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APRESENTACAO

O estagio foi realizado durante o periodo de 05 de agosto a 05 de
setembro de 1996 no Moédulo de Cogumelos Comestiveis - FCA/
UNESP/Botucatu - com orientagdo do Prof. Augusto Ferreira da FEira
(Professor Titular Coordenador dos Projetos) e acompanhamento da equipe
técnica.

A partir de 1986, foi criado 0 Mddulo de Cogumelos Comestiveis, no
Departamento de Defesa Fitossanitiria, area de Biotecnologia e
Microbiologia Agricola da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA) -
UNESP/Botucatu, administrado pela FEPAF (Fundacio de Estudos e
Pesquisas Agricolas e Florestais).

O Moédulo de Cogumelos Comestiveis desenvolve pesquisas sobre a
producdo de semente de cogumelos comestiveis e seu cultivo, voltado para
condi¢bes brasileiras, e repassa a tecnologia para produtores através de
cursos, palestras e publicagdes de apostilas.

Além da pesquisa 0 Mddulo produz semente para comercializagdo,
assim como, cultiva cogumelos, produz equipamentos e toras ja inoculadas

também para comercializagio.



JUSTIFICATIVA

A crescente demanda de alimentos naturais como alternativa para
assegurar uma alimentagéo saudavel é fato atualmente. Neste caso o shiitake
apresenta-se como uma boa alternativa, sendo um alimento saboroso que
pode ser cultivado naturalmente e possuindo propriedades terapéuticas.

Segundo TATEZAWA (1992) descobertas recentes mostraram que o
shiitake apresenta elevados teores de proteinas da mais alta qualidade, fibras
dietéticas, vitaminas, sais minerais além de sua atuacfio farmacéutica como
regulador da hipertensdo, possuindo propriedades preventivas da gripe e dos
processos cancerigenos.

Desta forma o cultivo deste cogumelo tem aumentado, aliado também
a fatores de cultivo como: baixos investimentos e pequenos espagos
necessarios, ajudando como mais uma atividade na propriedade.

Nesse sentido, a produgdo de semente-indculo (“spawn”) para
atender esta demanda, é mais uma aﬁvidade alternativa para atuagfo do
Engenheiro Agronomo.

Neste sentido, veio o interesse de realizar o estagio com produgio de
semente-in6culo de cogumelos “shiitake”, junto a Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas - UNESP/Botucatu (Departamento de Defesa Fitossanitaria -
Area de Biotecnologia e Microbiologia Agricola) no MODULO DE
COGUMELOS COMESTIVEIS.
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1. INTRODUGAO

O consumo de cogumelos é comum em grande parte do mundo. Em
muitos paises europeus, por exemplo, s30 comuns excursdes as matas para
coleta de cogumelos utilizados na preparacdo de pratos, em finais de semana
ou férias (BONONI et al, 1665). J4 em paises orientais o consumo de
cogumelos ¢ regular, existindo uma grande variedade de pratos utilizando
cogumelos. Desta forma gerou-se a necessidade de cultivo de cogumelos.

Os cogumelos mais cultivados séo o Agaricus bisporus e o Lentinula
edodes. Segundo ZADRAZIL (1983) in EIRA et al (1996) o género
Agaricus representava 70% da produgfio mundial em 1983, enquanto o
Lentinula cerca de 14%. Este 1ltimo tendo sua producdo dobrada na década
entre 1983 € 1993 (FERMOR, 1993 in EIRA et al, 1996).

O cogumelo Lentinula edodes é conhecido como shiitake, cogumelo
japonés, cogumelo da floresta e também cogumelo chinés. Registros indicam
a China como primeiro a cultivar este cogumelo, perto do ano 1100 D.C.,
sendo mais tarde introduzido no Japdo. Atualmente o Japdo é o maior
produtor, com mais de 130.000 toneladas por ano.

