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PAULA, D. P. Cultivo do cogumelo comestivel shiitake (Lentinula edodes) em
toros de abacateiro (Persea americana) e de mangueira (Mangifera indica).
Ilha Solteira, 2000. 49p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) - Faculdade
de Engenharia de Ilha Solteira, Campus de Ilha Solteira, Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

RESUMO

Este trabalho avaliou o cultivo de shiitake (Lentinula edodes,
linhagem japonesa Y602) em toros de abacateiro (Persea americana) e de
mangueira (Mangifera indica), tendo como testemunha toros de eucalipto
(Eucalyptus saligna). O trabalho conteve sete tratamentos, sendo trés cultivares de
abacate (Fortuna, Pollock e Quintal), trés de mangueira (Coquinho, Extrema e
Haden), mais o eucalipto. O experimento foi delineamento inteiramente
casualizado, com analise modelo Hierarquico +1, e seguiu metodologia
tradicional do cultivo extensivo. A unidade experimental constituiu-se de um toro,
com caracteristica padrdao de 100 cm de comprimento e de 8 a 12 cm de didmetro.
Cada tratamento conteve 60 repetigdes. As variaveis avaliadas por tratamento nos
quatro choques de indugdo foram: nuimero de basidiocarpos por toro; didmetro do
pileo dos basidiocarpos; massa de basidiocarpos frescos e secos; produtividade
(massa de basidiocarpos secos pela massa de toro seco) e eficiéncia biologica
(massa de basidiocarpos frescos pela massa de toro seco). A espécie arborea
abacateiro apresentou os melhores resultados médios: 15 basidiocarpos por toro;
8,33 cm de didametro do pileo; 439,81 g e 44,45 g de massa de basidiocarpos

frescos e secos respectivamente; 0,72 % de produtividade e 7,10 % de eficiéncia

biologica. O eucalipto apresentou os menores resultados médios: 8 basidiocarpos

por toro; 5,63 cm de diametro do pileo; 167,83 g e 17,30 g de massa de
basidiocarpos frescos e secos, respectivamente; 0,20 % de produtividade e 1,99 %

de eficiéncia biologica. Houve pouca diferenga significativa das variaveis nos
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cultivares de abacateiro e nos de mangueira. Tanto toros de abacateiro, quanto de

mangueira, podem ser satisfatoriamente destinados para o cultivo de shiitake.

Palavras-Chave: shiitake, Lentinula edodes, toros, cogumelo, mangueira,

abacateiro, eucalipto.

AVA
AVAVAY

3 4 5 6 if Eunespw. 12 13 14 15 1o

17

18



PAULA, D. P. Edible mushroom cultivation shiitake (Lentinula edodes) in
avocado tree (Persea americana) and the mango tree (Mangifera indica) logs.
Ilha Solteira, 2000. 49p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) - Faculdade
de Engenharia de Ilha Solteira, Campus de Ilha Solteira, Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

SUMMARY

This work propose was to evaluate the cultivation of shiitake
(Lentinula edodes, japanese isolate Y602) on avocado tree (Persea americana)
and the mango tree (Mangifera indica) logs, having as control eucalyptus logs
(Eucalyptus saligna). The work has consisted of seven treatments divided in three
cultivates of avocado tree (Fortuna, Pollock and Quintal), three cultivates of
mango tree (Coquinho, Extrema and Haden) and one of eucalyptus. The
experiment has been entirely casualized, with model analyses Hierarquico +1, and
was based upon traditional methodology for the extensive cultivation. The
experimental unity was consisted of a log, with pattern characteristic length of 100
cm and diameter of 8 to 12 cm. Each treatment was composed of 60 repetition.
The variables evaluated per treatment in the four induction were: number of
basidiocarps per log; basidiocarps diameter; mass of fresh and dried basidiocarps;
productivity (dried basidiocarps mass per dried log mass), and biological
efficiency (fresh basidiocarps mass per dried log mass). The avocado tree logs has
showed the best average results: 15 basidiocarps per log; 8,33 cm of basidiocarps
diameter; 439,81 and 44,45 g of fresh and dried mass of basidiocarps respectively;
0,72 % of productivity and 7,10 % of biological efficiency. The eucalyptus has
showed the lowest average results: 8 basidiocarps per log; 5,63 cm of basidiocarps

diameter; 167,83 g and 17,30 g of fresh and dried mass of basidiocarps,

respectively; 0,20 % of productivity and 1,99 % of biological efficiency. Little
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significant differences for the variables in the cultivates of avocado tree and in the

cultivates of mango tree were observed. As logs of avocado tree, as well as logs of

mango tree, can be satisfactorily destinated to the cultivation of shiitake.

Key-words: shiitake, Lentinula edodes, logs, mushroom, mango tree, avocado

tree, eucalyptus.

AVA
AVAVEY

3 4 5 6 if Eunespw. 12 13 14 15 1o

17

18



1. INTRODUCAO

O shiitake, cientificamente denominado Lentinula edodes
(Berk.) Pegler, ¢ um basidiomiceto aerdbico lignolitico (Zadrazil et al., 1982;
Hasebe et al., 1991), fazendo parte do grupo dos fungos causadores da podriddo
branca (Gugliota & Capelari, 1998).

Além de seu apreciavel sabor, valor nutricional e medicinal (San
Antonio, 1981), tornando-o o segundo cogumelo mais consumido no mundo
(Przybylowicz & Donoghue, 1990), € de grande importancia econdmica, devido a
sua ampla aplicabilidade biotecnologica gragas as suas enzimas e polissacarideos
(Matheus & Okino, 1998), e por constituir-se numa boa fonte alternativa de renda
(Paula et al., 1999).

Seu cultivo originou-se na China, por volta de 960 d.C., sendo
posteriormente introduzido no Japdo, em meados de 1500 d.C. (Przybylowicz &
Donoghue, 1990). Posteriormente, o cultivo comercial se expandiu para os demais
paises da Asia Oriental (Levanon et al., 1993), onde juntamente com a China e o
Japdo, se tornaram lideres da produgdo mundial da atualidade; para a Europa e
América do Norte (Sabota, 1996), e ainda mais recentemente e em menor escala,
para as Américas Central e Sul (Montini, 1997).

Nos principais paises produtores o cultivo tem sido feito em

toros das espécies arboreas de Castanopsis spp. e Castanea spp. (Bononi et al.,

AY
AVAVAY

/3
3 4 5 6 if Eunespw. 12 13 14 15 1o 17 18



1995), Quercus alba, Hevea brasiliensis, Dalbergia sisso, Acacia arobia e
Populus alba (Eira et al., 1996).

No Brasil o cultivo tem cerca de 10 anos (Eira & Montini,
1997), tendo sido mais utilizado toros de eucalipto, por sua maior disponibilidade
nacional, menor custo, rapido crescimento, conter pouco ceme e densidade
relativamente baixa (Eira et al., 1996). Outras espécies arboreas vem sendo
utilizadas empiricamente pelos produtores de shiitake, como o abacateiro, a
mangueira, o pau de leite e a nogueira (Teixeira & Machado, 1997). Dentre estas
espécies arboreas, a mangueira e o abacateiro possuem grande potencial como
alternativas para o cultivo do cogumelo, devido o plantio dessas arvores estar em
expansio pelo elevado valor comercial (principalmente da manga) e nutricional de
suas frutas, por possuirem ampla distribui¢do nacional, e por também terem pouco
cerne e densidade de suas madeiras baixa. As madeiras dessas duas espécies
arboreas sdo usualmente inaproveitadas e poderiam ser destinadas para o cultivo
do cogumelo.

Dessa maneira, o presente trabalho visou o estudo do

aproveitamento do cultivo de shiitake em toros de diferentes cultivares de

mangueira e de abacateiro, tendo como testemunha toros de eucalipto (E. saligna).
Para tal, realizou-se quatro choques de indugio por tratamento e em cada avaliou-

se as variaveis:

a) namero de basidiocarpos por toro;
b) diametro do pileo dos basidiocarpos;
¢) massa de basidiocarpos frescos;

d) massa de basidiocarpos secos;

e) percentagem de produtividade;

f) percentagem de eficiéncia biologica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Taxonomia, Biologia e Ciclo de Vida

O Lentinula edodes pertence a divisio Eumycota, subdivisdo
Basidiomycotina, classe Hymenomycetes, subclasse Holobasidiomycetidae,
ordem Agaricales, familia Tricholomataceae (Talbot, 1978, citado por Sant’anna,
1998).

No latim /entis significa lentilha, devido a morfologia do seu
pileo, e edodes comestivel (Leatham, 1982). Por sua vez, o termo shii refere-se a
um tipo de arvore e take a cogumelo em japonés (Harris, 1993).

O shiitake tem sido referido desde 1877 por uma variedade de
nomes cientificos. Porém Berkeley, em 1941, foi quem primeiro descreveu a
espécie como sendo pertencente ao género Lentinus. Pegler posteriormente inseriu
esta espécie no género Lentinula (Pegler, 1975). Popularmente o Lentinula edodes
¢ conhecido por diversos nomes, como floresta negra, cogumelo chinés ou hoang-
mo, cogumelo japonés da floresta (Morales & Martinez-Carrera, 1990), cogumelo
negro, pasania € pyogo na Coréia e hsiang ku (cogumelo fragrante) na China
(Dialetachi, 1996).

