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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a precocidade na indugdo de primérdios e no periodo
iniciagdo da colheita, como também a eficiéncia bioldgica de isolados hibridos de Pleurotus
ostreatus resistentes ao calor, em serragem da casca de coco suplementada com farelo de arroze/
ou de trigo, como um substrato alternativo na producao de cogumelos comestiveis, em condi¢oes
axénicas. A velocidade de crescimento, o vigor, o periodo deformagao de primérdios e da colheita
eaeficiéncia biologica de trésisolados de P. ostreatusforamavaliados emrespostaa suplementagdo
do substrato a base de serragem da casca de coco com 0, 5, 20, 30 e 40% de farelo de trigo e/ou de
arroz. Eimportante ressaltar que a suplementacéo dosubstrato a base de serragem da casca de coco
com farelos reduziu a relacio C:N em relagdo a testemunha e favoreceu a velocidade de
crescimento e o vigor micelial, a precocidade na formagao de primérdios, a colheita e a eficiéncia
biolégica em todos os isolados testados. Dentre os isolados testados, EF60 e POSB destacaram-se
como os mais precoces naindugao de primérdios ena colheita, como também apresentaram maior
eficiéncia biolégica em comparagdo com o isolado DF39.

PALAVRAS-CHAVE: Cogumelos comestiveis, residuos agricolas, produgao de cogumelos.

ABSTRACT

GROWTH AND CULTIVATION OF DIFFERENT PLEUROTUS OSTREATUS (JACQ.: FR.)
KUMMERSTRAINS ON COCONUT-HUSK SAWDUST. This study evaluated precocity in primordia
inductionand harvestinitiation periods as well as the biological efficiency of heat-resistant hybrid
strains of Pleurotus ostreatus using coconut-husk sawdust supplemented with wheat and/ or rice
bran as an alternative substrate for axenic production of edible mushrooms. The growth rate,
vigor, period of primordia formation, harvest initiation period and biological efficiency of three
P. ostreatus strains were evaluated in response to the supplementation of the coconut-husk sawdust
based substrate with 0, 5, 20, 30 and 40% of wheat and/or rice bran. The supplementation the
coconut-husk sawdust with wheat and/ or rice bran reduced the C:N rate in comparison with the
control group, and increased growth rate, mycelial vigor, precocity of primordia formation and
the harvest period, as well as biological efficiency in all strains tested. Among the tested strains,
EF60 and POSB were the most precocious in their primordia induction and harvest periods, and
were also more biologically efficient than strain DF309.

KEY WORDS: Edible mushrooms, agricultural waste, mushroom production.

INTRODUCAO

Os cogumelos do género Pleurotus apresentam
grande potencial de cultivono Brasilemrazao desua
maior rusticidade e facilidade de cultivo (Eira, 2004).

O cogumelo ostra (Pleurotus spp.), natural de flo-
restas tropicais e subtropicais, vem sendo cultivado
em vérios paises devido sua rusticidade e por ser um
eficiente decompositor de residuos agricolas e

agroindustriais como: esterco, palhas de trigo, arroz,
milho, algodao, madeira, bagago de cana-de-actcar,
residuos de serrarias, além de muito outros (EIra ,
2004).

Desta forma, o cultivo do cogumelo ostra pode
representar uma importante forma de aproveitamen-
to de residuos agricolas, contribuindo para geracao
deempregos, producdodealimentosnutricionalmente
saudaveis e minimizagdo de problemas ambientais,
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principalmente, pelo depésito de residuos de lenta
decomposi¢do no ambiente (Maziero, 1990; SturION,
1994; Leira, 2000; Fan et al., 2003; Wu et al., 2004).

Entre os residuos de potencialidade no Nordeste,
para producdo de cogumelos, destaca-se a casca do
coco. Ap6s o consumoin naturaouindustrializadoda
dgua de coco, o residuo, ou seja, a casca do coco é
muitas vezes depositada as margens de estradas e
rios, o que gera um problema ambiental (Rosa ef al.,
2001).

