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RESUMO

Pleurotus ostreatus (shimeji) esta entre os trés cogumelos comestiveis mais
consumidos no Brasil e no mundo. Dentre os fatores relacionados a sua produtividade
elevada, a mais relevante é a producao do spawn. Spawn € a primeira etapa no cultivo
de cogumelos e inicia-se com o crescimento micelial in vitro em meios de cultura,
chamado de matriz primaria, posteriormente transferida para substrato sélido
nomeada como matriz secundaria, e entdo utilizado como inéculo para producao de
cogumelos. O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia dos diferentes processos
de preparo do spawn sob efeito na eficiéncia bioldgica do fungo Pleurotus ostreatus.

Na matriz primaria avaliou-se numero de repicagem, velocidade do crescimento
micelial, concentracdo de nutrientes, concentracdo de dextrose e fontes diversas de
nutrientes no meio de cultura em fungéo da eficiéncia biologica do fungo. Na matriz
secundéria: tempo de armazenamento, atividade enzimética de lacase (LAC) e
manganés peroxidase (MnP) do spawn em funcdo da eficiéncia bioldégica de P.
ostreatus. Paraisto, a pesquisa foi subdividida em dois capitulos. No primeiro avaliou-
se a velocidade do crescimento micelial em doze diferentes combinacdes de meio de
cultura utilizando diferentes concentracdes de batata, quirera de milho, composto a
base de serragem e dextrose, sob efeitos na interferéncia da eficiéncia biolégica de
P. ostreatus. Posteriormente avaliou-se a atividade enzimética LAC e MnP nos
spawns e foi correlacionadas a eficiéncia biolégica do primeiro e segundo fluxo de
producao fungo. No segundo capitulo foram realizadas 10 repicagens sucessivas na
matriz primaria e armazenamento do spawn de 34 a 100 dias, correlacionadas a
eficiéncia biologica e a atividade enzimatica de LAC e MnP. Meios de cultura com
maior concentracao do nutriente a base de serragem e quirera tiveram resultados mais
promissores em relacdo a velocidade do crescimento micelial, com menores variagdes
nas caracteristicas miceliais. A concentracao de dextrose presente no meio de cultura
nao teve efeito significativo na velocidade do crescimento micelial in vitro. Contudo, o
rapido crescimento micelial da matriz primaria in vitro ndo teve correlacdo com a
eficiéncia biolégica do fungo P. ostreatus. As analises enzimaticas LAC e MnP
realizadas no spawn do fungo ndo mostraram relacdo proporcional a eficiéncia
biolégica do cultivo de P. ostreatus, nem com o numero de repicagens da matriz in
vitro e nem com o tempo de armazenamento do spawn. Desta forma, velocidade de

corrida micelial da matriz primaria, atividade de lacase e manganés peroxidase,



namero de repicagens e tempo de armazenamento do spawn nao devem ser
utilizadas como varidveis no controle de qualidade visando produtividade na sele¢éo

prévia do spawn do fungo P. ostreatus.

Palavras-chave: meio de cultivo, velocidade crescimento micelial, repicagens,

atividade enzimatica, métodos de controle de qualidade.



ABSTRACT

Pleurotus ostreatus (shimeji) is among the three most consumed edible mushrooms in
Brazil and worldwide. Among the factors related to its high productivity, the most
relevant is spawn production. Spawn is the first step in the cultivation of mushrooms
and begins with mycelial growth in vitro in culture media, called the primary matrix,
later transferred to a solid substrate named as secondary matrix, and then used as an
inoculum for the production of mushrooms. The objective of this study was to evaluate
the influence of different spawn preparation processes under effect on the biological
efficiency of the fungus Pleurotus ostreatus. In the primary matrix, the number of
grains, mycelial growth velocity, nutrient concentration, dextrose concentration and
various nutrient sources in the culture medium were evaluated according to the
biological efficiency of the fungus. In the secondary matrix: storage time, enzymatic
activity of laccase (LAC) and manganese peroxidase (MnP) of spawn as a function of
the biological efficiency of P. ostreatus. For this, the research was subdivided into two
chapters. In the first, the mycelial growth rate was evaluated in twelve different
combinations of culture medium using different concentrations of potato, maize cherry,
sawdust and dextrose based compounds, on effects on the biological efficiency of P.
ostreatus. The LAC and MnP enzymatic activity in the spawns was then evaluated and
correlated to the biological efficiency of the first and second flow of fungus production.
In the second chapter, 10 successive replications were performed in the primary matrix
and storage of the spawn from 34 to 100 days, correlated to the biological efficiency
and the enzymatic activity of LAC and MnP. Culture media with higher concentration
of the nutrient based on sawdust and cherry have had more promising results in
relation to mycelial growth rate, with smaller variations in mycelial characteristics. The
concentration of dextrose present in the culture medium had no significant effect on
mycelial growth rate in vitro. However, the rapid mycelial growth of the primary matrix
in vitro had no correlation with the biological efficiency of P. ostreatus fungus. The LAC
and MnP enzymatic analyzes performed on the spawn of the fungus showed no
proportional relationship to the biological efficiency of the P. ostreatus culture, neither
with the number of replications of the matrix in vitro nor with spawn storage time. Thus,
mycelial race velocity of the primary matrix, laccase and manganese peroxidase

activity, spawning numbers and storage time of the spawn should not be used as



variables in the quality control aiming productivity in the previous spawn selection of
P. ostreatus fungus.

Keywords: culture medium, mycelial growth speed, enzymatic activity, quality control
methods.
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INTRODUCAO GERAL

Ao longo dos Ultimos anos, com a grande expansao de processos
biotecnolégicos a importancia dos cogumelos vem aumentando, favorecendo néo
apenas 0 consumo como também o seu cultivo. Os cogumelos comestiveis sdo
reconhecidos e explorados pelas suas qualidades nutricionais e medicinais, sendo
consumidos desde as antigas civilizacfes. Sdo conhecidas mais de duas mil espécies
de cogumelos potencialmente comestiveis, entretanto, aproximadamente, dez sdo
exploradas para o consumo e comercializagdo (DONINI et al., 2006).

Mundialmente, é esperado um aumento no consumo de cogumelos
comestiveis, devido a fatores como o seu alto teor nutritivo, facil digestdo, paladar e
aroma agradavel, controle do colesterol entre outras. No Brasil o cogumelo comestivel
ainda ndo é muito utilizado na dieta, com um consumo de aproximadamente 70g por
habitante o que pode ser considerado um valor baixo quando comparado ao consumo
meédio dos franceses, que chega a 4Kg per capita (RIBEIRO, 2009).

Pleurotus ocupam o segundo lugar no ranking do mercado mundial de
cogumelos e é o mais popular em alguns paises (BELLETINI, 2015). Além de
qualidades nutricionais, possui também vantagem de ser cultivado verticalmente em
estufas, tornando possivel a utilizacdo de areas pequenas. Requererem um periodo
curto para seu crescimento, se comparadas a outras culturas. E apresentam grande
resisténcia ao ataque de pragas e doencas, podendo dessa forma estabelecer um
cultivo simples, com técnicas baratas, ampla utilizacdo do substrato e alta
produtividade (MACHADO et al., 2015; DONINI, 2006; DIAS, 2003; TSUJIYAMA;
UENO, 2013; SAVOIE et al., 2007).

Dentro do género Pleurotus, as espécies comercialmente cultivadas e com
consideravel valor econémico sdo P. ostreatus (cogumelo ostra), P. eryngii (ostra-rei
ou Cardoncello), P. pulmonarius (cogumelo phenix), P. djamor (cogumelo ostra cor-
de-rosa), P. cystidiosus (ostra abalone), P. citrinopieato (cogumelo ostra-dourado) e
P. cornucopiae (KNOP et al., 2015; ZHANG et al., 2014).

Cogumelos ostra (Pleurotus spp.) tém alta capacidade em produzir e secretar
enzimas ligninoliticas especificas ao ambiente, Ihes permitindo usar uma ampla gama
de substratos como fonte de nutrientes e de energia necessarios para a producao de
corpos de frutificagdo (ALANANBEH et al., 2014).
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Pleurotus é um fungo saprofito de podriddo branca que vem sendo muito
analisado devido as suas propriedades ligninoliticas excepcionais, essa ampla
capacidade de utilizar lignina, celulose e hemicelulose como fonte de carbono e
nutrientes lhe proporciona uma vasta possibilidade de uso de residuos agroindustriais
para a producdo de corpos de frutificacdo (ALANANBEH et al., 2014; SHIN et al.,
1997; MORERIA et al.2000; RUIZ, 2011).

Os residuos agroindustriais sdo formados principalmente por biomassa
ligninocelulésica, que representa uma importante fonte de matéria organica renovavel
(HOWARD et al.,, 2003). Com uma proporcao aproximada de 2:1:1 de celulose,
hemicelulose e lignina respectivamente, contém também diferentes concentragfes de
sais minerais, proteinas e pectinas (SILVA et al., 2009; DASCHTBAN et al., 2009;
BETT; PERONDI, 2011).

Grandes quantidades de residuos podem causar varios problemas
ambientais, e considerando que o Brasil est4 entre os paises com maior producéo
agricola no mundo, h&a a necessidade de se estudar alternativas de uso (RIBEIRO,
2009). Os fungos de podriddo branca, sdo microorganismos eficientes na producéo
da enzima lacase, capazes de degradar complexas fragcbes de lignina,
disponibilizando a celulose para outros microrganismos atuarem (PARENTI et al.,
2013).

As enzimas lacases (LAC) e manganés peroxidase (MnP) tém sido
extensivamente pesquisadas em Pleurotus, por converterem residuos
lignocelulésicos em produtos altamente Uteis comercialmente além de sua
aplicabilidade biotecnolégica (Liu et al., 2009; Linke et al. 2005).

Na fungicultura séo utilizadas para avaliar capacidade de transformacdo do
material lignoceluldsico em corpos de frutificacdo e grau de preservacao de linhagens
armazenadas em banco de culturas (BALDRIAN, 2006; EICHLEROVA et al., 2015;
COGORNI et al., 2014; VELIOGLU; UREK, 2015).