A fase vegetativa dos basidiomicetos é denominada de micélio,

que por sua vez ¢ formado por muitos filamentos septados chamados hifas. O

cogumelo € a estrutura onde ocorre a reprodugdo sexuada, sendo também
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conhecido como basidiocarpo, corpo de frutificagdo ou basidioma. O tamanho e
coloragio do basidiocarpo podem variar de acordo com a linhagem.
Macroscopicamente o basidiocarpo é formado pelo pileo ou chapéu, onde se
encontram as lamelas, e pelo estipe (Gugliota & Capelari, 1998).

O pileo do shiitake possui a forma de uma tampa redonda, sendo
convexo, de superficie velutina, de margem ondulada com véu remanescente de
consisténcia carnosa. Sua coloragdo varia de caramelo a marron escuro,
apresentando padres de manchas brancas especialmente em volta das bordas. Seu
didmetro pode atingir mais de 15cm (Gugliota & Capelari, 1998).

A superficie das lamelas é composta por uma camada
denominada himenial, onde estdo localizados os basidios, que produzem e liberam
os esporos, denominados de basidiosporos. No shiitake, as lamelas sdo
caracteristicas, tendo em quase todas as espécies coloragdo branca como as do
estipe. Inicialmente sio protegidas por uma membrana, chamada véu, que se
estende do estipe ao pileo (Gugliota & Capelari, 1998).

Os basidiomicetos reproduzem-se através dos esporos ou por
multiplicagdo de fragmentos da hifa ou do basidiocarpo, mantidos sobre um
substrato favoravel e em condigGes adequadas, principalmente em relagdo a
umidade e a temperatura. Nesta fase o fungo constitui-se de um micélio vigoroso
e, pela reunido de hifas, formam-se estruturas rizomorficas (Eira & Montini,
1997).

O ciclo de vida sexuado do shiitake inicia-se quando um
basidiocarpo maduro libera os basidiosporos para o ar e ocorre a dispersdo dos

mesmos pelo vento. Os basiodiosporos possuem parede celular fina e perecem

quando expostos a radiagdo solar. Os que encontram um substrato disponivel sob

condi¢des especificas favoraveis, germinam e ddo origem as hifas haploides
uninucleadas que, em conjunto, sio denominadas de micélio primario. Na
natureza o estagio de micélio primario é breve (Przybylowicz & Donoghue,
1990).

Quando duas hifas originarias de basidiosporos diferentes,

contendo materiais genéticos compativeis, se encontram, ocorre a fusdo de
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citoplasma (plasmogamia), resultando em células dicariéticas, formando o micélio
secundéario. O shiitake passa a maior parte do seu ciclo de vida na forma de
micélio secundario. Neste estagio vegetativo, o micélio coloniza e digere a
madeira, absorvendo e armazenando nutrientes preparando-se assim para a
frutificagdo. O fungo apenas passa ao estagio de frutificagdo somente se houver
quantidade suficiente de nutrientes armazenados nesta fase (Przybylowicz &
Donoghue, 1990).

Com o surgimento de estimulos ambientais favoraveis, inicia-se
a diferenciagdo do micélio secundario em terciario (o basidiocarpo). Ha o
surgimento do primérdio que aumenta de tamanho, criando pressdo suficiente para
transpor a superficie do substrato de cultivo. A medida que o basidiocarpo cresce
torna-se largo e com o talo curvado, até que desenvolvam as lamelas sob o pileo.
Posteriores expansdes do pileo rompem o véu, expondo as lamelas. O himeno
fértil na superficie das lamelas € coberto com os basidios. Os nucleos dentro dos
basidios se fundem tornando-se monocarioticos diploides. O nicleo sofre divisdo
meidtica formando quatro nicleos haploides que resultam em quatro
basidiosporos em cada basidio. Os basidiosporos maduros caem das lamelas e sdo
dispersados pelo vento, para colonizar novos substratos (Przybylowicz &
Donoghue, 1990; Eira & Montini, 1997).

2.2. Distribuicdo Geografica e Habitat Natural

O shiitake ocorre naturalmente em florestas da zona temperada e

subtropical da Asia, como Japdo, China, Bornéo, Coréia, Tailindia, Burma,

Nepal, Nova Guiné, regido do Himalaia e Filipinas. Acredita-se que tenha se
originado nas florestas subtropicais de Bornéo, e que, posteriormente, seus
esporos tenham sido dispersados pelo vento e alcangado outras regides (Lee,
1980; citado por Dialetachi, 1996).

O habitat natural do shiitake é constituido por toros de arvores

deciduas das regides mencionadas, pertencentes principalmente a Betulaceae e
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Fagaceae, onde as mais comuns sdo a castanheira (Castanea spp.), faia (Fagus
spp.), o carvalho (Quercus spp.) e o olmo (Castanopsis spp.). Em seu habitat, a
produgdo dos basidiocarpos ocorre principalmente na primavera e no outono

(Bononi et al., 1995).

2.3. Paises Produtores

O shiitake é principalmente cultivado nos paises da Asia

Oriental, como China, Japdo, Taiwan, Tailindia, Coréia, Singapura, Malasia,
Paquistio e outros (Levanon et al, 1993), sendo responsaveis por 90% da
produ¢do mundial, estimada em 526.000 t (Chang et al, 1995). Nos Estados
Unidos, México, Canada, Bélgica, Nova Zelandia, Australia, e Holanda, o shiitake
também € produzido, embora em menor escala (Sabota, 1996). Na América
Central e América do Sul, o cultivo comercial vem se desenvolvendo nos ultimos
25 anos, especialmente desde 1990 (Lahmann & Rinker, 1991; citados por
Montini, 1997).

No Brasil o cultivo ainda € incipiente, ganhando for¢a desde o
inicio da década de 90, quando entdo passou a ser incentivado pela Fundagdo
Mokiti Okada do Brasil (Eira et al., 1996). Estima-se que a produg@o anual no
Brasil seja de 200 t (Ferreira, 1998). O interesse pelo cultivo estd em ascensao,
devido a influéncia de colonias orientais no pais € ao aumento da demanda do
consumo de shiitake, ndo obstante seu preco elevado (Fidalgo & Guimar3es,
1985). O Estado de Sdo Paulo destaca-se como o maior produtor nacional, mas
atualmente a produgdo vem ganhando expressio no Rio Grande do Sul
(principalmente em Porto Alegre), Parana, sul de Minas (Bononi et al., 1995) e,

mais recentemente, em Goias e Mato Grosso do Sul.
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2.4. Valor Nutricional e Medicinal

O shiitake é fonte de diversos minerais, tais como zinco, calcio,
fosforo, ferro, sodio, cobre, magnésio e potassio, sendo rico em vitaminas e em
seus precursores: tiamina (vitamina B,), riboflavina (vitamina B,), niacina,
biotina, acido ascorbico (vitamina C), ergosterol (precursor da vitamina D) e acido
pantoténico (vitamina A), vitaminas E, Bs e Bj, (Royse et al, 1985). A
concentragdo dos nutrientes e dos compostos biologicamente ativos depende da
linhagem de shiitake, do substrato onde € cultivado, das condi¢des de frutificagio
e dos métodos de preparagdo do shiitake (Przybylowicz & Donoghue, 1990).

O basidiocarpo fresco contém cerca de 85 a 95 % de umidade.
No basidiocarpo seco, para cada 100 g, tém-se cerca de 17,5 % de proteinas
(contém todos os aminoacidos essenciais), 8 % de gordura, 67,5 % de
carboidratos, 8 % de fibras e 7 % de cinzas (Shukla, 1994).

O shiitake vem sendo usado medicinalmente no tratamento de
diversas doengas, gragas a presenga de diversos compostos biologicos que lhe
confere potencial como anticancerigeno (lentinan, KS-2, LAPI, polifenol
oxidases), antiviral (KS-2, eritadenina, lentinan, JLS, Ac2P), imunopotenciador
(EP3, EPS4), hipocolesterolémico (eritadenina), agente hepatoprotetor,
antibactericida (lentinan, cortinellin, lentinamicin), antifungico (lentinan), protetor
das plantas contra infecg¢@o do virus do mosaico do tabaco TMV (FBP) (Leatham,
1982). Efeitos sinergisticos podem existir entre estes compostos e entre outros

compostos inativos no basidiocarpo (Przybylowicz & Donoghue, 1990).