A serragem ou p6 de coco possui grande porcen-
tagem de lignina (35 a 45%) e de celulose (23 a 43%)
eumapequenaquantidade dehemicelulose (3a12%).
Essas caracteristicas conferem ao substrato grande
durabilidade, sendo utilizado para cultivo de plantas
de ciclo longo como ornamentais e horticolas, pois
apresenta uma estrutura fisica vantajosa proporcio-
nando alta porosidade, alto potencial de retengdo de
umidade, além de ser biodegradével (Rosa et al.,2001;
CaRrryjo et al., 2002).

A serragem ou o pé de coco também pode ser
utilizado no cultivo de cogumelos comestiveis, como
os isolados de Pleurotus spp. (PEDRA; MARINO, 2006).
No entanto, a produtividade é relativamente baixa se
compararmos a utilizagdo de outros residuos
lignoceluloliticos, como o bagaco de cana-de-agtcar,
residuos decafé, palhadetrigoeserragem deeucalipto
(Maziero, 1990; Fan et al., 2003; BonartTi ef al.,, 2004;
PEDRA; MARINO, 2006).

O objetivo deste trabalho foiavaliar a precocidade
na indugdo de primérdios e no periodo inicial da
colheita, como também a eficiéncia biol6gica deisola-
dos hibridos de P. ostreatus resistentes ao calor em
serragem da casca de coco suplementada com farelo
dearroze/ou detrigo, como umsubstrato alternativo
na produgdo de cogumelos comestiveis, em condigoes
axénicas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Clinica
Fitossanitaria do Departamento de Engenharia Agro-
nomicadaUniversidade Federal de Sergipe, Sdo Cris-
tovao, Sergipe, Brasil.

Origem dos isolados

Foram utilizados os isolados hibridos resistentes
ao calor DF39, EF60 e o isolado parental POSB (POS
97/37) provenientes de basidiomas obtidos por doa-
¢do da Micoteca do Médulo de Cogumelos Comesti-
veis da Faculdade de Ciéncias Agronomicas- UNESP,
Botucatu, Sao Paulo.

Os isolados foram repicados, pela transferéncia
de fragmentos do micélio para meio de BDA (batata-

dextrose-agar) e incubados a 25+ 3° C, durante 5 dias
(Era; MINHONI, 1997)

Preparo do substrato

O substrato a base de serragem da casca de coco
(SCC) foisuplementadocom0,5,20,30e40% defarelo
de arroz e/ou de trigo (Tabela 1) e & mistura adicio-
nou-seaguanaquantidadesuficiente paraobterapro-
ximadamente 60% de umidade. Em seguida, 200 g da
mistura foram acondicionados em frascos de 500 mL
e vedado com tampas furadas no centro, preenchido
com tampao de algodao e autoclavados por 40 minu-
tos por duas vezes, com intervalo de 24h, a 120° C.
Apbs a autoclavagem e resfriamento do substrato foi
realizada a inoculagdo, em condicdes assépticas (ca-
mara de fluxo laminar), pela transferéncia de um
disco de 6 mm de didmetro proveniente das matrizes
multiplicadas conforme descrito no item anterior (Pe-
DRA; MARINO , 2006). A incubacao foi a temperatura de
25 +3°C, por 30 dias. Foram realizadas quatro repe-
ti¢des por isolado.

Tabela1-Suplementagdo dosubstratoabase deserragem
da casca de coco (SCC).

Tratamento SCCt Farelo de Farelo de
arroz (FA)  trigo (FT)

T1 100% 0% 0%

T2 95% 5% 0%

T3 95% 0% 5%

T4 80% 10% 10%

T5 70% 15% 15%

T6 60% 20% 20%

ISerragem da casca de coco (SCC) lavada submetida ao
processo de compostagem e triturada (dados do fornece-
dor).