O metabolismo dos fungos sao baseados em exoenzimas secretadas no meio
para digestdo do substrato, degradando moléculas complexas em moléculas
pequenas assimilaveis as organelas do fungo. O tipo de substrato, a variedade
utilizada no cultivo, a técnica de cultivo (se submerso, semi-sélido e solido), agitacao,
aeracdo, tempo de cultivo, composi¢do do meio, concentracao de indutores, forca

ibnica, presenca de repressores, temperatura e pH sdo fatores determinantes para a
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expressdo das enzimas lignoceluloliticas e para a proporcdo de enzimas produzidas
(DEKKER et al., 2007; BETTIN, 2010).

A producdo e manutencdo das matrizes dos cogumelos comestiveis €&
inicialmente necesséario o preparo de um substrato in vitro adequado para o
crescimento das hifas. Tais substratos também devem ser preparados em condi¢cfes
adequadas de laboratérios e chamados tecnicamente de meios de cultura. Para
isolamento de fungos filamentosos € normalmente recomendado o agar-batata-
dextrose (BDA), encontrado facilmente no comércio, sob forma desidratada. Contudo
essa formulacédo de meio de cultura variam entre os produtores, quanto a fonte e
quantidades dos ingredientes, variando a densidade e a concentracdo de nutrientes
desejados para cultura (TOURNAS et al., 1998).

Sabendo da importancia da producdo de matrizes na produtividade do cultivo,
ainda ha pouco conhecimento sobre as interferéncias das matrizes na producdo de
cogumelos, tornando-se importante investigar o efeito de cada alteracdo da matriz
sobre o efeito na eficiéncia bioldgica do fungo.

Sendo assim, objetivou-se avaliar a interferéncia dos processos de obtencéo
de spawn na eficiéncia biolégica do fungo P. ostreatus; analisar a influéncia de
repicagens sucessivas na matriz priméria, a interferéncia da atividade enzimatica
lignolitica no spawn e o efeito do armazenamento do spawn em relacdo a eficiéncia

biologica do fungo P. ostreatus.
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CAPITULO 1 INFLUENCIA DE PARAMETROS FiSICOS, BIOLOGICOS E
ENZIMATICOS NA QUALIDADE DA PRODUCAO DE SPAWN E NA EFICIENCIA
BIOLOGICA DE Pleurotus ostreatus.

STHEFANY RODRIGUES FERNANDES VIANAY, LETICIA OSORIO DA ROSAZ
JOSE RAIMUNDO DE SOUZA PASSOS3 MEIRE CRISTINA NOGUEIRA DE
ANDRADE*

"Programa de Pds Graduagdo em Agronomia: Energia na Agricultura, Faculdade de Ciéncias
AgronOmicas, Univ. Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Brazil.  Laboratério de
enzimas e biomassa (LEB) — Instituto de Biotecnologia — Universidade de Caxias do Sul (UCS) 3
Departamento de Bioestatistica, Univ. Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho”, Instituto de
Biociéncias “Dra em agronomia, docente permanente do programa de pos graduacdo em agronomia
(energia na agricultura), Faculdade de ciéncias agrarias, Univ. Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), Botucatu, Brazil. *author for correspondence: sthefany.viana@yahoo.com.br

RESUMO: Os custos de producéo de cogumelos estdo em ascensao no Brasil devido
ao aumento das despesas com insumos, energia e mao de obra. Maior rendimento e
de matérias-primas em cogumelos se faz necessario, pois grande parte dos pequenos
produtores brasileiros tem bioconversdo abaixo da média do esperado por falta de
tecnologia acessivel. Dentre os fatores relacionados a alta produtividade de
cogumelos, um dos mais importantes € a tecnologia de producao do spawn, também
conhecida como “semente” ou “matriz’. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
interacdo entre concentracdo de nutrientes, concentracdo de dextrose, fonte de
nutrientes, velocidade do crescimento micelial da matriz primaria, e a atividade de
lacase (LAC) e manganés peroxidase (MnP) da matriz secundaria sob efeitos na
eficiéncia biologica do fungo Pleurotus ostretaus. O estudo foi subdividido em trés
ensaios. No primeiro, avaliou-se in vitro a interferéncia de diferentes nutrientes,
concentracdo de dextrose e nutrientes sobre a velocidade do crescimento micelial da
matriz fungica. No segundo, foi correlacionada as interferéncias dessas condicfes da
matriz in vitro sobre a eficiéncia bioldgica do P. ostreatus. E no terceiro ensaio foi
avaliada a eficiéncia biol6gica do segundo ciclo de cultivo dos spawns selecionados,
e a relacdo da atividade das enzimas lacase (LAC) e manganés peroxidase (MnP) do
spawn sobre o resultado obtido da eficiéncia biologica. Meios de cultura a base de
serragem e quirera com maior concentracao do nutriente foram 150% mais velozes
na corrida micelial in vitro da matriz priméria em relacdo ao meio BDA comercial, com
menores variagdes nas caracteristicas miceliais. A variacdes de concentracdo de

dextrose presente no meio de cultura ndo afetaram significativamente a velocidade do
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crescimento micelial. O rapido crescimento micelial da matriz in vitro ndo teve
correlacdo com a eficiéncia biolégica de P. ostreatus. E as respectivas analises de
atividade enzimatica LAC e MnP nos tratamentos ndo demonstraram relacdo direta
com os resultados obtidos de eficiéncia bioldgica do fungo. Velocidade de crescimento
micelial na matriz priméria, velocidade de crescimento micelial em matriz secundaria,
e atividade de LAC e MnP avaliadas no spawn ndo sdo variaveis diretamente
proporcionais a EB% do fungo Pleurotus ostreatus. Ndo sendo assim variaveis
indicadas para selecéo prévia do spawn.

Palavra-chave: meio de cultura, velocidade crescimento micelial, atividade

enzimatica, métodos de controle de qualidade.

CHAPTER 1 INFLUENCE OF PHYSICAL, BIOLOGICAL AND ENZYMATIC
PARAMETERS IN THE QUALITY OF SPAWN PRODUCTION AND IN THE
BIOLOGICAL EFFICIENCY OF Pleurotus ostreatus.

STHEFANY RODRIGUES FERNANDES VIANAY, LETICIA OSORIO DA ROSAZ?,
JOSE RAIMUNDO DE SOUZA PASSOSS3, MEIRE CRISTINA NOGUEIRA DE
ANDRADE*

"Programa de Pds Graduagdo em Agronomia: Energia na Agricultura, Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, Univ. Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Brazil. > Laboratério de
enzimas e biomassa (LEB) — Instituto de Biotecnologia — Universidade de Caxias do Sul (UCS) 3
Departamento de Bioestatistica, Univ. Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho”, Instituto de
Biociéncias “Dra em agronomia, docente permanente do programa de pos graduacdo em agronomia
(energia na agricultura), Faculdade de ciéncias agrarias, Univ. Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), Botucatu, Brazil. *author for correspondence: sthefany.viana@yahoo.com.br

ABSTRACT: Mushroom production costs are on the rise in Brazil due to increased
expenses with inputs, energy and labor. Higher yield and of raw materials in
mushrooms is necessary, since most of the small Brazilian producers have
bioconversion below the average expected for lack of accessible technology. Among
the factors related to the high productivity of mushrooms, one of the most important is
the spawn production technology, also known as "seed" or "matrix". The objective of
this work was to evaluate the interaction between nutrient concentration, dextrose

concentration, nutrient source, mycelial growth rate of the primary matrix, and the
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activity of laccase (LAC) and manganese peroxidase (MnP) of the secondary matrix
under effects on efficiency of the fungus Pleurotus ostretaus. The study was
subdivided into three trials. In the first one, the interference of different nutrients,
concentration of dextrose and nutrients on the mycelial growth rate of the fungal matrix
was evaluated in vitro. In the second, the interference of these in vitro matrix conditions
on the biological efficiency of P. ostreatus was correlated. And in the third experiment
the biological efficiency of the second crop cycle of the selected spawns was
evaluated, as well as the ratio of the activity of laccase (LAC) and manganese
peroxidase (MnP) enzymes to the results obtained from the biological efficiency.
Culture media based on sawdust and cherry with higher nutrient concentration were
150% faster in the in vitro mycelial race of the primary matrix in relation to the
commercial BDA medium, with smaller variations in the mycelial characteristics. The
variations in concentration of dextrose present in the culture medium did not
significantly affect the rate of mycelial growth. The rapid mycelial growth of the in vitro
matrix had no correlation with the biological efficiency of P. ostreatus. And the
respective analyzes of enzymatic activity LAC and MnP in the treatments did not
demonstrate a direct relation with the results obtained of biological efficiency of the
fungus. Mycelial growth rate in the primary matrix, mycelial growth rate in the
secondary matrix, and LAC and MnP activity evaluated in the spawn are not directly
proportional to the EB% of the fungus Pleurotus ostreatus. Not being thus variables

indicated for previous selection of the spawn.

Key words: culture medium, mycelial growth speed, enzymatic activity, quality control

methods.

1.1 INTRODUCAO

Em S&o Paulo a fungicultura vem ganhando cada vez mais espago. O ultimo
levantamento do Instituto de Economia Agricola (IEA), da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento, apontou que em 2014 foram produzidas no estado 6 mil toneladas de
cogumelos, com uma area de 127 hectares (Instituto de Economia Agricola, 2014).

Segundo Cardoso et al., (2013) os cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus
(shimeji) ocupam a terceira posicdo mundial na producéo de cogumelos comestiveis,

ficando atras apenas de espécies do género Agaricus (champignon) e da espécie
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Lentinula edodes (shiitake). Isso ocorre devido ao seu sabor agradavel, valores
nutricionais, facil adaptacdo aos diversos meios de cultivo e por suportarem ampla
variacdo nas condi¢cdes em que sdo cultivados.

Dentre os fatores relacionados a produtividade elevada nos cultivos de
cogumelos, pode ser citado como um dos mais relevantes a producdo de spawn?,
também conhecida como “inéculo” ou “matriz’. A qualidade do spawn é a primeira
barreira enfrentada pelos fungicultores que querem fazer seu préprio composto, pois
€ necessario padrbes de qualidade bem estabelecidos (FARNET et al., 2014;
LARGETEAU, 2011).

