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RESUMO

Cogumelos do género Pleurotus desenvolvem-se em diferentes substratos ou compostos a base
de residuos celulésicos ou lignificados, sendo que conforme a formula¢do do meio de cultivo e
dosubstrato, maior colonizagdo poderd ser obtida. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar
o crescimento miceliano in vitro de P. ostreatoroseus em diferentes meios de cultura e a sua
colonizagdo no substrato capim-elefante, suplementado com diferentes farelos. O experimento 1
consistiu na utilizagdo de meios de cultura estéril a base de capim-elefante suplementados com
farelos desoja, trigo, arroze milhonas concentragdes de 0,10e20%, distribuidos em placas de Petri,
inoculados com a linhagem POR01/03 de P. ostreatoroseus e incubados a 28°C, visando a avaliacdo
da massa e do crescimento miceliano. O experimento 2 constituiu-se na utilizagdo do substrato
capim-elefante previamente umedecido, o qual recebeu a mesma suplementagédo do experimento
1. Este foi acondicionado em tubos de ensaio, esterilizado, inoculado com a mesma linhagem e
conduzido nas mesmas condi¢des que o experimento anterior. O meio de cultivo a base de capim-
elefante suplementado com 20% de farelo de soja e 20% de farelo de arroz proporcionou,
respectivamente, maior desenvolvimento de massa e crescimento miceliano, quando comparado
aos demais tratamentos. Enquanto que a coloniza¢do do substrato capim-elefante ocorreu de
forma mais rapida no tratamento sem a suplementacdo do substrato com os farelos de soja, trigo,
arroz e milho.
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ABSTRACT

MYCELIUM GROWTHIN VITRO OF PLEUROTUS OSTREATOROSEUS AND COLONIZATION
OF THE ELEPHANT GRASSSUBSTRATE (PENNISETUM PURPUREUMSCHUM.) SUPPLEMENTED
WITH DIFFERENT BRANS. Mushrooms of the genera Pleurotus develop in different substrates or
compounds based on celullosic or lignified residues. As crop yield depends on the formulation
of the culture media, the present study was aimed at measuring and evaluating the in-vitro
mycelium growth of P. ostreatoroseus in different culture media and its colonization of elephant-
grass substrate supplemented with different brans. Experiment 1 consisted of the mushroom sstains
cultured in elephant-grass culture media supplemented with soy, wheat, rice and corn brans in
the concentrations 0, 10 and 20%, distributed in Petri plates, inoculated with the strain POR01/03
of P. ostreatoroseus and incubated at 28° C. Mass and mycelium growth were evaluated. Experiment
2involved the use of the previously moistened elephant-grass substrate, which received the same
supplementation as that of experiment 1. This was packaged in test tubes, sterilized, inoculated
with the same strain and then maintained under the same conditions of experiment 1. The elephant-
grass culture media supplemented with 20% soy bran and 20% rice bran provided, respectively,
larger development of the mass and mycelium growth, when compared with the other treatments.
However, colonization took place the quickest on the elephant-grass substrate without addition
of the soy, wheat, rice and corn brans.

KEY WORDS: Basidiomiceto, mycelium mass, supplementation, growth speed.
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Os cogumelos do género Pleurotus sdao consumi-
dos pelos europeus, desde a antigiiidade. Porém, foi
por volta de 1945, ao final da segunda Guerra Mun-
dial, que houve noticia do primeiro cultivo industrial
desta espécie, em palha de trigo (Jos, 2004).

Estes cogumelos crescem em substratos
nutricionalmente pobres e apresentam bom desen-
volvimento em condi¢des rasticas (ScHmipTet al., 2003).
No cultivo de Pleurotus utiliza-se uma grande varie-
dade deresiduos agricolas, como palhas, gramineas,
serragens, cascas de coco, sabugo demilho, bagacode
cana-de-agucar, entre outros de natureza orgéanica
(SaLas, 2005; Donint et al., 2006). O desenvolvimento
rapido do fungo comestivel deve-se a producdo de
uma série de enzimas lignocelulases, que degradam
facilmente a lignina e a celulose da madeira, assim
como de outros substratos vegetais utilizados para o
seu cultivo (CAPELARI, 1996). Este aparato enzimético
permite-lhe converter compostos agricolas de baixo
valorecondmico em produtos alimenticios deelevado
teor protéico (Scumipret al., 2003). Poristo, os cogume-
los comestiveis estdo sendo apontados como uma
alternativa para suprir deficiéncias protéicas na ali-
menta¢do humana em paises com grande indice de
desnutri¢ao (Boras, 1996; Eira; MinHONI, 1997).