2.5. Importincia Econéomica

A importancia econdmica do shiitake advém de suas

propriedades medicinais e nutricionais; da sua ampla aplicabilidade

biotecnoldgica; e por ser uma fonte alternativa de renda.
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A maioria dos processos biotecnologicos baseia-se nos seus
produtos metabolicos, como enzimas e polissacarideos. A importancia do aparato
enzimatico dos basidiomicetos esta diretamente relacionada com a bioconversao
de residuos lignoceluldsicos, tanto para a produgdo de alimento humano (cultivo
de cogumelos comestiveis) e animal (ragdo), quanto para a produgdo de
polissacarideos (utilizados principalmente nas industrias alimenticia, farmacéutica
e cosmética). Além disso, este mesmo aparato enzimatico esta relacionado com os
processos de biodegradagdo de compostos xenobidticos, como por exemplo na
biorremediagdo de solos contaminados € no tratamento de efluentes da industria
papeleira e téxtil (Matheus & Okino, 1998).

O shiitake é um dos mais importantes basidiomicetos
saprofiticos com atividade lignocelulésica, juntamente com Phanerochaete
chrysosporium (Leatham, 1982), Volvariella volvacea, Pleurotus sajor-caju
(Buswell et al., 1996, citados por Ishikawa, 1998). A bioconversdo fingica de
varios tipos de residuos lignoceluldsicos (agricolas, agro-industriais e serragem de
madeira) torna o processo mais viavel, com maior aproveitamento energético
potencial, a0 mesmo tempo que diminui-se a quantidade que seria acumulada no
meio ambiente (Giovannozzi-Sermanni et al., 1991; Matheus & Okino, 1998).

Apds a bioconversdo de residuos lignoceluldsicos pelo cultivo
de shiitake, os substratos de cultivo ainda podem servir para varias finalidades,
devido a riqueza de nutrientes, tais como:

e Substrato para o cultivo de outros cogumelos comestiveis, como o Agariscus
bisporus (misturando-se a outros materiais organicos, servindo como material
para terra de cobertura) (Matheus & Okino, 1998); e o Pleurotus spp., onde
constatou-se redugdo no custo de produgdo e aumento da eficiéncia biologica
para 79%, quando do aproveitamento do substrato residual do cultivo de
shiitake (Royse, 1992).

Uso como ragdo animal, por conter alto teor protéico e gragas a fermentagdo

solida aumentar a digestibilidade dos substratos lignoceluldsicos destinados a

alimentag3o de ruminantes (Zadrazil et al., 1982; Matheus & Okino, 1998).
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e Uso como fertilizante e biorremediador do solo, este ultimo por decompor
poluentes sintéticos e recalcitrantes (compostos organoclorados e outros
pesticidas) (Matheus & Okino, 1998).

Ha alguns anos estuda-se a utilizagdo de fungos basidiomicetos
ligninoliticos no tratamento de efluentes da industria papeleira. A madeira é a
principal matéria-prima utilizada na produgdo de papel e celulose. Na produgio da
polpa celulosica, a madeira € submetida a polpagdo com a finalidade de separar as
fibras de interesse (no caso celulose) da matriz de lignina. Dependendo da

destinagdo final da polpa, esta pode sofrer um processo de branqueamento para a

remogdo da lignina residual que da cor escura a polpa. E justamente o processo de

branqueamento a maior fonte de contaminagio de aguas da industria de celulose.
O shiitake esta entre as espécies de basidiomicetos que apresentam um grande
potencial para reduzir a cor e remover compostos organoclorados dos efluentes do
processo de branqueamento da polpa de celulose (Matheus & Okino, 1998).

O shiitake também tem potencial no tratamento de grandes
volumes de efluentes contendo grande variedade de produtos quimicos, dentre
eles os corantes poliméricos, gerados nos processos de tingimento e acabamento
da industria téxtil (Matheus & Okino, 1998).

Paula et al. (1999) realizaram a analise econdmica da produgao
do shiitake em 2000 toros de eucalipto, na regido noroeste paulista, destinada a
produtores de médio porte econdmico e tecnologico. Com o prego médio de dez
reais o quilograma do shiitake fresco, o custo total para a produgdo do quilograma
foi de R$ 5,19, com indice de lucratividade de 48,05 %, o que confere o
pagamento do investimento ja no primeiro ciclo de produgdo (quatro choques de
indugdo). Além da boa rentabilidade econémica, o cultivo exige pequena area e

possui curto ciclo de duragdo, garantindo em pouco tempo constantes safras.

A,
AVAVEY

/3
3 4 5 6 if Eunespm. 12 13 14 15 1o 17 18



2.6. O cultivo

O sucesso no cultivo esta intimamente relacionado a escolha da
linhagem. As linhagens podem diferir quanto a velocidade de crescimento,
resisténcia a fungos predadores e competidores, temperatura e umidade 6timas de
frutificagdo e incubagdo (manejo), tamanho e forma dos basidiocarpos e
produtividade frente aos diversos microclimas (Przybylowicz & Donoghue,
1990).

Segundo Bononi et al. (1995), a maioria das linhagens, tanto no
exterior como no mercado brasileiro, tem origem incerta.

A diferencia¢do cientifica dessas linhagens utilizadas pelos
produtores nacionais vem sendo realizada em diferentes instituigdes de pesquisas.
As linhagens caracterizadas foram: CCB-48 e CCB-102, no Instituto Botanico de
Sao Paulo; JAB-K1, do laboratorio de Microbiologia Aplicada do Departamento
de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Jaboticabal -
UNESP; BMAILE-95/01 e LE 97/27, na Mitoteca do Modulo de Cogumelos da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu - UNESP.

Com o conhecimento das exigéncias quimicas e fisicas de cada
linhagem, poderdo ser adotados procedimentos para otimizar o cultivo, obtendo-se

melhores produtividades.

2.6.1. Matriz primaria

Na natureza as linhagens sdo originarias de basidiosporos que
podem gerar linhagens menos ou mais produtivas ou com basidiocarpos diferentes
dos originais, devido a recombinag@o genética. Para o preparo do inoculo, faz-se
em laboratorio a multiplicagdo do micélio, por basicamente dois métodos: através

de fragmentos de basidiocarpo (via vegetativa) ou por basidiosporos (isolamento

monospoérico e/ou multiespdrico). Novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas
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para este propésito, como a fusdo de protoplasmas e cruzamentos (Eira &
Montini, 1997).

Ao material preliminar ao indculo, da-se a denominagio de matriz
primaria, que constitui-se da fase micelial ou vegetativa do fungo, obtida, por
exemplo, através de pequenos fragmentos de um basidiocarpo sadio e produtivo,
que sdo transferidos para um meio de cultura apropriado, sob condigdes assépticas
e controladas. Apos cerca de 15 dias no escuro e a temperatura de 25°C, a matriz
primaria tera se desenvolvido e estara pronta para produzir o indculo ou matriz
secundaria. A conservagdo da matriz primaria em meio de cultura é feita em sala
climatizada a 20-26°C, evitando-se grandes oscilagdes de temperatura, ou em
geladeira a 4-7°C, podendo durar até seis meses (Eira & Montini, 1997; Montini,
1997).

O meio de cultura mais utilizado, embora ndo seja o mais
recomendado, € o batata-dextrose-agar (BDA). Outros meios podem ser utilizados
como: trigo-dextrose-agar, arroz-dextrose-agar, malte-dextrose-agar, extrato de
levedura, etc. Contudo, todos estes meios de cultura sio bastante ricos e de
composi¢do muito diferente do substrato de produgdo do basidiocarpo, podendo
levar & selegdo de mutantes nutricionais que se constituira em indculo muito
vigoroso, porém podendo nao estar adaptado ao substrato final de cultivo. Para
contornar este problema, a matriz primaria antes de ser utilizada para produzir o
inoculo, deve ser transferida para outro meio de cultura, nutricionalmente n3o tdo
rico e de composigdo parecida com o substrato de cultivo definitivo. O meio de

cultura utilizado nesta fase é o serragem-dextrose-agar (SDA) (Eira et al., 1996).

2.6.2. Indculo ou matriz secundaria

As primeiras técnicas de cultivo de shiitake consistiam na
inoculagdo por meio da transferéncia espontdnea de esporos para os toros. Os

toros naturalmente colonizados eram justapostos aos toros ndo colonizados, e

aguardava-se que ocorresse a colonizagdo espontdnea. Novas técnicas de cultivo
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foram desenvolvidas e aperfeicoadas com o passar do tempo (Przybylowicz &
Donoghue, 1990).

Em 1920, K. Kitayama desenvolveu a produgdo do spawn
(também conhecido como matriz-secundaria, inoculo, "semente", “semente-
in6culo”), que consiste na fase micelial do fungo, obtida a partir da matriz
primaria, utilizado atualmente na inoculagdo do substrato de cultivo definitivo,
seja ele toro ou composto (Przybylowicz & Donoghue, 1990). O nome spawn é
inglés, na lingua espanhola é denominado blanco (Eira et al., 1996).

Neste trabalho, foi padronizado o termo inoculo para
caracterizar a matriz secundaria, que consiste num meio de crescimento
colonizado pelo micélio da matriz primaria da linhagem selecionada (Stamets,
1993).