Eira e Minhoni (1997), descrevem diferentes formatos de micélio em matrizes
primaria, e afirma que micélio com formacéao “fluffly’ testado em composto de azevém
pode levar a variacdes genéticas e/ou perdas das qualidades desejadas do cogumelo
a ser produzido. Bernardi et al. (2007) descreve o vigor com densidade visual do
micélio produzidos com casca de arroz, indicando que esse fator influenciou a
gualidade da producdo do mesmo, contudo o estudo ndo demonstra os dados dessa
observacao.

Autores descrevem também que o micélio necessita de tempo para adaptar os
seus mecanismos enzimaticos, esses fatores sdo importantes uma vez que uma
colonizacdo acelerada do substrato, aumentara a competitividade do fungo a outros
microrganismos, com maior producdo enzimatica e rendimento do cogumelo (RUIZ-
RODRIGUEZ et al., 2011; SHIN et al 1997; MORERIA et al.2000; RUIZ, 2011)

Lacase e manganés peroxidase representam a maioria das enzimas
estudadas, por serem responsaveis pela transformacao do material ligninocelulésico,
gue dao informacBes sobre a dinamica desta transformacao bioldgica, utilizadas
também para determinar a preservacao e qualidade das linhagens produzidas para
spawn (BALDRIAN, 2006; EICHLEROVA et al., 2015).

Torna-se importante investigar o efeito de alteracdes fisicas, biolégica e
enzimatica na producéo do spawn sobre a eficiéncia bioldgica do cogumelo Pleurotus
ostreatus. Portanto, objetivou-se avaliar a influéncia dos processos de obtencao de
spawn na eficiéncia biolégica do fungo P. ostreatus, analisando a relacdo da atividade
enzimatica ligninolitica no spawn, velocidade de crescimento micelial in vitro sobre a

eficiéncia biolégica do P. ostreatus.

1 Denomina-se Spawn ou “semente” o indculo dos cogumelos comestiveis, ou seja, é o préprio fungo
de interesse crescido em um determinado tipo de substrato.
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1.2 MATERIAL E METODOS

Foram analisados primeiramente os efeitos da suplementacéo da matriz in vitro,
e apos foram conduzidos dois experimentos agronémicos de cultivo do fungo para
determinar os efeitos da suplementacéo in vitro da matriz em relagdo a porcentagem
de eficiéncia bioldgica e a atividade enzimatica do Spawn. Os experimentos foram
conduzidos nas estruturas da empresa Yuki Cogumelos, situada na cidade de
Aracoiaba da Serra/SP- Brasil. A linhagem utilizada foi doada pelo produtor rural do
fungo P. ostreatus da empresa.

1.2.1 Experimento | — Avaliacdo da corrida micelial do Pleurotus ostreatus
in vitro em doze meios de cultura.

1.2.1.1 Produgé&o da Matriz

Para iniciar a producdo da matriz, foi aplicada a metodologia descrita por
Minhoni et al. (2005). O isolamento da linhagem foi feita a partir da selecdo de
basidiocarpo sadio, produtivo, resistente e formato padréo (tamanho entre a 10-
20mm), dando origem a primeira placa de Petri, utilizando meio BDA (GAVA, 2002;
ROSA, 2007; TOURNAS et al., 1998). As placas com o fungo isolado, denominadas
matrizes primarias, foram mantidas em estufa incubadores BOD a 25 = 2°C, até
cobertura de % da superficie da placa (aproximadamente 6 dias).

O isolado utilizada foi rotulada para o experimento como Pleurotus ostreatus
(PO), seguida por dois digitos referentes ao ano de coleta do produtor (2012) e duas
letras referindo-se ao produtor (YU): PO12/YU.

1.2.1.2 Método de preparo dos meios de cultura

Os meios de cultura preparados para a avaliagdo neste experimento Sao
variacbes de substratos comercialmente utilizados por produtores rurais no Brasil.
Portanto, foram utilizados substratos a base de batata (BDA), quirera de milho (QDA)
e substrato comercial (SDA) de cultivo a base de serragem (Tabela 1). No preparo
dos meios BDA e QDA foram testados combinac¢des de 80g e 40 g de cada nutriente,
e de dextrose 2,5g e 7,5¢.

No meio a base de serragem foi pesado 80g de substrato recém-preparado

contendo serragem de eucalipto, farelo de arroz, milho e trigo, submetidos a fervura,
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em 500mL de &gua, durante 15 minutos, sendo em seguida filtrado em peneira de
malha fina e analisado apenas a interferéncia da concentracéo de dextrose de 7,5 g,
2,5 g e nenhuma dextrose (tabela 1).0Os preparos dos meios de cultura foram basedos
em kohari et al. (1996).

ApGs o preparo dos meios de cultura, foram submetidos a autoclave a 121°C,
a pressdo de 1,5atm, durante 15 minutos para esterilizacdo, sendo levados,
posteriormente, ao laboratério para resfriamento. Quando o meio de cultura se
aproximou a 45-50°C, foi vertido em placas de Petri esterilizadas (90x10mm) em

cabine de seguranca biologica.

Tabela 1. Composi¢ao dos meios de cultura utilizados para matriz in vitro da linhagem
PO12/YU de Pleurotus ostreatus.

Tratamentos Fonte de Nutriente ® Dextrose®  Agar- agar @

nutriente (9) (9) (9)

Comercial  BDA(Difco®)®@ 2 10 15
QDA-1 Quirera® 40 7,5 15
QDA-2 Quirera 40 2,5 15
QDA-3 Quirera 80 7,5 15
QDA-4 Quirera 80 2,5 15
BDA-1 Batata® 40 7,5 15
BDA-2 Batata 40 2,5 15
BDA-3 Batata 80 7,5 15
BDA-4 Batata 80 2,5 15
SDA-1 Substrato producio® 80 7,5 15
SDA-2 Substrato producao 80 2,5 15
SDA-3 Substrato producao 80 0,0 15

@ Volumes para produgdo de 500mL de cada meio de cultura; @ Valores contidos na bula do PDA
comercial Difco. ©® Quirera de milho; ) Batata inglesa; ® Substrato de produgdo comercial de Pleurotus
ostreatus: para 48 kg de serragem umida, foram utilizados farelo de trigo, milho e arroz, nas propor¢des
de 2:1:1, respectivamente. A avaliagdo da corrida micelial foi realizada através de medi¢Bes do didmetro
das colbnias (média de 4 diametros), a cada 48 horas, durante o crescimento micelial na placa de Petri,
incubadas no escuro em BOD a 25 + 1 °C.

1.2.1.3 Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento | teve delineamento experimental inteiramente casualizado
correspondente a doze meios de cultura com 6 repeticoes, totalizando 72 placas de
Petri. Na analise estatistica da variavel crescimento micelial tendo como fatores meios
de cultura, quantidade de nutrientes e acucares, foram ajustados modelos lineares
generalizados com a distribuicdo gama e fungédo de ligagdo logaritmica (NELDER;
WEDDERBURN, 1972).
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A qualidade dos ajustes de todos os modelos lineares generalizados ajustados
foi feita através da analise de desvios (deviance), gréficos dos residuos de Pearson
padronizados. Para comparacdes entre tratamentos foi utilizado foi o teste de Tukey-
Kramer (Westfall, et al., 1999) do procedimento genmod do programa estatistico SAS

— Free Statistical Statistical Software, SAS University Edition.

1.2.2 Experimento Il — Avaliacdo da eficiéncia bioldgica de doze spawns
provenientes das matrizes do experimento |

1.2.2.1 Formulacgéo, inoculagéo e incubacédo do substrato do
Spawn

O substrato utilizado para o preparo do spawn foi composto por 75% de
serragem de eucalipto suplementada com 25 % da mistura farelo de trigo, milho e
arroz, nas proporcbes de 2:1:1, respectivamente. Este substrato é utilizado
comercialmente pelos produtores do fungo. Também foi utilizado 2% de calcério
calcitico para correcdo do pH para proximo de 6,0+ 0,2. A mistura de todos os
ingredientes foi realizada em betoneira, adicionando-se primeiramente a serragem, e
posteriormente os farelos e o calcario. Apés 1 minuto de mistura a seco, o substrato
foi umidificado com agua de abastecimento publico até a obtencdo de 62% de
umidade. Apds o preparo foram acondicionados em potes de vidro contendo 6509
cada e entdo submetido a autoclavagem a 121°C 3 horas (MINHONI et al., 2005).

A inoculacdo do spawn foi realizada em laboratério, em cabine de seguranca
biolégica com auxilio de bisturi previamente flambado, transferindo triangulos de 1/4
do meio de cultivo para os fracos de vidro com substratos. Cada placa originou quatro
vidros de spawn. Apds a inoculacédo os vidros foram incubados em camara climatizada

a 22+2°C, durante 21 dias.

1.2.2.2 Formulagéao, inoculacéo e incubacéo do substrato de cultivo

O substrato utilizado para a producéo do P. ostreatus foi 0 mesmo utilizado na
producdo do spawn, com 0s mesmos tratamentos de esterilizagdo. Apos periodo do
crescimento micelial do spawn foi selecionado um frasco de vidro de forma aleatéria
referente a cada tratamento (meio de cultura). No dia seguinte a esterilizacdo dos

potes de producao realizou-se a inoculacdo do substrato. Os potes de produgéo foram
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inoculados transferindo aproximadamente 20g do spawn para o pote de producéo, em
laboratério, em cabine de seguranca biologica. Ao final da inoculacdo, todos os potes
foram identificados, e colocados na sala de incubacdo que seguem 0S mesmos

parametros descritos acima para incubagéo do spawn.

1.2.2.3 Processo de inducgdo de primadrdios e colheita

A inducao para a formacao de basidiomas ocorreu apés 21 dias de incubacao
dos potes de producdo, momento em que se observou a formacao de diferenciacao
micelial na boca dos potes. Para a inducéo na formagéo dos basidiomas foi raspado
com um garfo cerca de 0,5 cm de profundidade do substrato da boca de cada pote,
processo conhecido como “kinkake” e/ou retirada de estroma entre os produtores. Em
seguida, os potes foram transferidos a uma camara climatizada a 11°C, com umidade
relativa de 90%. Num periodo entre 8-12 dias a colheita foi concluida. Os basidiomas
foram colhidos, cuidadosamente, quando os pileos do cacho apresentarem em média

20 mm de diametro. Apoés a colheita os mesmos foram pesados.