Avaliacdo do crescimento micelial

A partir do quarto dia, apés a inoculagdo, os
frascos foram avaliados periodicamente e realiza-
das as medigdes, cuja metodologia consistiu na ins-
cricdo, de trés réguas milimetradas, por frasco, cujo
ponto 0 da régua milimetrada foi considerado o
inicio do substrato no frasco. As medidas foram
realizadas diariamente até a completa colonizagao
do frasco. A diferenca entre as medidas consecutivas
indica a velocidade de crescimento em cm dial. O
vigor foi avaliado pelo critério subjetivo de notas
(notal - fracamente adensado; nota 2 - mediamente
adensado e nota 3 - fortemente adensado) (PEDRrA;
Marino, 2006).
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Avaliacdo da precocidade na inducao de
primérdios e da produgio

Ap6s a colonizacao, os frascos foram submetidos
a hidratacdo e ao choque térmico, ap6s 35 dias da
inoculagdo. Para tanto, retirou-se a tampa dos frascos
e foi acrescentada uma lamina d’dgua destilada. Em
seguida, os frascos foram acondicionados em um
refrigerador & temperatura de 8 + 2° C, durante 4h
(ErA; MiINHONI, 1997). Apbs a hidratagdo e choque
térmico, os frascos foram transferidos paraoambiente
rastico de frutificacdo. Foram avaliados: o periodo de
inducdo de primérdios (em dias), o periodo de inicio
da colheita (em dias) e a eficiéncia biolégica (gramas
de cogumelos frescos/grama de substrato fresco x
100; em %), por um fluxo de producao.

Determinacdo darelacao carbono: nitrogénio do
substrato

A determinagdo da relagdo carbono:nitrogénio
(C:N) foirealizada segundo a metodologia deSANCHES
(1999). Para tanto, o teor de carbono foi determinado
pela digestao de 100 mg de substrato seco e moido em
dicromato de potéssio e dcido sulftrico concentrado
e, emseguida, titulado com solucdo de sulfato ferroso
amoniacal. A determinagao de nitrogénio foirealiza-
da pelo Método de Kjeldahl SancHEs, 1999). Para
tanto, utilizou-se trés amostras do substrato prepara-
do, conforme cada tratamento e previamente
autoclavado. As amostras foram retiradas antes e
depois da colonizagdo pelos isolados P. ostreatus.

Arelagdo C:N foi determinada segundo aférmula
abaixo:

N:%C
%N

Analise estatistica

Os resultados da velocidade de crescimento (cm
dia), vigor (notas), perfodo deindugao de primérdios
(dias), o periodo de inicio da colheita (dias) e a efici-
éncia bioldgica (%) foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) e, para comparacdo das médias
foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento micelial

A producdo de cogumelos depende da rapida
colonizagdo e formacdo de micélio vigoroso. Estes

fatores refletem a capacidade do substrato ser coloni-
zado e estdo diretamente relacionados com a habili-

dade dosisolados do cogumelo P. ostreatus em decom-
por o substrato. A rédpida colonizagdo é favoravel,
pois reduz a perda de substrato por contaminagdo e
também permite curto periodo de incubagado e
frutificagéo.
Considerando os resultados obtidos, os isolados

de P. ostreatus testados foram capazes de degradar e
colonizar o substrato SCC (Tabela 2).

Tabela 2 - Dados médios de velocidade de crescimento
(cm dia®) dos isolados de Pleurotusostreatus cultivados em
serragem da casca de coco (SCC) suplementada com 0, 5,
20, 30 e 40% de farelo de arroz e/ou de trigo.

Isolados Velocidade de Vigor micelial
crescimento (cm dia®) (notas?)
DF39 0,69 a 2,33 a
EF60 0,67 a 2,33 a
POS B 0,63 a 2,33 a

'Vigor - critério subjetivo (notas): 1-fracamente adensado;
2 - mediamente adensado; 3 - fortemente adensado;
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatis-
ticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabi-
lidade.

A velocidade média de crescimento foi de 0,66 cm
dia!, sem diferenca significativa entre os isolados
testados, valores estes similares ao encontrado por
PEDRA; MARINO (2006), no cultivo de outrosisolados de
P. ostreatus, também resistentes ao calor, neste mesmo
tipo de substrato. Por outro lado, o cultivo dos isola-
dos EF60, DF39 e POSB em meio de cultura a base de
batata-dextrose-dgar resultou em uma velocidade
média de crescimento de 0,75 cm dia! (MENEZES et al.,
2005), demonstrando o efeito da composi¢ao quimica
do meio de cultura no crescimento micelial, como
também observados por PHiLLIPOUSSIS ef al. (2001).