O ino6culo pode ser preparado tanto em meio solido como em
meio liquido. O in6culo em meio solido € o mais utilizado, podendo conter em sua
composi¢do os mais variados materiais, o principal € serragem enriquecida com
farelos de cereais. O in6culo em meio liquido € constituido pelo micélio crescendo
em uma solugdo nutritiva, sofrendo ou ndo agitagdo. Apesar de o indculo liquido
apresentar muitas vantagens, como a facilidade de manuseio, dispersdo mais
rapida pelo substrato, produgdo rapida de grandes quantidades de micélio, ndo €
muito utilizado por ser facilmente contaminavel (Dialetachi, 1996).

Nas formulagdes do substrato para preparagdo do indculo
também deve-se evitar misturas com alto conteido de nutrientes para evitar a
contaminagio dos toros e uma possivel sele¢do de mutantes nutricionais (Eira et

al., 1996).

2.6.3. Substratos de Cultivo Definitivo

Tradicionalmente o cultivo do shiitake em varios paises tem sido

feito pelo método extensivo, quando ocorre a utilizagéo de substratos colonizados

naturalmente pelo fungo, como em toros de varias espécies vegetais. Desde 1970,
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o shiitake também vem sendo cultivado pelo método intensivo, em que residuos
vegetais passam por um tratamento térmico (Dialetachi, 1996), como na forma de
composto (serragem em sacos plasticos de poliviniletileno) suplementado com
farelos de cereais, ou ainda em substratos alternativos, tais quais polpa de café
(Mata & Gaitan-Hernandez, 1994), residuos de maga (Worral & Yang, 1992), e de
algoddo (Song et al., 1987).

Esse novo sistema de produgdo de shiitake foi denominado de
"toros sintéticos". O sistema de toros sintéticos comparado ao cultivo em toros,
possui como vantagem maior produtividade e menor tempo para completar o ciclo
de cultivo. Contudo, possui como desvantagem o maior investimento inicial no
cultivo e o maior grau de dificuldade na produgdo, exigindo mao-de-obra mais
especializada (Royse et al., 1989). Acredita-se que por essas razoes, no Brasil,

ainda s3o raros os produtores que utilizam este sistema.

2.6.4. Cultivo em Toros

A escolha da espécie arborea esta em fungdo de suas
caracteristicas fisicas e quimicas, e também, de fatores econdmicos e ambientais
(San Antonio, 1981). Deve ser feita considerando-se a caracteristica da casca; a
propor¢do de alburno e cerne; e a densidade da madeira. A casca deve ser grossa,
funcionando como uma camada protetora da perda de umidade, de contaminagio

por fungos e bactérias, e de estresses mecanicos. O alburno deve ser maior em

propor¢do que o cerne (se possivel, com nenhum), pois € a regido

metabolicamente ativa que € colonizada pelo fungo. O cerne possui baixa
umidade e baixo conteido de nutrientes disponiveis e contém compostos que
inibem o crescimento do micélio. Quanto menor a densidade da madeira maior € o
crescimento do micélio, dai o cultivo ser geralmente realizado em toros de

carvalho (Przybylowicz & Donoghue, 1990).

AY
AVAVAY

/3
3 4 5 6 if Eunesp m. 12 13 14 15 1o

17

18



O corte dos toros deve ser feito durante a fase de dorméncia do
vegetal, quando a seiva ndo mais flui pelo alburno, fase em que 0 mesmo contém
altos niveis de agucar e a casca esta fortemente aderida.

A rigor, com excegdo de espécies resinosas como o Pinus spp.,
qualquer espécie arborea pode ser destinada ao cultivo de shiitake (Ferreira,
1998). As espécies arboreas mais utilizadas nos principais paises produtores sdo
Catanopsis spp. e Castanea spp. (Bononi et al., 1995), Quercus alba, Hevea
brasiliensis, Dalbergia sisso, Acacia arobica, e Populus alba. O cultivo nacional
tem sido feito principalmente em toros de eucalipto, devido a sua maior
disponibilidade, por ser bastante utilizada em reflorestamentos, menor custo,
rapido crescimento, ter densidade da madeira considerada baixa (cerca de
0,5g.cm™) e conter pouco cerne (Eira et al., 1996). As espécies mais utilizadas sdo
E. grandis, E. saligna e E. urophyla. Outras espécies de arvores também podem
ser utilizadas, tais como o abacateiro, a mangueira, a nogueira € o pau de leite
(Teixeira & Machado, 1997).

A mangueira e o abacateiro tem grande potencial como
alternativas para o cultivo nacional. O crescente plantio de mangueira e
abacateiro, no Brasil e em outros paises tropicais, devem-se ao elevado valor
comercial da manga e ao elevado valor nutricional do abacate. Além disto, assim
como o eucalipto, suas madeiras contém pouco cerne.

A manga é seguramente uma das frutas mais importantes dos
tropicos, depois da fruta citrica, da banana e do abacaxi, e provavelmente a mais
saborosa e aromatica, ganhando cada vez maior aceitagdo no Brasil e at¢é mesmo
em regides de clima temperado como as da Europa (Maranca, 1976). O Brasil foi
classificado em 1990 como o quinto maior produtor de manga. Seu cultivo passou

a ser visto nos ultimos anos como uma alternativa fruticola com boas perspectivas

para o Brasil (Cunha et al., 1994), sendo difundida em todo territério nacional,

excluindo-se apenas as regides frias do extremo Sul ou de grande altitude
(Maranca, 1976).
A mangueira cresce com muito vigor, o que torna a pratica dos

diversos tipos de poda um trato cultural indispensavel (Kavati, 1989).
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Recomenda-se uma poda a cada dois ou trés anos, cortando-se o topo € os lados
da mangueira, a fim de diminuir gastos com as pulverizagdes e colheita, para
aumentar a produtividade e, dependendo do espagamento de plantio entre uma
mangueira e outra, para as copas ndo se entrelagarem (Cunha et al, 1994). Os
toros resultantes das podas ndo sdo usualmente aproveitados, sendo apenas
queimados pelos produtores de manga. Estes toros, por sua vez, poderiam ser
destinados ao cultivo de shiitake.

O abacate € considerado uma das frutas mais nutritivas que
existe por conter alta concentrag@o de vitamina A, complementada pelas vitaminas
B1, B2, C, proteinas e ferro (Maranca, 1976).

Existe pouca disponibilidade de dados sobre a produgdo de
abacate no Brasil. Sabe-se que S3o Paulo é o estado que se destaca em relagdo a
todos os demais, tanto na produgdo como na tecnologia utilizada. O Brasil possui
condigdes de clima e solo apropriados para a cultura do abacateiro, permitindo,
neste aspecto grande expansdo (Koller, 1984). O cultivo é de fato difundido no
pais em toda parte, menos em regides de baixa altitude, excessivamente quentes e
umidas (Maranca, 1976).

A madeira do abacateiro € mole, quebradi¢a e de pouco valor,
seja para lenha, carvdo ou para moveis e construgdo (Koller, 1984). Estes toros
poderiam também serem aproveitados para o cultivo de shiitake.

As recomendagdes sobre o periodo que se deve aguardar entre o
corte das arvores e a inoculagdo dos toros sdo conflitantes. Segundo Ito (1978;
citado por Sant’anna, 1998), o shiitake desenvolve-se rapidamente somente depois
que certos tecidos da arvore morrem, e este fendmeno ocorre um ou dois meses
apos o corte da arvore, quando entdo deve ser realizada a inoculagdo. Ja segundo
Akiyama et al. (1976; citados por Sant’anna, 1998), a inoculagdo dos toros deve

ser feita imediatamente apos o corte das arvores, aguardando-se no maximo

quinze dias apds o corte. De qualquer forma, os toros ndo inoculados logo apés o

corte devem ser estocados na sombra sendo molhados diariamente, para manterem
o teor de umidade e evitar rachaduras na casca, que deve estar limpa e intacta

(Sant’anna, 1998).
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Os toros devem preferencialmente apresentar um didmetro
médio de 10 cm e auséncia de contaminantes e insetos na casca. Padroniza-se o
comprimento dos toros, geralmente como sendo de 100 cm, para facilitar o
manuseio. Toros com didmetro menor que 10 cm tendem a produzir basidiocarpos
menores € duram em média 1,5 anos (Chang & Miles, 1984). Toros mais grossos
(de 15 a 20 cm de didmetro) se conservam por varios anos, porém dificultam o
manuseio e demoram mais tempo para iniciar a produgdo, ficando mais sujeitos a
incidéncia de pragas e doengas (Tatezawa, 1995).

Apés a escolha da espécie arborea e o preparo dos toros, €
realizada a inoculag@o ou seja, transfere-se o inoculo da embalagem onde foi
produzido para orificios feitos nos toros. Os orificios sdo feitos utilizando-se
furadeira elétrica e broca de ago especificas, estabelecendo-se entre os orificios as
medidas de espagamento. A inoculagdo é feita em seguida, evitando-se assim
contaminagdo. A inoculagdo pode ser feita manualmente ou com instrumentos
especializados (inoculadores). Os orificios ap6s inoculagdo sdo selados usando-se
parafina fundida a cerca de 115°C, podendo estar acrescidas de breu.