1.2.2.4 Determinacédo da eficiéncia bioldgica

A determinacdo da eficiéncia biolégica (EB) foi avaliada por meio da
porcentagem de producdo do cogumelo fresco, em relagéo ao peso seco do substrato

utilizado. EB = ([peso fresco de cogumelos/peso seco do substrato inicial] x 100).

1.2.2.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado correspondente aos
12 Spawns com 64 repeticdes cada, totalizando 768 potes de producédo. Na analise
estatistica da varidvel eficiéncia bioldgica, foram ajustados modelos lineares
generalizados com a distribuicdo gama e funcéo de ligacao logaritmica tendo como
fatores os tratamentos (NELDER; WEDDERBURN, 1972).

A qualidade dos ajustes de todos os modelos lineares generalizados ajustados
foi feita através da analise de desvios (deviance), graficos dos residuos de Pearson
padronizados. Para comparacgdes entre tratamentos foi utilizado foi o teste de Tukey-
Kramer (Westfall, et al., 1999) do procedimento genmod do programa estatistico SAS
— Free Statistical Statistical Software, SAS University Edition.
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1.2.3 Experimento Ill — 2° Ciclo de cultivo

1.2.3.1 Selecao dos spawns

Apos os resultados do primeiro ciclo de colheita obtidos no experimento anterior
foram selecionados trés spawns com maior, mediano e menor eficiéncia bioldgica.
Para um segundo ciclo de cultivo utilizando as mesmas matrizes secundarias,
adicionados de andlises de atividade enzimaticas (LAC e MnP). As etapas de

inoculacao e incubacédo do spawn foram realizadas conforme descrito no item 1.2.2.1.

1.2.3.2. Avaliac&o enzimética do micélio

1.2.3.2.1 Obtencéo do caldo enzimatico

As amostras dos substratos de spawns foram analisadas para atividade
enzimatica de acordo com Baldrian (2006). As enzimas foram obtidas a partir de
amostras Umidas de 3g de cada tratamento. A amostra fangica foi desfragmentada
durante 2 minutos em um cadinho com auxilio de um pistilo junto a agua destilada
gelada. ApOs este periodo agitou-se durante 2 h em um agitador orbital (100 rpm
mint) em erlemeyers de 250mL em frascos imersos em banho de gelo. O liquido foi
entdo filtrado através de papel de filtro VWR Collection n°® 100 e centrifugado a
4000rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para as medi¢cdes das

atividades enzimaticas.

1.2.3.2.2 Anélise de Lacase

A atividade de lacase foi determinada com o uso do substrato 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS). A mistura reacional (0,4mL) continha: 0,18mL
de tampdo acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0; 0,18mL de extrato enzimatico
adequadamente diluido e 0,04 mL do substrato ABTS 5mM. A oxidacdo do ABTS foi
monitorada pelo aumento da absorbancia em 420 nm, durante 90 seg a 25°C, em uma

placa de 96 pocos. A unidade de atividade enziméatica foi definida enzima capaz de
oxidar 1 umol de ABTS por minuto utilizando-se €420= 3,6x10* cm*.M-

1 (WOLFENDEN; WILSON, 1982).
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1.2.3.2.3 Anélise Manganés Peroxidase

A atividade de manganés peroxidases foi determinada pelo método proposto
por Kuwahara et al. (1984). A mistura reacional (2mL) continha: 1mL de tampéao
succinato de sodio 20 mM, pH 4,5; 0,1mL de vermelho de fenol 0,1 % (m/v); 0,1 mL
de lactato de sodio 250 mM; 0,2 mL de albumina bovina 0,5% (m/v); 0,05 mL de
MnSO4 2mM; 0,05 mL de H202 2mM, sendo adicionados 0,5 mL de amostra. ApGs
5 min a 30°C, as reag¢fes foram interrompidas pela adi¢éo de 40 uL de NaOH, 2M. A

formacéo do produto de oxidacédo foi quantificada pela variagdo da absorbancia em
espectrofotometro (Ees10 = 4,46x10* Mtcmt) com 0,3 mL colocados em uma placa de

96 pocos, sendo considerado um branco para cada amostra com tempo zero de
reacao.

1.2.3.2.4 Determinacéao da eficiéncia biolégica

As andlises agronémicas feitas nos tratamentos foram realizadas conforme
descrito anteriormente no item 1.2.2.4.

1.2.3.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado correspondente aos
06 Spawns com 32 repeticdes cada, totalizando 192 potes de producdo. Na analise
estatistica da variavel eficiéncia biolégica percentual foi ajustado por modelos lineares
generalizados com a distribuicdo gama e funcéo de ligacao logaritmica tendo como
fator os tratamentos (NELDER; WEDDERBURN, 1972).

Foi realizado analise de correlagdo de Spearman entre a variavel acima
descrita e os tratamentos, seguidas dos valores—p do teste cuja hip6tese de nulidade
considera a correlacdo nula, contra a hipotese de que a correlacéo é diferente de zero.
A qualidade dos ajustes de todos os modelos lineares generalizados ajustados foi feita
através da analise de desvios (deviance), graficos dos residuos de Pearson
padronizados. Para comparacdes entre tratamentos foi utilizado foi o teste de Tukey-
Kramer (Westfall, et al., 1999) do procedimento genmod do programa estatistico SAS

— Free Statistical Statistical Software, SAS University Edition.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do crescimento micelial para os doze meios de cultivo, apos seis
dias de incubacao apresentaram diferenca significativa (Tabela 2). Observou-se que
combinac¢des no meio de cultivo contendo nutrientes a base composto de serragem e
quirera tiveram o mais rapido crescimento micelial em relacdo aos outros tratamentos.
O meio com a menor velocidade de crescimento micelial entre os resultados obtidos

foi o meio de cultivo comercial Difco®.

Tabela 2. Velocidade de crescimento micelial (cm/dia) in vitro da linhagem PO12-YU
de Pleurotus ostreatus em meios de cultura sélidos a base de extrato de batata, milho
e serragem de eucalipto, apés seis dias de desenvolvimento, a 25 °C +1°C.

Tratamento
Fonte Concentragdo Concentracao c6d média® epm®
nutriente nutriente (Q) dextrose (Q) ) (cm/dia)
Serragem 80 2,5 SDA-2 5,852 0,41
Serragem 80 7,5 SDA-1 5,73AB 0,44
Quirera 40 2,5 QDA-2 5,40AB 0,48
Serragem 80 0 SDA-3 5,18AB 0,40
Quirera 80 7,5 QDA-3 5,14BC 0,46
Quirera 40 7,5 QDA-1 511BC 0,43
Quirera 80 2,5 QDA-4 4,53C 0,46
Batata 40 7,5 BDA-1 4,40D 0,34
Batata 80 7,5 BDA-3 3,94DE 0,34
Batata 80 2,5 BDA-4 3,90DE 0,34
Batata 40 2,5 BDA-2 3,61DE 0,41
Difco 2 10 Comercial 2,10E 0,14

(M Médias seguidas de letras iguais mailsculas na coluna, ndo diferem entre si (Tukey-kramer, 5%).
@ Erro padrdo da média.

O principal objetivo de um spawn é manter produtividade elevada, uniformidade
dos corpos de frutificacao, precocidade, resisténcia a pragas e doencas. Iniciando pelo
crescimento da matriz primaria in vitro a partir do crescimento micelial de um
fragmento do cogumelo selecionado, que deve ser colocado em um substrato (meio
de cultivo) que dé condi¢cbes nutricionais e ambientais favoraveis ao seu
desenvolvimento (EIRA; BUENO, 2005).

Os produtores brasileiros recorrem a textos técnicos dos autores Bononi et al.
(1999), Eira e Bueno (2005), Rosa (2007) e Urben (2004), provavelmente por sua

linguagem simples e aplicavel aos desafios comumente enfrentados.
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Eira e Bueno (2005), descrevem com mais detalhes a importancia de se
observar caracteristicas visuais do micélio, citando trés diferentes tipos de micélio
observados na matriz primaria. O micélio “fluffy”, em inglés significa fofo, que consiste
de micélio semelhante as fibras de algodédo, o qual é orientado a ser descartado, pois
pode estar associado ou ser confundido com estroma observado em algumas
situacdes crescendo sobre a cama de cultivo de Agaricus bisporus, apresentando
assim uma queda na produtividade. Também é possivel observar o micélio tipo
“adensado” que apresenta baixa taxa de crescimento no meio de cultivo e também
deve ser descartado. O terceiro tipo denominado rizomorfico é normalmente descrito
como um micélio que preserva as condi¢cdes genéticas relacionadas a produtividade
e qualidade dos basidiocarpos, contendo hifas dicariéticas, com crescimento vigoroso
e ramificado. Segundo Eira e Bueno (2005) o micélio “rizomérfico” deve ser
selecionado a dar sequéncia a producdo de Spawn ou armazenamento da cepa,
porém, nao foram encontrados dados cientificos que confirmem essa afirmacao.

Miles e Chang (2004), analisaram diferentes meios relacionados a velocidade
corrida micelial e seu vigor (fluffy, adensado ou rizomérfico). Observaram que meios
de cultivo a base de composto moido mais agar davam menor variagao no aspecto do
micélio do que meios de cultivo & base de malte. Essa observacdo também foi
percebida neste estudo em que o meio de cultivo utilizando como base o substrato de
producdo, serragem, além de ser rapido, apresentou menor variacdo micelial em
relacdo a placas com batata e quirera, desenvolvendo micélio tipo rizomoérfico em
todas as placas.

Bernardi et al. (2007) descreveram significancia entre diferentes graos
pertencentes a mesma familia (Poaceae) em relacéo a corrida micelial de Pleurotus
ostreatus ‘Florida’, podendo desta forma distinguir estatisticamente qual grédo é o mais
adequado para producédo de Spawn. Andrade et al. (2008) também teve resultados
parecidos, no qual meios a base de serragem obtiveram um crescimento micelial mais
rapido quando comparado ao BDA. E descreve que meios de cultivo utilizando
substrato de producao do fungo possibilita avaliar qual meio mais adequado, por estar
simulando os nutrientes encontrados posteriormente no substrato de cultivo.

