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RESUMO

O cogumelo comestivel Pleurotus spp. (shimeji) é cultivado em diferentes substratos ligno-
celulésicos, sendo que conforme a formulagdo do meio de cultivo, maior produtividade podera
ser obtida. Este trabalho teve como objetivo avaliar a velocidade de crescimento e a produgéao de
massa miceliana de duas linhagens de Pleurotus ostreatus (BF24 e DF33) e uma de P. ostreatoroseus
(POR01/03) no cultivo in vitro a base de diferentes substratos com ou sem suplementacdo de
dextrose, sob temperatura constante de 28° C. Avaliou-se diariamente o didmetro da colénia e a
massa miceliana por dissolvigdo em agua fervente. A linhagem POR01/03 apresentou maior
velocidade de crescimento, e a linhagem BF24 maior biomassa. O meio a base de capim-elefante
favoreceu a maior velocidade de crescimento e biomassa formada, principalmente quando foi
adicionada dextrose no meio de cultivo.
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ABSTRACT

IN VITRODEVELOPMENT OF PLEUROTUS SPP.UNDER THE EFFECT OF SUBSTRATES AND
DEXTROSE. Various lingo-celullosic substrates are used to cultivate the edible fungus Pleurotus spp.
(shimeji), and better yields are obtained in media with different formulations. The objective of this
study was to evaluate the in vitro growth rate and mass mycelium production of two Pleurotus
ostreatus (BF24 and DF33) strains and from one P. ostreatoroseus (POR01/03) strain using different
substrates with or without dextrose. During the study daily observations of colony diameter and
mycelium mass were analyzed. We observed that the strain POR01/03 had the fastest growth rate
and the strain BF24 had the highest mycelium mass among the strains in study. We also observed
that all strains had a better growth rate and mycelium mass in the elephantgrass media, principally

when dextrose was added.

KEY WORDS: Growth rate, mycelium mass, mushroom, shimeji.

INTRODUCAO

Pesquisas no cultivo de cogumelos visam o apri-
moramento de técnicas que proporcionem aredugao
dos custos da producdo, que resulte em redugao do
precoao consumidor e conseqiiente aumento do con-
sumo mundial. O cultivo de cogumelos comestiveis
vem tomando maior importancia no Brasil, principal-
mente, devido a descobertas cientificas que tem de-
monstrado o seu potencial uso medicinal, sendo con-
siderado um produto com propriedades
farmacolégicas atribuidas a polissacarideos e outros
compostos, que desempenham possivel atividade
antitumoral, imunomodulatéria, antiviral,
antibacteriana e antiparasitaria (MizuNo ef al., 1990;
Denabpatet al., 1998; MeNoLi et al., 2001; BARBIZAN et al.,
2002). Alémdisso, seualtovalor protéicoebaixo valor

caldrico o torna uma opgao de alimento saudavel
(PARK et al., 2003).

Para o cultivo de cogumelos podem ser aprovei-
tados residuos agroindustriais como substratos a
base de cana-de-agtcar, palha de trigo, palha de
arroz, gramineas, serragens, polpa e casca de fru-
tas, folhas de bananeira etc. (Eicker, 1995; Eira,
2003). Entre os principais cogumelos comestiveis
cultivados se encontram Agaricus bisporus, Agaricus
brasiliensis, Lentinula edodes e Pleurotus spp. O
Pleurotus se desenvolve em temperaturas de 15 a
28°C (CHANG, 1980; MARINO, 1997), produzindo uma
série de enzimas ligno-celulases, que os permite
degradar facilmente alignina e a celulose da madei-
ra, assim como outros substratos vegetais utiliza-
dos para o seu cultivo (BoNont et al., 1991; CAPELARI,
1996).
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Na produgdo de cogumelos, varias etapas devem
serseguidas, sendo queestasvao desdeaobtencdodo
in6culo ("spawn") até a comercializagdo do produto.
Na pesquisa com linhagens isoladas, um aspecto
importanteaser estabelecido éaescolha dosubstrato
adequado para a multiplicagdo deste fungo e, obten-
¢do de crescimento miceliano suficiente para dar
seqiiéncia as etapas seguintes da produgao. O desen-
volvimento miceliano dos fungos pode ser avaliado
dediferentes formas, como: crescimentoradial, vigor,
velocidade de crescimento e massa demicélio. Fatores
como caracteristica nutricional do substrato, bem
comolinhagem do fungo,luminosidade, temperatura
e outros afetam o seu cultivo (MaRrINO, 1997).