DonNmt et al. (2006) indicaram o capim-elefante
(Pennisetum spp.) como uma das gramineas para o
cultivo de P. ostreatus. Como este substrato apresenta
uma relagdo C/N alta a autora recomenda a suple-
mentagdo com materiais que apresentem maior teor
de nitrogénio. A suplementa¢do do substrato é
comumente utilizada, poisaumenta a produtividade
e a eficiéncia biolégica (Moba et al., 2005). Entre os
suplementos mais utilizados no cultivo estdo os farelos
de cereais, os quais atuam como fonte de substancias
nutritivas, de N organico necessario ao aumento da
massa miceliana, bem como interferéncia na produti-
vidade e eficiéncia biol6gica do fungo (MonTiNg, 2001).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desen-
volvimento micelianoinvitro de Pleurotusostreatoroseus
em diferentes meios de cultura e a sua colonizagdono
substrato capim-elefante, suplementado comdiferen-
tes farelos.

Opresentetrabalho foi desenvolvidono Laboraté-
rio Experimental de Micologia - LEMICO - Departa-
mento de Microbiologia e Parasitologia - DEMP -
Instituto de Biologia - IB - Universidade Federal de
Pelotas, RS.

A cultura inicial foi obtida a partir da linhagem
PORO01/03 de P. ostreatoroseus oriunda da UFSC, de-
positada na micoteca do Lemico/ DEMP/IB/UFPel e
preservada em 6leo mineral. A linhagem foirepicada
para meio de cultura CDA, & base de capim-elefante
+dextrose + dgar (DoNnmtetal., 2005), e incubada a 28° C
por 10 dias, até ser recuperada e apresentar cresci-
mento miceliano adequado. Transcorrido o cresci-

mento miceliano, a linhagem foi novamente
transferida para oreferidomeio de cultivoeincubada
a28°Cpor7 dias, até obtencao de crescimento para a
realizacdo do experimento.

Para arealizacao dos dois experimentos utilizou-
secomobaseosubstratocapim-elefante, suplementado
com 0, 10 e 20% de farelo de soja, trigo, arroz e milho
em relacdo a sua massa seca. O capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schum) foi cortado durante o
outono, quando se encontrava em estado vegetativo
jovem; posteriormente foi fragmentado em tamanho
de 2cm, e seco & temperatura ambiente (22 - 25° C).

Para o preparo dos meios de cultura utilizou-se o
capim-elefante (30 g) adicionado ou ndo dos farelos de
soja, trigo, arroze milhonas concentragdes de0,10e20%,
conforme o tratamento. Estes foram fervidosem 1 L de
dgua destilada por 15 minutos e, em seguida, filtrados
emum pedaco de gaze e o volume completado 1 L. Logo
ap6s foram adicionados 15 gL de agar e 10 gL! de
dextrose para posterior esterilizacdo em autoclave por
20 minutos a 121° C. O pH dos meios foi ajustado para
5,5 (Era; MINHONI, 1997), sendo depoisvertidoemplacas
de Petri (90 x 15 mm) previamente esterilizadas.

Em caAmara de fluxo laminar, discos de cultura de
P. ostreatoroseus, com sete dias de incubag¢do e 10mm
de didmetro, previamente preparados, foram repica-
dos para o centro das placas de Petri contendo o refe-
ridomeio de cultivo, usando-sea mesma metodologia
para todos os tratamentos.

Asvaridveisanalisadasforam:crescimentoemassa
miceliana. O crescimento miceliano foi medido com o
auxilio de uma régua, em oito dire¢des ortogonais, a
cada 24 horas, a partir de 48 horas, durante a incuba-
¢do até o momento que uma coldnia atingiu a proxi-
midade da borda da placa em um dos tratamentos.
Ap6s a tltima avaliagdo do crescimento, o meio de
cultura foi dissolvido em dgua fervente, aproximada-
mente 500 mL por repetigdo, recolhendo-se a massa
miceliana em pedagos de papel manteiga previamen-
te pesados (Peso inicial - Pi), a qual foi seca em estufa
a 50° C por 24h, obtendo-se a massa seca (Peso final
- Pf). Através da diferenca entre Pf e Pi obteve-se a
biomassa miceliana paracada tipo de meio de cultivo
utilizado sob os diferentes tratamentos.

Para avaliar a colonizagdo do substrato
lignocelulésico, experimento 2, o capim-elefante foi
previamente umedecido por 24 horas e aplicada a
mesmasuplementacdo doexperimento 1. Osubstrato
foi acondicionado em tubos de ensaio de dimensdo
2,5 x 20 cm. Previamente, no fundo de cada tubo, foi
colocado um chumaco de algoddo umedecido com
agua destilada, seguido de uma coluna de 13 cm de
substrato. Estes foram identificados de acordo com o
tratamento, fechados com algodao, cobertos com pa-
pel aluminio e autoclavados a temperatura de 121°C
(1 atm) por 45 minutos.
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capim-elefante (Penisetum purpureum Schum.) suplementado com diferentes farelos.

