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1. RESUMO

Foram estudadas as interaches entre quatro formulas de subgtratos e as linhagens LE 96/17,
LE 9851, LE 98/53 e LE 98/56 na cinética de crexcimento micdid e produco do cogumeo
Shiitake (Lentinula edodes (Bek.) Pegler), em cultivo axénico, no primero fluxo. As
linhagens utilizadas foram provenientes da Micoteca do Mddulo de Cogumeos da Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas - UNESP - Campus de Botucau. Os isolados foram obtidos por via
vegetaiva, pela técnica de fragmentos de basdiocarpos e repicados em meo de cultura de
serragem-dextrose-dgar. No estudo da cinética de crescimento micdiano, avdiaramse os
parametros crescimento em &ea (mm?) e vigor, en meo de cultura, aravés de monitoramento
digtd. O ceximento das linhagens de L. edodes foi fotografado diaiamente, até a
colonizacdo totd do melo de cultura em placa de Pelri. As fotos digitas, foram andisadas
pdo prograna UTHSCSA ImageTool, versio 20, 1997, desenvolvido pda University of
Texas Health Science Center, San Antonio, Texas Para avdia a producdo do L. edodes,
foram utilizados os par@metros massa fresca dos cogumdos, nimero totad de cogumeos,
massa fresca média do cogumelo e Eficiéncia Biolégica (EB=(g cogumelo fresco g substrato
se00)x100). Para tanto, foram utilizados sacos de poligtileno de dta denddade (PEAD), com

20cm de largura por 40 cm de comprimento, nos quas foram colocados 1200g + 10g de



subdrato. Foi utilizado um tampdo de agodéo para evitar a ruptura durante a autoclavagem e
propiciar aerago durante a colonizagdo. A seguir, foram autoclavados a temperatura de 121°C
por 4 horas. Apds o resfriamento, o subgtrato foi inoculado em uma camara de fluxo laminar e,
a seguir, incubado a 24°C +2°C durante 123 dias. Para a inducdo de primérdios foi utilizado
um choque térmico a 8°C durante 72 horas, seguido de embebicBto em &ua a mesma
temperaiura durante 48 horas. Peos resultados obtidos, nas condiges experimentals deste
trabadho, observou-se que 0 moddo edaidico de mdhor gude a cingica de crescimento
micdiano em &ea (mm’), das linhagens de L. edodes, possi como componente
determinigtico, a exponencid de uma fungdo Gompertz. O vigor, avdiado aravés do vaor da
tondidade média do micdio, na escda de cnza goresentou um comportamento semehante
entre as linhagens, ocorrendo seu valor m&imo entre o 4° e o 5° dia de incubagdo. ApGs
dcancaem o vdor maximo, veificowse 0 dedinio gradativo dos vdores @é o find da

incubacdo. Com rdacéo ao cultivo axénico do L. edodes nos subgtratos, as diferencas entre as
linhagens influenciaram diretamente a producéo. As maores produgdes de L. edodes foram
obtidas com as menores proporcdes de fardos (10% fardo de trigo e de 10% farelo de arroz)
enquanto que, as maores proporgdes de fardos (20% fardo de trigo e de 20% fardo de arroz)
inibiram a producéo. As linhagens LE 96/17 e 98/56 goresentaram as maores produgbes de
besidiocapos (1742 e 1452 g kg?, respectivamente) e as maores EBs (403 e 33,3%,
respectivamente) em agpenas 14 dias de producéo, sendo portanto, maiores que muitos relaos

daliteratura



EFFECT OF STRAINS AND SUBSTRATE ON MYCELIUM GROWTH AND
PRODUCTIVITY ON AXENIC SAWDUST CULTIVATION OF SHIITAKE (Lentinula
edodes (BERK.) PEGLER). [Lentinula edodes (Berk.) Pegler]. Botucaiu, 2001. 104p. Tese
(Doutorado em Agronomiad Energia na Agriculturd) - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
Univerddade Estadud Paulisa

Author: RENATO MAMEDE DE CASTRO MONTINI.

Advis: AUGUSTO FERREIRA DA EIRA.

2. SUMMARY

It was dudied the interaction among four subsratum formula and the drains LE 96/17, LE
98/51, LE 98/53 and LE 98/56 on mycdium growth kingtics and shiitéke mushroom yidd a
the firg flush of the axenic sawdust culture. The strains were from the mycologica collection
of the Faculdade de Ciéncias AgronOmicas, Unespp de Botucatu. Mycdium fragments were
trandferred to a Petri dish with Sawdugt-Dextrose-Agar medium. Mycdium growth kingtics
was evauated by messuring mycdium growth area and vigor on Peri dishes with digitd
canga and the progran UTHSCSA ImegeTool, verson 20, 1997, deveoped by the
Universty of Texas Hedth Science Center, San Antonio, Texas. The mushroom yidd was
evaduated by the Biologicd Efficency (BE), totd fresh mass and number of mushrooms. The
fungus was cultivated in plagtic bags of 20 x 40 cm and with 1200g +10g of subsratum. After
autoclaved a 121°C for 4 h the mycdium was inoculated and the bags incubated a 24°C for
123 days. Primordia were induced a temperature of 8°C for 72 h in a cold room and after that
soaked in cold water a the same temperature for 48 h. It was obsaerved that the best statitical
modd of curve that adjuss for mycdium growth kingtics was the Gompertz function. The
vigor evduaed by mycdium color was in the maximum vaue between the 4th and 5th day of
incubation. The highest yidd of mushroom was from subdrate with smdler than higher
quantity of bran (wheat and rice bran). The higher quantity of bran inhibited the yidd. Srains
LE 96/17 e 98/56 had the highest yidd (1742 and 1452 g kg, respectively) and the highest
BE (403 and 333%, respectivdy) on 14 days of culture, the highet vdue found in this
researched literature.

Keywords Shiitake, Lentinula edodes, subgtrate, mycdium growth, srains.



3. INTRODUCAO

Face as caracteridicas de sua biologia e maor vaor gastrondmico,
guando comparado com Agaricus spp e Pleurotus spp (Dienle & Royse, 1986) e rddiva
facilidade de producdo, o Lentinula edodes vem sendo cultivado ha cerca de 800 anos,
primeiramente na China e depois no Jgpo (Chang & Miles, 1989). E um dimento de devado
vador nutritivo, posui baixo teor de carboidratos gorduras e quantidedes ggnificaives de
vitaminas (Chang & Miles 1989, Przybylowicz & Donoghue, 1990, Harris 1993). Afora o
vdor nutritivo, tém ddo aribuides @ L. edodes dgumas propriedades medicinais, dentre
outras. acdo contra infecgdes virdticas, diminuicdo do crescimerto de tumores em ratos (Fujii
et d., 1978 Chihara, 1978) e reducio no nivel s&rico de colesterol (Yamamura & Cochran,
1974).

Atudmente € produzido em toras e em cultivo axénico, nos paises
orientals como 0  Jgpdo, Tawan, Replblica Popular da Ching, Taléndia Corda e Mdasa,
dém de paisss ocidentas como EUA, Canadd Meéxico e Bradl (Lestham, 1985, Chang &
Miles 1989; Przybylowicz & Donoghue, 1990; O, 1991; Eira & Minhoni, 1997, Mda & 4d.,
1998). O cultivo axénico (subdrato edterilizado), em sacos de polipropileno, € uma dternativa

técnica de cultivo intensvo. Essas técnicas foram desenvolvidas usando-se, como  substrato,



serragem midurada a vaios ingredientes, em condigbes ambientais controladas ou  semi-
controladas (Royse, 1985; Han et d., 1981). Nestas condigbes, a producdo do L. edodes possui
um grande potencid para 0 desenvolvimento futuro da indddria de cogumdos (Chang &
Miles, 1989; Przybylowicz & Donoghue, 1990; O, 1991).

Pdas informacdes da literatura, o cultivo do L. edodes, em substrato
axénico, deservolve-se rgpidamente e resulta em maor produtividade em rdacdo a0 seu
cultivo em toras. Entretanto, a qudidade do cogumeo produzido é gerdmente menor que 0s
produzidos nas toras (Chang & Miles, 1989). Na préica, a técnica de cultivo usada para seu
rgpido crescimento, principia pda edeilizacdo do substrao em embdagens resgentes @
cdor, seguida da inoculagdo. Neste processo € utilizada méo-de-obra intensva e consome-se
quantidade substancid de energia

O propogto dege trabaho foi estudar interagbes entre linhagens de L.
edodes e subdratos (residuos da agricultura ou agro-indudrias), na cindtica e vigor de
creximento micdiano e corrdagdes com a produtividede e qudidade dos basdiocarpos em

cultivo axénico.



4. REVISAO DA LITERATURA

Atudmente a popularidade dos cogumdaos ndo é gpenas por .U vaor
gadrondmico, mas também por seu potencid proteico devado, 0 que enriquece a dida
humana, especidmente em dguns paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (Quimio et
d., 1990), onde os indices de desnutriggo sfo eevados (Chang & Miles, 1984; Chang, 1991).

Neste contexto, os cogumedos comedivels SSo dimentos de devado
vaor nutritivo, com quantidedes dgnificaivas de vitaminas (Bi, B2, Biz, D, niadna e &cido
pantoténico) e baxo teor de caboidratos e gordures (Rigau, 1980; Chang & Miles 1984;
Bononi & Trufem, 1986; Molena, 1986, Bano & Rgarathnam, 1988; Chang, 1991).

O contelido proteico na matéria seca do L. edodes varia de 12 a 25%
(Quimio et d, 1990; Haris 1993) e o teor de lipideos entre 1,6 a 25% (Haris, 1993). Sfo
goreciados em muitas dietas europdas e orientas, com importante crescimento nos  UItimos
anos, face a posshilidade econbmica de producdo (Eira & Montini, 1997). Além do vdor
nutritivo, tém gdo dribuides a0 L. edodes, e a muitos outros cogumeos comedtivels, dgumas
propriedades medicinas (Suzuki & Oshima, 1974; Cochran, 1978; Chang 1982; Nanba et 4d.

1986; Mizuno, 1990).



4.1. VALOR MEDICINAL

Em muitas culturas orientals, os cogumeos s tidos como um grupo
de dimentos com dributos egpecias, promotores da sadde (Imazeki, 1980). O cogumeo L.
edodes tem propriedades cancer-preventives e pode ser benéfico a dita humana (Jong &
Birmingham, 1993).

O lentinan, um polissecarideo produzido pdo L. edodes, fo isolado
pea primera vez em 1969, no Indituto Naciond do Céncer do Jgpéo, devido a seus efetos
antitumorais (Chihara @ d., 1970). Este polissscarideo ndo exerce dividade toxica direta as
cdulas tumoras mas inibe o0 crescimento de tumores pda edimulagdo do Sgema
imunologico (Chihara, 1978). O lentinen possui também a propriedade de aivar macrdfagos,
indirctamente, aravés do etimulo as cdulas T-auxiliares (Dennert &  Tucker, 1973; Hamuro
et d., 1976, Chihara 1978). Além dedtas interagles ja citadas, o lentinan exerce outras com 0
ssgema imunolégico, que S0 responsveis pda sua forte aividede antitumord, como a
ativacdo de clulas “naurd kille” (Sendo et d., 1981) e aumento da producdo das
interleucinas IL-2 (Chihara et d., 1987).

A eitadening, isolada do L. edodes, tem se modrado eficiente em
reduzr o nivel s&rico de colesterol (Yamamura& Cochram, 1974).

O polisscarideo complexo (KS-2), islado do Shiiteke por Fujii e d.
(1978), € outro composto que exerce aividade antitumora contra 0 sarcoma 180 induzido e
tumares de Ehrlich em camundongos (Fujii et d., 1978). Neste contexto, Alves de Lima et d.
(2001), invegigagndo o0 €fato antimutagénico de extratos hidrosoliveis de L. edodes em
camundongos, observaram que esses extratos brutos possuiam  propriedades  antimutagénicas

podendo, estas, correlacionaremse a efeitos anticarcinogénicos.



Os efdtos medicinas e nutriceuticos, tém levado a vdorizagdo do
cogumedo L. edodes no Bradl, gaattindo um futuro promissor, tanto para as pexquisss
(Montini, 1997; Satanna, 1998, Rosd, 1999; Teixdra, 2000; Fontanari et d., 2000; Pinto et
d., 2000; Eira e d., 2000; Alves de Lima et d., 2001; Regina, 2001; Nascimento et d., 2001),
como paa edimular sua producdo (Bononi & Trufem, 1986; Molena, 1986, Bononi & 4.,

1995; Eira& Minhoni, 1997).

4.2. CRESCIMENTO MICELIANO

O crexcimento micdiano de fungos pode ser avdiado aravés da
medida do crescimento lineer das hifas sobre meo de cultura Sdlido, no qud o crescimento
ocorre em fungdo do tempo. A taxa de crescimento pode ser comparada sob diferentes
condigdes ambientais, sendo que tals medidas providenciam as bases paa a determinecdo dos
faores mais favoravel's ao crescimento fungico (Chang & Miles, 1989).

Em condigdes de laboratdrio, 0 meio de cultura Sdlido (&gar) € por
vezes condderado mas naurd, uma vez que os fungos na naureza, utilizam como substratos
maerias solidos como por exemplo, madeira, restos de animas e vegeas ou solo (Griffin,
1994). O creximento micdiano em meo lido, pode s avdiado dravés de medidas de
aeg, volume (Griffin, 1994; Regina, 2001) ou raio médio da crcunferéncia (Maino, 1997,
Cdsn, 1999).

O crexcimento em funcdo do tempo, resulta em uma curva do tipo
dgmdide, que pode s dividida em véias fases as quas evidenciam diferentes propriedades
figologicas. A primera fase é denominada de lagfase, caracterizada por menores taxas de
crecimento; a segunda fase € a exponencid, caracterizada por uma taxa de crescimento

congtante e maxima; aterceirafase € a de declinio dataxa de crescimento, agumeas vezes vista



como fase estacion&ria, de curta duracdo e a fase de morte. A duracdo da lagfase depende da
espécie do indculo e dos nutrientes no meo de cultura A fase exponencid é fortemente
afetada por suplementos nutricionals, como fontes de nitrogénio e carbono. A fase de dedinio
da taxa de crescimento ocorre devido a exaustédo de dguns nutrientes limitantes ou pelo
acimulo de metabdlicos toxicos. A fase de morte € usudmente acompanhada de autdlise
(Griffin, 1994).

A concentracdo de O, e o pH influencdam os processos metabdlicos
dos fungos e conseglentemente, a habilidade de utilizar substéncias nutritives tals como
carbono, nitrogénio, vitaminas e minerais (Chang & Miles, 1989). Khan et d. (1991), rdaam
gue 0 maor crescimento em didmetro do L. edodes, em meio de cultura, ocorreu em pH 5. O
acimulo de produtos finas toxicos e a producdo de metabdlicos secundaios também

influenciam o crescimento (Prosser, 1994).

4.3. APROVEITAMENTO DE RESIDUOSAGRICOLASOU AGROINDUSTRIAIS

A UuilizacBo de resduos agricolas ou agroindudrids visando a
cicdlagem de nutrientes, é fato rea e crescente desde a década de 90. Neste processo, ocorre a
oxidagdo ou trandformagdo dos residuos lignocdulésicos, tas como o0 bagaco de cana-de
aclcar, saragem, pdhas diversss, entre outros, para formas mas smples, disponiveis aos
vegetas, animas €ou microbiota nativa €ou introduzida no dgema O proceso €
populamente conhecido como "fermentacdo no estado SAlido" (Capelari, 1996; Pandey e 4d.,
20008) e envolve a dividade de uma comunidade microbiana diversa, induindo bectérias e
fungos, 0s quais, em conjunto com outros fatores, governam o processo. Neste sentido, é
importante mencionar que a sHecdo de linhagens microbianas, bem como a composigdo dos

subgtratos e a escolha dos parémetros fisicos, quimicos e/ou bioquimicos do processo, podem



propiciar resultados mais adequados, para cada fim (Pandey et d., 2000b).

Com rdagdo a degradeco de maddra e de materid lignocduldsico,
em gad, sbe-se que 0s degradadores naturas mas eficientes de lignina sfo os fungos
causadores de podridéo branca da madera, 0os quas S0, na sua maoria basdiomicetos Este
nome deriva da coloragdo que a madeira adquire em fases avancadas de degradacéo (Capdari,
1996). A utilizaciho de substéncias lignocduldsicas pelos fungos, depende da sua capecidade
de screlar enzimas que hidrolizem a cdulose, hemicdulose e ligning, liberando nutrientes

para 0 seu crescimento (Shuen & Buswel, 1992).