Este trabalho teve como objetivoavaliara produgao
de massa miceliana e velocidade de crescimento de
duaslinhagensde P. ostreatus eumade P. ostreatoroseus
soboefeitodediferentes substratoseadicdodedextrose.

MATERIAISEMETODOS

Oexperimento foi desenvolvidono Laboratériode
Micologia do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia do Instituto de Biologia da Universida-
de Federal de Pelotas, RS. As culturas iniciais foram
obtidas a partir das linhagens POR01/03 de P.
ostreatoroseus procedente da UFSC-SC e BF24 e DF33
deP. ostreatus, originada da UNESP-SP (MARINO, 2002).
Para o estabelecimento dos tratamentos, os fungos,
preservadosem micoteca, foram repicados parameios
de cultivo a base de batata-dextrose-agar (BDA) e
incubados a 28° C por 10 dias.

Os substratos utilizados foram bagaco de cana-de-
agucar (Saccharum officinarumy), palha de soja (Glycine
max), sabugo de milho (Zeae mays) e capim-elefante
(Pennisetum sp.). De cada substrato seco foram utiliza-
dos30g,sendofervidosem 1L deagua destilada por 30
min e, em seguida, filtrado com o auxilio de um pedaco
degazeeovolumecompletadoparalL.Logoapdsforam
adicionados15gdeagar paraposterioresterilizagioem
autoclave por 20 min a 121° C. O pH dos meios foi
ajustado para 5,5 (Era & MmNHONI, 1997), sendo depois
vertido em placas de Petri previamente esterilizadas.
Para os tratamentos com suplementacao de dextrose foi
adicionada 10 gL' juntamente com o agar.

Discos miceliano de cultura inicialem BDA,de 10
mm de didmetro, foram repicados para os meios cor-
respondentes aos incubados nas mesmas condig6es.
Transcorrido o crescimento miceliano novos discos
foram repicados para cada meio correspondente.

O crescimento miceliano foi medido com o auxilio
de uma régua, em 8 dire¢des ortogonias, a cada 24h
durante a incubagéo até o momento que uma colonia
atingiu a proximidade dasbordas da placaem umdos
tratamentos, o que ocorreuno4dia deincubagao. Apds

aultimaavaliacdo docrescimento, omeiode cultura foi
dissolvido em 4gua fervente, aproximadamente 500
mL, recolhendo-se a massa miceliana imida (Mmu), a
qual foiseca emestufaa 50° C por 24h, para a obtengdo
damassamicelianaseca (Mms). A diferencaentre Mms
e Mmu resultou na biomassa miceliana.

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso com fatorial A x B x C, sendo 3 linhagens, 4
substratose2niveis de dextrose paraavariavel massa
miceliana e A x B x C x D x E sendo 3 linhagens, 4
substratos, 2 niveis de dextrose e 4 dias de incubagao
e 5 repeti¢des para a variavel velocidade de cresci-
mento. A unidade experimental constou de uma pla-
ca, sendo 5 repeti¢gdes/tratamento. Os resultados
obtidos foram submetidosaanalise da variacdoeteste
de Duncan para comparagao das médias, utilizando-
se o programa estatistico Sanest.

RESULTADOSEDISCUSSAO

Pelaanalise da variagdo pode-se observar que para
avariavel massamiceliana houve diferencas significa-
tivas para a interacdo entre os fatores linhagens,
substratos e dextrose. A analise das médias através do
teste de Duncan (Tabela 1) mostrou que para a linha-
gem POR01/03 o meio a base de capim elefante adi-
cionado ou ndo de dextrose foi superior aos meios a
base dos demais substratos. Para a linhagem BF24,
quando foi adicionada dextrose ao meio a base de
capim-elefante, este foi superior aos demais, entretan-
to, quando dextrosendo foiadicionada, capim-elefante
néo diferiu de palha de soja e de sabugo de milho. A
linhagem DF33 apresentou comportamento diferente,
ondeomeiosem dextrose eabase de cana-de-agticar foi
superior aos demais sem dextrose, jd quando dextrose
foi adicionada os meios a base de capim-elefante e
palha de soja apresentaram maiores médias de massa
miceliana, sendo superiores aos demais.