Além disso, a casca de coco é um residuo que
apresenta elevada concentragdo de taninos, compos-
to toxicoresponsavel pelaredugdo do crescimento de
plantas e microrganismos (Rosa et al., 2001). O efeito
do tanino sobre o crescimento de cogumelos comesti-
veis como o P. ostreatus foi relatado por Lerra (1999),
(2000) e Fan et al. (2003), em que citou a redugdo do
crescimento de alguns isolados de Pleurotus quando
cultivados em residuos de café. Neste experimento, a
lavagem da fibra da casca de coco, antes da obtencao
da serragem, pode ter favorecido a colonizacao dos
isolados de Pleurotus ostreatus devido a retirada de
parte do tanino e/ou de outros compostos téxicos
presentes no substrato.

Por sua vez, SALMONES et al. (2005) mencionaram
que o crescimento vegetativo de Lentinula edodes,
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Agaricus bisporus eisolados de Pleurotus foifavorecido
pelaatividade enzimatica delacase, responséavel pela
redugdo da concentracdo de compostos fendlicos e,
consequentemente, acelerou a colonizacao, aumen-
tou a densidade ou vigor micelial e reduziu os riscos
de contaminacio.

PEDRA; MARINO (2006) relataram que suplementagdo
com20e40% defarelos detrigo ou dearrozaumentou
a velocidade de crescimento micelial e a densidade
micelial, tal como observado neste experimento a
partir de 5% de suplementacéo, sem diferenca signi-
ficativaentreautilizacdo defarelodearrozoudetrigo
(Tabela 2) e (Figs. 1 e 2).

A adicao de farelos a serragem de madeira é
relatada na literatura como um fator estimulante
ao crescimento devidoa presenga de carboidratos,
aminodcidos e minerais prontamente assimilaveis
pelo fungo (Fasipr;, Kapiry, 1993; Roysg, 1996). SonG
et al. (1989) citaram que a suplementacdo com
farelo de arroz forneceu altos teores de lipideos e
favoreceu o crescimento micelial mais vigoroso de
L. edodes.
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Fig. 1 - Crescimento micelial’ dos isolados Pleurotus
ostreatus® cultivados em serragem da casca de coco
suplementada com farelos’.

! A - Velocidade crescimento média (cm dia?) e B - Vigor
micelial (notas): 1 - fracamenteadensado; 2 - mediamente
adensado; 3 - fortemente adensado;

2 Isolados: DF39, EF60 e POSB;

3Tratamentos: T1 = controle; T2 =5% de farelo de arroz
(FA); T3 = 5% de farelo de trigo (FT); T4 =10% FA+10%
FT; T5=15% FA +15% FT e T6 =20% FA + 20% FT.
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Fig. 2 - Relagdo C:N da serragem da casca de coco nos
diferentes tratamentos' antes e depois da colonizagdo do
substrato pelo micélio dos isolados de Pleurotusostreatus?.
ITratamentos: T1 = controle; T2 =5% de farelo de arroz
(FA); T3 = 5% de farelo de trigo (FT); T4 =10% FA+ 10%
FT; T5=15% FA + 15% FT e T6 = 20% FA + 20% FT.
?Isolados: DF39, EF60 e POS B.

E importante ressaltar que a suplementacio de
substratos lignocelulésicos pode alterar a relagdo
C:N do substrato e influenciar o crescimento micelial
(SING; VERMA, 1996). Neste experimento, a relagdo
C:N da serragem da casca de coco sem
suplementacdo apresentou valor médio de 84, valor
inferior ao citado porSancHEs(1999), provavelmen-
te devido a procedéncia, ao sistema de cultivo, as
condigdes climaticas e variedades de coco utiliza-
das na fabricacdo da serragem. E importante ressal-
tar que a suplementagdo do substrato a base de
serragem da casca de coco com farelos reduziu a
relagdo C:N em relagédo a testemunha e favoreceu o
crescimento e vigor micelial dos trés isolados testa-
dos (Fig. 2).

Precocidade nainducao de primérdios e produgao

O periodo médio de indugdo de primérdios foi de
19,2 dias, com inicio da colheita, em média, apds 4,6
dias da formagdo dos primoérdios e com uma eficién-
ciabiolégica média de 5,9% dos isolados testados em
SCC (Tabela 3).