4.4. CULTIVODO L. EDODES EM SUBSTRATO
Para o cultivo do L. edodes em substrato, gerdmente sfo adotadas as
seguintes operagdes obtencdo da matriz priméia, producdo da “"semente' ou "spawn” (Matriz
secundaria), preparo, inoculacdo e colonizacdo do  subdrato, inducdo de  primardios,

frutificacdo e colheita

4.4.1. Obtencdo damatriz primériae producdo da" semente' ou " spawn”

A mdriz primaia conditui-se da fase micdid ou vegetativa do fungo,
gue coloniza completamente um subdgrato nutritivo  previamente edterilizado. A obtencdo da
mdriz primaia inda-se pedo ilanento do fungo, dravés de pequenos fragmentos de um
basdiocapo sadio, colocados em meo de cultura edeilizado, sob condighes asspticas.
ApGs cerca de oito dias de crescimento no escuro, com temperatura mantida a 24 +1°C, faz-se
a repicagem do micdio inicid (desenvolvido em meo de cultur) para saragem enriquecida
com fardo, incubando-se por 30 dias, no escuro, a 24 +1°C. Esta fase mrresponde a producéo

da "samente’ (Molena, 1986; Abe & d., 1992, Bononi et d., 1995, Eira & Minhoni, 1997;



Era & Montini, 1997). Embora os meos de cultura mas utilizados na obtencdo da matriz
primé&ria, sgam batata-dextrose-&gar (San Antonio & Hanners, 1983; Bononi & d.; 1995; Abe,
1989; Abe 1990) e mdte-dgar (Nutdaya & Pataragetvit, 1981; Itévaara, 1993), o meio de
serragem-dextrose-dgar (SDA) € mais indicado por evitar a adgptacdo fiSoldgica, que pode
ocorrer quando 0 meio de cultura utilizado possui caracteristicas muito diferentes do substrato
de producio (Eira & Minhoni, 1997, Era & Montini, 1997). Legham & Griffin (1984)
observaram que, culturas de L. edodes cujo desenvolvimento ocorreu em meio de extrato de
madeira, conseguiram adaptar-s2 melhor aos efetos inibitdrios dos compogtos presentes na
madeira  Savoie e d. (1995), conduiram que esta adaptacdo envolve a producdo de enzimas,

necessarias a degradacdo dos compogtosinibitorios.

4.4.2. Substratosdecultivo

Na producdo do L. edodes em subdrato, gerdmente s utiliza a
serragem da mesma espécie de avore do cultivo em toras (Przybylowicz & Donoghue, 1990;
Od, 1991), a qud é comumente adicionada de residuos agroindudrias livres de produtos
quimicos adversos ap crexcimento do micdio. Edta adicdo, dtera as condigbes quimicas eou
fidcas do subgdrato, aumentando a velocidade de crescimento e a producdo do L. edodes
Diversos residuos tém ddo utilizados, tas como: fardo de aroz, de trigo, de soja , polpa de
beterraba, de café, girera de milho, bagaco de cana-de-aclcar, levedo de cervea etc. (Han et
d., 1981; Royse 1985; Badham, 1988, Chang & Miles, 1989; Przybylowicz & Donoghue
1990, Royse, Bahler & Bahler, 1990; Quimio, Chang & Royse 1990; Oe, 1991, Eira &
Minhoni, 1997; Pandey & d., 2000). A exolha de um ou mas residuos como suplemento a
serragem depende, dentre outros fatores, dos cugtos e disponibilidade naregiéo (Eira&

Minhoni, 1997; Eira& Montini, 1997).



Atudmente, os estudos et@0 sendo voltados para 0 desawdvimento
de uma tecnologia que posshilite o cultivo de cogumeos comestivels em subgtratios de baixo
cugo, fédl aquiscdo, com homogeneidade e ecologicamente corretos (Badham, 1988,
Itéavara, 1993). O eucdipto reline tais caracteridicas pois tem sdo amplamente utilizado em
reflorestamento no Brasl (Camo e d., 1990). A saragem de eucdipto é fadlmente
encontrada em madeireiras, principamente no sul e sudeste do Brasil.

Dentre os diversos suplementos, o bagago de cana de aglcar, dém de
possuir digponibilidade nas regides produtoras de aglicar e dcool, possui homogenidade na sua
composicdo quimica, caracteridticas fisicas e bromatologicas (Nusso & Basdobre, 1993). Por
possuir caracteridica fibrosa, 0 bagago de cana, quando prensado, pode condicionar epagos
com aeracéo suficiente para o crescimento micdid (Ross, 1999). De modo gerd, gpresenta-se
com as seguintes caracteristicas: 100 a 150 kg.mi® de densdade e 4821% de matéria seca A
matéria seca compde-se de 1,86% de proteina bruta, 4509% de fibra bruta, 48,06% de extrato
néo nitrogenado, 2,26% de extrao etéreo e 2,73% de matéria minerd. Dentro da fracdo fibra
bruta, predomina a cdulose com 44,69%, a hemicdulose com 2291% e a lignina com 14,8%
(Burgi, 1985).

Gréos, fados ou maerias dmilaes tanbém Sio  comumente
utilizados como suplementos nutricionals, sendo Sua composcdo uma misura de  proteinas,
caboidratos e gorduras. A proteina € a principd fonte de nitrogénio destes materias Os
suplementos  nutridonais  contém  mineras e vitamines que também influendam no
ceximento do fungo. Sua adicdo objetiva, principdmente, 0 aumento dos nives de
nitrogénio e caboidratos disponivels. Aclicares e amido o caboidratos  prontamente

digponiveis. Eles aumentam a veocidade de cdonizecdo e a degradecdo do subdraio,



reduzindo o tempo aé a frutificacdo. Devido a0 fao do micdio converter estes carboidratos
em resarvas para a frutificacdo, de aumenta a producdo. Por outro lado, nivels muito dtos
reslltan en um pequeno periodo de corrida de micdio, resultando em micdio pouco denso
gue produzem cogumelos de baixa quaidade (Przybylowicz & Donoghue, 1990; Od, 1991).

Outros suplementos, como o0 cdcaio ou CaCO; devem s
adicionados a0 meo de cultivo, para a manutencdo do pH favordvel ao crescimento fungico
durante os Ultimos est&gios de decomposicio quando, entéo, ocorre um aumento da acidez
ocad onada pelo metabolismo do fungo (Przybylowicz & Donoghue, 1990).

A umidade ided paa o crescimento do L. edodes, no subdrato, Stua
* entre 55 a 70% (Royse, 1985; Triratana & Tantikanjana, 1989; Quimio, Chang & Royse
1990, Od, 1991; Rinker, 1991).

Quato & formulagbes de subdratos para 0 cultivo axénico, segundo
Royse (1985), a mas utilizada nos Edados Unidos da Améica é condituida por 80% de
saragem (Quercus gop), 10% de fardos e 10% de gréos triturados, gerdmente milho ou trigo.
Rinker (1991) e Royse (1985) utilizaram, em base seca, uma proporgéo de 80% de sarragem
(Quercus sp), 10% fado de trigop e 10% de pango. A umidade foi gudada paa
goroximedamente 60% durante o preparo. Chang & Miles (1989) citan uma proporcio de
72% de serragem (Dalberia sisso, Acacia arabica e Populos alba) adicionado de 26% de
fardo de trigo e 2% de cdcaio. Santanna (1998) relda a utilizacdo de 80% de serragem de
eucdipto para 20% de fardlo de trigo, sendo o pH corrigido com CaCOs3 para vaores entre 55
a 60. Od (1991) reporta como subgdrato comumente usado, serragem adicionada de 3 a 4%
de fardlo de aroz, 1% de fardo de trigo e 1% de CaCOs sendo, que ardacdo C/N deve ser de

25:1 nainoculago.
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Segundo Sinch & Verma (1996), a rdacd C:N pode afetar a producéo
de L.edodes, sndo dependente da linhagem do cogumeo cultivado. Kaberer (2000),
obsarvou que a rdacd CN ided depende da disponibilidade e concentracdo das fontes de
cabono e nitrogénio no subdrato, da linhagem e das condigdes de cultivo. Ross (1999),
condatou que reagbes C:N de 49:1 e 45:1, obtidas com proporgdes de 25 e 30% de fado de
aroz com bagago de cana, proporcionaram produgbes mas dtas. Entretanto, Tokimoto &

Kawal (1975), rdlataram que a producdo néo foi afetada peardacéo C.N.

4.4.3. Inoculagdo do subgtrato

A inoculagdo dos subdratos é feta em condigbes asspticas, gpds a
abertura dos recipientes, resstentes ao cdor, os quas foram autoclavados a 121°C durante 2 a
4 horas (Eira & Montini, 1997). Segundo Miller & Jong (1986), 0s sacos devem ser
autodavedos a 121°C (até que o centro dos sacos dcancem 121°C por, no minimo, 15
minutos). Entretanto, Badham (1988) autodlavou os sacos, que continham 22 kg de substrato
e dimensdes de 20x12x45 cm (largura, epessura e adtura), & pressio de 1,3 kglen? por 4
horas. ApGs o redfriamento do subdrato, procede-se a inoculagid com o micdio do fungo
("semente"), sob condigdes assépticas (cAmarade fluxo laminar).

Nos sacos de polipropileno ou poligileno de dta denddade, fazse uso
de um tampdo de dgoddo para evitar a ruptura durante a autoclavagem e propiciar aeracéo
durante a colonizacdo (Od, 1991; Rinker, 1991; Chang & Miles 1989). Pode-se também
utilizar outros materias, como os filtros microbiologicos (microporo),  previamente termo-

soldados & parede dos sacos (Quimio, Chang & Royse, 1990).



4.4.4. Colonizacdo do Subgrato

A colonizagdo do subdrao pode ser dividida em duss fases "corridd!’

e etabilidade ou maturacéo do micdio.

444.1. "Corridado micdio"

A Ucorida do micdio" refeese @ oeximentto micdid
imeditamente gpds a inoculagio, aé que o subdrato do recipiente sga completamente
colonzado pdo fungo (Chang & Miles 1989). Durate a "corridd’, o micdio absorve
nutrientes, os quais seréo Uutilizados na sua estrutura e na conversdo da energia necessaria para
seu meabolismo e crescimento. Ainda nesta fase, 0 micdlio utiliza o oxigénio e libera, entre
outras, 0 gés carbdnico (Kadberer, 1995; Mori, 1987).

Um fator importante, que deve ser congderado, sf0 as trocas gasosas
dos subgratos nos sacos durante esta fase. Donoghue & Denison (1995) demondgraram que,
em sacos com aberturas maiores para trocas gasosas, 0 micdio cresceu mas rapidamente. No
entanto, fazse necesskio o controle ambienta adequado quando utilizantse sacos com
grandes aberturas, pois juntamente com o CO, perde-se &ua, ambos produtos da respiracéo
do fungo.

A concentracdo de adguns compostos, especificamente o CO, e outros
dementos voldeis como o dileno, influencdiam o crescimento e o0 desenvolvimento do fungo
(Przybylowicz &  Donoghue, 1990). Regina (2001) rdatou que, a baxa oxigenagdo néo
ocasonou a sugpensio completa do crescimento do micdio em subgtrato, porém, causou uma
forte retracd0 do processn. Donoghue & Denison (1995) cultivando L. edodes em subdtratos

com diferentes didmetros de particula de serragem, observaram menores niveis de CO, e



maores de O, quando as paticulas foran maores posshilitando, dessa forma, mehor troca
gasosa. Por outro lado, as particulas maiores S50 degradadas mais lentamente, pois a sua &ea
superficid € menor. Paticulas muito pequenas, por sua vez, acabam inibindo a corrida do
micdlio devido a dificuldade de trocas gasosas. Assm, particulas com tamanho entre 2 a 3 mm
S0 ideas paa uma boa colonizacdo. Paticulas menores que 15 mm levan a um

desenvolvimento micdiad muito lento (Przybylowicz & Donoghue, 1990).

4.4.4.2. Estabilidade ou maturacéo do micdio

A fase de edabilidade ou mauracdo do micdio comeca ao find da
"corrida do micdlio" e va aé o endurecimento e escurecimento da cgpa micdid que torna-se
amarronzada (Chang & Miles 1989). A formacdo da capa micdid, € muito importante pois
age como uma barera a perda de umidade, sendo também uma defesa contra contaminagOes
(Przybylowicz &  Donoghue, 1990). Ainda segundo estes autores, as &ess marons S0
resultantes da oxidac2o de polifenol oxidases, umareacdo aluz e ao oxigénio.

Sggundo Bononi & d. (1995), durante a colonizaggdo do subgtrato

devem ocorrer cidos de dao e escuro dternados, com peo menos 8 horas de luz por dia O

comprimento de onda entre 370 a 420 nm (Przybylowicz & Donoghue, 1990) e, a intenddade
entre 180 a 500 lux (Przybylowicz & Donoghue, 1990) o os mas eficientes durante a
colonizacgo do subgtrato.

A aeracdo durante edta fase, também € necessiria, pois os fungos
utilizam o oxigénio e liberam, entre outros o0 gas cabdnico (Przybylowicz &  Donoghue,
1990). A troca gasosa inadequada € um fator inibitdrio para o crescimento micelid do L.
edodes (Lestham & Stahmann, 1987), podendo ainda, causr 0 aclmulo de produtos finas

toxicos e producdo de metabdlitos secundérios (Stanier et d., 1969; Prosser, 1994). Durante 0
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periodo de colonizacdo do subgtrato a temperatura ided é 24°C (Abe, 1989; Eira & Montini,
1997).

O periodo paa a formagdo da cgpa micdid também depende da
linhagem (caracteridticas genéticas) e do maerid utilizado no subsrato que, segundo Klein
(1996), tem influenda pois pode determinar um crescimento micdid dterado, dependendo da
Sua edtrutura granulométrica e de suas substéncias quimicas.

O tempo de colonizacdo do micdio vaia em rezdo da linhagem
utilizada e condigbes de crescimento. Em gerd, no minimo 60 dias € no ma&ximo 180 dias So
necessarios (Chang & Miles, 1989). Ainda, segundo Chang & Miles (1989), caso a indugéo
de primordios sga redizada entre 120 a 150 dias, obtémse cogumeos de tamanho e forma
desgados e boa produtividede. Royse (1985), avdiando a produtividede do Shiiteke em
cultivo axénico, também verificou que o maor tempo de colonizacdo (116 dias) resultou em
maior produtividede e tamanho médio de cogumeos quando comparado com O menor tempo
de colonizacgo (58 dias).

O micdlio pode ofrer um retardamento de maturacdo como resultado
de uma baixa degradacéo do subdrato, assmilacdo inadequada dos produtos decompostos, ou
uma deficiéncia de nutrientes no micdlio. Neste caso, 0 bloco ird produzir um grande nimero
de basdiocapos defeituosos (sem pileo, com forma irregular, edtipe curta ec.), td como

observado por Chang & Miles (1989).

4.4.5. Inducdo de primordios e frutificagdo
A inducdo de primdrdios é utilizada no cultivo de cogumdos com o

objeivo de edimular e acderar a formagdo dos mesmos, podendo ser feita dterando-se a



temperatura de incubagdo (+ 24°C) por temperauras mais baixas entre 15 a 18°C (Chang &
Miles, 1989; Royse, 1985; Kadberer, 1995). Algumas linhagens respondem bem a eda
vaiacdo de temperaura, outras, porém, produzem mas quando submetides a chogue térmico
(Lestham, 1985). O choque térmico pode ser feto refrigerando-se os blocos entre 5 a 8°C
(Sant'anna, 1998; Leatham, 1985) durante 2 a 8 dias (Han et d., 1981; Sat'ana 1998) €ou
mergulhando os blocos em &ua fria (5° a 16°C) durate 12 a 72 horas (Przybylowicz &
Donoghue, 1990; Han et d., 1981). Ainda, sobre a inducdo de primdrdios, Przybylowicz &
Donoghue (1990) citan que a temperaura ided depende da linhagem utilizada, sendo a
maioriainduzida por temperaturas entre 10 e 20 °C durante 3 a 10 dias.

Dentre as vaiavels a temperdura tem Sdo um dos faores mas
importantes no cultivo do L. edodes. Ela influencia, dentre outros, o tempo de colonizacdo do
subgtrato, a inducdo de primordios, o periodo de frutificagdo e a morfologia do basidiocarpo
(Przybylonicz & Donoghue, 1990; Khan et d., 1991).