Os toros inoculados e vedados sdo empilhados e passam para a
fase de incubagdo, quando o micélio ira colonizar e decompor a madeira. A fase
de incubagdo dura de 6 a 24 meses, podendo ocorrer em ambientes naturais (sob
arvores) ou em ambientes controlados (como em viveiro protegido por tela com
capacidade de retengdo de 80% da luminosidade solar ou em galpdes). A
temperatura do ar ideal nesta fase compreende a faixa de 22 a 25°C, e a umidade
relativa do ar entre 60 a 85% (Teixeira & Machado, 1997). Para manutengio da
umidade dos toros, os mesmos devem ser irrigados diariamente, numa quantidade
ideal (umidade de 55 a 60%, Eira et al., 1997) de acordo com a temperatura €
umidade do local de cultivo, evitando-se o ressecamento da casca e
enfraquecimento do micélio e a contaminagdo por outros fungos.

Durante a fase de incubagdo, de 15 a 30 dias apds a inoculagdo,

pode-se observar nos toros manchas brancas sob a camada de parafina; manchas

amareladas e casca com “textura de borracha”, por volta do segundo e terceiro

més; e diminuigdo progressiva da massa dos toros (Yanase, 1997; citado por
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Sant’anna, 1998). Estes fendmenos ocorrem pelo shiitake secretar peroxido de
hidrogénio e peroxidases para o meio externo a hifa, onde ira ocorrer a
degradagdo das moléculas complexas do substrato, como lignina, celulose e
hemicelulose, quebrando-se em moléculas menores para entdo serem absorvidas
pelo fungo (Matheus & Okino, 1998).

O micélio cresce mais rapidamente no sentido das fibras da
madeira e, sob condi¢Ges adequadas, a velocidade de crescimento é de 1mm/dia
(Pascholati et al., 1996). Quando a colonizagdo esta avangada, aparece uma figura
branca simétrica na extremidade do toro, indicando o sucesso na colonizagdo
(Prybylowicz & Donoghue, 1990). Esta figura ¢ denominada de “Kimmon”
(Tatezawa, 1995).

Apos o periodo de incubag@o, a frutificagdo é estimulada por um
estresse ambiental que induz o shiitake a interromper o crescimento vegetativo e
iniciar a fase de reprodugdo por basidiosporos. Esse estresse pode ser feito
artificialmente através dos choques de indug@o hidrica, térmica e/ou mecanica.
Neste procedimento os toros sdo submetidos a imersdao em agua fria durante um
periodo determinado. A temperatura da agua e a duragdo do choque de indugio
sdo aspectos conflitantes na literatura. Segundo Eira et al. (1996) ndo ha diferenga
significativa entre imersdo dos toros em agua gelada ou a temperatura ambiente.
Shiomi (1998) verificou que um periodo de seis horas de imersdo resulta em
maior produtividade dos toros e que o choque de indugdo mecanico ndo influi
significativamente na frutificagdo. Bononi et al. (1995) estabelecem duragdo entre
8 a 24 h, dependo da estagdo do ano em que o choque for dado, e que ha a
necessidade do resfriamento da agua de imersdao em cerca de 10°C abaixo da
temperatura ambiente, para que efetivamente se tenha boa produtividade.

Apés a indugdo para frutificagdo, os toros devem ser
armazenados verticalmente em locais protegidos contra o sol, chuva, vento e
animais. Nesta fase a instalagdo deve possibilitar umidade relativa do ar entre 85 a
95 % e temperatura do ar entre 20 a 25°C, para que haja a formagio de primérdios

e o crescimento dos basidiocarpos. A formagdo dos primérdios se da do terceiro

ao quinto dia apds o choque de indugdo. A colheita dos basidiocarpos € feita entre
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o sétimo ao décimo dia ap6s o choque de indugdo (em épocas mais frias a colheita
pode demorar um pouco mais); quando estdo com cerca de 80 % de abertura do
pileo (Teixeira, 1996).

Terminado o periodo de frutificagdo dos toros, os mesmos
retornam ao local de incubagdo, permanecendo por um periodo variavel de acordo
com o clima da regido do cultivo, para que o micélio recupere nutrientes para
nova frutificagdo. No final desta fase os toros sio novamente submetidos a um
novo choque de indugdo, permanecendo neste ciclo por um periodo variavel, mas
que para o clima nacional pode ser de compreendido entre um a dois anos de
cultivo total (Eira et al., 1996; Sant’anna, 1998).

A produgio de shiitake € afetada por fatores como o didmetro do
toro, a espécie de arvore, o0 manejo no cultivo (Przybylowicz & Donoghue, 1990),
a linhagem do fungo (San Antonio, 1981), e o numero de orificios inoculados
(Montini, 1997). A produtividade nacional ao final da vida util do toro de
Eucalyptus spp. é de 15 a 20 % de sua massa fresca. Para um toro com
caracteristicas de 15 cm de didmetro e 100 cm de comprimento podera haver de
trés a cinco choques de indugdo (Eira et al., 1996).

O ciclo de vida do shiitake também sofre influéncia direta da
temperatura e umidade relativa do ar, intensidade luminosa (quantidade ideal 550
lux, no comprimento de onda entre 370 nm a 420 nm), pH do substrato (faixa
ideal entre 3,5 a 5,0), concentragdo de gases oxigénio e carbonico e qualidade da
agua de irrigagdo e de imersdo nos choques de indugdo (Teixeira & Machado,

1997).

2.6.5. Contaminantes no Cultivo

Durante o cultivo do shiitake os principais organismos invasores

que podem ocasionar danos tanto nos toros quanto nos cogumelos, sdo os fungos,

insetos (moscas, acaros e cupins), moluscos (lesmas e caramujos), € em menor
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significancia, bactérias (Pseudomonas fluorescens) (Przybylowicz & Donoghue,

1990).
Entre as 150 espécies de fungos que podem ocasionar danos ao

cultivo do shiitake, estdo os que ocasionam doengas, por secretarem compostos
antifingicos que matam as hifas do shiitake, sendo predominante os ascomicetos
(como Trichoderma spp.; Hypoxylon coccineum e Diatrype estigma), os que
competem por espago € nutrientes na madeira, sendo predominante os
basidiomicetos (como Schizophyllum commune; Merillus tremellosus e Poria
spp.); € os que parasitam a madeira, porém ndo afetam diretamente o micélio do
shiitake, geralmente s3o trazidos nos toros no campo e permanecem por pouco
tempo (como Bulgaria inquinans - ascomiceto, € Mycena spp.- basidiomiceto)
(Przybylowicz & Donoghue, 1990).

Para o combate e prevencgido de todos estes organismos nao faz-
se uso de produtos quimicos, mas apenas acurado controle do manejo (Eira et al.,

1997).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizaciio dos experimentos

O trabalho foi conduzido na area experimental do Departamento
de Biologia da Faculdade de Engenharia, UNESP, Campus de Ilha Solteira, de
coordenadas geograficas 20°22°S e 51°22°W Gr, altitude de 335 m, temperatura
média anual de 23,6°C, e precipitagdo pluviométrica média anual € de 1330 mm.
Segundo classificagio de Koppen a regido é definida como tropical quente e

umida (Centurion, 1982).

3.2. Linhagem e meios de cultura

A linhagem utilizada de L. edodes, denominada Y602, foi
adquirida do Japdo em cavilhas, pela comunidade Yuba de Mirandépolis (SP), em
1996 (FOTO 1). Em cdmara de fluxo laminar no laboratério de Biotecnologia da
FEIS — UNESP, essas cavilhnas medindo 8 mm de didmetro ¢ 10 mm de
comprimento, foram transferidas para o centro de placas de Petri contendo meio
BDA esterilizado. As placas foram transferidas para estufa a 25°C no escuro.
Apds colonizagdo de 3/4 da area das placas, retirou-se com auxilio de um vazador
de 3 mm, discos da periferia da colonia que foram transferidos para tubos de
ensaio contendo meio BDA inclinado. Apds o décimo quinto dia de incubagio, as

colonias foram cobertas com 6leo mineral nujol, e estocadas em geladeira a 5°C
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(Badham, 1989). Esse micélio em meio BDA foi considerado a matriz primdria do

experimento.

FOTO 1: Linhagem japonesa de shiitake Y602 adquirida em cavilhas.

3.2.1. Meio de cultura BDA

O meio de cultura BDA foi preparado da seguinte forma:

140 g de batata inglesa;
10 g de dextrose;
20 g de 4gar;

I litro de agua destilada.

Ferveu-se por | hora as batatas descascadas e picadas, e em

seguida filtrou-se em algoddo hidréfilo. Ao filtrado, adicionou-se a dextrose € 0

dgar. Completou-se o volume para | litro de dgua destilada. Esterilizou-se o meio

em autoclave por 20 min a 121°C - | atm. O pH foi ajustado para 6,0. Como
acidificante foi utilizado dcido cloridrico | M, e alcalinizante hidréxido de sédio
IM.