Considerando que o nutriente quirera € também um componente utilizado no
substrato de cultivo, assim como Andrade et al. (2008) os resultados também indicam

gue meios contendo fontes de nutrientes contidos no substrato de cultivo do fungo
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tendem a ter crescimento micelial beneficiada em relacdo aos outros meios de cultivo
(Figura 1).

Figura 1. Box-plot da comparacao da velocidade de crescimento micelial (cm) in vitro
de Pleurotus ostreatus (PO12/YU) em meio sélido preparados a base de quirera,
batata e extrato de serragem. Apods 6 dias de incubacdo a 25°C+ 1°C (6 repeticdes
por meio de cultura). Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey-kramer ao nivel de5% de significancia. Erro padrdo da média entre
parénteses.

- i

8
©
E 6 A
g ©—5,59 A
é (0,24) oS P
2T 0,23)
2T B
SE 4 S 306
® (0,18)
k=]
3
[
o o |G
3 2 2,10
= 0,14)
0 1
Serragem Batata Quirera Difco

Fonte de nutrientes

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey-kramer ao nivel
de5% de significancia. Erro padrdo da média entre parénteses.

O meio de cultivo tem como objetivo fornecer uma quantidade de nutrientes
suficiente para suportar o vigoroso crescimento vegetativo do micélio (DAHLBERG;
LAPOLT, 1996). As diferentes concentragbes de nutrientes nos meios de cultivo
demonstraram que meios com maior concentragao (80g) de quaisquer nutriente
tiveram melhores resultados de velocidde de crescimento micelial em todos os
tratamentos. No entanto, a concentracdo de dextrose nos meios de cultivo néo
afetaram de maniera significativa a velocidade do crescimento micelial in vitro de P.

ostreatus (Figura 2).
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Figura 2. Box-plot da comparagcdo do crescimento micelial (cm) in vitro de
Pleurotus ostreatus (PO12/YU) em meio solido preparados com diferentes
concentracfes de nutrientes e dextrose. Apos 6 dias de incubacédo a 25°C+ 1°C
(6 repeticOes por meio de cultura).
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Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey-
kramer ao nivel de5% de significaAncia. Erro padrao da média entre parénteses.
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Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey-
kramer ao nivel de 5% de significancia. Erro padrdo da média entre parénteses.

O rapido desenvolvimento do miceélio sobre 0 composto € importante, pois além
de reduzir o tempo de cultivo, evita-se risco de contaminac¢do por outros fungos ou

bactérias que podem comprometer a produtividade (MAMIRO; ROYSE, 2008;
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ROYSE, 2002; ROSSI, 2001). Mesmo sabendo que a velocidade do crescimento
micelial rapida € de fundamental importancia, outras variaveis podem afetar essa
velocidade como: densidade, area de superficie, pH, entre outras, nem sempre sendo
correspondente a velocidade do crescimento da matriz primaria em placas de Petri.

Autores tém enfatizado que variacdes no formato e na quantidades do spawn
interferem na eficiéncia biologica do cultivo, concluindo muitas vezes que existe um
limite variando de 8-10% de in6culo para um desempenho adequado e satisfatorio
economicamente aos produtores (BERNARDI et al., 2007; BELLETTINI et al., 2016;
PURI, 2011; YANG, 2013; STAMETS, 2000). Zhang et al. (2014) descreve que 0
aumento de indculo no substrato de cultivo pode aumentar em até de 11,5% o
rendimento dos cogumelos, reduzindo também o tempo de incubac¢ao do spawn e do
cultivo.

Através da andlise de correlacdo foi possivel verificar que a velocidade do
crescimento micelial nos meios de cultivo ndo tiveram correlacdo com a EB entre 0s
doze spawns provenientes dos tratamentos da matriz in vitro, com p > 0,05 (0,61175).
Indicando que o meio de cultura é fonte importante de manutencéo do fungo isolado,
entretanto, ndo corresponde as caracteristicas fundamentais para sua produtividade,
ou seja, o desenvolvimento rapido do micélio in vitro ndo deve ser uma premissa para
visar a produtividade, e sim uma premissa que visa a manutencao da cultura de forma
vigorosa.

Na analise agronébmica em todos os tratamentos, os cogumelos foram
produzidos com sucesso. Os tratamentos QDA-1, QDA-2, comercial, BDA-3, BDA-2,
BDA-1, QDA-4, QDA-3, SDA-3, SDA-2 E SDA-1 nao tiveram diferenca significativa
variando de 25,53% a 31,60%, e o tratamento com menor eficiéncia biol6gica foi BDA-

4 com eficiéncia biolégica de 20,80% (Figura 3).
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Figura 3. Box-plot da eficiéncia biolégica em % da linhagem PO12/YU de Pleurotus
ostreatus, cultivada em substrato sélido a base de serragem e farelos, no primeiro

fluxo de producéo.
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Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si pelo teste Tukey-kramer, 5%. Erro padréo da

média entre parénteses.

Nas tabelas 3 e 4 ha sugestao de interacao tripla entre as variaveis do meio de

cultivo da matriz primaria sobre o efeito na eficiéncia biolégica de P. ostreatus, essa

interacdo entre as variaveis demonstra a dificuldade de produtores rurais chegarem a

conclusdes claras durante as tomadas de descisao no cultivo.

Tabela 3. Eficiéncia biol6gica média da linhagem PO12-YU de Pleurotus ostreatus
segundo concentracdo de agucar, quantidade de nutrientes e ingrediente do meio de

cultura.
Cdoncentra(;ao ngntldade Fonte de nutriente
extrose (Q) nutriente (g)

Batata Quirera
40 28,56aA 29,14aA

2,5 (0,58) (0,70)
80 20,80bB 26,36aA

(0,81) (0,75)
Batata Quirera
40 25,53aB 31,60aA

7,5 (0,99) (0,72)
80 27,76aA 27,10bA

(0,79) (0,79)

Médias seguidas de mesma letra maiusculas na vertical e minusculas na horizontal ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey Kramer ao nivel de 95% de confian¢a. Erro padrao da média entre

parénteses.
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O meio a base de quirera demonstra menor variacdo quando levado em conta
a EB da cultura. A Unica interacdo desfavoravel para o meio quirera foi quando
combinada 80g com a maior concentracdo de dextrose, essa situacdo pode estar
relacionada com a repressao metabolica do fungo quando presente a altos indices de
acucares disponiveis no meio. Sabendo-se que a concentragdo do amido
(polissacarideo) em cereais geralmente € maior do que em tubérculos, e que 0 meio
é realizado com batata fresca (peso Umido), contra quirera seca (peso seco), ou seja,
apesar de serem calculados com 0 mesmo peso a concentracdo de amido presente
na quirera provavelmente é maior que a presente na batata. A combinagcédo de 7,5
acucar com 80 g de quirera, resulta numa condi¢éo que torna o meio a base de quirera
desfavoravel a produtividade do fungo.

Quando utilizado 40g de nutriente por meio (menor concentracao de nutriente)
a variacdo da quantidade da dextrose nao interfere significativamente a EB do fungo
P. ostreatus entre meios a base de batata ou quirera. Ja em relacéo a concentracao
de 2,5g de acucar, combinados a nutriente batata, ao aumentar a concentracédo de
nutriente, € observada queda EB (Tabela 3).

A mesma situagao ocorre quando fixamos a variavel concentragéo do nutriente,
0 meio com fonte de nutriente batata sofre maior efeito das interacdes entre as
variaveis contidas no meio, quando comparada a quirera que se mantem mais

constante.

Tabela 4. Eficiéncia biol6gica média da linhagem PO12-YU de Pleurotus ostreatus
segundo concentracdo de agucar, quantidade de nutrientes e ingrediente do meio de
cultura.

Quantidade Fonte de Concentracao
nutriente (g) nutriente dextrose (g)
2,5 7,5
Batata 28,56aA 25,53aB
40 (0,58) (0,99)
Quirera 29,14aA 31,60aA
(0,70) (0,72)
2,5 7,5
Batata 20,80bB 27,76aA
80 (0,81) (0,79)
Quirera 26,36aA 27,10bA
(0,75) (0,79)

Médias seguidas de mesma letra maiusculas na vertical e minusculas na horizontal nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey-Kramer ao nivel de 95% de confianca. Erro padrao da média entre
parénteses.
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Esses resultados demonstram que 0os meios de cultura a base de quirera sao
mais estaveis e promissores para manutencao do vigor das matrizes primarias, pois
tém uma interferéncia menor das outras variaveis na producéo do meio de cultura.

Na andlise de interacdo entre as variaveis,foi verificado efeito significativo no
meio batata entre o dextrose e a concentracdo de nutriente (Tabela 5). Mostrando que
0 meio de cultivo a base de batata com maior concentracédo de nutriente tende a se

relacionar de maneira positiva com maior concentracao de dextrose.

Tabela 5. Eficiéncia biolégica média da linhagem PO12-YU de Pleurotus ostreatus
segundo quantidade de nutrientes e concentracdo de acucar no meio de cultura a
base de batata.

Meio batata
Quantidade de Concentracao dextrose
nutriente 2,5 7,5
40 28,56aA 25,53aB
(0,58) (0,99)
80 20,80 bB 27,76aA
(0,81) (0,79)

Médias seguidas de mesma letra maiusculas na vertical e minusculas na horizontal ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey Kramer ao nivel de 95% de confianca. Erro padrdo da média entre
parénteses.

No segundo ciclo de cultivo do fungo foi analisado novamente o spawn QDA-1
mais produtivo, Spawn QDA-1 menos produtivo e SDA-3 como intermediario para uma
reavaliacdo. Foram novamente colocados para analise de eficiéncia biol6gica
mantendo as mesmas condi¢des da producao anterior. Constando uma inversao de
resultados, ndo havendo similaridade com o resultados do primeiro ciclo de producéo.
No qual, a EB o tratamento BDA-4 obteve a melhor eficiéncia biologica de 40,12%, e
o tratamento com menor eficiéncia biologica foi QDA-1 e SDA-3 com eficiéncia
biol6gica de 31,81% e 34,14% respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Box-plot da porcentagem da eficiéncia biolégica da linhagem PO12/YU de
Pleurotus ostreatus, cultivada em substrato solido a base de serragem e farelos, no
primeiro fluxo de producéo.
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Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey kramer, 5%). Erro padrdo da média entre
parénteses.