Durante a frutificacdo, a temperatura afeta a inducdo de primérdios e o
su desenvolvimento. Quanto a morfologia do basidiocarpo, dtas temperaturas causam etipes
longos e pileos de contexto delgado; baixas temperaturas causam edipes curtos e pileos de
contexto espesso (San Antonio, 1981; Chang & Miles, 1989).

Edudos dassficam as linhagens fungicas em fungdo da temperatura e
época do ano em que ocorre naturdmente a frutificagdo. Algumes frutificam mehor ao redor
de 10°C, outras entre 10 - 18°C e as de dtas temperauras, acima de 20°C (Oei, 1991,

Przybylonicz & Donoghue, 1990 ; Raaska 1992, Chang & Miles, 1989). Entretanto, aguns



testes redizados no Médulo de Cogumelos', mostraram que agumas linhagens, tides como de
baixa temperaiura, produziam mehor durante o verdo. Itdvaara (1993), reporta que condigbes
ambientais modificam a expresso génica.

Quanto a umidade rdativa, a faixa ided dtua-se entre 85 a 95%, néo
devendo ultrgpassar 95%, pois o potencid de evgporagdo ficaria muito baixo e a superficie dos
blocos permanecerian molhadas, o0 que reduz a inducdo de primdrdios e fadlita a
contaminacdo. Por outro lado, umidade relaiva baixa, desdrata rapidamente os blocos de
ubgtratos, causando o aborto dos primérdios (Przybylonicz & Donoghue, 1990).

Paa o0 cultivo do L. edodes, assm como de outros cogumeos
comedivels é necessxrio que hga um minimo de luminosdade para a indugdo, formagdo dos
primordios e desenvolvimento normd dos basidiocapos (Przybylonicz & Donoghue,  1990).
O comprimento de onda entre 370 e 420nm (Ando, 1974; Miller & Jong, 1986) e intensdade
de 550 lux (Van & d., 1981, Han e d., 1981) 5o 0s mas eficientes para a frutificagdo do
“Shiiteke’. Han et d. (1981), estudando a influéncia da intensidade de luz no cultivo de L.
edodes, reportou que ndo ocorreu indugdo de primordios acima de 940 lux e abaxo de 180
lux. Obsarvou, anda, que a baxa luminoddade reduziu 0 desenvolvimento dos basidiocarpos
quanto ao didmetro do pileo e comprimento da estipe.

A concentragdo de CO, no a do ambiente de frutificacdo deve ficar
abaixo de 1200 mg kg (Royse, 1985 Royse, Bahler & Bahler, 1990), uma vez que dtas
concentragdes causam pileos pequenos e estipes longos (Przybylonicz & Donoghue, 1990).

A remocdo do saco plédico durante a frutificacdo, pode ser parcid ou

totd, em funcdo das condigdes do ambiente de cultivo. Nos cultivos redizados com controle

1 Departamento de Produco Vegetal - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - UNESP - Campus de Botucatu



ambienta (temperatura, umidade, luminosdade, CO, €c), pode-se remover totamente os
sacos pois a perda de umidade ocorrerd de forma controlada (Rinker, 1991; Royse, 1985;
Royse et d., 1990). Por outro lado, em cultivos ridticos, gerdmente Stuados em locdidades
de dima favorave, onde o controle ambienta é redizado de forma rudimentar ou néo o € a
abatura pacid do saco auxilia na manutencdo da umidade do subgrao (Przybylonicz &
Donoghue, 1990; Chang & Miles, 1989).

Uma variedade de condicles de frutificacdo € reportada por  diferentes
autores, sendo consenso a diminuicdo da temperatura (seguida ou ndo de imersfo em &ua) e
aumento da luminosidade.

Um dos méodos € incubar os blocos entre 20 a 25°C, no escuro, por
60 a 70 diss Assm que o micdio tenha colonizado todo o subdrato, 0 saco plagico é
removido. Colocase 0 bloco em uma sda com temperaura entre 16 a 18 °C e umidade
rlativa entre 85 a 90%. O gparecimento de primérdios ocorre em 3 a 4 semanas € 0S
cogumelos desenvolver-se-8o entre 7 a 10 dias (Chang & Miles, 1989).

Kaberer (1995) reporta que gpdés 50 dias de incubacdo, os blocos
foram trandferidos paa a sda de frutificagdo, iluminada 24 horas por dia Durante os trés
primeiros dias a temperatura foi mantida a 15°C e gods, devou-£ paa 18°C, quando foram
retirados o0s sacos plégticos. A umidade relativa da sda de producéo ficou entre 91 a 98%.

Segundo  Pettipher (1988), os blocos de subdrato colonizados foram
colocados em uma sda de frutificagdo a temperatura de 16°C e umidade reaiva dta, com
ciclo de doze horas (luz/escuro) em ambiente controlado. Os baddiocarpos foram colhidos de

todos os blocos entre 9 e 19 dias gpts a tranderéncia para 0 ambiente de frutificacéo.




Miller & Jong (1986) rdaam que, gods o micdio colonizar totamente
0 subgtrato, 0 saco pladico € removido e 0 bloco de subdrato é colocado em uma sda de
frutificacd com ambiente controlado, aé a formacdo da cgpa micdid. A primera producio
pode s induzida dravés de um choque térmico (frio) com duracdo de 24 a 48 horas ou
diminuindo a temperatura ambiente para 10°C por vaios dias.

O tempo totd de colheita de um subdrato varia entre 3 a 6 meses, ou
mas, dependendo das condigbes ambientais durante a frutificacdo, férmula do subgrato e
tamanho do bloco (Przybylonicz & Donoghue, 1990).

A coheta deve ser redizada quando o0 cogumeo gpresentar
caacteridicas fiscas desgadas para a comercidizacdo elou consumo. O periodo entre o
chogque de inducéo e a colheta € funco das caracteridticas do subgtrato, da genética do fungo
e também de variaveis abidticas e bidticas do ambiente (Eira& Minhoni, 1997).

A produtividede do subdrato vaia de acordo com oS maerias
utilizados na sua composicéo. Eficiéncia Bioldgica entre 0,6 e 135% foi descrita para 0 cultivo
do L. edodes em subgrato (Han & d. 1981; Royse, 1985; Badham, 1988; Pettipher, 1988;
Chang & Miles 1989; Rinker, 1991; LevAnon & d., 1993, Maa & Hemandez, 1994; Rosd,

1999).



5. MATERIAISE METODOS

Os expaimentos foram redizados no Mdéduo de Cogumdos do
Depatamento de Producdo Vegetd da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP, Campus
de Botucaiu, Area de Biotecnologia e Microbiologia Agricola (Latitude 22°51' Sul, Longitude

48° 27 Oeste e dtitude 786 m).

5.1. LINHAGENS

Neste trabaho foram utilizadas as linhagens de Lentinula edodes LE
9%6/17, anteriormente utilizada na producéo de Shiiteke em toras, LE 98/51, LE 98/53, LE
98/56 utilizades para cultivo axénico. Essas linhagens, segundo Nascimento et d. (2001),
goresentam  gendtipos  diferentes, segundo  caracterizacdo molecular peo  Polimorfismo de
DNA Amplificado a0 Acaso (RAPD). A andi quditaiva dos pefis de RAPD,
diferenciou as linhagens em grupos didintos em rdacdd a0 grau de dmilaidade. Assim, a
linhagem LE96/17, adaptada ap cultivo em toros de eucdipto, pertence a um grupo e as
linhagens LE98/51, LE9S/S3 e 98/56, adgptadas a0 cultivo axénico, pertencem a outros

trés grupos (Figura 22, em anexo). Todas as linhagens foram provenientes da micoteca do



Modulo de Cogumedos da FCA/UNESP, sendo consderadas as mdrizes primdias dos

experimentos.

O Quadro 1 gpresenta 0s dados de origem e a daa de isolamento de

cadalinhagem de L. edodes.

Quadro 1. Dados de origem e a data de isolamento de cada linhagem de L. edodes.

Linhage Data do Origem
m isolamento

LE 96/17 04/% basdiocarpo coletado em Rio Claro— SP, deum  cultivo
comercid em toros de eucdipto, segundo o produtor (Wadir
Viera) éoriundade lsad.

LE 98/51 05/98 basidiocarpo coletado de cultivo comercid em substrato
axénico, segundo o produtor origindriados EUA |
denominada MM 1.

LE 98/53 07/98 bas diocarpo coletado de um substrato axénico de cultivo
comercid, segundo o produtor (Hiroki) € oriunda do Jap@o.

LE 98/56 11/98 isoladoem Tawan por b olsstado Médulo de Cogumeas

(Yeh Wen Sheng), deum  cultivo comercid em subgrato
axénico.

5.2. MEIOSDE CULTURA

Os meos de culturas foram preparados de acordo com a metodologia

bédca dexrita por Eira & Minhoni (1997), Era & Montini (1997). O meio de cultura

utilizado no amazenamento das linhagens (matrizes primaias) foi condituido de saragem

dextrose-&gar (SDA-20), conforme descrito a seguiir.

5.2.1. Meodecultura SDA-20 (serragem-dextr ose-agar)

O meo de cultura foi preparado a patir da infusfio de 200g de

subgtrato composto pela mistura, em base seca de 1569 de saragem, 20g de fardo de trigo,

20g de fardo de aroz e 4g de cabonato de cdcio, por litro de agua fervente durante 15

minutos, gpds filtrado em dgoddo, adidonouse 10y L™ de dextrose e 159 L™ de &gar,
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completando-se, casd necessario, 0 volume a 1L com &gua dedtilada O meio foi autoclavado a

1 am (121°C) por 30 minutos.

5.2.2. Meodecultura SDA-40

O meo de cultura SDA-40 foi preparado conforme o item 521,
porém, compodto pela misura em base seca de 1169 de serragem, 40g de fardo de trigo, 409

de fardlo de arroz e 4g de carbonato de cdcio.

5.2.3. Meodecultura SBDA-20 (serragem-bagaco-dextr ose-agar)

Ese meo de cultura foi preparado conforme o item 5.2.1., contudo,
composto pela mistura em base seca de 1169 de sarragem, 40g bagago de cana de aglcar, 20g

de fardlo detrigo, 20g de fardo de arroz e 4g de carbonato de cdcio.

5.2.4. Meodecultura SBDA-40

Foi preparado conforme o item 521, todavia formado pea mistura
em base seca de 86g de saragem, 30g bagaco de cana de aglicar, 40g de fardo de trigo, 40g

de fardlo de arroz e 4g de carbonato de cdcio.

5.2.5. Composicdo quimica dos meios de cultura

A composicdo quimica dos extratos, gpds filtragem, dos meios de

cultur a, esta indicada no Quadro 2.



Quadro 2. Composicdo quimica do extraio aguoso dos meios de cultura, apos fervura
(durante 15 minutos) e filtrado em dgodéo.

Meosdecultura Meao SDA-200 Meio SDA-40 Meio SBDA-20 Meio SBDA-40

Carbono Totd %7 0,30 075 0,30 0,00
N Total % 0014 0,035 0014 0042
MO % (550°C) 0,54 135 054 1,62
pH (CaCl, 0,01M) 5,00 490 5,00 5,00
Relaggo C/N 21/1 21/1 21/1 21/1
K0 Tota % 0,03 007 004 0,06
P,0; Totd % 0,07 016 008 0,15
CaTotd% 0,01 0,004 001 0,004
Mg Total% 0,01 002 001 0,02
STotd % 0,0004 0,001 0,0006 0,0000

> Todos parametros expressos ao naturd (extrato aguoso), segundo LANARV (1983). Andises
redizadas pelo laboradrio do Depatamento de Solos FCA/UNESP- Botucaiu. > Os meios
SDA-20 (1569 de serragem (S), 20g de fardo de trigo (ft), 20g de fardo de aroz (fa) e 4g de
cabonato de cdcio (cc)) SDA-40 (116g s 40g ft, 40g fa e 49 cc) SBDA-20 (1169 s 40y
bagaco de cana de aclcar, 20g ft, 20g fa e 4g cc) e SBDA-40 (86g s, 30g bagaco de cana de
acUcar, 40g ft, 40g fae 4g cc) em base seca, por litro de &gua

5.3. SUBSTRATOS

Os maerias utilizados paa compdr os subdraios de cultivo foram
sarragem de eucdipto, bagaco de canade-aglcar, fardo de trigo, fardo de aroz e carbonato
de cdcio. Paa formulagdo dos subdratos foi utilizada a metodologia badca, descrita por
Chang & Miles (1989), Badham (1988), Przybylowicz & Donoghue (1990), Royse (1985),
Han e d. (1981), Satanna (1998) e Eira & Montini (1997), adgptada as condigdes do
presente trabaho.

A saragem foi misurada com outros ingredientes (suplementos) em

vaias proporcdes, como mostra 0 Quadro 3.



Quadro 3. Proporgéo da midura de ingredientes utilizada em cada formulagdo de subdtrato, em
base seca

Formula Serragem Bagacode Farelo Fado CaCOs Ajuste da

do de canade de de (%) umidade do
substrato  eucalipto (%) agUcar (%) trigo(%) arroz(%) substrato (%)
S20 8 - 10 10 2 60
S40 8 - 20 20 2 60
SB 20 8 20 10 10 2 60
SB 40 43 15 20 20 2 60

5.3.1. Composicao quimica dos substratos

A composi¢do quimica dos subgtratos, estaindicada no Queadro 4.

Quadro 4. Composicdo quimica dos substraios de cultivo axénico, gpds a homogenizacéo,
adicéo de agua e edterilizacdo (121°C por 4 horas).

Substratos S 20° S40 SB 20 SB 40
Carbono Tota % 52,78 51,10 51,67 51,67
N Total % 1,05 140 1,26 1,68
MO % (550°C) 95,00 92 93,00 93,00
pH *(CaCl, 0,01M) 4,90 490 490 5,00
Relacdo C/N 50/1 371 411 31
Umidade* (110°C) 58,1 55,3 56,1 56,6

*Vdor expresso em % a0 naturd (extrao aguoso) segundo LANARV (1983), demas
padmetros expressos em base seca (110°C). 2Andises redizadas pelo laboradrio do
Departamento de Solos, FCA/UNESP- Botucatu. 2 Os meios SDA-20 (1569 de serragem (9),
20g de fardo de trigo (ft), 20g de fardo de arroz (fa) e 4 de carbonao de cdcio (cc)) SDA-40
(1169 s, 40g ft, 40g fa e 4g cc) SBDA-20 (116g s 40g bagaco de cana-de-aglicar, 20g ft, 20g

fa e 4g cc) e SBDA-40 (869 s, 30g bagago de cana-de-acUcar, 40g ft, 40g fa e 4g cc) em base
seca, por litro de &gua.

5.4. DETERMINAGAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO MICELIANO EM MEIO DE CULTURA
Antecedendo 0 experimento de determinacdo da aea fezse a
inoculacéo das quatro linhagens
O meo de cultura, contido em frascos de vidro do tipo Duran, foi
vertido para placas de Petri, em camara de fluxo laminar e, gpds ua completa olidificacdo, as

quatro linhagens armazenadas em tubos de ensaio (item 5.1) foram inoculadas em todos os



meios de cultura (item 5.2), para aumentar a adgptacdo do fungo aos nutrientes e diminuir a
interferéncia de outros faiores na coleta dos dados. Assm que o micdlio aingiu a digéncia de,
goroximedamente, 10 mm do perimetro da placa, fezse a transferéncia, em camara de fluxo
laminar, para novas placas contendo 0 mesmo meio de cultura, para a determinacdo do
crecimento micdiano. Para a transferéncia, utilizou-se um cortador circular com 5 mm de
diametro para o corte do meo de cultura com micdio, da extremidade da colénia ¢ com o
auxilio de uma dca de plaina eterilizada, fez-se a inoculacdo do disco (corte circular do meio
de culturd) no centro da placa, com o micdio voltado para 0 meio de cultura As placas
foram invertidas e incubadas dentro de sacos plagticos (para evitar a entrada de acaos), em

camaras de BOD a 25°C, sem fotoperiodo.