O desenvolvimento micelial em placas de Petri para produgido da

matriz secunddria, foi realizado em meio de cultura SDA.
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3.2.2. Meio de cultura SDA

Apés o desenvolvimento da matriz primaria em meio BDA,
extraiu-se com auxilio de um vazador de 3 mm, discos da periferia da colonia da
matriz primaria, que foram transferidos centralmente em 30 placas de Petri
contendo cerca de 20 mL de meio SDA. Em seguida, as placas foram mantidas a
25°C, até que o crescimento radial ocupasse 90 % de cada placa. Utilizou-se o

meio SDA a fim de se evitar a sele¢gdo de mutantes nutricionais (Eira & Montini,
1997).

O meio SDA foi preparado da seguinte maneira:

300 g de serragem umida;
30 g de farelo de trigo;

30 g de quirera de milho;
2 g de carbonato de calcio;
10 g de dextrose;

15 g de agar;

1 litro de agua destilada.

Ferveu-se por 15 min a serragem, o farelo de trigo, a quirera de
milho, e o carbonato de calcio. Em seguida, filtrou-se em algoddo hidrofilo e
adicionou-se a dextrose e o agar por litro de extrato. Completou-se o volume para
1 litro de agua destilada. Esterilizou-se o meio em autoclave por 30 min a 121°C —
1 atm. O pH foi corrigido para 6,0. Como acidificante foi utilizado acido

cloridrico 1 M, e alcalinizante hidréxido de sodio 1 M.

3.3. Inoculo ou Matriz secundéaria

O substrato base para a produgdo do indculo constituiu-se de

serragem de E. saligna, passada em peneira com malha de 3 mm, com teor de

umidade de 60 % (Stamets & Chilton, 1983) e suplementada com farelo de arroz
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na proporgdo de 4:1 (Teixeira, 1996). O teor de umidade da serragem foi obtido
deixando-a de molho em agua por 24 h, e em seguida, comprimindo-a com as
maos até que nio escorresse agua entre os dedos.

A mistura foi distribuida em 60 frascos de plasticos de 950 mL,
medindo 165 mm de altura e 45 mm de didmetro, vedados com papel aluminio e
papel pardo, presos a boca do frasco com elastico de borracha. A quantidade de
substrato depositada em cada frasco foi de 600 g, seguindo-se autoclavagem a
120°C, durante 90 min. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, os frascos
foram inoculados, em cdmara de fluxo laminar, com pequenas partes (10 x 10
mm) do meio SDA colonizado pelo micélio da matriz primaria, sendo a parte
colonizada voltada para baixo. Apos 30-35 dias de incubagdo a 25°C no escuro,

todo substrato estava colonizado e pronto para ser inoculado nos toros.

3.4. Espécies arbdreas utilizadas

As madeiras utilizadas foram de arvores de abacateiro (Persea
americana) e de mangueira (Mangifera indica), e como controle, de eucalipto (£.
saligna). Utilizou-se toros de trés cultivares de abacateiro: Fortuna, Quintal
(hibridos das ragas antilhana e guatemalense) e Pollock (raga antilhana); e trés
cultivares demangueira: Coquinho, Extrema e Haden.

Os abacateiros e as mangueiras pertencem a cole¢do do

Departamento de Horticultura da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira-

UNESP, cultivadas na Fazenda Experimental da UNESP, localizada no municipio
de Selviria - MS, em latossolo vermelho-escuro de textura argilosa, originalmente
coberto com vegetagdo de cerrado. O eucalipto foi obtido da fazenda Esmeralda,
localizada no municipio de Pereira Barreto - SP.

As mangueiras quando cortadas estavam com cinco anos de
idade e com altura média de 4 m e os abacateiros com cerca de 10 anos de idade, e
altura média equivalente a das mangueiras. O eucalipto, com cinco anos de idade,

com altura média de 8 m.
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As espécies arboreas foram cortadas com um intervalo de 20
dias entre elas, para que ndo houvesse sobreposi¢do de choques de indugdo, em
vista do espago disponivel no moddulo de alvenaria. A data de corte
correspondente de cada espécie foi: 01/09/98 para o abacateiro; 21/09/98 para a
mangueira; e 11/10/98 para o eucalipto.

O corte dos toros foi feito com auxilio de uma moto-serra,
evitando-se ao maximo a ocorréncia de danos na casca. Padronizou-se as medidas
dos toros em 100 cm de comprimento e didmetro variando entre 8 a 12 cm. A
identificagdo foi feita com plaquetas de aluminio estampadas com o nimero da
repeti¢do e a letra de identificagdo do tratamento. Cada tratamento foi formado

com 60 repetigdes.

3.5. Inoculacdo dos toros

3.4.1. Abertura dos Orificios

Até o sétimo dia apos o corte, foram abertos orificios com 20

mm de profundidade, alinhados em sentido longitudinal ao toro, num padrdo de

“zig-zag”, com auxilio de uma furadeira elétrica com broca de ago para madeira
de 12 mm de diametro. Cada toro conteve em média 40 orificios, dispostos em
filas paralelas, distanciadas cerca de 5 cm entre as linhas e cerca de 15 cm entre os

orificios de uma mesma linha.

3.4.2. Inoculacdo e Vedagdo

Imediatamente apos a furag@o, os orificios foram preenchidos
com o indculo, utilizando-se um inoculador manual, de modo que cada orificio
recebesse a mesma quantidade. Em seguida, com o auxilio de um bastdo com
esponja de ago na extremidade, foram vedados com parafina, fundida a 115°C,

contendo 10 % de breu.
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3.6. Incubacio

Os toros inoculados foram empilhados de modo que cada
camada foi composta de seis toros, espagados 5 cm entre si, dispostos
perpendicularmente a camada subjacente, sendo cada pilha composta de 60 toros.
A primeira camada da pilha foi colocada sobre tijolos, distanciada 30 cm da
superficie do solo, com a finalidade de evitar contaminag@o e facilitar a limpeza.
A incubagdo ocorreu em um viveiro recoberto com tela tipo sombrite, com
capacidade de reter 80 % da luminosidade solar. O viveiro de tela tipo sombrite €
muito utilizado pelos produtores de shiitake na regido noroeste paulista (Paula et
al., 1999), regido onde se realizou os experimentos desta dissertagdo.

A irrigagdo era diaria, por no minimo duas vezes, com auxilio de
mangueira de jardim. Procurou-se manter a umidade relativa do ar entre 60 a 80 %
através de microaspersores instalados em todo o viveiro (vazio de cinco litros por
hora). Os dados climaticos (temperatura, umidade relativa e pluviosidade),
referentes ao periodo do experimento, foram obtidos do Laboratorio de Hidraulica
e Irrigagdo do Departamento de Ciéncia do Solo e Engenharia Rural, da Faculdade
de Engenharia de Ilha Solteira - UNESP (anexos I e II).

Os toros permaneceram nessas condigdes por seis meses. Para
que haja crescimento uniforme neste periodo, fez-se o remonte das pilhas a cada
dois meses, invertendo-se as camadas de toros na pilha. As camadas superiores
foram transferidas para as camadas inferiores, e vice-versa. Além disso, a posigdo

dos toros sofreu um giro de 180°.

3.7. Ciclo de Frutificacido

3.7.1. Indugdo

Apbs o periodo de incubagdo, a frutificagdo foi estimulada

artificialmente segundo o método descrito por Bononi et al. (1995). Os toros
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foram submetidos aos choques de indugdo hidrica e térmica pela imersdo num
tanque contendo dgua fria por um periodo de 12 h. A temperatura da dgua foi de 5
a 10°C menor que a temperatura ambiente, obtida pela adi¢do de gelo na dgua do
tanque de imersdo e monitorada com um termdémetro. Ainda para estimular a
frutificagdo, apds os choques de indugdo hidrica e térmica, os toros sofreram um
choque de indugdo mecdnica através da queda livre em posi¢do vertical, de uma

altura aproximada de 30 cm, em superficie de concreto.

3.7.2. Frutificacio

Apéds os choques de indugdo hidrica, térmica e mecdnica, 0s
toros foram dispostos num barracdo de alvenaria coberto com telhas de barro e
piso de cascalho, de temperatura ambiente em torno de 25 a 30°C e umidade
relativa do ar em torno de 80 %. O monitoramento da temperatura ¢ umidade
relativa do ar dentro do barracdo foi feito por meio de termdmetros de bulbo seco

e bulbo dmido. Os toros permaneceram em posi¢do vertical inclinada, com

espacamento de 10 cm entre eles. A umidade relativa do ar foi mantida elevada

gragas a regas nas paredes, no chio e no telhado do barracdo por trés vezes ao dia.
Os toros foram irrigados até o aparecimento dos primérdios (FOTO 2), que

ocorreu cerca de 5 dias apds os choques de indugao.

FOTO 2: Detalhe do desenvolvimento dos basidiocarpos cinco dias apds

choque de indugao.
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3.7.3. Colheita e Cuidados Pos-Colheita

Os basidiocarpos foram colhidos quando a maior parte deles
apresentavam o pileo com abertura em torno de 80 % de abertura, o que ocorreu
por volta do décimo dia apés os choques de indugdo. No décimo dia foram
colhidos todos os basidiocarpos, mesmos os que ndo alcangaram abertura do pileo
de 80 %.