Kohari et al. (1996), faz comparacéo entre crescimento micelial e vigor e afirma
gue O spawn que germinou primeiramente era o mais promissor, contudo, néo
demonstra na pesquisa relagéo significativa do vigor observad e nem a velocidade do
micélio anteriormente descrito por eles.

Além da reavaliacdo dos dados agronémicos apés 15 dias de incubacéo foi
possivel selecionar dentre 0 mesmo tratamento spawn com crescimento micelial

100% e spawn mais atrasado, como demostra abaixo na Figura 5 e Tabela 5.

Figura 5. Variagdo de crescimento micelial realizado com mesmo meio de cultura
QDA-1, no mesmo substrato nas mesmas condi¢des de desenvolvimento do fungo
Pleurotus ostreatus com 15 dias de incubacéao.

Spawn QDA1-10 Spawn QDA1-00
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Tabela 5. Cédigos utilizados na selecdo de Spawns para avaliacdo do experimento

Tratamentos codigo
_ _ Spawn fechada com 15 dias QDA1-10
Spawn mais produtivo
Spawn néo fechada QDA1-00
_ Spawn fechada com 15 dias BDA4-10
Spawn menos produtivo
Spawn néo fechada BDA4-00
_ Spawn fechada com 15 dias SDA3-10
Spawn convencional
Spawn nao fechada SDA3-00

Em relacdo a diferenca do crescimento micelial do Spawn (mais rapido e o mais

lento) no mesmo tratamento, ndo houve diferencial estatistico entre EB dos

spawns (Figura 6).

Figura 6. Box-plot da porcentagem da eficiéncia biolégica da linhagem PO12/YU de
Pleurotus ostreatus, cultivada em substrato sélido a base de serragem e farelos, no

primeiro fluxo de producdo.
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Médias seguidas de letras iguais mailsculas na coluna, néo diferem entre si (Tukey, 5%). Erro padrédo
da média entre parénteses.

Lacase (LAC) e manganés peroxidase (MnP) foram analisadas em cada spawn

avaliados no segundo ciclo, para verificar se estdo diretamente relacionadas a

eficiéncia biolégica da matriz (BELLETTINI et al., 2016) contudo neste trabalho as
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enzimas ligninoceluliticas (LAC e MNP) analisadas nos spawns atraves da analise de
correlagédo entre LAC, MnP e EB% estatisticamente é nula. Ndo podendo assim ser
considerada uma variavel de controle de qualidade para prever produtividade das
matrizes.

Os maiores valores de lacase foram observados no spawn da matriz QDA1-00
(lento) com valores de 1318,67 U/g e minima no spawn SDA3-10 (rapido) com 517,11
U/g. J& manganés peroxidase com méaxima no spawn QDA1-00 (lento) 98,34 U/g e

valor minimo em QDA1-10 (rapido) ndo havendo atividade (Tabela 6).

Tabela 6. Atividade enzimatica lacase (LAC) e manganés peroxidase (MnP) (U/g) do
spawn da linhagem PO12-YU de Pleurotus ostreatus em meio sélido a base de
serragem, apods quinze dias de desenvolvimento, a 25 °C +1°C.

Tratamento
Concentracao Concentracéo

Fonte Nutriente dextrose CODIGO LAC MnP
nutriente Q) o) (Ulg) (Ulg)
Batata 80 2,5 Rapido BDA4-10 1017.04 82,05
Batata 80 2,5 Lento BDA4-00 1222,25 68,73
Quirera 40 7,5 Rapido QDA1l-10 1107,34 0,00
Quirera 40 7,5 Lento QDA1-00 1318,67 98,34
Serragem 80 0 Réapido SDA4-10 517,11 78,03
Serragem 80 0 Lento SDA4-00 1096,39 90,30

Médias seguidas de letras iguais, mailsculas para eficiéncia biolégica e mindsculas para porcentagem
de produtividade iguais, nao diferem entre si (Tukey-kramer 5%).

O dextrose esta relacionado com represséao catabolica de muitos fungos, sendo
relacionada provavelmente com a enconomia de energia (PISCITELLI et al., 2011).
No atual experimento essa repressao catabolica em meios com alta concentracéo de
dextrose na matriz in vitro ndo foi uma condicéo transmitida para a matriz secundaria,
nao causando efeito significativo na atividade enzimatica e nem mesmo da EB% do
fungo. Isso pode se dar pela alta capacidade de se adaptar aos meio que o Pleurotus
ostreatus tém, contudo ao longo prazo pode causar efeitos de mutacdo na
manutencao da linhagem levando o fungo a diminuir a cinética de sintese de lacase.

Bettin (2010), em sua pesquisa concluiu que concentragdes de 0,5% de glicose
do meio de cultivo € considerada a mais vantajosa, mesmo dobrando ou
quadriplicando a concentracéo inicial de glicose, ndo ocorre melhoria na producéo de

biomassa.
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Golveia (2016), afirma que para todos os tratamentos contendo diferentes
residuos vegetais o0 aumento da atividade de lacase foram acompanhadas por
diminuicdo dos niveis de acucar, com maiores médias no 6° e 7° dia de producao
1500U.mL* e 2400 U.ml! respectivamente.

A flutuacdo da enzima lacase também esté relacionada ao teor de proteina e
carboidratos contido no meio (WANG et al., 2014), nutrientes que podem ter efeitos
interativos entre si, sendo esse uma variavel ndo avaliada nete experimento podendo
desta maneira ter influenciado nos resultados observados (BELLETINI, 2016).

Andlises de lacase e manganés peroxidase sao também utilizadas para avaliar
a preservacao de matrizes fangicas a longo prazo, no qual essa habilidade esta
associada ao desempenho do fungo em degradar substratos lignoceluloliticos, sendo
muito citadas em trabalhos atuais em preservacao das caracteristicas genéticas e de
biotecnologia (EICHLEROVA et al., 2015) (OHGA; ROYSE, 2001). Entretanto, sua
habilidade de degradar substratos lignoceluloliticos ndo representaram um
informacdes aplicavel a selecdo de spawn a produtores de cogumelos, que atuam no
Brasil com técnicas de selecédo arriscadas.

O produtor deve estar atento as fases de cultivo relacionadas ao metabolismo
e preferéncias de sua linhagem selecionada, buscando encontrar “tempos” corretos
de cada fase (incubacéo, maturacéo, inducéo), que nem sempre seréo exatamente as
mesmas entre os isolados, podendo ser esse um dos fatores que ocasione a flutuacao
da produtividade durante o ano. Além de que, se 0s produtores ndo conseguem
manter seu padrdo minimo de seus processos, estdo a todo momento oferecendo
novas “situagdes” a seus fungos, ficando cada vez mais dificil a tomada de decisé&o.

Por mais que os tratamentos de cultivo estivessem no mesmo tempo em
relacdo as datas, seu “periodo metabdlico” era diferente, ndo tendo desta forma,
comparacdes entre os tratamentos de forma linear, nem atividade enzimatica, nem
mesmo com eficiéncia biologica. Patrick (2014), descreve em seu trabalho que a
producdo de enzimas esta relacionada a diferentes estagios de degradacdo do
substrato, sendo que a Lacase tem seu maior pico aos primeiros sete dias e antes do
primeiro fluxo (40.56 Ug?). MnP também estd em maiores quantidades antes do
primeiro fluxo, contudo em niveis mais baixos (7.44 Ug) em Pleutorus sapidus.

Banfi et al. (2015), também observaram maiores picos de Lac e MNP
antecedendo o primeiro fluxo, seguidos por celulases e hemicelulases durante fluxo

de produgdo. Através das enzimas lignoliticas € possivel verificar a “capacidade e
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facilidade” que o fungo tem de metabolizar diferentes nutrientes provindos do
substrato. Isso é descrito entre os produtores como a voracidade e rusticidade de cada
fungo.

Nesse trabalho foi possivel concluir que isolados de um mesmo cogumelo
podem variar suas caracteristicas de interesse, sendo desta forma importante a
avaliacao dos isolados antes de sua sele¢do. Segundo Eira e Bueno (2005), a regido
onde é feita a matriz pode influenciar na qualidade do Spawn produzido, sendo que
estas caracteristicas geralmente estdo mais adaptadas a aquela regido. E essencial
0 entendimento das fases e metabolismo de cada isolado do fungo de interesse para
entdo selecionar e obter a matriz que melhor atende as expectativas do produtor e

seu manejo.

1.4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e de acordo com a conducdo dos
experimentos propostos, conclui-se que:

- O meio de cultura contendo nutrientes a partir do substrato mostrou-se mais
promissor referente a velocidade do crescimento micelial.

- A velocidade do crescimento micelial da matriz primaria (in vitro) ndo teve
relacdo com a eficiéncia bioldgica do Pleurotus ostreatus.

- A velocidade do crescimento micelial da matriz secundéria nédo teve relacao
com a eficiéncia biolégica do Pleurotus ostreatus.