5.4.1. Monitoramento do crescimento micdlial

O crescimento das linhagens de L. edodes foi fotografado diariamente
durante a incubacdo, aé a colonizacdo totd da placa de Petri, sempre proximos do hor&io em
que foi redizada a inoculagdo, estabdecendo-se assm, cicdos de 24 horas Para tanto, utilizow

S uma camera digitd acoplada a um pedestd com fundo preto fosco, inddado dentro da

camaa de fluxo laminar. Desta maneira, a pos¢éo da camera em relacdo a plataforma de foco
permaneceu fixa Na plataforma nivdada a placa foi acomodada numa posicdo também fixa
A luz incidente e refletida no locd do poscionamento da placa era, repectivamente, de 550
lux e 50 lux, sendo medida, com auxilio de um luximetro, conforme metodologia descrita por
Bussle (1990). Aslampadas utilizadas para ailuminacéo foram fluorescentes.

O equipamento fotogré&fico e sua regulagem foram: camera digitd
marca Agfa, moddo "ePhotol1280"; rexolucio usada 307S (640 x 480 pixds standard

compression), zoom minimo, preview normd, foco automdico mecro, demais settings padréo.



As fotos digitais foram andisades com o auxilio do programa de computador (freeware),
denominedo UTHSCSA ImageTool, versio 20, de 1997, desenvolvido peda University of

Texas Health Science Center, San Antonio, Texas, também utilizado por Celso (1999).

54.11. Determinacdo da&eade crescimento micdid

Para andise das fotografias utilizouse 0 Image Tool. Os dbuns onde
edavam aquivadas as fotografias de cada traamento foram abertos, primeramente, peo
programa Agfa PhotoWise (acessirio da camera); em cada fotografia a colénia foi sdecionada
(inscritanum quadril&ero) para, entdo, ser enviadaao ImageTool.

A adie das imagens digitas pdo programa, basdase na
identificacd0 de objetos que podem s geometricamente ddimitados  Tas objetos
compreendem uma regido continua, definida por uma mesma tondidade. No caso, as imagens
somente podem ser andisadas em preto e branco (ecda do cinza). A distinggo se faz a partir
dos extremos do branco ou do preto. A patir dai, a imagem va sendo degradada no espectro
do cinza @rayscale). Exige uma poscdo neste epectro em que 0 objeto, no caso, a coldnia a
s ddimitada, adquire a sua forma red, sendo este limite ¢hresholding) fixado manudmente.
Neste ponto pode ser acionach a ferramenta de andlise Object Analysis), cujas medigdes sfo
automdticamente regidrades numa planilha com a média e desvio padréo que, entdo, podem
s editadas no Microsoft Excel. Foram feitas sete repeticbes de cada tratamento e avdiadas
separadamente para, entdo, determinar sua &ea (mm?) e vigor caracterizado pelo vaor médio

de tons de cinza (mean gray level).



54.1.2. Andise de vigor (mean gray level)

O vigor foi também avdiado aravés do progama ImageTool, pedo
cdculo do vdor médio dos pontos (pixels) na escda de cinza, contidos na  &ea ddimitada
pela andise de objetos. Deve-se ressdtar que, para a andise da imagem, fezse necessiria a
conversdo das cores para tons de cinza. A escda de cinza pode vaiar de 0 a 255, sendo o
primeiro vaor referente a presenca de pontos pretos € 0 segundo, a de pontos brancos
(informagbes obtides no Hep do programa). Portanto, quanto maor o vador na exda de

cinza, maor sera aintensdade do branco e, consequentemente, maior Sera o vigor.

5.4.2. Metodologia estatistica

O ddineamento foi interamente casudizado, em experimento fetorid
de quaro linhegens e quatro meios de cultura, com sete repeticbes por tratamento. Foram
utilizados moddos de regressio néo linear, com o objetivo de moddar o crescimento micdid
do L. edodes. ApGs a Hecdio do mehor moddo, fol redizada a andise de vaiancia néo
paamérica, referente aos pardmetros do moddo de crexcimento, utilizandose o teste de
Kruskd-Wadlis Nos caos em que exidiram diferencas dgnificativas, foram gplicados o teste
de Sudent-NewmanKeuls (SNK) em nivd de 5% de probabilidade e estimada a velocidade

de crescimento instanténea pela primeira derivada da equacéo gustada

5.5. PREPARO E PRODUCAO DO L.EDODESEM CULTIVO AXENICO
Utilizou-se a metodologia prgposta por Chang & Miles (1989),
Badham (1988); Przybylowicz & Donoghue (1990), Royse (1985), Han et d. (1981), Royse &
d. (1990), Diehle & Royse (1986), Rinker (1991) e Era & Montini (1997), adgptada as

condigdes do presente trabal ho.



5.5.1. Adaptacio do micélio

O prepao do subdrato, dedinado a fase de adgptacdo micdid, foi
feita a partir da verificagdo do teor de umidade (Quadro 5) de cada um dos ingredientes dos
ubgtratos, por secagem sob radiacéo infravermelha (110°C).

Quadro 5. Teor de umidade dos ingredientes dos substratos, por secagem sob radiacéo
infravermelha (110°C).

Serragem Bagaco de Fadodetrigop Fadodearoz
cana-de-aguicar
Teor de umidade (%) 6 37 18 18

Descontando-s2 a porcentagem de umidade exidente, cada meterid
teve sua massa medida, conforme quantidede especificada nas formulas (item 5.3), em rdacéo
a matéria seca Para maior homogeneidade, os materiais foram misturados ainda secos, com o
auxilio de uma betoneira e gods dguns minutos, adicionourse agua para corregdo da umidede
a60 %.

Cada subdrato, apGs a corregédo da umidade e devida homogenizagéo,
foi colocado em frascos de vidros tipo conserva de 800ml (transparentes e clindricos), com o
auxilio de um funil de boca larga, na quantidede de 300g por frasco. Os frascos de vidros
foram fechados, com tampas originas previamente perfuradas ao centro e preenchidas com
adgodéo (para propiciar as trocas gasosas). A seguir, as tampas foram cobertas com pape para
evitaw 0 molhamento do dgodédo e identificadas. ApGs edas operacles, os frascos foram
autodavados a 121°C (1 am), por um periodo de 2 hores (Eira & Minhoni, 1997). Apds
refriamento, os frascos foram inoculados com o micdio, de mesmo traamento, proveniente
das marizes em meo de cultura (item 54). Todo o0 proceso de inoculacéo foi feito em

canaa de fluxo laminar. ApGs a inoculacdo e identificacdo (linhagem e subgtrato) os frascos



de vidros foram acondicionados em sda com temperaura controlada a 24°C  + 2° C no escuro,
durante 20 dias, periodo necesshio para a completa colonizagdo. A seguir, deurse inido a

segunda etgpa do experimento.

5.5.2. Preparo dossubstratos de cultivo

Os subgratos foram preparados conforme as formulas do item 53 e

mesma metodologia do item 551 paa deeminacdo do teor de umidede dos materias

(Quadro 6).
Quadro 6. Teor de umidade dos ingredientes dos substratos, por secagem sob radiacéo
infraver melha (110°C).
Sarragem Bagaco de Fadodetrigp  Fardodearoz
cana-de-aglicar
Teor de umidade (%0) 6 43 18 18

A saragem fol pendrada para a remocdo de pegquenos pedacos de
madera ou outros materias duros para que, no enchimento e manussio dos sacos néo
ocorressem perfuragdes, evitando-se aentradade contaminantes.

Cada subdrato foi preparado, separadamente, de acordo com a
seguinte ordem: pesagem dos materias (messa secad), homogenizacdo, adicdo de &gua (para
corregdo da umidade a 60%), preenchimento dos sacos, fechamento e identificagéo.

5521 Preenchimento dos sacos
Foram utilizados sacos de poliileno de dta dengdade (PEAD), pois
suportam as dtas temperaturas a que foram submetidos na autoclave (121° C ou 1 am.), com

20cm de largura por 40 cm de comprimento, nos quas foram colocados 1200g + 10g de

substrato. Foi utilizado um tamp&o de agodéo para evitar a ruptura durante a autoclavegem e



propiciar aeracdo durante a colonizacd. Depois de identificados, foram autocdavados a

temperaturade 121°C (1 am.) por 4 horas.

5.5.3. Inoculagdo

Apbs o resfriamento, o substrato  foi retirado da autoclave e colocado
em um amaio com lampadas ultra violela acionadas durante trinta minutos, antes da
inoculacdo em uma camara de  fluxo laminar. Os subdratos  foram inoculados com o micdlio
crescido nos frascos de mesmo tratamento (item 5.5.1), na propor¢do de 2,0%, da massa do
subgtrato. Apds a inoculacdo, os sacos foram identificados (linhegem e subdtrato) e em

seguida, incubados.

5.5.4. Incubacgéo
O subdgrato inoculado foi  incubado em uma sda de dvenaia a 24°C
+3°C (com auxxilio de um a condicionado), com no minimo 8 horas de luz, durante 123 dias.

Os sacos foram ingpecionados a cada dez dias, sendo retirados os sacos danificados e

contaminados.

554.1. Fasede"corridade micdio"
Durante a colonizacdo, face as deficiéncias de aeracdo, para facilitar o
crecimento do micdio aé o fundo do saco, procedere ap descolamento manud entre o
filme plagtico e o subgtrato (Wang & Zhang, 1993), o que favoreceu a aeracdo (troces

gasosas), regularizando o crescimento do fungo, que colonizou todo o subdirato.



554.2.  Fasedemauracdo do micdio

Nesta fase foi possivd observar que o micdio na supeficie do bloco
tornou-s2 expesso, ocorrendo a presenca de exsudados em dguns tratamentos, entretanto, néo
foram observadas &eas marrons (inicio da formacéo da capamicdid).

Tendo em vida a importénda da cgpa micdid e dos faores que
influenciam sua formac@o, optou-se por um periodo adiciond (90 dias no totd) de espera Por
ndo ocorrer a formagdo da cgpa em todos os tratamentos, optou-se pea indugdo da capa
micdid, aravés da injecdo de oxigénio, na parte interna dos sacos e externa dos blocos de
subgratos, por 10 segundos a pressfo de 0,1 bar.  Ede procedimento foi redizado em todos os

substratos.

5.5.5. Inducéo de primdrdios e frutificacdo

Dentre as véias formas rdatadas de inducdo, optou-se pela técnica de
submeter os blocos de subgtratos a um choque térmico a 8°C durante 72 horas, seguido de
embebicdo com &gua a mesma temperaura durante 48 horas. Para is0, os blocos colonizados
foram retirados da sda de incubacdo e colocados (com o saco plégtico) em camara friaa 8°C
por 72 horas. A seguir, os sacos foram abertos na extremidade superior, dentro da camara fria
e entdo, adicionou-se 1 litro de &gua a 8°C no seu interior, permanecendo por 48 horas.

Ao find do choque térmico e imesfo, foram removidos os sacos
plasicos Os blocos foram entéo acondicionados em camara de cultivo, com ambiente
controlado (tecnologia holandesa de Ultima geracdo), ficando a temperatura entre 19 a 20°C,
umidade relativa entre 90 a 95% e 12 horas de luz por cicdo de 24 horas. Além dsso, 0 nivd

de CO, foi mantido abaxo de 1200 mg kg™.



5.5.6. Colheita eavaliagbes

Os baddiocapos foram colhidos manudmente, segurando-os pela base
da edipe e provocando, Smultaneamente, um movimento de rotagdo e pressio em direcdo a0
bloco de subgtrato. Os primeros baddiocarpos foram colhidos 5 dias apés o find da inducio e
0 periodo de colheita etendeurse por mais 9 dias Os basdiocarpos foram contados, pesados
(massa fresca) e desdratados em estufa com circulacdo forcada de ar a 60°+5°C, para secagem
até massa congtante e determinago da massa de matéria seca.

As vaidvels usadas para a avdiacdo da produtividade foram: Massa
Fresca dos Cogumdos (MFC), Massa Seca (MS), Numero de Cogumeos (NC), Massa Fresca
Média dos Cogumdos (MFMC) e Eficiénca Bidldgica (EB). A MFMC foi cdculada aravés
da razéo entre a MFC e 0 NC (Royse & d. 1990). A EB foi cdculada através da razéo entre a

MFC e massa de matéria seca do subgrato, multiplicada por cem, sendo, portanto, expressa

em porcentagem.

5.5.7. Metodologia estatistica

O ddineamento foi interamente casudizado, em expeimento fatorid
de quatro linhagens e quatro subgratos, com 33 repeticdes por tratamento. Entretanto, devido
a contaminacdo de 56 repeticdes o0 numero de repeticdes fol variavd por tratamento,
totdizando 472 repetiches de 1,2 kg. Apds a andise da didtribuicio dos dados, verificou-se
sua ditribuicdo ndo normd, e entdo, procedeurse a andise de vaidncia ndo paramérica,
referentes as varidveis MFC, MS, NC, MFMC e EB tilizandose o teste de Kruska-Wadlis
Nos casos em que exidiram diferencas dgnificativas, foi gplicado o teste de Dunn's ao nive

de 5% de probabilidade.



6. RESULTADOSE DISCUSSAO

Os reslltados obtidos em funcdo das condigdes e metodologias

adotadas, sfo gpresentados a seguir.

6.1. DETERMINACAO DO CRESOMENTO MICELIANO DO L. EDODESEM MEIO DE CULTURA

A veocidede de crescimento micdiano, seguiu modglos de regresseo

néo linear , sendo detalhados a seguiir.

6.1.1. Modeo de crescimento micegliano

Foram testados os moddos logigicoss Nebull e Gompertz, sendo que o
melhor explicou a cindtica de crescimento das linhagens de L. edodes, em meio de cultura
glido, tem como componente determinidico a exponencid de uma funcdo Gompertz

(Ratkoswsky, 1983):



onde, Yij é a &ea de crescimento (mn); X; é o tempo (dies); a,be g
s80 0s componentes do vetor de parémetros ?; @; = componente deatdrio (ruido). Os indices i
e sfo rddivos ai-esmaobservaco e ao j-ésmo tratamento (cruzamentos), respectivamente.

Uma vez gudado o moddo para cada combinacéo de tratamento,
linhagem e repeticdo, foram obtides as edimatives dos pardmetros pedo méodo dos quadrados
minimos. A expressio que fornece a derivada ou veocidade indanténea de crescimento

(mn? dia®) do componente deterministico f(X) é funcio dos pardmetrosa, b e g ou sga

4x) = L) ag (o - ox)- el - o]

A comparacdo dos parametros do modelo de regresséo ndo linear @, b
e ¢, fo feta aravées de andise de vaidncda ndo paamérica com golicacdo do teste de
Kruska-Wadlis. Nos casos em que houve diferenca Sgnificativa por esse teste, foi gplicado o
Teste de Student-Newmam-Kills (SNK) em nivd de 5% de dgnificanda (Zar, 1996). Nos
casns em que dois traiamentos gpresentem iguadade edtatistica entre aos parametros a, b e g
sgnifica que possuem velocidades indantaneas iguals, como pode ser observado na expressto
anterior referente a derivada. Caso contrario, basta que um dos parametros sga diferente, para

assegurar adiferenca edtatisticaentre as vel ocidades ingtanténess.

6.1.2. Cinética de crescimento micdiano em meio decultura

Para 0 edudo da cinéica de crescimento micdiano do L. edodes em
meio de cultura foram feitas as comparaghes dos parametros edatigicos e poderiormente a

construcéo das curvas de velocidades instantaneas.



As comparagies dos parametros edatidicos a, b e g referente a
cinética de crescimento micdiano de linhagens de L.edodes, segundo os diferentes meos de
cultura utilizados (item 5.2) S50 gpresentados nos Quadros 7 a9.

Quadro 7. Comparagies edtatisticas do pardmetro adfa do moddo de regressio néo linear!,

referente a cinética de crescimento micdiano do L.edodes, segundo meio de cultura e
linhagem. (pelo teste néo paramétrico de Student-Newmamt-Kill)

Meiosde Linhegens
cultura
LE917 LE9851 LEO9353 LE9SH
PA-D  919° 9,38 914 929
PDA-40 906 9,35 886° 9,12
SBDA-0 9247 927 909" 9132
B\DA-40 909 925 8o 919

1Y =9<p{aj 9@[ e’@(bj' gjxij)]}+eij

2 Por coluna medianas sequidas de mesma letra, nfo diferem Sgnificativamente em nive de
5% de dgnificancia pdo tete de Sudent-Newmam-Kills Os mdos SDA-20 (1569 de
serragem (S), 20g de fardlo de trigo (ft), 20g de fardlo de aroz (fa) e 4g de carbonato de cdcio
(cc)) SDA-40 (1169 s 40g ft, 40g fa e 4g cc) SBDA-20 (1169 s, 40g bagaco de cana de

acUcar, 20g ft, 20g fa e 4g cc) e SBDA-40 (86g s, 30g bagaco de cana de aclcar, 40g ft, 40g fa
e 4g cc) em base seca, por litro de &gua.