Eimportante enfatizar que a suplementagao de 20
a 40% com farelo de arroz ou de trigo em relagdo ao
tratamento controle e os isolados testados favoreceu
aprecocidadenaindugdo de primérdios ea eficiéncia
biolégica (Tabelas 3 a 6), tal como também observado
por PEDRA; MARINO (2006), B aNIk; NANDI (2004) e WANG
et al. (2001).

Da mesma forma que observado por PEDR4;
MaRriNO (2006), a utilizagdo de farelode arrozoude
trigo ndo influenciou na precocidade de inducgéo
de primérdios e na eficiéncia biolégica (Tabelas 4
a o).
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Tabela 3 - Dados médios do periodo de formac&o de primérdios, colheita, produgéo e eficiéncia biolégica dos isolados
de Pleurotus ostreatus cultivados em serragem da casca de coco (SCC) suplementado com 0, 5, 20, 30 e 40% de farelo de
arroz e/ou de trigo.

Isolados Periodo de Eficiéncia biolégica' (%)
Indugédo de primérdios (dias) Inicio da colheita (dias)

DF 39 20,5 b? 4,7 b 54 b

EF 60 18,5 a 4,5 a 63 a

POSB 18,5 a 45 a 6,0 a

Base umida/amida;
*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 4 - Dados médios do periodo de formagdo de primoérdios, colheita, producéo e eficiéncia biolégica do isolado
DEF39 de Pleurotus ostreatus cultivado em serragem da casca de coco (SCC) suplementado com farelos.

Tratamentos' Periodo de Eficiéncia biolégica? (%)
Inducao de primérdios (dias) Inicio da colheita (dias)
T1 Np® Np Np
T2 Np Np Np
T3 Np Np Np
T4 20,5 4,7 54
T5 Np Np Np
T6 Np Np Np

'Tratamentos: T1 = controle; T2 =5% de farelo de arroz (FA); T3 =5% de farelo de trigo (FT); T4 =10% FA+10% FT; T5
=15% FA +15% FT e T6 = 20% FA + 20% FT.

?Base timida/tmida;

*Np - nédo produziu cogumelos.

Tabela 5 - Dados médios do periodo de formagdo de primoérdios, colheita, producéo e eficiéncia biolégica do isolado
EF60 de Pleurotus ostreatus cultivado em serragem da casca de coco (SCC) e suplementado com farelos.

Tratamentos' Periodo de Eficiéncia biologica? (%)
Inducao de primérdios (dias) Inicio da colheita (dias)
T1 Np® Np Np
T2 Np Np Np
T3 Np Np Np
T4 18,7 a* 4,7 a 38b
T5 184 a 45a 75a
T6 18,3 a 43a 75a

ITratamentos: T1 = controle; T2 =5% de farelo de arroz (FA); T3 = 5% de farelo de trigo (FT); T4 =10% FA+ 10% FT; T5
=15% FA +15% FT e T6 = 20% FA + 20% FT.

?Base umida/tmida;

*Np - ndo produziu cogumelos;

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Dentre osisolados testados, EF60 e POSB destaca- lado DF39 (Tabela 3). O isolado DF50 de P. ostreatus,

ram-se como os mais precoces na inducdo de também resistente ao calor, apresentou periodo mé-
primérdiosenacolheita, como tambémapresentaram dio de indugdo de primérdios de 33,80 dias em serra-
maior eficiéncia biolégica em comparagdo com o iso- gem da casca de coco (PEDRA; MARINO, 2006).
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Tabela 6 - Dados médios do periodo de formagédo de primérdios, colheita, producéo e eficiéncia biolégica do isolado
POS B de Pleurotus ostreatus cultivado em serragem da casca de coco (SCC) suplementado com farelos.

Tratamentos! Periodo de Eficiéncia biolégica? (%)
Indugdo de primoérdios (dias) Inicio da colheita (dias)
T1 Np® Np Np
T2 Np Np Np
T3 Np Np Np
T4 20,0 a* 54 a 58a
5 18,5a 45Db 6,3a
T6 17,0a 36¢ 58a

'Tratamentos: T1 = controle; T2 =5% de farelo de arroz (FA); T3 = 5% de farelo de trigo (FT); T4 = 10% FA+10% FT; TS

=15% FA +15% FT e T6 =20% FA +20% FT.