- Através das analises enziméticas de lacase e manganés peroxidase
realizadas no spawn do fungo, néo foi possivel relaciona-la com a eficiéncia biol6gica

do cultivo P. ostreatus.
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CAPITULO 2 INTERFERENCIA NA EFICIENCIA BIOLOGICA DO FUNGO Pleurotus
ostreatus EM RELACAO AO NUMERO DE REPICAGEM DA MATRIZ PRIMARIA E
AO TEMPO DE ARMAZENAMENTO DO SPAWN SOB REFRIGERAGAO.
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RESUMO: A alta produtividade dos cultivos de cogumelos comestiveis ainda €
limitada por uma série de fatores, no qual um dos primeiros desafios € a producéo da
Spawn. O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia de repicagens sucessivas na
matriz in vitro e o efeito do armazenamento do spawn sob a eficiéncia biolégica do
fungo Pleurotus ostreatus. Para isso foi instalado dois ensaios. No primeiro foi
avaliada a interferéncia de 10 sucessivas repicagens da matriz fungica in vitro em
funcdo da eficiéncia bioldgica do fungo P. ostreatus e suas respectivas atividades
enzimaticas de lacase (LAC) e manganés peroxidase (MnP). No segundo, avaliou a
influéncia do tempo de armazenamento do spawn, sob a eficiéncia bioldgica do P.
ostreatus e suas respectivas atividades enzimaticas de LAC e MnP. A eficiéncia
bioldgica das 10 repicagens teve diferencial estatistico, contudo, os resultados nao
tiveram relacdo com o numero de repicagens, sendo que a primeira repicagem nao
obteve maior EB que as repicagens subsequentes. Os oito tratamentos
correspondentes a diferentes tempos de armazenamento do spawn, apresentaram
diferencial estatistico nos dados de eficiéncia bioldgica, contudo também néo tiveram
relacdo com o tempo. Ou seja, spawn armazenado com 95 dias obtiveram maior
média de 34,48% de EB, e spawn com 34 dias de armazenamento média de 25,22%
de EB. A atividade de lacase e manganés peroxidase ndo foram proporcionalmente
relacionadas as suas respectivas EB, ndo sendo uma variavel indicada para selegéo

prévia do Spawn.

Palavras-chave: repicagem, armazenamento, refrigeragdo, manutencao spawn.
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CHAPTER 2 INTERFERENCE IN THE BIOLOGICAL EFFICIENCY OF THE
FUNGUS Pleurotus ostreatus IN RELATION TO THE REPRINTING NUMBER OF
THE PRIMARY MATRIX AND THE TIME OF STORING THE SPAWN UNDER
REFRIGERATION.
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The high productivity of edible mushroom crops is still limited by a number of factors,
in which one of the first challenges is the production of Spawn. The objective of this
study was to evaluate the influence of successive replications on the in vitro matrix and
the effect of spawn storage under the biological efficiency of the Pleurotus ostreatus
fungus. Two tests were installed. In the first, the interference of 10 successive
replications of the fungal matrix in vitro was evaluated as a function of the biological
efficiency of the fungus P. ostreatus and its respective enzymatic activities of laccase
(LAC) and manganese peroxidase (MnP). In the second, it evaluated the influence of
spawn storage time, under the biological efficiency of P. ostreatus and their respective
enzymatic activities of LAC and MnP. The biological efficiency of the 10 repetitions had
a statistical difference, however, the results were not related to the number of
repetitions, and the first repetition did not obtain higher EB than the subsequent
repetitions. The eight treatments corresponding to different storage times of the spawn
presented a statistical difference in the biological efficiency data, however they also
had no relation with the time. That is, spawn stored with 95 days obtained higher mean
of 34.48% of EB, and spawn with 34 days of mean storage of 25.22% of EB. The
activity of laccase and manganese peroxidase were not proportionally related to their

respective EB, not being a variable indicated for the previous selection of spawn.

Key words: mother spawn, storage, refrigeration, maintenance spawn.
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2.1 INTRODUCAO

A alta produtividade dos cultivos de cogumelos comestiveis ainda é limitada por
uma série de fatores, no qual um dos primeiros desafios € a producdo da spawn
(ZHANG et al., 2014).

Os termos, matriz, micélio, spawn e semente sdo sinbnimos do material
utilizado para inocular e produzir diferentes tipos de cogumelos, representando a
primeira técnica da producdo. Para a maioria dos cogumelos cultivaveis a producéo
de spawn segue etapas semelhantes, iniciando com substratos preparados em
condicdes laboratoriais e chamados tecnicamente de meios de cultura. O preparo do
meio de cultura deve ser adequado ao desenvolvimento das hifas isoladas do fungo
sadio selecionado com caracteristicas desejadas, conhecido como matriz primaria.

ApoOs o desenvolvimento do fragmento in vitro, inicia-se o preparo do substrato
em grao ou serragem para inoculacdo do spawn ou matriz secundaria. Seguida de
inoculacao, é feita a incubacao do spawn, armazenamento e controle de qualidade
(JESUS, 2011).

Todas as etapas devem ser realizadas em laboratdério com infraestrutura
adequada e conhecimento especificos em microbiologia, para controle estrito das
condicdes de assepsia, pois, contaminac¢des por outros fungos, bactérias e insetos
sdo muito frequentes. No qual, um spawn saudavel possui micélio branco, sem
manchas coloridas ou aspecto leitoso (contaminacdes), deve conter aspecto cotonoso
e cheiro parecido com a do cogumelo fresco (LEVY, 2004).

Grande parte dos spawns comercializados sdo produzidas a partir de matrizes
obtida por reproducdo assexuada. Durante o processo de isolamento das matrizes
primarias deve-se descartar as que o micélio cresce semelhante a algodao (“fluffy”),
que podera produzir um micélio estéril que reduz a produtividade. O micélio do tipo
rizomorfico (semelhante a pequenas raizes) é o ideal para obtencéo de produtividade
adequada (EIRA, 2003).

Os cogumelos do género Pleurotus séo classificados como fungos saprobios e
aerobios, por isso nutrientes e oxigénio devem estar disponiveis para que ocorram as
devidas reacdes metabdlicas necessarias a sua sobrevivéncia. Para isolamento de
fungos filamentosos € normalmente recomendado o agar-batata-dextrose (BDA),
encontrado facilmente no comércio, sob forma desidratada. Essa formulacdo de meio

de cultura comumente utilizado para realizagdo de matriz priméaria, pode conter
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alteracdes nas quantidades dos ingredientes, variando densidade e concentracao de
nutricional desejados a cultura (TOURNAS et al., 1998).

O cultivo in vitro busca compreender as condi¢des 6timas de crescimento do
fungo, em relacdo ao meio de cultura, temperatura, pH e tempo de incubacédo sendo
este um pré-requisito para o cultivo comercial (HERRERA, 2001). Recomenda-se que
0 meio de cultura deve ser o mais proximo do qual sera cultivado, sugerindo realizar
um extrato de composto (MINHONI et al., 2005). Porém, mesmo possuindo
caracteristicas semelhantes ao do cultivo, muitas vezes € dificil extrapolar os
resultados de laboratdrio para condi¢cdes a campo (JESUS, 2011).

O crescimento micelial pode ser mensurado de varias formas, como
crescimento radial, vigor, velocidade de crescimento e massa micelial, no qual o meio
de cultura sélido se faz pertinente ja que o fungo se desenvolvem na natureza em
substratos solidos (ANDRADE et al., 2008). Com base na avalia¢do da velocidade da
corrida micelial no meio de cultivo, € possivel determinar qual substrato € mais
adequado para o desenvolvimento dos fungos in vitro.

Sabendo da importancia da producdo de matrizes na produtividade do cultivo,
ainda h& pouco conhecimento sobre as interferéncias dessas na producdo de
cogumelos, resultando inconstéancia de alta produtividade.

Assim, objetivou-se avaliar a interferéncia de repicagens sucessivas na matriz
primaria in vitro, a interferéncia da atividade enzimética lignolitica do spawn e o efeito

do armazenamento do spawn de P. ostreatus sobre a eficiéncia bioldgica.

2.2 MATERIAL E METODOS

Dois experimentos de colheita foram conduzidos para determinar os efeitos do
namero de repicagens e tempo de armazenamento do spawn na porcentagem de
eficiéncia biolégica do fungo Pleurotus ostreatus. Os experimentos foram conduzidos
nas estruturas da empresa Yuki Cogumelos, situada na cidade de Aragoiaba da Serra,
SP- Brasil. A linhagem utilizada foi doada pelo produtor rural do fungo P. ostreatus e
nomeada como PO12/YU.
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2.2.1 Experimento | — Avaliacdo do numero de repicagens em relacdo a
eficiéncia biolégica do fungo Pleurotus ostreatus

2.2.1.1 Producao da Matriz

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.1.1. Apds aproximadamente 6 dias,
a cobertura micelial atingiu ¥ da superficie da placa a matriz fungica e foi repicada
conforme Minhoni (2005) suscetivelmente a cada 7 dias de corrida micelial em média,
nas mesmas condi¢cdes descritas acima. Completando em um prazo de 63 dias dez
repicagens.

2.2.1.2 Formulacéo, inoculacéo e incubacédo do substrato do

Spawn

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.2.1.

2.2.1.3 Formulacgéo, inoculacao, incubacéo do substrato de cultivo

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.2.2.

2.2.1.4 Processo de inducéo de primérdios e colheita

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.2.3.

2.2.1.5 Determinacdao da eficiéncia biolégica

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.2.4.

2.2.1.6 Avaliagcdo enzimatica do micélio
2.2.1.6.1 Obtencédo do caldo enzimatico

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.3.2.1.
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2.2.1.6.2 Anédlise lacase

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.3.2.2.

2.2.1.6.3 Andlise manganés peroxidase

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.3.2.3.

2.2.1.7 Delineamento experimental

O experimento | teve delineamento experimental inteiramente casualizado
correspondente a dez spawns com 32 repeticdes, totalizando 320 potes de producéo.
Na analise estatistica da variavel eficiéncia biolégica tendo como fatores repicagens
foi ajustado modelo linear generalizado com a distribuicdo gama e funcao de ligacéo
logaritmica (NELDER; WEDDERBURN, 1972).

A qualidade dos ajustes de todos os modelos lineares generalizados ajustados
foi feita através da analise de desvios (deviance), graficos dos residuos de Pearson
padronizados. Para comparacdes entre tratamentos foi utilizado foi o teste de Tukey-
Kramer (Westfall, et al., 1999) do procedimento genmod do programa estatistico SAS

— Free Statistical Statistical Software, SAS University Edition.

2.2.2 Experimento Il — Avaliacdo da eficiéncia biolégica do fungo Pleurotus

ostreatus em funcao do tempo de armazenamento do Spawn

2.2.2.1 Producgéao da Matriz

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.1.1. ApGs aproximadamente 6 dias,
a cobertura micelial atingiu ¥ da superficie da placa a matriz fungica e foi repicada
conforme Minhoni (2005) suscetivelmente a cada 7 dias de corrida micelial em média,
nas mesmas condices descritas acima. Completando em um prazo de 63 dias dez

repicagens.
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2.2.2.2 Formulacgéo, inoculagéo e incubacéo do substrato do
Spawn

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.2.1.