Quadro 8. Comparagdes edtatisticas do pardmetro beta do modelo de regressio nZo linear,
referente a cindtica de crescimento micdiano do L.edodes, segundo meio de cultura e
linhagem. (pelo teste ndo paramétrico de Student-Newmamt-Kills)

Meosde Linhagens
cultura

LE9/17 LE9851 LE9353 LE 9956
DA-0 0057 0,08 0132 0,052

SDA-40  016° 0,16 0112 0,162
SBDA-20  007° 007 013 0,07
SBDA-40 015 0,15 008 015?

1Yy :exp{aj exp[— ®<p(bj— gjxij)]}+eij

2 Por coluna medianes sequides de mesma letra, ndo diferem sgnificativamente em nivel de
5% de sdignificanda pedo tete de Sudent-Newmam-Kills Os meaos SDA-20 (1569 de
serragem (S), 20g de fardo de trigo (ft), 20g de fardlo de aroz (fa) e 4g de carbonao de cdcio
(cc)) SDA-40 (1169 s 40g ft, 40g fa e 49 cc) SBDA-20 (1169 s, 40g bagago de cama de

aclcar, 20g ft, 20g fa e 4g cc) e SBDA-40 (86g s, 30g bagaco de cana de aglcar, 40g ft, 40g fa
e 4g cc) em base seca, por litro de &gua



Quadro 9. Comparacies edatisticas do pardmetro gama do modelo de regressio n&o linear,
referente a cinética de crescimento micdiano do L.edodes, segundo meio de cultura e
linhagem. (pelo teste néo paramétrico de Student-Newmamt-Kills)

Meosde Linhagens
cultura

LE9S17 LE9851 LEO98/53 LE 956
DA-0 02407 oxs? 02442 0,224
DA-40 0233 02172 0243 0,216
BVDA-D 026" 02252 0,245 0,241%
BDA-40 023%° 02212 0,234 0,211°

1Yy :W{aj 9@[ eXp(bj' gjxij)]}+eij
2 Por coluna medianas sequides de mesma letra, ndo diferem significativamente em nivel de
5% de dgnificancia pdo tete de Student-Newmam-Kills. Os meaos SDA-20 (1569 de
serragem (S), 20g de fardo de trigo (ft), 20g de fardlo de aroz (fa) e 4g de carbonao de cdcio
(cc)) SDA-40 (1169 s 40g ft, 40g fa e 4g cc) SBDA-20 (116g s 40g bagago de cana de
acUcar, 20g ft, 20g fa e 4g cc) e SBDA-40 (86g s, 30g bagaco de cana de aglcar, 40g ft, 40g fa
e 4g cc) em base seca, por litro de &gua

O crexcimento micdid foi determinado pelos parametros dfa, beta e
gana que interagiram durante a colonizacd do meo de cultura  desencadesndo
comportamentos digintos entre as linhagens em razéo do meio de cultura, 0 que também foi
obsarvado por Regina (2001), esudando a cinética de crescimento micdiano do L. edodes em
meio de cultura & base de sarragem ou bagaco de cana-de-aclcar enriquecidos com farelos em
diversas proporcoes.

Para a LE 96/17 nas comparaghes entre meios de cultura SDA-20 e
SBDA-20 (Figura 1), ndo ocorreram diferenca ggnificativa (Quadro 7, 8 e 9), sendo portanto
condruidos em uma Unica curva de velocidade indanténea de crecimento, o0 que também
ocorreu entre os meios SDA-40 e SBDA-40. Paa a LE 96/17, obsarvou-se maores
veoddades indantdness, a0 longo do tempo, nos meos SDA-20 e SBDA-20, sendo as
menores velocidades indanténess nos meos SDA-40 e SBDA-40. A maor quanitidede de

fardos, naLE 96/17, diminuiu a veocidade indtantanea de crescimento.



Para a LE 98/51 na comparagéo entre os meios de cultura (Figura 2), o
SDA-20 foi 0 que goresentou a maior velocidade indanténea de crescimento, no decorrer do
tempo, seguida pda SDA-40 que goresentou velocidade indantdnea find superior aos meos
SBDA-20 e SBDA-40, que néo agoresentaram diferenca ggnificativa entre 9 (Quadro 7, 8 e
9), sendo portanto congtruidos em uma Unica curva de velocidade inganténea de crescimento.
No entanto, os meos SBDA-20 e SBDA-40 agpresentaram velocidade indtanténea superior
entre 0 1° e 0 & dig, tendo goresentado comportamento semdhante entre 0 4° e o 6° dia, porém
inferior a0 SDA-40 somente no Ultimo dia Neda linhagem, a adicdo de bagago de cana
reduziu a velocidade ingantanea de crescimento.

Em rdacdo a linhagem LE 98/53, na comparago entre os meos de
cultura (Figura 3), SDA-20 e SBDA-20 ndo goresentaram diferenca significativa (Quadro 7, 8
e 9), sendo portatto condruidos em uma Unica curva de weocidade indantanea de
ceximento, 0 que também ocorreu entre os meios SDA-40 e SBDA-40. Ese mesmo
comportamento, foi verificado com a LE 96/17, onde a maor quantidede de fardos, diminuiu
a velocidade ingtantanea de crescimento.

Para a LE 98/56, na comparacéo entre os meios de cultura (Figura 4),
ndo ocorreu diferenca dgnificativa (Quadro 7, 8 e 9), entre os meios SDA-20, SDA-40 e
SBDA-40, sendo portanto congruidos em uma Unica curva de velocidade inganténea de
cecimento. Nesta linhagem, a menar quantidade de fados e a presenca do bagaco,
aumentou a vel ocidade indtantanea.

As curvas de veocidades indanténeas de cada linhagem de L. edodes

(item 5.1) em funcdo dos diferentes meios de cultura, Sfo gpresentadas nas Figuras 1 a4.
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Figura 1. Veocdidade indanténea edimada do crexiimento micdiano da linhegem LE 96/17
nos meios de cultura SDA-20, SDA-40, SBDA-20 e SBDA-40 (crescimento radid em placas
de Petri).

900 7

800 A
—&— SDA-20

= 700 7 —=&— SDA-40
600 1 —&— SBDA-20 e SBDA-40

o (mmZ2dia?)

n
a
o
o

1

Velocidade Instantanea estimada do
celial

O T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (dias)

Fgura 2. Veocidade ingdanténea edimada do crescimento micdiano da linhagem LE 98/51
nos meios de cultura SDA-20, SDA-40, SBDA-20 e SBDA-40 (crescimento radid em placas

de Petri).
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Fgura 3. Vdocidade indanténea etimada do crescimento micdiano da linhagem LE 98/53
nos meios de cultura SDA-20, SDA-40, SBDA-20 e SBDA-40 (crescimento radid em placas
de Petri).
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Fgura 4. Veocidade indanténea etimada do crescimento micdiano da linhagem LE 98/56

nos meos de cultura SDA-20, SDA-40, SBDA-20 e SBDA-40 (crexcimento radiad em placas
de Petri).



Andisandose  comparativamente, a curvas de  veocidades
indanténeas de crecimento micdid, de todas as linhagens em funcdo dos meios de cultura
(Fouras 1 a 4), pode-se obsarvar que a LE 98/51 gpresentou velocidades indantaneas maiores
no meo SDA-20, a0 longo do tempo, seguida pda linhagem LE 96/17 nos meos SDA-20 e
SBDA-20 que ndo agoresentaram diferencas edatidicas entre s, conforme o goresentado nos
Quadros 7, 8 e 9. Por outro lado, as linhagens LE 96/17 e LE 98/53 agoresentaram
comparaivamente, velocidades ingantaness inferiores nos meios SDA-40 e SBDA-40. Boyle
(1998), estudando os fatores que limitam o crescimento de L.edodes verificou que ocorreram
vaiagdes na velocidade de crescimento em funcdo da linhagem. Efeitos da linhagem foram
relatados também por Worrd & Yang (1992) e Royse & Bahler (1986), no estudo da interacéo
entre linhagens de L. edodes e condituintes dos meios de cultivos Tan & Moore (1992)
comparando a producdo de biomassa em meo liquido, verificou diferencas em funcdo das
linhagens. As diferencas metabdlicas entre linhagens de uma mesma espécie podem causar
grandes diferencas na habilidade de utilizacdo do nitrogénio (Kurtzmen & Zadrazil, 1982). O
nitrogénio € um faor limitante no crescimento micdiano de L.edodes (Boyle, 1998),
possuindo entretanto um  limite m&ximo, apds o0 qud ocorre uma diminuicdo do crescimento
(Song et d., 1987).

As comparacdes dos parametros edetisticos a, b e g referente a
cnética de ceximento micdiano do L.edodes, segundo as diferentes linhagens utilizadas

(item 5.1), sfo goresentados nos Quadros 10 a 12.



Quadro 10. Comparagfes edatidicas do pardmetro dfa do moddo de regressfo ndo linear*,
referente a cinética de crescimento micdiano do L.edodes, ssgundo linhagem e meio de

cultura. (pelo teste ndo paramétrico de Student-Newmamt-Kills)

Linhagens Meios de cultura
DA-20 DAL SBDA-20 SBDA-A0
LE9G/17  919%* 9,06° 9242 9,09
LE985L 933 935" 9272 9,252
LE9SBE3  914° 8,86° 9,00° 898
LE9R/S6 929 912° 913° 919

* Yij :e’@{aj@‘p[' e‘p(bj' gjxij)]}+eij

** Por coluna medianas seguidas de mesma letra, néo diferem dgnificativamente em nive de
5% de dgnificancia pdo tete de Sudent-Newmam-Kills Os mdaos SDA-20 (1569 de
sarragem (), 20g de fardo de trigo (ft), 20g de fardo de arroz (fa) e 4 de carbonato de cdcio
(cc)) SDA-40 (1169 s 40g ft, 40g fa e 4g cc) SBDA-20 (116g s 40g bagago de cama de

aclcar, 20g ft, 20g fa e 4g cc) e SBDA-40 (86g s 30g bagaco de cana de aglcar, 40g ft, 40g fa
e 4g cc) em base seca, por litro de &gua.

Quadro 11. Comparaches edtatisticas do parametro beta do modelo de regressao néo linear*,
referente & cinética de crescimento miceliano do L.edodes, segundo linhagem e meio de
cultura (pelo teste no paramétrico de Student-Newmam:-Kills)

Linhagens Meios de cutura
DA-20 SDA-0 SBDA-20 SBDA-40
LE9®17 005™* 016" 0072 0,15
LE985L 008 0,16 007 0,15°
LE98/53 013 0,11° 013% 0,08
LE9RS6  005° 0,16° 0072 0,15°

* Yy =9<p{aj e(p[ e’@(bj' gjxij)]}+eij

** Por coluna medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem dgnificativamente em nive de
5% de dgnificancia pdo tete de Sudent-Newmam-Kills Os mdos SDA-20 (1569 de
serragem (S), 20g de fardo de trigo (ft), 20g de fardlo de aroz (fa) e 4g de carbonao de cdcio
(cc)) SDA-40 (116g s 40g ft, 40g fa e 4g cc) SBDA-20 (116g s, 40g bagaco de cana de
acUcar, 20g ft, 20g fa e 4g cc) e SBDA-40 (86g s, 30g bagaco de cana de aclcar, 40g ft, 40g fa
e 4g cc) em base seca, por litro de &gua



Quadro 12. Comparagies eddidicas do par@metro gama do moddo de regressfo néo linear*,
referente a cinética de crescimento micdiano do L.edodes, ssgundo linhagem e meio de
cultura (pelo teste ndo paramétrico de Student-Newmamt-Kills)

Linhagens Meios de cultura
DA-20 SDA-L0 SBDA-20 SBDA-40
LE9S/17 0240>* 0233 0226° 0,239

LE9S/5L 0218 o7t 025" 0,221
LE9853 0244 0243 02452 0,234°
LE9856 0224 0216° 02412 0,211°

* Yij :9@{31 exp[ e"p(bj' gjxij)]}+eij

** Por coluna medianas seguides de mesma lelra, ndo diferem gSgnificativamente em nivd de
5% de dgnificancia pedo tete de Student-Newmam-Kills Os meaos SDA-20 (1569 de
serragem (S), 20g de fardo de trigo (ft), 20g de fardlo de aroz (fa) e 4g de carbonao de cdcio
(cc)) SDA-40 (1169 s 40g ft, 40g fa e 4g cc) SBDA-20 (116g s 40g bagaco de cana de
aclcar, 20g ft, 20g fa e 4g cc) e SBDA-40 (86g s, 30g bagaco de cana de aclcar, 40g ft, 40g fa
e 4g cc) em base seca, por litro de &gua

Na andise da cdnélica de ceximento micdiano no meo SDA-20
(Fgura 5), observou-se diferenca entre as linhagens, tendo a LE 98/51 goresentado a maior
veodidade indantanea, seguida pda LE 98/56, que gpesar de possuir velocidade find inferior,
goresentou maior velocidade, comparativamente a LE 98/51, entre 0 3 e 0 7° dia A LE
96/17 goresentou a terceira maior velocidede find, porém, entre 0 4° e 0 7° dia foi a LE 98/53
que apresentou os melhores resultados, entretanto, finalizou com amenor velocidade.

No meo SDA-40 (Figura 6), ocorreu diferenca entre as linhagens,
entretanto, entre 0 1° e 04° dia todas goresentaram desenvolvimento semehante. ApGs o 5° dia
as diferencas acentuaram-se, sendo que a LE 9851 gresentou a maor veocidade
indantanea, seguida pelas LE 96/17, 98/56 e 98/53, respectivamente. A LE 98/53 gpesar de

possuir amenor velocidade find, entre 0 5° e 0 7° dia, teve desempenho superior aLE 98/56.



Paa o meo SBDA-20, as linhagens LE 9%/17 e 9851 néo
goresentaram  diferenca dgnificativa (Quadros 10, 11 e 12), sendo portanto unidas em uma
Unica curva de velocidade inganténea de crescimento (Figura 7), o que também ocorreu entre
a LE 98/53 e 98/56. Até o0 4° dia as linhagens gpresentaram desenvolvimento  semelhante,
sendo que entre 0 4° e 0 7 dia as LE 98/53 e 98/56 goresentaram maor velocidade
indanténea, entretanto, gp0s 0 & a LE 9%6/17 e 98/51 obtiveram desempenho superior,
resultando em maior velocidedefind.

No meo SBDA-40 (Fgura 8), obsarvouse diferenca entre as
linhagens, tendo a LE 98/51 goresentado a maor velocidade indantdnea, seguida pela LE
9%/17. Apesar da LE 98/53 posauir velocidade superior entre 0 2° e 0 7° dia em rdacdo a LE
98/56, eda goresentou a tercdra maor velocidade find, ficando a LE 98/53 com a menor
velocidade findl.

As curvas de veocidades inganténeas de cada meo de cultura (item

5.2), em fungéo das diferentes linhagens de L. edodes, sto apresentadas nas Figuras 5 a 8.
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Fgura 5. Vdocidade inganténea etimada do crescimento micdiano das linhagens LE 96/17,
LE 98/51, LE 98/53 e LE 98/56 em meo de cultura SDA-20 (crescimento radid em placas de
Petri).
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Figura 6. Vdocidade indanténea estimada do crescimento micdiano das linhagens LE 96/17,
LE 98/51, LE 98/53 e LE 98/56 em meio de cultura SDA-40 (crescimento radia em placas de
Petri).
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Figura 7. Ve ocidade inganténea estimada do crescimento micdiano das linhagens LE 96/17,
LE 98/51, LE 98/53 e LE 98/56 em meio de cultura SBDA-20 (crescimento radia em placas

de Petri).
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Figura 8. Veocidade ingtanténea estimada do crescimento miceliano das linhagens LE 96/17,
LE 98/51, LE 98/53 e LE 98/56 em meio de cultura SBDA-40 (crescimento radia em placas

de Petri).



Andisando-se as curvas das velocidades instantaneas de crescimento
micdid, em todos os meios de cultura e em fungdo das linhagens (Figuras 5 a 8) obsarva-se
gue, no meo SDA-20, a veocidade indanténea find foi diferente para as  linhagens LE 98/51
(melhor desempenho), 98/56 (2° mehor desempenho) e 96/17 (3 mehor desempenho). Por
outro lado, andisando-se as veocidades indantaness finas inferiores, foi observado o pior
dessmpenho no meo SDA-40 com a LE 98/53, seguida em ordem crecente, porém com
desempenho pouco superior as linhagens LE 98/53 (SBDA-40); LE 98/56 (SDA-40); LE
98/56 (SBDA-40); LE 96/17 (SDA-40) e LE 96/17 (SBDA-40), respectivamente. As demais
linhagens gpresentaram desempenho intermediaio.