Tabela 1 - Massa miceliana (g) e crescimento miceliano
(cm) da linhagem PORO01/03 de Pleurotus ostreatoroseus,
cultivadas em placas de Petri com meios a base de capim-
elefante suplementados com farelos de soja, trigo, arroz
e milho, nas concentracées de 0, 10 e 20%, apds 96 horas
de incubacio.

Massa miceliana

Farelo Concentragado (%)
0 10 20
Soja 0,0156 a C 0,0606 a B 0,0794a A
Trigo 0,0156 a B 0,0392b A 0,0360 b A
Arroz 0,0156 a B 0,0194cB 0,0272c A
Milho 0,0156 a A 0,0196 c A 0,0176 d A
Crescimento miceliano

Farelo Concentragdo (%)

0 10 20
Soja 6,816 a A 6,782 b AB 6,628 ¢ B
Trigo 6,816 a A 6,448 c C 6,622 c B
Arroz 6,816 a B 6,972 a AB 7,050 a A
Milho 6,816 a A 6,870 ab A 6,846 b A

Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas,
emaitscula, naslinhas, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (a = 0,05).

Tabela 2 - Crescimento miceliano (cm) da linhagem
PORO01/03 de Pleurotus ostreatoroseus cultivado em placas
de Petri com meios a base de capim-elefante
suplementados com farelos de soja, trigo, arroz e milho
nas concentragdes 0, 10 e 20%, durante 96 horas de incu-
bacdo.

Concentragdo Leituras em horas de incubagédo
24 48 72 96
0% 2,582a 4,112a 5,787a 6,816a
10% 2,377b 3,888b 5623b 6,768a
20% 2402b 3916b 5535c¢ 6,786a

Meédias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas,
ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (a = 0,05).

Em cadmara de fluxolaminar, discos de culturacom
sete dias de incubacao e 10 mm de didmetro, previa-
mente preparados em meio de cultura CDA, foram
repicados para os tubos de ensaio contendo substrato.
Apés ainoculagao, os tubos foram marcados externa-
mente com quatro retas eqiiidistantes do inicio ao fim
eincubados em estufa a 28° C. Foram realizadas medi-
¢Oes do crescimento a cada 48h de incubacéo, a partir
de 72 horas ap6s a inoculacao, até a completa coloni-
zacao do substrato em algum dos tratamentos, o que
aconteceu no décimo nono dia de incubacao.

Osresultados obtidos foram submetidos a analise
da variancia e ao teste de Duncan para comparagao
das médias, utilizando-se o programa estatistico
SANEST (ZonNTta; MacHADO, 1984).

A andlise das médias de massa miceliana, através
do teste de Duncan, mostrou que o tratamento com
suplementacdo de farelo de sojanaconcentragdo 20%
apresentouos melhoresresultados paraesta variavel.
Enquanto queaadicdo defarelo demilhondoexerceu
efeito no aumento da massa miceliana para esta li-
nhagem de P. ostreatoroseus (Tabela 1).

Cruz et al. (1999) observaram que a utilizagdo de
elevadas concentracdes de farelo de aveia proporcio-
nou a redugdo indesejavel da taxa de crescimento
miceliano de P. ostreatus. Ja Bisaria et al. (1997) relata-
ram que a suplementagdo organica ou mineral pode
ser utilizada somente em pequenas quantidades,
devido ao fato do excesso de nitrogénio poder inibir
asintese da lignina, retardando ou até inibindo com-
pletamente o crescimento domicélio. Aparentemente,
istondo ocorreuno presente trabalho, poisas maiores
médias de massa micelianain vitroforam observadas
em meios com maior concentragao de farelos.

Conforme se observana Tabela 1, 0s meios adiciona-
dos com farelo de trigo e de soja apresentaram resultados
de crescimento miceliano inferiores ao meio sem adigédo
defarelo (0%). Noentanto, o farelo de arroz, naconcentra-
¢8020%,demonstrouasmaioresmédiasdevelocidadede
crescimento comparadas aos demais farelos. Resultado
este contrario ao observado por M opa (2003), ao verificar
queaadigdodesubstancias derdpidaassimilacao,como
farelodesojaoualfafa, ocasionouaumentodavelocidade
de crescimento miceliano. Ja DoNmi et al. (2006) observa-
ramque paraduaslinhagens (BF24 e DF33) de P.ostreatus
amaior velocidade de crescimento miceliano foi obtida a
medidaqueseaumentouaconcentragio defarelos desoja
e de trigo, porém constatou para uma terceira linhagem
(HF19) efeito negativo em estimular a velocidade de
crescimento, por estes suplementos.