Naslinhagens de Pleurotus pesquisadas foram médi-
as maiores em todos os meios que foi adicionada a
dextrose, mostrando sua importancia como fator
estimulador do crescimento. O meio a base de capim-
elefantemostrou-semaisapropriadoparaestafinalidade
dentre os analisados, sendo um substrato abundante,
facilmente produzido durantetodooanoemenossujeito
a conter residuos toxicos, a exemplo da palha de soja e
sabugo de milho, em decorréncia do maior uso de
agrotdxicos no cultivo destes cereais. Na maioria dos
substratos utilizados nos meios de cultura a linhagem
queapresentou maior massa miceliana foia BF24, sendo
superior as demais, com exce¢do de quando se utilizou
meiodeculturacomsubstratoabasedepalhadesojasem
dextrose, onde esta linhagem nao diferiu das demais,
quando se utilizou o meio a base de palha de soja com
dextrose alinhagem DF33 foi superior a BF24 (Tabela 1).
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Tabela 1 - Média de massa miceliana (g) das linhagens de P. ostreatoroseus (POR01/03) e P. ostreatus (BF4 e DF33), quando
cultivadas em diferentes meios de cultura com e sem dextrose.

Linhagens

Substrato PORO01/03 BF24 DF33
Sem dextrose

Capim elefante 0,0034 a B 0,0150a A 0,0050b B
Palha de soja 0,0062 a A 0,0078 b A 0,0038b A
Cana-de-agticar 0,0030 a B 0,0126 ab A 0,0104a A
Sabugo de milho 0,0032aB 0,0106 ab A 0,0040b B
Com dextrose

Capim elefante 0,0246 a B 0,0306 a A 0,0198 a B
Palha de soja 0,0142b AB 0,0136 cB 0,0188a A
Cana-de-agtcar 0,0134 b AB 0,0148 bc A 0,0090 b B
Sabugo de milho 0,0100b B 0,0190b A 0,0084b B

Médias seguidas de mesma letra mintiscula, nas colunas, e maitiscula, nas linhas, nao diferem entre si pelo teste de Duncan,

ao nivel de 5%.

Tabela 2 - Média da velocidade de crescimento (cm.dia™) das linhagens de P. ostreatoroseus (POR01/03) e P. ostreatus (BF4
e DF33), quando cultivadas em diferentes meios de cultura com e sem dextrose.

Linhagens

Substrato PORO01/03 BF24 DF33
Sem dextrose

Capim elefante 3,2230a A 2,3815aB 2,0020 a C
Palha de soja 2,9475b A 1,9155b B 1,6355b C
Cana-de-acudcar 2,6780 c A 1,6500 ¢ B 0,9295 c C
Sabugo de milho 3,0845 ab A 0,9370d B 0,8585cB
Com dextrose

Capim elefante 3,3020a A 24125a B 1,8250 a C
Palha de soja 3,0925b A 1,7340b B 1,6135b C
Cana-de-agticar 2,7140 c A 1,7805b B 1,1375c C
Sabugo de milho 3,1640 ab A 1,0690 ¢ B 0,9395d B

Médias seguidas de mesma letra mintiscula, nas colunas, e maitiscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan,

ao nivel de 5%.