O armazenamento dos spawns foram correspondentes a oito periodos: 34, 40,
55, 60, 74, 79, 95 e 100 dias, com 32 repeticbes de cada tratamento em potes de

producdo dos cogumelos sob refrigeracédo 4°C+1.

2.2.2.3 Formulacgéo, inoculacao, incubacéo do substrato de cultivo
Realizado conforme descrito nos itens 1.2.2.2.

2.2.2.4 Processo de inducao de primérdios e colheita

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.2.3.

2.2.2.5 Determinacéo da eficiéncia biolégica

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.2.4.

2.2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental inteiramente casualizado correspondente aos 08
spawns com 32 repeticbes cada, totalizando 256 potes de producdo. Na analise
estatistica da variavel eficiéncia biolégica tendo como fatores tempo de
armazenamento foi ajustado o modelo linear generalizado com a distribuicdo gama e
funcdo de ligacéao logaritmica (NELDER; WEDDERBURN, 1972).

A gualidade dos ajustes de todos os modelos lineares generalizados ajustados
foi feita através da analise de desvios (deviance), graficos dos residuos de Pearson
padronizados. Para comparacdes entre tratamentos foi utilizado foi o teste de Tukey-
Kramer (Westfall, et al., 1999) do procedimento genmod do programa estatistico SAS

— Free Statistical Statistical Software, SAS University Edition.
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2.2.4 Avaliagao enzimatica do micélio

2.2.4.1 Obtencéo do caldo enzimatico

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.3.2.1.

2.2.4.2 Analise lacase

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.3.2.2.

2.2.4.3 Andlise manganés peroxidase

Realizado conforme descrito nos itens 1.2.3.2.3.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os 10 spawns correspondentes as 10 repicagens da matriz, os resultados

de eficiéncia biologica apos 16 dias de colheita apresentaram diferenca significativa.

Contudo néo houve uma relacdo de melhoria da eficiéncia biolégica em relacdo as

repicagens mais recentes. Marino (2007), também observou que repicagens

sucessivas nas matrizes in vitro de Pleurotus sajor-caju nao afetaram a produtividade.

Em relacédo a atividade enzimatica dos spawns também ndo houve relagcdo com

a eficiéncia biol6gica como demonstra a Tabela 1.

Tabela 1. Eficiéncia bioldgica e atividade enzimatica no cultivo da linhagem PO12-YU
de Pleurotus ostreatus cultivado em substrato a base de serragem esterilizada, em
diferentes repicagens da matriz fungica (32 repeti¢cdes por tratamento).

Tratamento  Media EB® epm® LAC® MnP®)
(%) (Uig)  (Ulg)

6° repicagem 39,84 A 0,39 1949,49 9,09
9° repicagem 38,86 AB 0,32 1418,56 15,65
10° repicagem 38,77 ABC 0,51 197455 128,58
4° repicagem 38,32 ABC 0,33 1591,12 20,30
2° repicagem 37,59 ABC 0,48 1412,17 12,69

7° repicagem 37,27 ABC 0,43 1214,44 6,34
3° repicagem 36,44 ABC 0,50 1863,13 71,48
1° repicagem 34,81 BC 0,32 1186,23 45,47
8° repicagem 34,52 BC 0,34 1585,53 43,57
5° repicagem 32,01 C 0,28 2961,74 105,74

(1) EB: Eficiéncia biolégica. ®EPM: erro padrédo médio; ®LAC: lacase; @MnP: manganés peroxidase.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey-kramer, 5%).
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O tempo de colheita teve maior média no tratamento 5° repicagem com menor
eficiéncia bioldgica, levando média de 16 dias (epm 0,12) para conclusdo da colheita,
ou seja, colheita retardataria em Pleurotus pode ser considerado um indicativo de
Spawn de baixo vigor. Contudo também apresentou entre os tratamentos alta
atividade enzimética de lacase, autores observam uma correlagdo positiva entre a
atividade de lacase e o inicio da fase logaritmica, com seu maior pico (12200 U L-1)
no inicio da fase estacionaria, indicando talvez um momento metabdlico distinto dos
outros tratamentos (TLECUITL-BERISTAIN et al., 2008).

Ruiz-Rodriguez et al. (2010), relaciona a grande quantidade de enzimas
ligninoliticas produzidas pelo fungo Pleurotus com sua capacidade de produzir bons
corpos de frutificacdo. A flutuacdo da atividade enzimatica sob o tempo € observada
por muitos autores, contudo o pico dessas enzimas tem grande influéncia dependendo
da cepa, substrato utilizado entre outros.

Salmones et al. (2005), descrevem que a atividade de lacase favorece o
desenvolvimento vegetativo do fungo Pleurotus, responsavel também pelo aumento
da densidade (vigor) micelial e resisténcia a contaminacdes. Na pesquisa de ruiz-
rodriguez et al. (2011), o pico de lacase na cepa k15 de Pleurotus apresentou maior
atividade com 14 dias de incubacéo, j& em outras cepas 0 maior pico variou de 21 —
28 dias de incubacao.

Esses dados demonstram que possivelmente, o Spawn da 5 ° repicagem
estava num tempo metabdlico diferente dos outros tratamentos, podendo desta
maneira alterar os resultados de producéo caso fossem repetidos.

Observando que o tempo metabdlico dos Spawns podem interferir de maneira
significativa nos resultados de producdo, o experimento que avalia o tempo de
armazenamento dos Spawns podem ter a mesma condi¢cdo. Para os oito tratamentos
correspondentes a diferentes tempos de armazenamento do Spawn, apresentaram

diferencial estatistico, conforme demostrado na Tabela 2.
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Figura 1. Box-plot da eficiéncia bioldgica no cultivo da linhagem PO12-YU de
Pleurotus ostreatus cultivado em substrato a base de serragem esterilizada, em
diferentes tempos de armazenamento do Spawn.
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Médias seguidas de letras iguais mailsculas na coluna, nao diferem entre si (Tukey-kramer, 5%). Erro
padrdo da média entre parénteses.

O spawn com 34 dias sendo a mais recente, teve menor média de EB% ou
seja, ndo houve uma relacao de melhoria da eficiéncia biolégica em relacdo ao menor
tempo de armazenamento do Spawn. Entretanto, € possivel observar ha uma
tendéncia de melhoria da EB% conforme o tempo de armazenamento aumenta.

Muitas pesquisas sao realizadas para avaliar o efeito do armazenamento de
cepas por criopreservacdo de curto, médio e longo prazo, avaliando o efeito do
congelamento e de diferentes formas de preservacédo, porém poucas pesquisas sao
encontradas para avaliar condicdes rotineiras dos produtores rurais, como por
exemplo armazenagem do Spawn em geladeiras domésticas que variam de 2-10°C.

Farnet et al. (2014), avaliou a estocagem do Spawn de Agaricus subrufescens
durante 15 e 30 dias em 10 e 15°C cada, e observou que nao houve interferéncia
significativa nos resultados de cultivo. A autora também menciona uma tendéncia de
melhoria de colonizacdo do fungo apds o periodo de armazenamento, como

demonstrado neste experimento. Explica que o armazenamento do Spawn



57

provavelmente teve um efeito sobre o micélio, aumentando assim sua atividade
metabdlica e portanto seu potencial de transformacao do substrato.

Em relacédo a atividade enzimética dos spawns o tempo de armazenamento ndo
houve uma relacdo com a eficiéncia biologica, sendo a maior média de LAC foi para
o tratamento 74 dias 1682,97 U/g e MnP 38,70 U/g e a menor média de atividade
enzimatica para o tratamento de 55 dias com 431,03 U/g e MnP 12,27U/g. Farnet et
al. (2014), também ndo apresentou efeito da atividade enzimatica de lacase nos

diferentes tratamentos de armazenamento.

2.4 CONCLUSOES

- Nao foi verificada relacdo entre o numero de repicagens da matriz in vitro e
tempo de armazenamento do Spawn na eficiéncia biolégica do fungo Pleurotus
ostreatus.

- A atividade de lacase e manganés peroxidase nao foram proporcionalmente
relacionadas as suas respectivas EB%, ndo sendo uma variavel indicada para selecéo

prévia do Spawn.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para se obter um Spawn a partir de novos isolados, € sugerido
realizar testes de sua eficiéncia bioldgica juntamente a capacidade de colonizacdo no
composto antes de sua comercializagdo. Desta forma, variaveis como velocidade do
crescimento micelial em meio de cultura, lacase, manganés peroxidase nas condigdes
de cultivo realizadas neste trabalho ndo foram suficientes para selecado prévia do

Spawn correspondente a boa produtividade do fungo P. ostreatus.
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APENDICE A - Fluxograma dos procedimentos experimentais para avaliacdo de Spawn
do Pleurotus ostreatus.

Periodo
Acumulado
Experimento I: Avaliagdo crescimento micelial in vitro
0° 1 Isolamento do fungo: matriz primaria
| l P Anélise crescimento micelial
/
6° — Inoculagdo em 12 meios de cultivo < - X
Andlise de micro estruturas do
micélio
Experimento 11: Avaliagdo de produtividade das matrizes
14° Inoculacdo das matrizes em serragem:
§ Spawn
35° ~| Inoculagdo dos Spawns em substrato de
producéo
Eficiéncia biologica
660 \ 4
Colheita Percentagem Produtividade
|
Experimento I11: Confirmagdo dos dados de produtividade obtidos (menor e maior) e
comparagdo com Spawn convencional
o Sele¢do dos Spawns quanto ao grau de
67° DIA —— o h
: produtividade (menor e maior)
v
Inoculacgdo dos Spawns em substrato de
produgao_: . Andlise da Manganés peroxidase e
68° DIA | -menor produtividade —
; . . Lacase nos Spawns
‘ -maior produtividade
-convencional
l Eficiéncia bioldgica
Colheita
99° 3 Percentagem Produtividade

Figura 2. Fluxograma dos procedimentos experimentais para avaliacdo de

Spawn de Pleurotus ostreatus.
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APENDICE B - Fluxograma dos procedimentos de escolha para avaliaco do 2° ciclo de
producéo do spawn de Pleurotus ostreatus.
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