Tabela 3 - Crescimento miceliano (cm) da linhagem
PORO01/03 de Pleurotus ostreatoroseus cultivada em tubos
de ensaio com substrato capim-elefante suplementado
com farelos de soja, trigo, arroz e milho nas concentragoes
0,10 e 20%, ap6s 456 horas de incubagao.

Farelo Concentragao (%)

0 10 20
Soja 11,696 a A 11,253 a B 10,786 b C
Trigo 11,696 a A 10,553 ¢ B 10,131 c C
Arroz 11,696 a A 10,768 bc B 10,263 c C
Milho 11,696 a A 11,090 ab B 11,440 a AB

Meédias seguidas de mesma letra mindscula, nas colunas,
e maitscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (a = 0,05).
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Tabela 4 - Crescimento miceliano (cm) da linhagem POR01/03 de Pleurotus ostreatoroseus cultivada em tubos de ensaio
com substrato capim-elefante suplementado com diferentes farelos nas concentragdes 0, 10 e 20%, durante 456 horas

de incubacio.

Concentragao Leituras em horas de incubagao
72 120 168 216 264 312 360 408 456
0% 1,203a 2,518a 4,033a 5,956a 7,228a 8,671a 9,993a 10,590a 11,692a
10% 1,063a 2,243b 3,519b 5,207b 6,352b 7,680b 9,112b 9,808b 10,916b
20% 1,008a 2,122b 3,308c 4,905¢ 6,024c 7,29c 8,762c 9,524c 10,655¢

Meédias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (a = 0,05).

A interacdo entre concentragdes de farelos e as
leituras em horas de incuba¢do mostrou que a adicao
de farelos ndo foi significativa, ndo apresentando
diferencas de quando estes ndo foram adicionados
(Tabela 2).

A velocidade de crescimento miceliano, em tubos,
apresentou médias significativamente superiores de
desenvolvimento nos tratamentos sem acréscimo de
farelos (0%), cultivados somente em substrato capim-
elefante (Tabela 3). Tal resultado foi observado tam-
bém em relagdo ao periodo de incubagao, o qual ndo
manifestou efeito positivo no desenvolvimento do
micélio com a elevacdo das concentrag¢des (Tabela 4).

Isso pode ter ocorrido, provavelmente, devido a
maior disponibilidade de nitrogénio facilmente
assimildvel no substrato capim-elefante sem
suplementacdo. Segundo Dbonint et al. (2006), o
substrato capim-elefante possui uma relacao C/N
elevada (162:1), enquanto queasuplementagdo deste,
com farelos, diminui o valor darelagdo C/N amedida
que a concentracdo deles se eleva.

O tipo e a quantidade de farelo, adicionado ao
substrato, interferiram na massa e no crescimento
miceliano de P. ostreatoroseus (Tabelas 1 e 3). A adicao
de farelos ao substrato por ser rico em nitrogénio
disponibiliza fonte deste nutriente e possivelmente
estimula a acdo enzimatica do micélio fungico em
crescimento. De acordo com ReciNa (2004), o desen-
volvimento da habilidade lignocelulitica requer con-
dig¢Bes nutricionais e culturais, incluindo substrato
metabolizavel, altos teores de oxigénio, um limite de
nitrogénio e outras condicdes de cultivo.

CAPELARI (1996) observou que a taxa de crescimento
miceliano em um substrato sélido foi dependente de
fatores ambientais e especificos da linhagem. Ja Malo
(2003), ao utilizar palha e farelo de arroz no cultivo de
P. ostreatus, observou que quando aumentou a concen-
tracdo de 10% para 20% ocorreu um decréscimo na
eficiéncia bioldgica. Entretanto, Mopa et al. (2005), ao
utilizarem bagaco de cana-de-agticar suplementado
com quirela de milho e com solugdo mineral no cultivo
de P. sajor-caju, evidenciaram um melhor desempenho
na eficiéncia biolégica deste cogumelo.

O meio de cultivo a base de capim-elefante
suplementado com 20% de farelo de soja e de arroz,
respectivamente, favorece o aumento da massa e do
crescimento miceliano de P. ostreatoroseus. Enquanto
que o crescimento miceliano em substrato capim-
elefantendoéfavorecido, poissuacolonizacao é mais
rapida, emsubstrato, semaadicdo dos farelos de soja,
trigo, arroz e milho.
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