?Base umida/tmida; *Np - ndo produziu cogumelos; *Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fig. 3 - Analise de correlacdo entre os pardmetros efici-
éncia bioldgica e vigor dos isolados Pleurotus ostreatus
cultivados em serragem da casca de coco suplementada
com farelos.

Marmo (2002) citou que os isolados DF39, EF60 e
POSB induziram primérdios em substrato a base de
serragem de Eucalyptus sp.com20% defarelo de trigoede
arroz, em média, aos 6, 4 e 8 dias apds o choque térmico.
Este comportamento evidencia o efeito do substrato no
desenvolvimento dos trésisolados de P.ostreatus, tal como
observado por Maziero (1990) no cultivo de Pleurotus em
polpa de café, com alta concentracao de taninos.

Da mesma forma, SALMONES et al. (2005) relataram
que dois isolados de P. ostreatus cultivados em polpa
de café e em palha de trigo induziram primérdios, em
média, aos 28 e 18 dias, respectivamente. Estes auto-
resevidenciam que a presenga de compostos fendlicos
napolpadecaféinfluenciounegativamente na preco-
cidade dos isolados de Pleurotus spp. testados, como
observadonosresiduos de café (Leira, 1999, 2000;Fan
et al., 2003) e na casca de coco (Rosa et al., 2001).

Pela andlise de regressao dos dados de vigor e da
eficiéncia biol6gica observa-se que os isolados com

crescimento micelial vigoroso foram os mais produti-
vos (Fig. 3). Este comportamento deve ser em resposta
a suplementacado que disponibilizou nutrientes ricos
em carbono e nitrogénio prontamente utilizavel pelo
fungo (Fasib; Kapiry, 1993; Roysg, 1996;SonG etal., 1989),
reduziu a relagdo C:N (Fig. 2) e, consequentemente,
favoreceua precocidadenainducdo de primérdios dos
isolados testados, principalmente a partir de 20% de
suplementacdo com farelos (Fig. 3; Tabelas 4 a 6).

E importante ressaltar, que nao houve indugéo
de primérdios nos tratamentos T1 a T3 (0 a 5% de
suplementacdo) em todos osisolados, enos tratamen-
tos T5eT6 (30e40% de suplementagdo) comoisolado
POSB por até 35 dias apo6s o término da colonizacao
(Tabelas 4 a 6).

O cultivo dos isolados POSB, DF39 e EF60 em
serragem de eucalipto suplementado com 20% de
farelo de arroz e de trigo resultou em uma eficiéncia
biolégica média de 23,3,20,7 e 38,4%, respectivamen-
te, em dois ciclos de produgdo (MarNO et al., 2003).
Neste experimento, com o cultivo destes isolados em
serragem da casca de coco, a eficiéncia biolégica foi,
em média, de 6,0, 54 e 6,3, respectivamente, dos
isolados POSB, DF39 e EF60. A reducéo da eficiéncia
biol6gica também foi observada por SALMONEs et al.
(2005) entre os isolados de Pleurotus spp. cultivados
em polpa de café, devido a presenca de compostos
fendlicos, influencia na precocidade na indugdo de
primérdios e no inicio da colheita.

Outro fatoraser considerado éainfluénciadotipo
de substrato na qualidade dos basidiomas produzi-
dos. LEIFa (1999) observou alteracao morfolégica dos
basidiomas de Pleurotus cultivados em borra de café.
Ja Taomasetal. (1998), no cultivo de Pleurotussajor-caju
em folhas e ramos de coqueiro, relataram que nao
houve deformacoes dos cogumelos produzidos neste
substrato, como observado por PEDrA; MaRINO (2006)
e neste experimento (Fig. 4).
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Fig.4 -Basidiomas dosisolados de Pleurotus ostreatus cultivados emserragem da casca de cocosuplementada com farelos.

Portanto, a suplementagdo da serragem da casca
de cocofavoreceu o crescimento e a produgao dos trés
isolados testados em relacdo a testemunha.
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