Em seu metabolismo os fungos secretam
exoenzimas durante o desenvolvimento degradando
compostos para obtengdo de carbono, nitrogénio,
enxofre e outros nutrientes necessarios paraseu cres-
cimento. Conforme observadonosresultados, mesmo
nostratamentos em que asuplementacdocom dextrose
foi suprida, houve desenvolvimento miceliano,
poréminferior aostratamentos comadigao dedextrose.
Conformeevidenciado por ReciNaetal. (2001), obaga-
¢odecana-de-agticar é umsubstrato que possui maior
teor de celulose que os demais, sendo que a celulose
prové glicose para o fungo e quando cessa esta fonte
deagticar, ofungo diminui o crescimento, necessitando
de acticares facilmente metabolizaveis provenientes
de polissacarideos do substrato. De acordo com estes

mesmosautores, obagago de cana-de-acticar utilizado
no cultivo de shiitake precisa ser suplementado, pois
se torna mais viavel para a produgdo de cogumelos
comestiveis.

Asuplementagdocom dextrosenosubstratobagaco
de cana-de-agticar mostrou resultados inferiores do
que quando utilizado a suplementagdo no capim-
elefante, provavelmente em decorréncia domaior teor
de carbono no primeiro substrato. Porém, Siva et al.
(2004) utilizando residuos de frutas como substrato
adicionado ao meio mineral para otimizar o cresci-
mento miceliano de Pleurotus sajor-caju, observaram
que as maiores médias de biomassa miceliana foram
encontradas quando utilizaram bagago cana-de-agu-
car, casca de maracujd, casca e coroa de abacaxi.

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.72, n.3, p.331-338, jul./set., 2005



334 L.P. Donini et al.

Tabela 3 - Média da velocidade de crescimento (cm.dia™) da linhagem de P. ostreatoroseus (POR01/03), quando cultivada
em diferentes meios de cultura com e sem dextrose.

Periodo de incubacao (dias)

Substrato 1 2 3 4
Sem dextrose

Capim elefante 0,8960 a 2,3620 a 4,0820 a 5,5520 a
Palha de soja 0,7320 ab 2,0580 bc 3,7440 b 5,2560 b
Cana-de-agticar 0,6320 b 1,8420 ¢ 3,3860 ¢ 4,8520 ¢
Sabugo de milho 0,9160 a 2,1640 ab 3,8140 ab 5,4440 ab
Com dextrose

Capim elefante 0,8820 a 2,3860 a 4,1680 a 5,7720 a
Palha de soja 0,8360 ab 2,1980 a 3,7980 b 5,5380 b
Cana-de-agtcar 0,6460 b 1,9340 b 3,4140 ¢ 4,8620 ¢
Sabugo de milho 0,9160 a 2,3080 a 3,9740 ab 5,4580 b

Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.

Tabela4-Médiadavelocidade de crescimento (cm.dia™) dalinhagem de P. ostreatus (BF24), quando cultivada em diferentes
meios de cultura com e sem dextrose.

Periodo de incubacéo (dias)

Substrato 1 2 3 4
Sem dextrose

Capim elefante 0,2640 a 1,4440 a 3,0820 a 4,7360 a
Palha de soja 0,2240 a 1,0680 b 2,5120 b 3,8580 b
Cana-de-acgticar 0,2280 a 0,9240 b 2,1000 ¢ 3,3480 b
Sabugo de milho 0,1080 a 0,5620 ¢ 1,0840d 1,9940 d
Com dextrose

Capim elefante 0,2980 a 1,4280 a 3,1580 a 4,7660 a
Palha de soja 0,2380 a 0,8920 b 2,1540 b 3,6520 b
Cana-de-acgtcar 0,2220 a 0,9940 b 2,2920 b 3,6140 b
Sabugo de milho 0,1580 a 0,6260 ¢ 1,2440 c 2,2480 ¢

Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.

Tabela5-Médiada velocidade de crescimento (cm.dia™) dalinhagem de P. ostreatus (DF33), quando cultivada em diferentes
meios de cultura com e sem dextrose.