Apods a colheita os toros retornaram ao viveiro e novamente
foram empilhados, sem sofrerem nova inoculagdo. O manejo da irrigagdo
continuou o mesmo antes da primeira colheita. Os choques de indugdo foram
realizados novamente a cada dois meses. No total foram realizados quatro

choques de indugdo para cada tratamento.

3.8. Variaveis avaliadas

Foram avaliadas as seguintes variaveis por tratamento:

1. Numero médio de basidiocarpos por toro;

2. Didgmetro médio do pileo (medigdo realizada com paquimetro, no sentido do

maior didmetro),
3. Produtividade;
A percentagem de produtividade (P) foi obtida pela formula:

P = (MBS/MTS).100

onde: MBS representa a massa (em gramas) de basidiocarpos secos; e MTS é a

massa (em gramas) do toro seco.

Os basidiocarpos secos foram obtidos com auxilio de uma estufa

com circulacdo de ar for¢ada a 40°C, até massa constante. Ja os toros secos foram

obtidos logo apds o corte dos toros, fazendo-se toletes de 3 cm de comprimento de

um exemplar de cada tratamento e colocando-os para secar em estufa com
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circulagdo de ar forgada a 103°C, até massa constante. Do valor da massa do toro

seco de cada exemplar foi obtido um fator de convers@o, que multiplicado a massa
inicial fresca de cada exemplar, obteve-se os valores de massa de toro seco de

cada repetigcdo dos tratamentos.

4. Massa média de basidiocarpos frescos;

5. Massa média de basidiocarpos secos (obtida conforme item 3);
6. Eficiéncia biologica;

A percentagem de eficiéncia biologica (EB) foi obtida pela

EB = (MBF[MTS).100
onde: MBF representa a massa (em gramas) de basidiocarpos frescos; e M7S é a
massa (em gramas) de toro seco.
7. Massa média de toros frescos (medi¢do de cada repetigdo realizada antes da
inoculagdo),

8. Massa média de toros secos (obtida conforme item 3);

9. Densidade das madeiras (g.cm ~);

O calculo da densidade das madeiras logo apos o corte dos
toros, no Laboratorio de Genética de Populagdes e Evolugdo do Departamento de
Fitotecnia, Economia e Sociologia Rural, da Faculdade de Engenharia de Ilha
Solteira- UNESP, segundo metodologia proposta por Brasil (1983), baseado na
formula:

d =MS|(MU -MI)
onde: MS representa a massa do toro seco em gramas, MU é a massa do toro

umido e M é a massa do toro imerso.

10. Andlise bromatologica das madeiras.
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A anélise bromatologica das madeiras foi realizada logo apos o
corte dos toros, no Laboratério do Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira — UNESP, segundo metodologia proposta por Silva
(1981).

A percentagem de matéria seca dos toros foi representada pela
sigla MS. Os teores de fibras em detergente neutro e acido, lignina e celulose
foram analisados em 100 % de matéria seca. As fibras em detergente neutro e em

detergente acido foram representadas pelas siglas FDN e FDA, respectivamente.

3.9. Analise Estatistica

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado,
utilizando o modelo de analise Hierarquico + 1, realizado no sistema SAS
(Statistical Analysis System) versdo 6.0, obtido das combinagdes da linhagem

Y602 com seis cultivares (trés de abacateiro e trés de mangueira) e o controle

eucalipto. Foram realizadas 60 repeticdes por tratamento, sendo que a unidade

experimental foi constituida de um toro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dos dados obtidos para o nimero de basidiocarpos
por toro, o didmetro do pileo, as massas de basidiocarpos frescos e secos, as
percentagens de produtividade e eficiéncia bioldgica, dos diferentes tratamentos,

nos quatro choques de indug@o encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Valores totais médios do nimero de basidiocarpos/toro (NB/T'); do

diametro do pileo (DP); das massas de basidiocarpos frescos (MBF')
e secos (MBS), da produtividade (P ) e eficiéncia biolégica (EB),
nos quatro choques de indug3o.

DP MBF MBS P EB
(cm) (8) (2 (%) (%)

Esmcie Cultivar  NB|T
arborea

Pollock 16a 8,14ac 49384a 4795a 067b 6,86a
Abacateiro Fortuna 15a 836a 41947b 44,06ab 0,78a 746a
Quintal 14a 849a 406,11b 41,34b 0,70ab 6,882

Haden 14a 6,79b 245,82c¢ 25,12¢ 0,27ce 2,64bd
Mangueira Coquinho 14a 741bc 27803c 28,02c 0,37d 3,65c¢
Extrema 17a 7,176 267.35¢ - 2708¢ 032¢cd: 3.19bc

Eucalipto - 8b 563d 167,83d 17,30d 020e 1,99d

NBJT : F=4,33, CV= 43,82%, DMS= 3,54; DP: F= 9,96, CV= 33,60%, DMS= 0,80,
MBF : F= 20,81, CV= 60,42%, DMS= 62,96; MBS : F= 19,65, CV= 60,55%, DMS=
6,39, P: F= 4541, CV= 57,04%, DMS= 0,09; EB: F= 45,26, CV= 56,94%, DMS=
0,85. Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si.
(Tukey 5%)

BCplS - FEIS - UNESP
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O nimero de basidiocarpos produzidos nos quatro choques de
indugdo foi significativamente maior nos toros de abacateiro e mangueira (média
dos cultivares:15 basidiocarpos por toro), ndo sendo observado diferengas entre os
cultivares. A menor produgdo foi observada nos toros de eucalipto (8
basidiocarpos por toro).

O nimero médio de basidiocarpos por toro, em cada choque de
indugdo, nos cultivares de abacateiro, mangueira e eucalipto, estdo nas FIGURAS
1, 2 e 3, respectivamente. De um modo geral, os toros de mangueira e eucalipto
tiveram a mesma tendéncia nos quatro choques de indugdo, ou seja, produgdo
proxima de zero no primeiro choque de indugdo, um aumento gradativo de um
choque para outro. Esses resultados diferem dos observados por Sant'anna (1998),
que obteve decréscimo na produgdo a medida que os choques de indugdo eram

realizados.

Sabe-se que o periodo de incubagdo tem influencia direta na
produgdo e que produgdes satisfatorias s6 sdo obtidas em toros bem colonizados
pelo shiitake durante este periodo (Przybylowicz & Donoghue, 1990). Dessa
maneira, as baixas produgdes de basidiocarpos nos primeiros choques de indugdo
de todas as espécies arboreas deste trabalho, parecem indicar que os toros ndo
estavam satisfatoriamente colonizados pelo micélio da linhagem Y602, apos seis

meses de incubagdo, para as condi¢des climaticas do cultivo.

Apés o primeiro choque de indugdo foram observados varios
tipos de contaminagdes por fungos, principalmente em toros de abacateiro e de
mangueira. O choque de indugdo sem satisfatoria colonizagdo dos toros pelo
micélio da linhagem Y602 pode ter favorecido o surgimento das contaminagdes
uma vez que, as areas ndao colonizadas sdo facilmente dominadas por

contaminantes (Przybylowicz & Donoghue, 1990).

Todos os cultivares de abacateiro tiveram o0 mesmo

comportamento das demais espécies arboreas no primeiro choque de indugéo,

porém o maior nimero de basidiocarpos foi observado no segundo choque,

decrescendo até o final do cultivo (FIGURA 1). Esse decréscimo pode ser
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explicado pela observagdo visual do rapido apodrecimento dos toros, pelas
contaminag¢des e pela conseqiiente diminui¢do do teor de nutrientes (Eira et al.
1996). O apodrecimento desses toros foi muito rapido comparado as demais
espécies arboreas. O terceiro choque mecanico nos cultivares de abacateiro foi
realizado com muito cuidado, ndo sendo possivel realizar o quarto em decorréncia

da avangada decomposigido (FOTO 3).
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Choques de indugdo
: Nimero médio de basidiocarpos por toro em cada choque de indug@o,

para os cultivares de abacateiro.
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indugdo, para os cultivares de mangueira.
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Nimero médio de basidiocarpos / toro

e

1
le 20 3o 4o

Choques de induc¢ido

FIGURA 3: Nimero médio de basidiocarpos por toro em cada choque de indugdo,

para o eucalipto.

FOTO 3: Detalhe de um toro de abacateiro submetido ao terceiro choque de
indu¢do mecdanica.

Com relagdo ao didmetro do pileo, os maiores basidiocarpos

foram observados nos cultivares de abacateiro Quintal (8,49 c¢cm), Fortuna (8,36

cm) e Pollock (8,14 ¢cm); os intermedidrios nos de mangueira Coquinho (7,41 cm),

Extrema (7,17 cm) e Haden (6,79 cm); e os menores no eucalipto (5,63 cm).
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A percentagem de basidiocarpos pequenos, médios, grandes e
extra-grandes, em cada tratamento, consta na FIGURA 4. Todos os cultivares de
abacateiro tiveram mais de 50 % do total de basidiocarpos com diametro acima de
7 cm, ou seja, grandes e extra-grandes: Fortuna e Pollock com aproximadamente
60 %, e Quintal com 57,5 %. O cultivar de mangueira com maior percentagem de
basidiocarpos grandes e extra-grandes foi o Coquinho (62,5 %), seguido do
Extrema (43 %) e Haden (35 %). O eucalipto teve 40 % de basidiocarpos com
diametro acima de 7 cm. Foi comum a produgdo de basidiocarpos com diametro

superior ao do toro de cultivo (FOTO 4).
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FIGURA 4: Percentagem total de basidiocarpos pequenos (¢ < 5), médios (5 < ¢ <

7), grandes (7 < ¢ < 10) e extra-grandes (¢ > 10) em cada tratamento.
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FOTO 4: Detalhe de um basidiocarpo extra-grande com didmetro do pileo maior

que o didmetro do toro de abacateiro.