Baados na andise dos resultados obtidos, observou-se desempenhos
uperiores no melo de cultura (SDA-20) com quantidades menores de fardlos de aroz e trigo e
auséncia de bagago de cana-de-aclcar. Regina (2001), estudando o efeito da adicdo de fardos
na veocidade indantdnea de crecimento, também observou a maor velocidede de
ceximento da LE 96/17, no meo de cultura com a mesma composcdo do SDA-20. As
velocidades indanténess inferiores, foram verificadas nos meios de cultura (SDA-40 e SBDA-
40) condtituidos com quantidades maiores de fardos de trigo e aroz. Em rdacédo a0 efeito do
bagaco de cana, os resultados indicam que sua influncia foi dependente do grau de
uplementacdo com fardos.

A andise dos meios de cultura (Quadro 2) revela que, a medida que as
quantidades de fardos aumentaram (item 5.2.5), também aumentaram os teores de carbono,
nitrogénio, potésso, fosforo, magnéso e enxofre Assm, h4 uma rdagdo inversa entre os
teores destes dementos e 0 crescimento micdiano do L. edodes, quanto & veocddade de

crescimento. Esses resultados serdo também comparados quanto a0 vigor. Contudo, para 0



presente experimento, ndo s pode inferir qud demento ou combinacdo que seria limitante
Esse efeito limitante também foi relatado por Ross (1999) e Kamra & Zadrazil (1988).

Andisando-se 0s teores de nitrogénio e carbono totais nos meos de
cultura (Quadro 2, item 525) verifica-se que, a rdagdo C:N permaneceu indterada Esta
observacdo pode explicar certa discordancia entre os vaios autores e revela que os teores de
cabono e nitrogénio devem ser sempre indicados. Sinch & Verma (1996), obsarvaram que a
rdacdo C.N de 25 :1 foi faor limitante no crescimento de L. lateritia. Além desses autores,
Ross (1999) condaiou que rdagbes C:IN de 451 e 381 também limitaam O crescimento
micdid de L. edodes, quando comparadas com relagbes maores 64:1 e 74:1. Entretanto, Song
et d. (1987) rddaran que o0 maor crecimento miceiano ocorreu quando a rdacd C.N foi
de 30:1, e a menor para a C:N de 51. Em trabadho subssquente, Song (1989) obteve maior
crexiimento micdiad quando a rdacdo C:N também foi de 30:1, sendo que a medida em que
diminuia ou aumentava a concentracdo de N, obtiveram menores taxas de crescimento.

Deve-s= resdtar que a forma com que os nutrientes sGo gpresentados,
também influenda o crescimento microbiano. Neste sentido, Boyle (1998) obsarvou que a
utilizacdo de formas mas complexas de N (fardos) ocasonou um crescimento maor em L.
edodes. A digoonibilidede de nitrogénio € um faor limitante no cresimento micdiano de
L.edodes (Boyle, 1998), posuindo entrelanto um limite méximo, gpds o qud ocorre redugéo
do crescimento micdiano (Song et d., 1987).

Segundo Oa (191) e Przybylowicz & Donoghue (1990) os fardos
s utilizados como suplementos nutricionals, sendo compostos de proteina, carboidratos e
gorduras. A sua adicdo objetiva prindpdmente, 0 aumento dos nivels de nitrogénio e

caboidraios digoonivels. Royse e d. (1990), dtaram maor crecimento em  subdrato



enriquecido com fado de aroz entre 10 a 40%. Eira & Minhoni (1997), rdaaram que o
cultivo axénico de L. edodes pode ser feito em sarragem acrescentada de 20% de fardlos e
outros nurientes. Ross (1999) verificou que as proporgdes de fardo de aroz entre 25 e 30%

acrescentados a0 bagago de cana, promoveram as produgbes mas eevadas de basidiocarpos

de L. edodes.



6.2. ESTUDO DO VIGOR DO L. EDODESEM MEIO DE CULTURA.

A temindogia "vigor' estd sendo proposta e quantificada digitdmente
nese trabdho, embora ja sga utilizada por diversos autores (Tan & Chang, 1989; Marino,
1997; Rosd, 1999) mes andisada pdo citério subjetivo de notes Assm, propde-se exprimir
uma grandeza digitdizdve com base na denddade micdid (que traduz diretamente a
biomessd) e na idade do micdio. A idade do micdio pode s expressa em funcdo das
mudancas na sua tondidade no decorer do tempo que, frequentemente ndo é visive a olho nq,
meas pode ser detectada pda andise digitd.

O vigor, avdiado aravés do vdor médio dos pontos (pixes) na excda
de cdnza ou sga a tondidade média do micdio, denotou um comportamento semehante entre
as linhagens (Figuras 9 a 12). No primeiro dia, os vaores da tondidede média do micdio
foram os mas baixos, provavdmente devido a &ea de cor amarronzada presente no verso do
disco (item 5.4.), utilizado para inocular 0 meio de cultura com o L. edodes. A patir do 2° dia
observou-se aumento progressvo no vaor medio, ocorrendo seu vaor méximo entre o0 4° e o

5° dia variando em fungdo do meio de cultura utilizado, excegdo gpenas paa a linhagem LE

98/53 no mao SDA-20, na qud o vador méximo ocorreu no 6° dia ApGs dcancarem o vaor
maximo da tondidade média do micdio, verificou-s2 0 dedinio dos veores aé o Ultimo dia
O intervdlo de confianga para 1 a 95% (ICugseevidenciou a amplitude entre os vaores das
repeticdes, inicidmente maiores, porém, diminuindo aé dcancarem o vdor m&imo da
tonalidade meédia do micdio, mantendo-se entéo, ae o fina das leituras.

Os resultados permitiram  verificar que as linhagens, a medida que se
desenvolvem, aumentam o vigor (aumento da tondidade do micdio). Entretanto, ese aumento

fo limitado, provavdmente, pdo envehecdmento do micdio no centro da colbnia que, muda o



metabolismo do fungo, levando a ocorréncia de veculos (Stanier e d., 1969) e a presenca de
exudados (Griffin, 1994). Edes faos, podem causyr mudancas na tondidade do micdio, que
apesar de ndo ser visivd aolho nu, foi detectada pdaandise digitd.

O egtudo do vigor do L. edodes em meio de cultura, araves dessa nova

metodologia propoda (item 5.4.1.2), encontra-se nas Figuras 9 a 12.
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Figura 9. Vdores médios com os respectivos intervaos de confianca a 95% da tondidade do
micdio (vigor), en exda de cinzay do ceximento micdiano da linheagem LE 96/17 em
funcdo dos meios de cultura (sendo o vaor O referente a cor pretae 0 255 a cor branca).
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Figura 10. Vdores médios com os regectivos intervaos de confianca a 95% da tondidade do
micdio (vigor), em excda de dnza, do creximento micdiano da LE 98/51 em fungdo dos
meios de cultura (sendo o vaor O referente & cor pretae 0 255 acor branca).
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Figura 11. Vaores médios com os respectivos intervaos de confianga a 95% da tondidade do
micdio (vigor), em exda de dnza do creximento micdiano da LE 98/53 em funcdo dos
meios de cultura (sendo o vaor O referente & cor pretae 0 255 a cor branca).

225 7

200

175 1

150

125 +

100 -

Valores médios da tonalidade do micélio (vigor

~
(&)]

—=—SDA-40
—*—SBDA-20
——SBDA-40

o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (dias)

Figura 12. Vdores médios com os respectivos intervaos de confianca a 95% da tondidade do
micdio (vigor), em exda de dnza do crecimento micdiano da LE 98/56 em fungdo dos
meios de cultura (sendo o vaor O referente & cor pretae 0 255 a cor branca).



Neste estudo do vigor, optou-se pela comparacdo dos vaores maximos
dos pontos (pixds) na exda de cdnza ou sga a tondidade méxima do micdio,
independentemente do dia de ocorréncia, com base nos fatos anteriormente relatados.

O Quadro 13 apresenta as comparaces aitre as medianas dos vaores
de tondidade maxima do micdio, segundo linhagem e meo de cultura

Quadro 13. Compaacdo edatidica entre medianas dos vadores de tondidade méxima do
micdio, peo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), segundo linhagem e meio de cultura

Linhagens Meios de cultura
SDA-20 SDA-40 SBDA-20 SBDA-40

LE 96717 182F* 206™ 119%™ 2087

LE 98/51 175% 206" 1918 200

LE 98/53 168~ 193" 173 190"

LE 98/56 173~ 189 178 196™
* Letras mailisculas. para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de mesma
letra, ndo diferem dignificativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de SNK. Letras
mindsculas: para cada substrato, linhagens representados pela mediana, seguidas de mesma letra, ndo
diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de SNK. Medianas referentes a 7
repeticbes. Os meios SDA-20 (1569 de serragem (s), 20g de farelo de trigo (ft), 20g de farelo de arroz
(fa) e 4g de carbonato de célcio (cc)) SDA-40 (116g s, 40g ft, 40g fa e 4g cc) SBDA-20 (1169 s, 40g
bagaco de cana de agucar, 20g ft, 20g fa e 4g cc) e SBDA-40 (869 s, 30g bagaco de cana de aglcar,
40g ft, 40g fa e 4g cc) em base seca, por litro de &gua.

Nas comparagies entre linhagens (Quadro 13), as LE  96/17 e 98/51
gorentaram 0s maores vdores da tondidade méxima do micdlio, independentemente do
meio, porém, a linhagem LE 98/51 néo diferiu dgnificativamente da LE 98/56, no meo SDA-
20. O maior vaor de tondidede méxima do micdio foi verificado com a LE 96/17 e 98/51,
gque ndo diferiram dgnificativamente no subgrato SDA-40. A ocorréncia de respostas
diferenciadas em razéo das linhagens, também foi observada por Tan & Moore (1992), quando
compaaran a biomassa produzida entre linhagens em diferentes melos de cultura Estes
mesmos autores, utilizaram como critéio para a sdegéo inicd das linhagens, o vigor

(avdiacdo visud) e velocidade de crescimento, em placas de Petri.



A Uuilizacho da andise digitd, permite uma compaagdd menos
subjetiva do vigor de crescimento das linhagens. Além da avdiacdo de crescimento em placa
de Petri, a andie digitd também podeia ser utilizada, na avdiagd do crescimento em
saragem. Ede dias, tem Sdo associado a boas colhetas de basdiocarpos de L. edodes (Tan &
Chang, 1989).

Nas comparaghes entre meios de cultura (Quadro 13), observou-s2 que
a tondidade maxima do micdlio, foi veificada nos meios com maores quantidades de fardos
de trigo e de aroz, independentemente das linhagens, exceto para os meios SDA-40, SBDA-
20 e SBDA-40 com a linhagem LE 96/17, pois néo diferiram edaidicamente. Os meos SDA-
40 e SBDA-40, que ndo diferiram dgnificativamente paa as linhegens LE 98/51, 98/53 e
98/56, indicam que a porcentagem dos fardos na composcdo dos substratos exerceu maior
influéncia. De forma semdhante, Straatsma (1991) verificaram que 0s meos nutricionamente
mais ricos promoveram a formacdo de um micdio mas vigoroso, quando comparado com
meios pobres Ede faio, pode s explicado de forma inversa (Dix & Webger, 1995)
obsarvando-2 que, quando as condigdes nutricionas ao redor do micdio o inaUficientes o
ceximento € diredonado paa a hifas prindpas (extremidades), posshilitando um
crexcimento mas acderado (maor veocidade de expansio linear), ao invés da producéo de

biomassa.



6.3. AVALIACAO DA PRODUCAO DE BASIDIOCARPOSDEL.EDODESEM CULTIVO AXENICO

Os resultados de producéo deste experimento, foram obtidos gpenas
paa o primearo fluxo de frutificagdo, como os reaados por Badham (1988), sendo
gpresentados e discutidos a seguir.

A fase de indugéo de primérdios e frutificagdo € uma das fases em que
o controle do ambiente é critica e um fator decisivo para a obtencdo de boas colheitas segundo
diversos autores (Kdberer, 1995 e 2000; Rinker, 1991). O controle do ambiente em camaras
cimatizadas possii um custo devado e € em sua maoria, dependente do uso de quantidade
substancid de energia détrica. Periodos de colheitas, maiores que 2 meses, sfo citados em
inimeros  trabahos (Royse, 1985, Royse et d.1990; Ddpech & Olivier, 1991), sam, no
entanto, levar-se em conta 0 cugto. Por outro lado, a andise dos trabdhos de Royse et 4.
(1990) e Depech & Olivier (1991) permite verificar que, dependendo da linhagem e da
técnica de cutivo utilizada, mais da metade da EB ocorre nos primeiros 10 dias de colhdta A
permanéncia do subdrato no ambiente de frutificacdo, também propicia 0 desenvolvimento de
contaminantes, que podem causar queda na produtividade, como verificado por Andrack
(1999), no cultivo em toras e por Maa et d. (1998), Kdberer (1995) no cultivo em subgtrato.
Kaberer (1995), enfdtiza que periodos menores de colheita minimizam as contaminagies.

Com rdacdo a aeracéo, durante o periodo de incubacdo, observou-se
gue o dgoddo utilizado no sdamento do saco, ndo foi suUfidente para as trocas gasosas
necessyias. Em decorréncia deste fao foi injetado oxigénio nos sacos com o intlito de
melhorar a aeracéo paraformacéo da capamicdid.

A avdiacdo da producdo (Quadro 14 a 18 e Hguras 13 a 17) das

linhagens LE 98/51 e 98/53, inferior as demas linhagens, sugere que as condigdes do presente



expaimento, ndo foram favordvels a expressdo dos seus potencias produtivos ou que, essas
linhagens, podem ter perdido genes de frutificacdn. Provavemente, linhagens possuam
maor necessdade de trocas gasosas (Donoghue & Denison, 1995), €ou  goresentem
sendhbilidade a presenca de meabdlitos secunddios (Prosser, 1994), evidenciando a
necessdade da utilizacdo de linhagens diferentes, para comparacéo entre diferentes técnicas de
cultivo. Segundo Przybylowicz & Donoghue (1990), Stamets & Chilton (1983) e Teixeara &
Machado (1997), ocorre producdo de basidiocarpos devido a estimulos, tas como: mudanca
na temperatura e umidade do subdrato, digoonibilidade de nutrientes entre outros  Entretanto,
as respodas a esimulos e também a sua intenddade, podem diferir em reacdo as
linhagens.

A linhagem LE 9851 no subgrato S20, néo produziu basdiocarpos
nas 19 repeticdes, sendo portanto, excluida da comparacio dos tratamentos na avdiacdo da
produtividede de basdiocarpos de L.edodes. Este aspecto também demonstra que néo ocorreu
corrdagdo entre os edudos redizados "in vitro' (cuja velocidade de crescimento e vigor
micdiano, foran semehantes a0 das demas linhagens) e a producdo de basdiocarpos, ao

contrério do relatado por Tan & Chang (1989).



6.3.1. Massa Fresca de Cogumelos (MFC) em funcdo das linhagens e substratos

Nas comparagies entre linhagens (Quadro 14, Fgura 13), LE 96/17 e
98/56 agoresentaram as maores MFCs, independentemente do subgrato. O maor vaor de
MFC foi verificado com a LE 98/56 no subgrato S20, a qud néo diferiu dgnificativamente do
substrato SB20. Nos subdratos S40 e SB40, a LE 98/56 também rdo diferiu. Para a LE 96/17
a maor MFC ocoreu no subgsrao SB20, que difeiu dgnificativamente dos demas O
desempenho  inferior das demas linhagens indica que a condigdes utilizadas, foram
desfavoraveis aMFC.

