,2) 1,6 (0,5) 0,8 (0,2) 0,9 (0,2)
6 89(02) 66(0,5) 62(04) 56(05) 50(0,3) 3,7(0,8) 3.2(1,3)
9 93 (04) 69(1,1) 7.5(0,9) 68(0,3) 55 (0,9) 50 (0,8) 3,0(0,8)

12 104 (1,1) 9,6(0,6) 8,6(1,1) 7.9(0,7) 57 (0,4) 62 (2,0) 42(0,7)
15 52(1,1) 73(15) 7,5(25) 7.5(0.8) 6,5(04) 6,5(15) 4,6(04)
18 - 45(17) 37(1,0) 7.2(07) 4.6 (1,1) 4,6 (1,4) 3,5(1,9)
21 - - - - 35(1,6) 41(1,7) 51(09)
24 - - - - 30(1,3) 33(1,3) 47(0,5)

E = serragem de Eucalyptus sp; G = serragem de G. robusta; SB = serragem de santa-
barbara; A = residuo de algodio e C = folhas de capim-colonido em pé. Os valores 80 ¢
60% referem-se aos substratos sem e com residuo de algodio, respectivamente.

As maiores taxas de crescimento do isolado 47
foram observadas, na mesma sequéncia da citada
para o isolado 42, com excegio feita aos substratos
SB 80% ¢ A (E 80% > E 60% > G 80% > G 60% >
A > SB 80% > C 80%) (Tabela 2). Nos substratos E
80%, E 60%, G 80%, SB 80% e C 80%, observou-se
taxa de crescimento crescente nos seis primeiros
dias, permanecendo relativamente constante, em
diferentes periodos, para cada substrato. No
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substrato G 60%, obteve-se taxa de crescimento
crescente até o 9° dia. No substrato A, a taxa de
crescimento aumentou lentamente até o 12° dia.

Tabela 2. Média das medidas da taxa de crescimento micelial
(mm dia™") da linhagem 47 de L. Edodes, em diferentes substratos.
Meédia e desvio-padrio de cinco repetigdes.

Dias E80% E60% G80% G60% SB80% A  C80%
3 2,1(02) 1,4(02) 1,7(04) 12(03) 1,9(05) 1,1(0,1) 08(0,3)
6 88(0,6) 7.6(0,6) 8,1(0,7) 67(1,3) 6,1(10) 51(09) 45 (04)
9 91(0,3) 80(0,7) 86(0.4) 85(0.8) 69(14) 64(07) 46(06)
12 88(09) 83(09) 86(05) 7,5(1,5 58(1,2) 7.6(0,7) 438(03)
) ) )

) ) )

)

15 7,0(0,6) 87(0,9) 7.7(0.9) 6,1(25) 63 (28 7.7(05) 4.9 (0,6

18 - 3,1(1,0) 2,0(0,4) 6,4(27) 44(3,1) 79(0,8) 4,708
21 - - - - - 2,0(0,9) 45 (1,4
24 - - - - - - 33 (1,2)

E = serragem de Eucalyptus sp; G = serragem de G. robusta; SB = serragem de santa-
birbara; A = residuo de algodio e C = folhas de capim-coloniio em pé. Os valores 80 e
60% referem-se aos substratos sem e com residuo de algodio, respectivamente.

Verificou-se diminui¢io da taxa de crescimento
de ambos os isolados em E 80%, E 60%, G 80%, SB
80% e A, por causa do final da coloniza¢io dos
substratos. Em C 80%, esse decréscimo foi
verificado somente para a linhagem 47. Em G 60%,
no entanto, o comportamento dos dois isolados foi
semelhante, mas a taxa de crescimento passou a ser
constante, nio se verificando a redugio.

Discussao

Foi empregada, para analisar o crescimento
micelial, a Anilise de Dados Longitudinais, que
consiste em investigagdes cientificas, em que o
interesse ¢ avaliar o comportamento de uma ou mais
varidveis-respostas ao longo de uma dimensio
especifica. De modo geral, essa anilise envolve
observagbes de um conjunto de unidades de
investigagio, neste caso, o fungo, classificados em
diferentes subpopulagdes segundo um ou mais
fatores, ou tratamentos sendo, neste, diferentes
substratos, ao longo de diversas condi¢oes de
avaliagio, como o tempo que representam as
unidades de observacdes. Essa técnica estatistica
apresenta vantagens, pois dispde de condi¢oes
adequadas para o controle de fatores secundirios que
podem influenciar na resposta, partindo da avalia¢io
de respostas individuais e da producio de
estimadores mais eficientes (Andrade e Singer, 1986).

As espécies de Lentinula sio, por natureza,
degradadoras de madeira. Juntamente com outros
basidiomicetos, que atacam os polissacarideos das
paredes celulares dos tecidos vegetais, formam um
grupo denominado “fungos de podridio branca”, pois
degradam tanto a lignina quanto a celulose e
hemicelulose presente no substrato (Alexopoulos et al.,
1996).

Aproximadamente 50-60% do peso seco da
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madeira sio constituidos de celulose, 10 - 30% de
hemicelulose ¢ de 20-30% de lignina. Destes
compostos, a lignina possui estrutura mais complexa e,
ainda, nio totalmente desvendada. As ligagdes
presentes nesta molécula sio altamente resistentes 2
degradacio quimica ¢ sio poucos os organismos
capazes de utilizd-la para a sua nutricio. O ataque
inicial da lignina ¢é feito pelos fungos de podridio
branca, através da enzima lacase (Cavallazzi et al., 2005).
Nio se conhece exatamente o mecanismo de a¢io desta
enzima, ¢ nem mesmo como o fungo utiliza as
substincias resultantes para a sua nutri¢io. Segundo
Rajarathnam e Bano (1987), a produgio de lacase e
consequente degradagio da lignina é maior durante a
fase de colonizacio do substrato pelo micélio.

O uso de substratos variados na produgio de
fungos ¢é limitado quando, em sua composi¢io, inibe
ou estimula a secrecio de celulases, hemicelulases e
ligninases para a liberagio de nutrientes necessirios
ao crescimento (Buswell et al., 1996). Desta forma, a
suplementagio com  farelos, compondo os
substratos, pode promover sua ripida colonizagio
(Rossi et al., 2001).

De forma geral, observou-se que os substratos
constituidos por serragens foram colonizados mais
rapidamente, excegio feita i serragem de santa-
barbara, quando comparados ao residuo de algodio e
folhas de capim-coloniio.

Considera-se, hoje, mais de 100 diferentes cepas
de Shiitake, assim, podendo ocorrer grande varia¢io
na adaptagio destas quanto ao ambiente do seu
desenvolvimento (Campbell e Racjan, 1999).

As diferengas, observadas no crescimento e
comportamento dos isolados de L. edodes, nos
diferentes substratos testados, provavelmente se
devam 2 composi¢io quimica dos mesmos e is
diferengas fisiolégicas dos isolados.

Conclusao

Os substratos compostos por serragens de
Eucalyptus sp. ¢ de G. Robusta, proporcionaram
melhor crescimento micelial dos dois isolados de L.
Edodes, sendo mais ripido para o isolado 42,
confirmando ser essa espécie essencialmente de
hibito lignicola.

Substratos, compostos por residuo de algodio e
por folhas de capim-colonido, constituem residuos
alternativos para o cultivo de L. edodes, apesar de o
crescimento ser mais lento, provavelmente por
conter menor quantidade de lignina.
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