O diametro médio do pileo em cada choque de indugdo, para os
cultivares de abacateiro encontra-se na FIGURA 5. As curvas ndo tiveram o
mesmo comportamento. Os cultivares de abacateiro Fortuna e Quintal tiveram

maiores basidiocarpos no iltimo choque de indugdo. O cultivar Pollock

apresentou tamanho dos basidiocarpos decrescente ao longo dos quatro choques

de indugao.
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FIGURA 5: Didmetro médio do pileo em cada choque de indugdo, para os

cultivares de abacateiro.
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O diametro médio do pileo em cada choque de indug&o, para os

cultivares de mangueira encontram-se na FIGURA 6. As curvas tiveram o mesmo

comportamento, sendo o tamanho dos basidiocarpos maior no segundo e terceiro

choques de indugZo, e nulo no primeiro. A curva do didmetro médio do pileo para

o eucalipto teve o mesmo comportamento do observado nos cultivares de

mangueira (FIGURA 7).
12
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FIGURA 6: Didmetro médio do pileo em cada choque de indugdo, para os

cultivares de mangueira.
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FIGURA 7: Didmetro médio do pileo em cada choque de indugdo, para o

eucalipto.
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Observando as FIGURAS 5, 6 e 7, nota-se que os choques de
indugdo intermediarios foram os que apresentaram o tamanho dos basidiocarpos
uniforme em todos os tratamentos, havendo maior variagdo de tamanho no choque
de indug3o inicial (quando houve produgao) e final.

A maior massa de basidiocarpos frescos foi do cultivar de
abacateiro Pollock (493,84 g), seguido dos cultivares Fortuna (419,47 g) e Quintal
(406,11 g) (Tabela 1). Ndo houve diferenga entre os cultivares de mangueira
(média destes cultivares 263,73 g), sendo que todos produziram mais que o
eucalipto (167,83 g).

A massa de basidiocarpos secos praticamente seguiu a mesma
tendéncia da massa fresca, ou seja, os maiores valores foram observados nos
cultivares de abacateiro, os intermediarios nos de mangueira € o menor no de
eucalipto (Tabela 1).

A maior produtividade (Tabela 1) foi observada no cultivar de
abacateiro Fortuna (0,78 %), que apenas nio diferiu em relagdo ao cultivar de
abacateiro Quintal (0,70 %). A produtividade dos cultivares de abacateiro Quintal
e Pollock (0,67 %) ndo diferiram entre si, mas foram superiores em relagdo aos
cultivares de mangueira e o eucalipto. A produtividade dos cultivares de
mangueira Haden (0,27 %) e Extrema (0,32 %) ndo diferiram entre si, como
também entre Coquinho (0,37 %) e Extrema. A menor produtividade foi do
eucalipto (0,20 %), que diferiu dos demais tratamentos, a exce¢do do cultivar
Haden.

No Brasil ndo existe dados concretos sobre a produtividade do
shiitake em toros. Alguns autores estimam que a produgdo total de massa de

basidiocarpos frescos corresponde de 15 a 20 % da massa umida inicial do toro,

para diferentes espécies arboreas (Chang & Miles, 1989; Bononi et al., 1995; Eira
et al., 1996).

As maiores percentagens de eficiéncia biologica (Tabela 1)
foram observadas nos toros dos cultivares de abacateiro (média dos cultivares
7,07 %). Nao houve diferenga entre os cultivares de mangueira Haden (2,64 %) e

Extrema (3,19 %), e Coquinho (3,65 %) e Extrema. A menor percentagem de
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eficiéncia biologica foi do eucalipto, que diferiu dos demais tratamentos,
novamente a excegdo do cultivar de mangueira Haden.

Obteve-se no presente trabalho as seguintes percentagens de
massa de basidiocarpos frescos em relagdo a massa umida inicial dos toros:
Fortuna 8,1 %, Pollock 7,8 %, Quintal 7,8 %, Coquinho 4,0 %, Extrema 3,5 %,
Haden 2,9 % e eucalipto 2,2 %. Valores inferiores a estimativa de Chang & Miles
(1989), Bononi et al. (1995) e Eira et al. (1996).

Tatezawa (1995) obteve a excelente produgdo total de 4,35 kg

de Basidiocarpos frescos por toro de 10 kg (massa umida) de eucalipto, durante

todo o ciclo de cultivo. Esta produgdo corresponde a 43,5 % da massa umida
inicial dos toros, resultado superior a estimativa dos autores mencionados acima.

Teixeira (1996), utilizando linhagem de shiitake Jab-K1 em
substrato base acrescido de farelo de arroz (mesmo substrato base deste
experimento), obteve a produgdo média de 264,27 g de basidiocarpos frescos por
toro de E. grandis, correspondendo a 26,10 g de basidiocarpos secos por toro,
numero total médio de 15 basidiocarpos por toro e didmetro médio do pileo de 6,9
cm, num unico choque de indugo.

Montini (1997), trabalhando com a linhagem BMA LE 95/01,
obteve a produgdo média de 298,28 g de basidiocarpos frescos por toro de E.
saligna, e eficiéncia biologica média de 4,52 %, contudo os toros tinham de 2,07 a
2,30 cm de comprimento e apenas foi dado um tnico choque de indugao.

Tarui (1997), utilizando linhagem Jab-K, relatou produgio total
média de 804,98 g de basidiocarpos frescos por toro de E. saligna e o nimero
total médio de 92,64 basidiocarpos por toro, em quatro choques de indugio.

Sant'anna (1998), com o cultivo da linhagem CCB-48 em trés
choques de indugdo, obteve produgdo média de 729,7 g de basidiocarpos frescos
por toro de 10,30 kg (massa umida) de E. urophyla, o que corresponde a produgdo
de 7,08 % de basidiocarpos frescos da massa imida inicial dos toros e eficiéncia
biologica de 16,85 %.

Os resultados médios de produgdo inferiores deste trabalho

comparados aos da literatura cientifica, podem ser atribuidos a manifestagdo
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parcial do potencial genético da linhagem Y602, que desadaptada as condi¢bes
climaticas da regido do cultivo, demonstrou requerer maior periodo de incubagdo
para a colonizagdo dos toros. Além disto, a indugdo a frutificagdo sem colonizagdo
satisfatoria dos toros facilitou a contaminag@o por outros fungos.

A densidade e anélise bromatologica das madeiras de todos os
tratamentos, antes da inoculagdo, encontram-se nas FIGURAS 8 e 9,
respectivamente. Nota-se que houve pouca diferenga nas propriedades quimicas e

fisicas entre os tratamentos.
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FIGURA 8:Valores médios das massas de toros frescos (M7F') e secos (M7S ) e

da densidade das madeiras.
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® Proteina Bruta A Minerais

MS wv FDN e FDA + Lignina X Celulose
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FIGURA 9: Resultados da analise bromatologica das diferentes espécies arboreas
(MS: matéria seca; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em
detergente acido).
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5. CONCLUSOES

v" A linhagem japonesa de shiitake Y602 desenvolveu e produziu basidiocarpos

de excelente qualidade em toros de abacateiro, mangueira e eucalipto.

A linhagem Y602 parece ndo ter manifestado todo seu potencial genético de
produtividade, por requerer maior periodo de incubag¢do nos toros para uma
boa colonizagdo, considerando as condigbes climaticas onde foi realizado o

cultivo.

A espécie arborea abacateiro apresentou os melhores resultados para todas as
variaveis avaliadas: nimero de basidiocarpos por toro, didmetro do pileo,
massa de basidiocarpos frescos e secos, percentagens de produtividade e de

eficiéncia biologica.

Os cultivares de abacateiro diferiram pouco entre si para todas as variaveis

avaliadas, ocorrendo o mesmo entre os cultivares de mangueira.

O eucalipto (E. saligna) apresentou os menores resultados para todas as

variaveis avaliadas.

Toros das espécies arboreas abacateiro e mangueira podem ser destinados
satisfatoriamente ao cultivo de shiitake, embora os resultados de produtividade
e eficiéncia biologica tenham sido inferiores aos documentados na literatura

cientifica.
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Anexo I Pluviosidade total e média durante a realizagdo do experimento, em Ilha

Solteira - SP.
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Anexo II: Variagdo das temperaturas maxima, minima e média e da umidade

relativa durante a realizagdo do experimento, em Ilha Solteira - SP.
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