Os resultados (Quadro 14, Fgura 13) evidenciaram que, as diferencas
entre linhagens (Nascimento, 2001) influenciaram dgnificativamente na MFC. A ocorréncia
de respodas diferenciadas em funcdo das linhagens, também foi observada por Han et 4.
(1981), quando compararam 8 linhagens de L.edodes inoculadas em subdtratos com serragens
de diferentes egpécies de maddras, adicionadas a 10% de fado de aroz obtendo,
comparaivamente, productes entre 24g a 20529 Kg' de cogumeos Em  experimento
ubsequente, das 25 linhagens tedtadas, 23 produziram basdiocarpos, sendo que, nes duas
restantes ndo houve producdo. Dentre os relaos de diversos autores (gpenas no cultivo em
subgtrato axénico de L.edodes) foi possivd verificar, que fatores como: temperatura (Han et
d., 1981), formula do subgrato (Przybylowicz & Donoghue 1990), indculo liquido ou sdlido
(Kirchhoff & Léley, 1991), periodo de corrida de micdio (Royse, 1985), tratamento térmico
(Diehle & Royse, 1991; Rinker, 1991), fontes de nitrogénio, carbono e suas proporgdes (Han
e d., 1981, Roys e d. 1990), resultaram em diferentes respodas decorrentes das

caracteridticas genéticas de cada linhagem.



Nas comparaghes entre subdratos (Quadro 14, Fgura 13), observou-se
que as maores MFCs, ocorreram nos subdratos que possuiam as rdagbes CN maores
(Quadro 4, item 53.1). Segundo Sinch & Vema (1996), a rdacd C:N pode afetar a produgéo
de L.edodes, sendo dependente da linhagem do cogumeo cultivado. Ross (1999), condatou
gue rdagbes C:N de 49:1 e 451, obtidas com proporgdes de 25 e 30% de fado de aroz com
bagaco de cana, proporcionaram produgbes mais dtas. Entretanto, Tokimoto & Kawa (1975),
relataram que a producdo néo foi afetada pelardacdo C:N.

A discordancia entre os varios aores, sobre a rdacdo C.N, sugere que
a andise baseada gpenas nedta relacdo, pode levar a conclusbes discutivels. Por tratar-se de
uma reacdo, os vaores de nitrogénio e carbono totas podem diferir, entretanto a rdacdo C.N

pode permanecer indterada.



Quadro 14. Comparacio edtatistica entre medianas da massa fresca de cogumdos (g 1,2kg™),

peo tete ndo paramérico de Kruska-Wadlis Dunn's e edatidicas, segundo linhagem e
subgirato.

Linhagens Férmula dos substratos
0 S0 SB20 SB40
Mediana 119,30°"*  106,8°° 174,2"* 83,5°
LE96/17 Interquartil** 56,7 1110 50,1 535
Média 116,7 1195 1645 88
C.V. (%) 32,7 57,6 32,8 481
Mediana - 0~’ 0~° 0~
LE98/51  Interquartil - 0 31 174
Média - 6,2 81 190
C.V. (%) - 214,9 2280 2140
Mediana 40,7°¢ 0-° 110,47 0~
LE98/53 Interquartil 634 0 71,7 0
Média 453 44 106,1 91
C.V. (%) U7 519,6 45,3 519,6
Mediana 194,972 91,0°* 163, 67,5°°
LE98/56 Interquartil 753 58,6 48,9 29,6
Média 1787 99,2 160,9 86,6
C.V. (%) 409 47,6 234 718

* Letras mailsculas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de mesma
letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. Letras
mailsculas sublinhadas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de
mesma letra, ndo diferem significativamente em nivel de 5% de significancia pelo teste de Kruskat
Wallis. Letras minlsculas. para cada substrato, linhagens representados pela mediana, seguidas de
mesma letra, ndo diferem significativamente aonivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. *Os
substratos S20, $40, SB20 e SB40 foram compostos pela mistura (base seca), respectivamente, de:

78% de serragem (sr), 10% de farelo de trigo (ft), 10% de farelo de arroz (fa) e 2% de carbonato de
calcio (cc); 58% de sr, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc; 58% de sr, 20% bagaco de cana de aglcar
(bc), 10% de ft, 10% de fa e 2% de cc e 43% de sr, 15% bc, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc.

** | nterquartil= percentil 75 percentil 25 (medida de variabilidade).
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Figura 13. Producéo de massa fresca de cogume os entre quetro linhagens de L. edodes (LE
96/17, 98/51, 98/53e 98/56) e quatro ubgtratos (S20, A0, SB20 e SB40) em cultivo axénico.



6.3.2. Eficiéncia Biolégica (EB) em funcdo das linhagens e substratos

Na avaliacdo da interacdo entre linhagens e subdtratos pea EB, as
comparagies edabdecidas entre linhagens e subdtratos foram idénticas as  ocorridas no
parametro massa fresca de cogumelos (item 6.3.1).

Os resultados evidenciaram que, as diferencas entre as linhagens
(Nascimento et d., 2001) influenciaram ggnificativamente na EB. A ocorréndia de respodas
diferendadas em fungdo das linhagens também foi observada por Rinker (1991), que
comparou diferentes técnicas para o cultivo de L.edodes. Trirdana & Tantikanjana (1989)
edudando a influénda dos faores ambientas na morfologia e produtividade desse cogumeo,
veificaam que as respodas diferiram em fungdo das  linhagens Savoie e d. (1995),
dfirmaram que a adgptacdo de fungos sgprdfitas ap subgtrato € definida pelo tipo e nimero de
enzimas que atuam em reages cataiticas. Essas dividades S50 necessirias para a degradacéo
do subgrato e na competitividade do micdio, sendo a producdo dessas enzimes induzida peos
derivados da lignina A taxa de inducdo, necessiia para obtencdo de atividade maxima, vaia
entre linhagens digintas. As diferencas metabdlicas entre linhagens de uma mesma epecie
também podem causx vaiagdes na habilidade de utilizacdo do nitrogénio (Kurtzman &
Zadrazil, 1982).

Nas comparagles entre subgratos (Quadro 15, Fgura 14), observou-se
gue as maores EBs ocorreran com 0s subgtratos que possuiam as menores proporgdes de
fardos (10% de fardos de aroz e de trigo), exceto para os subdratos S20 e SB20 com as
linhagens LE 96/17 e LE 9851, respectivamente, pois néo diferiram dgnificaivamente dos

ubgtratos com maiores proporgdes de fardos. Tanto a presenca quanto a auséncia do bagago



ugerem que, provavelmente, a porcentagem de fardlos na composcéo dos subgratos foi 0 que
exerceu maor influinca na EB, pois gpenas no subdrao SB20 com a LE 96/17, ocorreu
diferenca Sgnificativaem comparacdo com os demais subgtratos

Dessa forma, ficou evidente que a adicdo de faredlos de arroz e de trigo
na proporcdo de 10 %, resultou em boa produtividade, quando comparada, sob condigdes
semdhantes com as de outros pesquisadores. Rinker (1991), utilizando 10% de fardo de trigo
e 10 % de panco na suplementacdo da serragem, obteve, na avdiacdo entre 10 diferentes
linhagens, EBs entre 0,6% a 32,1%. Royse (1985), a0 suplementar saragem com 20% de
fado de trigo, obteve EB de 624%, gpds 3 meses de colheita Em trabdho subsequente,
Royse e d. (1990) utilizando serragem adicionada de 10% de fardo de trigo e de pango,
obteve EB de 41,2%, gpds 2 messs de colheita, semdhante & maior EB deste experimento. E
importante sdientar, que no presente experimento 0 periodo de colhata foi de apenas 14 dias,
ou sHa, goroximadamente 1/6 e 1/4 do periodo utilizado pdo autor, no primero e segundo
ensaos, regectivamente. Ainda, em redacdo a EB, Kirchhoff & Leley (1991) a0
suplementarem serragem com 20 % de fardlo de trigo, obtiveram EBs entre 432 a 54 %. Ho
(1989), utilizando 10% de farelo de arroz na suplementacdo da serragem, obteve,
em 3 colheitas, 43% de EB. Royse & d. (1985) e lkegaya (1997) rdaaram EBs em torno
de 130 a 145% em saragem com dtas proporgdes de fardos €ou gréos. Os vdores de EB,
rlatados por estes autores, referemse a vaias colhetes Entretlanto, Przybylonicz &
Donoghue (1990) observaram que, em produgfes comercias, as EBs normdmente variam
entre 50 a 80 %, obtidos entre 2 a 5 colheitas durante um periodo de 3 a 6 meses.

A boa produtividade das LE 96/17 e 98/56 quando comparada com as

de outros pesquisadores e, por outro lado, o desempenho inferior das demas, sugerem a



necessdade da utilizacdo de mais de uma linhagem, para comparagdo de diferentes subgratos
de cultivo.

Asam, ficou evidente que a adicdo de maores proporgdes de fardos
(20%de aroz e 20% de trigo), inibiu a producdo de basdiocapos. Ede faio pode ser devido
a0 aimento do teor de nitrogénio, que é um faor limitante no crescimento micdiano de
L.edodes (Boyle 1998) entretanto, teores eevados causam uma diminuicdo do crescimento
miceliano (Han & 4d., 1981, Song & d., 1987). A adicdo dos fardos objetivou, principamente,
0 aumento dos niveis de nitrogénio e carboidratos disponiveis. Edes aumentam  a velocidede
de colonizacdo e a degradacdo do melo, reduzindo o tempo aé a frutificagdo. O micdio
aumenta a producdo a0 converter estes nutrientes em reserves para a frutificagdo. Porém,
nivels muito dtos de carboidratos resultam em um pegueno periodo de corrida do micdio,

resultando em micdio pouco denso que produzem cogume os de baixa qualidede (Oel, 1991).



Quadro 15. Comparacdo edatidica entre medianas da eficiéncia biologica (%), peo teste ndo
paramétrico de Kruska-Wallis, Dunn's e etatidticas, segundo linhagem e subgtrato.

Linhagens Formulas dos substratos
0" 40 SB20 SB40
Mediana 24,7°°* 20,4°% 33,3 16,0°°
LE 96/17 Interquartil** 11,7 21,2 9,6 10,3
Média 241 28 314 17,0
C.V. (%) 327 57,6 32,8 481
Mediana - AP 0AS 0BP
LE 98/51 Interquartil - 0 0,6 33
Média - 12 16 36
C.V. (%) - 2149 2280 2140
Mediana 8,4° 0" 21,17° 0-’
LE 98/53 Interquartil 131 0 13,7 0
Média 94 08 20,3 17
C.V. (%) N7 519,6 453 5196
Mediana 40,3 17,4°¢ 31,2™ 13,0
LE 98/56 Interquartil 15,6 11,2 93 191
Média 37,0 189 30,8 16,6
C.V. (%) 40,9 47,6 234 718

Letras mailsculas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de mesma
letra, ndo diferem significativamente em nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. Letras
mailisculas sublinhadas, para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de
mesma letra, ndo diferem significativamente em nivel de 5% de significancia pelo teste de Kruskat
Wallis. Letras minlsculas: para cada substrato, linhagens representados pela mediana, seguidas de
mesma letra, ndo diferem significativamente em nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. *Os
substratos S20, $40, SB20 e SB40 foram compostos pela mistura (base seca), respectivamente, de:
78% de serragem (sr), 10% de farelo de trigo (ft), 10% de farelo de arroz (fa) e 2% de carbonato de
célcio (cc); 58% de sr, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc; 58% de sr, 20% bagaco de cana de aglcar
(bc), 10% de ft, 10% de fa e 2% de cc e 43% de sr, 15% bc, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc.
**|nterquartil= percentil 75 percentil 25 (medida de variabilidade).
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Figura 14. Efidenda bioldgica (%) entre quatro linhegens de L. edodes (LE 96/17, 98/51,
93/53e 98/56) e quaro subdraos (S20, A0, SB20 e SB40) em cultivo axénico.



6.3.3. Massa Fresca Média por Cogumelo (MFMC) em funcéo daslinhagens e

substratos

Nas comparagdes entre linhagens (Quadro 16, Figura 15), a LE 98/53
goresentou a maior MFMC. Uma condatacéo interessante, € que, a menor EB (diferente de
zero) também foi verificada com edta linhagem, no mesmo subdrato. Royse et d. (1990) e
Donoghue & Denison (1996) rdaam que, de mandra gerd, obtémse cogumeos com maor
massa quando observadas EBs menores. Edta rdacdo inversa, ndo foi verificada nas demas
linhagens. Dentre as linhagens que gpresentaram as maiores produtividades (EB), a LE 96/17
fo a que goresentou vaores maores de MFMC, quando comparada a LE 98/56, porém, no
subgrato SB40, ndo diferiram dgnificativamente. Edes faos sugerem que, a LE 96/17
produza cogumeos maores Entretanto, no cultivo em toras Texeira (2000) observou que a
LE 96/17 produziu cogumelos pequeno e pileos de contexto fino. Diferencas entre linhagens
na MFMC, foram verificadas por Han e d. (1981) na producéo do L. edodes em sarregem, e
também, por Trirdana & Tantikanjana (1989), na comparacdo entre diferentes temperaturas
de frutificacdo. Os resultados evidenciaram que, as diferencas entre as linhagens (Nascimento,
2001) também influenciaram Sgnificativamente aMFMC.

Nas comparages entre subdtratos (Quadro 16, Figura 15), observou
se que as maiores MFMC, ocorreram nos substratos que possuiam as menores proporgdes de
fados (10% de aroz e 10% de trigo), sendo o inverso também verdadero. De forma
semdhante, Royse (1996) verificou a queda de 50% na massa dos cogumeos na primera

colheita, quando dobrou a proporcéo de 17 para 34% de paingo no subgrato.



Ainda, nas comparagdes entre subdratos, observou-se que as maiores
MFMC ocorreram nos subgratos que possuiam as rdagbes C:N (50:1 e 41:1) maores (Quadro
4, item 531). Kaberer (2000), obsavou 0 aumento no tamanho do beddiocapo e na
espessura do contexto do pileo, quando aumentou a quantidade de N disponive no subgtrato
de cultivo. Ainda, ssgundo este autor, a rdacd C:N ided depende da disponibilidede e
concentracdo das faites de carbono e nitrogénio no subdrato, da linhagem e das condigles de
cultivo. Entretanto, Ross (1999) condatou que, rdagbes CIN (4911 e 451), obtidas com
proporgdes de 25 e 30% de fado de aroz com bagaco de cana, proporcionaram menor
MFMC. Novamente, verificase a discordancia entre os véios autores, sobre a rdacdo CN,
sugerindo que a andise baseada apenas neda relacdp, sem os vdores de nitrogénio totd e

carbono tota, pode levar a condusdes discutiveis.



Quadro 16. Comparagdo eddistica entre medianas da massa fresca média por cogumelo (g),

peo tete ndo paramérico de Kruska-Wadlis Dunn's e edatidicas, segundo linhagem e
subgirato.

Linhagens Férmula dos substratos
0 S0 SB20 SB40
Mediana 9,78 8,7°° 13,3 5,57
LE 96/17 Interquartil** 30 36 477 21
Média 10,2 89 14,0 6,0
C.V. (%) 397 252 26,8 46,7
Mediana - o’ 0~° 0~’
LE98/51 Interquartil - 0 11 10,9
Média - 35 24 53
C.V. (%) - 2283 196,5 1522
Mediana 15,9 i 12,57 0°°
LE 98/53 Interquartil 218 0 7,0 0
Média 138 05 138 03
C.V. (%) 75,7 519,6 315 5196
Mediana 9,64 5,0°° 10,3  33™®
LE98/56 Interquartil 30 09 48 21
Média 10,0 52 10,8 39
C.V. (%) 434 251 29,7 51,3

* Letras maiUsculas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de mesma letra, ndo
diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. Letras maiUsculas sublinhadas;
para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de mesma letra, ndo diferem
significativamente em nivel de 5% de significancia pelo teste de Kruskal-Wallis. Letras minlsculas. para cada
substrato, linhagens representados pela mediana, seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao
nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. Letras minusculas sublinhadas: para cada linhagem, substratos
representados pela mediana, seguidos de mesma letra, ndo diferem significativamente em nivel de 5% de
significancia pelo teste de Kruskal-Wallis. *Os substratos S20, S40, SB20 e SB40 foram compostos pela mistura
(base seca), respectivamente, de: 78% de serragem (sr), 10% de farelo de trigo (ft), 10% de farelo de arroz (fa) e
2% de carbonato de célcio (cc); 58% de sr, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc; 58% de sr, 20% bagaco de cana de

acUcar (bc), 10% deft, 10% defae 2% de cc e 43% de sr, 15% bc, 20% de ft, 20% de fae 2% de cc.
** | nterquartil= percentil 75 percentil 25 (medida de variabilidade).
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Figura 15. Massa fresca média por cogumdo, entre quatro linhagens de L. edodes (LE 96/17,
98/51, 98/53e 98/56) e quetro subgtratos (S20, S40, SB20 e SB40) em cultivo axénico.