Periodo de incubacéo (dias)

Substrato 1 2 3 4
Sem dextrose

Capim elefante 0,2260 a 1,3640 a 2,6060 a 3,8120 a
Palha de soja 0,2540 a 1,0840 b 2,1620 b 3,0420 b
Cana-de-actcar 0,1720 a 0,5800 ¢ 1,1380 ¢ 1,8280 ¢
Sabugo de milho 0,1520 a 0,5480 ¢ 1,1240 ¢ 1,6100 d
Com dextrose

Capim elefante 0,3520 a 1,2460 a 2,3060 a 3,3960 a
Palha de soja 0,3260 a 1,0920 a 2,0990 a 2,9380 b
Cana-de-agticar 0,1820 a 0,7620 b 1,3980 b 2,2080 ¢
Sabugo de milho 0,1760 a 0,6580 b 1,2220 b 1,7020 d

Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 5%.
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Para a variavel velocidade de crescimento
miceliano diario, a anélise da variagdo mostrou dife-
rencas significativas para a interagdo entre linha-
gens, substratos, dextrose e dias de avaliacdo. A ana-
lise das médias pelo teste de Duncan mostrou que
para todas as linhagens estudadas o meio a base de
capim-elefante adicionado ou ndo de dextrose foi
superior aos demais, ndo diferindo apenas dos meios
a base de sabugo de milho na linhagem PORO01/03.
Para as linhagens de Pleurotus, a que apresentou
maiores médias na velocidade de crescimento diario
foia POR01/03, estatisticamente superior as demais
em todos os meios analisados (Tabela2), evidenciando
que cadalinhagem é umisolado diferente possuindo,
assim, caracteristicas genéticas e expressao de genes
diferentes umas das outras. Deacordo com BiLayetal.
(2000) ao testaram o crescimento de 30 espécies de
cogumelos comestiveis e medicinais em diferentes
meios de cultura, concluiram que o crescimento
miceliano destas espécies estudadas é diferente e
depende do tipo de meio utilizado e do pH.

Com dextrose
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3 4 y=1,4128x-0,818
S 383 = 0,9991
o £ y=1,5292x- 0,659
g =2 r=0,9989
2 1
[&]
s)
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1 2 3 4

Tempo de incubacao (dias)

Durante o periodo deincubagao pode-se observar
quealinhagem PORO01/03 apresentou maiores médias
de crescimento quando cultivada em meio a base de
capim elefante, nao diferindo estatisticamente de
sabugodemilhoquandonaofoiadicionadaadextrose.
Quando a dextrose foi adicionada, este substratonao
apresentou diferencas significativas de palha de soja
esabugo de milhonos dois primeiros dias de incuba-
¢do e de sabugo de milho no terceiro dia. Os meios a
base de cana-de-agticar também mostraram médias
inferiores aos demais meios durante a incubagao
(Tabela 3).

Ja para a linhagem BF24, observou-se que du-
rante o periodo de incubagao que os meios de cul-
tura a base dosubstrato capim-elefante adicionados
ou nao de dextrose foram superiores aos demais
meios a partir do segundo dia de incubagéo, e
quando esta linhagem foi cultivada nos meios a
base de sabugo de milho apresentaram médias
inferiores aos demais meios para a velocidade de
crescimento (Tabela 4).

Sem dextirose y=1,5688x- 0,699
r’= 0,9990
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r’=0,9961

O T T T 1
1 2 3 4
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Fig. 1 - Velocidade de crescimento da linhagem POR01/03 em meios com diferentes substratos adicionados ou ndo de

dextrose.
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Fig.2 - Velocidade de crescimento da linhagem BF24 em meios com diferentes substratos adicionados ou ndo de dextrose.
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Com dextrose
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Fig. 3 - Velocidade de crescimento da linhagem DF33 em meios com diferentes substratos adicionados oundo de dextrose.

Para alinhagem DF33 observou-se que durante o
periododeincubacdo omeioabase de capim elefante
semadi¢dodedextrosemostrou-sesuperioraosdemais,
ja quando dextrose foi adicionada os meios a base de
capim elefante e a base de palha de soja foram supe-
riores aos demais nao diferindo entre si (Tabela 5).

Os dados referentes a velocidade de crescimento
diario domicélio foram ajustadosaummodelolinear.
Para todas as linhagens, o meio a base do sustrato
capim-elefante propicioumaior velocidade de cresci-
mento, adicionados ounao de dextrose, quando com-
parados aos demais meios de cultura utilizados (Figs.
1,2 e3). Na Figura 1 verifica-se que o meio a base do
substrato cana-de-acticar foi o que apresentou a me-
nor velocidade de crescimento para a linhagem
PORO01/03. Ja para a outras linhagens estudadas, a
menor velocidade de crescimento foi obtida em meio
a base do substrato sabugo de milho.