6.3.4. Numero de Cogumelos (NC) em funcdo das linhagens e substratos

Nas comparagdes entre linhagens (Quadro 17, Figura 16), as LE 96/17
e 98/56 agpresantaram maior NC. A linhagem LE 98/53, ndo diferiu dgnificativamente da LE
96/17 no subgrato SB20. O maor vaor de NC foi veificado com a LE 98/56, a qud néo
diferiu Sgnificativamente da LE 96/17, ambas no substraio SB40.

Na comparagdo entre subdtratos, as diferencas nas medianas, das LE
9%/17, 98/51 e 98/56, ndo foram dgnificativas Edes faos sugerem que os subdraos
utilizados, para linhagens, provavdmente néo influenciaklam o NC. Apenas a linhagem
LE 98/53 goresentou interacdo dgnifictiva com os subdratos, tendo ocorrido seu maior vaor
no subgrato SB20, com menores proporcdes de fardos (10%de aroz e 10% de trigo), seguido
pedo S20. Ross (1999), observou que as proporgdes de 25 e 30% de fardo de aroz em bagaco
de cana, proporcionaram os maores NCs.  Porém, os subdgratos que possuiam maiores
proporgdes de fados (S40 e SB40), inibran a producdo de baddiocapos e

consequentemente, o NC.



Quadro 17. Comparacéo edtatitica entre medianas do nlimero de cogumelos, pelo teste ndo
paramétrico de Kruska-Wallis, Dunn's e etatidticas, segundo linhagem e subgtrato.

Linhagens Formula dos substratos
S0 S0 SB20 SB40
Mediana 13,0%%* 13,0%° 12,0°® 15,07
LE 96/17 Interquartil** 50 135 6,0 10,5
Média 123 141 122 16,7
C.V. (%) 35,0 59,0 375 49,9
Mediana - AP 0AS 0BP
LE 98/51 Interquartil - 04 0,3 10
Média - 0 11 14
C.V. (%) - 2379 264,3 246,1
Mediana 2,0°°¢ [0 7,07 0°°
LE98/53 Interquartil 53 0 6,0 0
Média 30 03 8,6 11
C.V. (%) 1192 519,6 60, 5196
Mediana 19,5~ 17,547 17,07° 21,07
LE98/56 Interquartil 11,3 133 10,0 48,0
Média 191 195 16,5 314
C.V. (%) 51,6 48,2 379 854

* Letras mailsculas. para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de mesma
letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. Letras
mailsculas sublinhadas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de
mesma letra, ndo diferem significativamente em nivel de 5% de significancia pelo teste de Kruskak
Wallis. Letras minlsculas. para cada substrato, linhagens representados pela mediana, seguidas de
mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. *Os
substratos S20, S40, SB20 e SB40 foram compostos pea mistura (base secd), respectivamente, de:
78% de serragem (sr), 10% de farelo de trigo (ft), 10% de fardlo de arroz (fa) e 2% de carbonato de
célcio (cc); 58% de sr, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc; 58% de sr, 20% bagaco de cana de agUicar
(bc), 10% de ft, 10% de fa e 2% de cc e 43% de sr, 15% bc, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc.
**|nterquartil= percentil 75 percentil 25 (medida de variabilidade).
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Figura 16. NUmero de cogumel os entre quetro Ilnhagens de L. edodes (LE 96/17, 98/51,
98/53e 98/56) e quatro subgtratos (S20, 40, SB20 e SB40) em cultivo axénico.



6.3.5. Massa Seca (MS) em funcéo das linhagens e substratos

O paametro MS (Quadro 18, Fgura 17) gpresentou comportamento
semehante a massa fresca de cogumeos, onde as maiores produgdes também gpresentaram as
maores massas secas, sendo 0 inverso verdadero. Ross  (1999), observou, de manera
genérica, que a medida em que eevou-se a propor¢éo de fardlo no subdtrato, tendo como base
bagaco de canla, a MSC dos cogumdos produzidos foi maior. Porém, as maiores proporgies
utilizades por ese autor resultaram em rdacdo C:N de 491 e 451, proximes portanto, des
relagbes dos subgratos S20 (50:1) e SB20 (41:1). Baseado nas comparaces entre os vaores
de MS, as maores proporgdes de fados (20% de aroz e 20% de trigo), também
influenciaram negativamente a MSC. Eul & Schwantes (1984) citados por Kaberer (2000),

relatam que ragbes C:N muito baixas impedem a frutificaco.



Quadro 18. Comparagdo edaidica entre medianas da massa seca dos cogumelos, pelo teste
néo paramétrico de Kruskd-Wadlis, Dunn's e edtatigticas, segundo linhagem e subgtrato.

Linhagens Formula dos substratos
S0 A0 SB20 SB40
Mediana 8,0°° 10,2°7 125 8,1
LE 96/17 Interquartil** 35 73 34 7.2
Média 838 104 11,7 91
C.V. (%) 30,8 525 32,2 54,0
Mediana - AP 0~ 0BP
LE 98/51 Interquartil - 0 0,3 15
Média - 06 0,7 18
C.V. (%) - 216,3 230,7 2128
Mediana 3,2|:sc O(,n 9,4/-\0 Ot,n
LE 98/53 Interquartil 56 0 48 0
Média 39 04 8,7 08
C.V. (%) %9 5196 441 5196
Mediana 17,9°¢ 8,6™" 13,2°¢ 5,6™
LE 98/56 Interquartil 58 41 45 99
Média 16,1 89 134 8,0
CV. (%) 38,9 530 239 78,1

* Letras mailsculas. para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de mesma
letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. Letras
mailsculas sublinhadas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos de
mesma letra, ndo diferem significativamente em nivel de 5% @ significancia pelo teste de Kruskat
Wallis. Letras minlsculas. para cada substrato, linhagens representados pela mediana, seguidas de
mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Dunn's. *Os
substratos S20, 10, SB20 e SB40 foram compostos pea mistura (base secd), respectivamente, de:
78% de serragem (sr), 10% de farelo de trigo (ft), 10% de fardlo de arroz (fa) e 2% de carbonato de
célcio (cc); 58% de sr, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc; 58% de sr, 20% bagaco de cana de agUcar
(bc), 10% de ft, 10% de fa e 2% de cc e 43% de sr, 15% bc, 20% de ft, 20% de fa e 2% de cc.
**|nterquartil= percentil 75 percentil 25 (medida de variabilidade).
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Figura 17. Massa seca dos cogumel os entre quatro linhagens de L. edodes (LE 96/17, 98/51,
98/53e 98/56) e quatro subgtratos (S20, 40, SB20 e SB40) em cultivo axénico.
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7. CONCLUSOES

conclui-se que:

v

Peos resultados obtidos, nas condigbes experimentais deste trabaho,

A cnéica de creximento micdiano em supeficie (&eg), independentemente
das linhagens e subdratos, tem como componente deterministico a exponencid
de umafuncdo Gompertz.

O vigor das linhagens de L. edodes, determinado "in vitro" por andise de
imagens digitdizades, diminui a patir do quinto da de incubacdo,
independentemente das linhagens e meios de cultura

A vdocidade de crescimento das linhagens de L.edodes foi menor en meios de
culturamais enriquecidos e o vigor maor e, o inverso foi verdadeiro.

Houve diferenca ggnificativa de produtividade em funcdo das linhagens de L.
edodes.

As maores produgdes das linhagens LE 96/17, 98/53 e 98/56 foram obtidas
com as menores proporgdes de fardos (10% de fardlo de trigo e de aroz) com

ou sem bagaco de cana de aclcar.



4

v As linhagens LE 96/17 e 98/56 goresentaram as maores produgdes de
basidiocarpos (174,22 e 1452 g kg™, respectivamente) e as maiores EBs (40,3 e
33,3%, respectivamente) em goenas 14 dias de producdo sendo, portanto,
maiores que muitos relatos da literatura.

v" Né&o houve corrdacdo entre os estudos "in vitro" de velocidade de crescimento

e vigor, com a produtividede em cultivo axénico
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APENDICE



Para efeto ilugrativo, as figuras a seguir modram os edégios de

crexcimento do L. edodes nos blocos de subdratos, durante a producdo em camara de cultivo

com controle ambientd.

Fgura 18- Formacao dos primdrdios de L. edodes (a esquerda) e blocos em fase de
frutificacdo (a direita).

Fgura 19-Formacéo de basdiocarpos de L. edodes (& esquerda linhagem LE 98/56 e adireita
linhagem LE 96/51)



Figura 20-Formac@o de basdiocarpos de L. edodes (a esquerdalinhagem LE 98/53 e a
dirdtalinhagem LE 96/17)

FHgura 21- Vidainterior da cAmara de cultivo com controle ambienta.



FHgua 22- Dendograma gerado pedo agrupamento UPGMA, baseedo no Codficiente
Smple Makching, a patir das bandas obtidas por RAPD com os primes OPA13,
OPB10, OPG02 e OPX07, em andises dos isolados de Lentinula edodes. Os isolados

foram divididos em quaro grupos principas (*). A exda no topo, representa a
porcentagem de Smilaridade.

05 08 07 038 10

— LE 9817 "
— LE 97143

LE 98151 *
LE 98/62 *

LE 98/63 *

LE 98/64 **
LE 98/66 ™

LE 98/56 =

Quadro 19- Vdoddade indanténea edimada do crescimento micdiano da linhagem LE 96/17
nos meios de cultura SDA-20, SDA-40, SBDA-20 e SBDA-40 (mntda ™).

Dias SDA-20 e SBDA-20* SDA-40 e SBDA-40*
1 41,13 29,17
2 83,29 60,60
3 153,62 115,19
4 255,65 197,79
5 383,58 305,77
6 521,60 427,13
7 648,57 543,50
8 745,32 636,61
9 800,33 694,14

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenca estatistica,
em nivel de 5% de significancia pelo teste de Student-
NewmamKills.



Quadro 20- Vdocidade ingantanea etimada do crescimento micdliano dalinhagem LE 98/51
nos meios de cultura SDA-20, SDA-40, SBDA-20 e SBDA-40 (mnrda?).

Dias SDA-20 SDA-40 SBDA-20 e SBDA-40*

1 45,19 30,55 35,72
2 88,25 61,34 71,21
3 158,63 114,25 130,75
4 260,38 195,19 218,89
5 389,81 304,57 333,29
6 534,21 434,65 462,98
7 674,79 570,30 590,74
8 792,38 693,26 698,46
9 872,89 787,63 772,56

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenca estatistica, em

nivel de 5% de significancia pelo teste de Student-Newmam-
Kills.

Quadro 21- Vdocidade indanténea edimada do crescimento micdiano da linhagem LE 98/53
nos meios de cultura SDA-20, SDA-40, SBDA-20 e SBDA-40 (mntda?).

Dias  SDA-20 e SBDA-20* SDA-40 e SBDA-40*

1 34,31 33,03
2 72,16 67,26
3 137,68 124,36
4 235,52 206,70
5 360,49 308,50
6 496,35 415,85
7 620,78 511,16
8 713,61 579,56
9 763,29 613,32

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenca estatistica, em
nivel de 5% de significancia pelo teste de Student-Newmam-
Kills.

Quadro 22- Veocidade indanténea estimada do creimento micdiano da linhagem LE 98/56
nos meios de cultura SDA-20, SDA-40, SBDA-20 e SBDA-40 (mntda?).

Dias  SDA-20, SDA-40 e SBDA-40* SBDA-20

1 35,30 36,35

2 68,19 75,99

3 122,08 143,96
4 200,76 244,43
5 302,55 371,42
6 418,84 508,02
7 535,68 631,68
8 637,72 722,54
9 712,64 769,66

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenca estatistica, em
nivel de 5% de significancia pelo teste de Student-Newmam:
Kills.



Quadro 23- Vdocidade indanténea edimada do crescimento micdiano das linhagens LE 96/17,
LE 98/51, LE 98/53 e LE 98/56 em meio de cultura SDA-20 (mnf'dia™).

Dias LE 96/17 LE 98/51 LE 98/53 LE 98/56
1 42,62 45,19 33,90 38,52
87,38 88,25 71,49 75,98
162,37 158,63 136,94 138,30
270,89 260,38 235,39 230,16
405,68 389,81 362,23 349,40
548,66 534,21 501,53 485,28
676,75 674,79 630,70 620,54
770,13 792,38 728,83 736,69
818,11 872,89 783,39 819,32
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Quadro 24- Vdocddade indantanea edimada do crescimento micdiano das linhagens LE 96/17,
LE 98/51, LE 98/53 e LE 98/56 em meio de cultura SDA-40 (mnfdia).

Dias LE96/17  LE 98/51 LE 98/53 LE 98/56

1 28,66 30,55 33,19 35,69
2 59,19 61,34 67,62 67,44
3 112,08 114,25 124,98 118,28
4 192,18 195,19 207,46 191,04
5 297,31 304,57 309,03 283,62
6 416,33 434,65 415,51 388,00
7 531,76 570,30 509,31 491,84
8 625,76 693,26 575,76 581,90
9 685,87 787,63 607,49 647,69

Quadro 25- Vdocidade indanténea edimada do crescimento micdiano das linhagens LE 96/17,
LE 98/51, LE 98/53 e LE 98/56 em meio de cultura SBDA-20 (mm?da ).

Dias LE 96/17 e 98/51*  LE 98/53 e 98/56*

1 38,40 35,53

2 76,53 74,41

3 140,02 141,19
4 232,99 240,04
5 351,91 365,09
6 484,36 499,60
7 611,97 621,26
8 716,38 710,46
9 784,69 756,44

*Linhagens que ndo apresentaram diferenca estatistica, em
nivel de 5% de significancia pelo teste de Student-
NewmamKills.



Quadro 26- Vdocddade indantdnea edimada do crescimento micdiano das linhagens LE 96/17,
LE 98/51, LE 98/53 e LE 98/56 em meio de cultura SBDA-40 (mm?da’t).

Dias LE 96/17 LE98/51 LE 98/53 LE 98/56
1 29,68 34,25 32,87 31,67
2 62,01 68,53 66,89 61,09
3 118,30 126,30 123,74 109,58
4 203,41 212,23 205,93 181,07

5 314,25 324,27 307,98 274,73

6

7

8

9

437,93 451,82 416,18 383,42
555,23 577,93 513,01 494,75
647,45 684,65 583,37 594,42
702,49 758,42 619,18 670,33

Quadro 27- Vdores médios com os respectivos intervaos de confianga a 95% da tondidade do
micdio (vigor), em excda de cinza, do crexcimento micdiano da linhagem LE 96/17 em fungéo
dos meios de cultura (sendo o vaor O referente a cor pretae o 255 a cor branca).

Dias SDA-20 | Cu95%

1 132,71 7,70
2 139,86 3,88
3 160,71 5,68
4 177,71 4,22
5 182,29 1,29
6 175,57 1,07
7 167,71 2,48
8 153,86 0,70
9 144,57 1,29

Quadro 28- Vdores médios com 0s respectivos intervaos de confianca & 95% da tondidade do
micdio (vigor), en exda de cdnza do crescimento micdiano da LE 98/51 em funcdo dos
meios de cultura (sendo o vaor O referente a cor preta e 0 255 a cor branca).

Dias SDA-40 | CUQS%

1 88,86 3,86
2 146,71 451
3 173,57 5,85
4 195,00 3,29
5 204,71 1,49
6 191,86 1,52
7 178,86 0,80
8 166,43 1,02
9 154,43 1,43




Quadro 29- Vdores médios com os respectivos intervaos de confianca a 95% da tondidade do
micdio (vigor), en exda de cnza do crexdimento micdiano da LE 98/53 em fungdo dos
meios de cultura (sendo o vaor O referente & cor preta e 0 255 a cor branca).

Dias  SBDA20 C,o5%

1 122,86 6,70
2 156,86 5,87
3 178,00 7,26
4 187,29 8,28
5 193,86 1,28
6 183,86 1,03
7 171,86 2,28
8 158,57 0,69
9 149,57 0,84

Quadro 30- Vdores médios com os respectivos intervaos de confianca a 95% da tondidade do
micdio (vigor), em esxcda de cinza, do crestimento micdiano da LE 98/56 em funcgio dos
meios de cultura (sendo o vdor O referente & cor pretae 0 255 acor branca).

Dias  SBDA-40  [Cygsv

1 99,43 4,72
2 151,86 4,05
3 173,43 3,03
4 202,43 1,56
5 202,57 1,82
6 193,43 0,78
7 178,57 0,95
8 165,00 0,76
9 155,29 0,71
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