O maior desenvolvimento do micélio no meio de
cultivoabase de capim-elefante pode serassociadoao
fato dos fungos basidiomicetos do género Pleurotus
degradarem, facilmente, através da liberagao de
exoenzimas ligno-celulases e a auséncia de compos-
tos inibitérios ao crescimento, conforme verificado
por Scumbretal. (2003), aoinocular este fungoem feno
de Brachiaria decumbens observaram diminui¢do no
teor de hemicelulose do substrato.

Como observado na presente pesquisa, a utiliza-
¢do de capim-elefante pode ser uma alternativa, em
func¢do dosresultados serem superiores quando com-
parados a cana-de-acticar. De acordo com Dias et al.
(2003), os cogumelos do género Pleurotus sao cultiva-
dos tradicionalmente em bagaco de cana-de-actcar,
sendo que mesmo emregides produtoras este residuo
tem-se tornado escasso, sendo de extrema importan-
cia a realizacdo de pesquisas que busquem novos
substratos como alternativa para o cultivo destes
cogumelos.

Ao utilizar substratos a base de serragem de
eucalipto e cana-de-acticar no cultivo de L. edodes,
RecINA (2001) observou que emboraa serragem tenha
se mostrado o melhor substrato para o cultivo deste
cogumelo, obagago de cana-de-agticar proporcionou
inicialmente velocidades maiores. Segundo esta pes-
quisadora isso se deve a quantidade de nutrientes
soltveis extraidos do bagaco de cana-de-acticar, que
possibilitou velocidade inicial superior. Isto nao foi
evidenciado neste experimento de cultivo com
Pleurotus. Entretanto, corroboram com os dados pu-
blicados por Montmnt (2001), no cultivo de L. edodes em
diferentes meios de cultivo,no qual observouqueem
uma das linhagens estudadas (LE98/51) a adicdo de
bagago de cana-de-agticar ao meio de cultivo aumen-
tou a velocidade de crescimento instantanea, assim
como observado por REGINA (2001). Porém, em outra
linhagem (LE98/53) desta mesma espécie estudada
por MontiNt (2001) foi observado que a adi¢do de
bagago de cana-de-acticar ao meio de cultivoreduziu
a velocidade instantanea de crescimento. Estes dois
autores concluiram que a cinética de crescimento
miceliano em superficie independe de linhagens e
substratos.

Neste experimento com linhagens de Pleurotus
spp- foram encontradas médias de crescimento
miceliano de 58mm na linhagem POR01 /03 em meio
dbase de capim-elefante e dextrose. Kuanet al. (1991)
aoavaliaremoefeito de diferentes fontes denitrogénio
ecarbonono crescimentoradial de L. edodes, observa-
ram queas melhores fontes de carbono foramsacarose,
galactose e glicose, onde obtiveram o méximo cresci-
mento radial de 17,6 mm. No cultivo de diferentes
linhagens de Lyophyllum decastes em meio a base de
batata-dextrose-dgar, Kmwuta (1991) utilizou seis li-
nhagens que foram incubadas a 24° C e outras cinco
linhagens que foram incubadasa27°C, apds seis dias
de cultivo avaliou o didmetro da colonia formada e
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observou que o crescimento miceliano da linhagem
NLDO003 foi o maior de todas as estudadas, onde se
obteve didmetrode coloniade34 mma?24°Ce4l mm
a27°C.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na presente
pesquisa pode-se concluir que o capim-elefante se
sobressai como o substrato mais promissor para o
preparo de meio de cultivo das linhagens estudadas
dentre os substratos testados. A suplementacdo do
meio de cultura com dextrose aumenta a velocidade
de crescimento e a massa miceliana das linhagens de
Pleurotus. Dentre as linhagens testadas, destaca-se
PORO01/03 conferindo maior velocidade de cresci-
mento miceliano.
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