Segundo Tatezawa (UNGARETTI, 1995) o shiitake desembarcou no
ocidente a alguns anos, conquistando paladares mais exigentes nos EUA e
em alguns paises da Europa, chegando no Brasil no inicio da década de 90,
através de descendentes de origem japonesa.

A partir do momento em que o shiitake comegou a ser cultivado, foi
necessario desenvolver maneiras de propagar o fungo, para que ele podesse
ser inoculado no substrato de cultivo. Segundo QUIMIO et al (1990) o

primeiro tipo de indculo foi obtido de suspensdo de esporos, o qual era
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colocado em furos feitos em toras. Depois desta etapa, a produgdo de
semente-indculo evoluiu bastante, baseada no conhecimento do ciclo de vida
dos fungos aliado as necessidades de cultivo.

PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE (1990) e EIRA et al (1996)
citam a produgdo de semente-inéculo (spawn) utilizando como substrato a
serragem ou a cavilha, como sendo os meios mais utilizados na produgdo de
semente de Lentinula edodes.

O presente trabalho teve por objetivo buscar uma forma de produgio
de semente-indculo de Lentinula edodes, visando o cultivo tradicional em
toras de Eucalipto, tendo em vista uma semente com boa producio em

condigdes climaticas de Santa Catarina.

PRODUCAO DE SEMENTE - INOCULO DE Lentinula edodes 2



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS COGUMELOS

O termo cogumelo, em portugués, pode ser utilizado como sindnimo
de fungo, sendo, de modo geral, usado para designar um tipo macroscopico
e que tem a forma de guarda-chuva (BONONI et al, 1995).

Os fungos constituem um grupo de seres vivos com grande variedade
de formas, cores e tamanhos. Ha os que so unicelulares € microscopios e os
que chegam a ter mais de um metro de didmetro (BONONI et al, 1995).

Sdo organismos eucariontes, aclorofilados e aerdbios. Todos os
fungos sdo heterotroficos, podendo ser saprofitos, parasitas ou simbiontes,
mas as substincias nutritivas sdo sempre assimiladas por absor¢éo apds
terem sido parcialmente degradadas por enzimas extracelulares. Sdo
divididos em dois grandes grupos, os unicelulares ou leveduras e os
pluricelulares ou bolores (RAVEN, EVERT & CURTIS, 1978 in BEUX;
1995).

Os fungos reproduzem-se sexuadamente por intermédio de esporos ou
assexuadamente (reproducdo vegetativa), pela multiplicagdo de qualquer
fragmento do corpo de frutificagiio ou do micélio (BONONI et al, 1995).

A reprodugio sexuada inicia-se pela germinag@o do esporo originado
das basidias localizada nas lamelas sob o chapéu, produzindo filamentos
denominados de hifas. Primeiro sdo multinucleadas, mas logo formam-se
septos tornando-as mononucleadas. As hifas multiplicam-se no solo ou

sobre outro substrato, ou ainda no laboratério, em meio de cultura, formando
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o micélio. Pela unifio de duas hifas de sexualidade diferente mas compativeis
entre si, forma-se o micélio secundario (binucleado), onde ocorre o
pareamento dos nucléolos de hifas diferentes e, mais tarde e sob condi¢Ges
ambientais favoréveis, forma-se o micélio tercidrio que dara origem aos
basidios onde ocorre a fuséio nuclear, sendo este processo denominado de
cariogamia e posteriormente seguido pela meiose que originard os
basidiésporos (EIRA et al, 1996). (Fig.1)

O cogumelo é, portanto, um corpo de frutificagdo com forma
caracteristica para cada espécie, formado por diferencia¢des morfologicas e
fisiologicas do micélio. Segundo CHANG & MILES (1989) apud BEUX
(1995), a formag@io do micélio terciario (corpo de frutificagdo) esta
normalmente condicionada a varia¢do de fatores fisicos como decréscimo de

temperatura e aumento de umidade.

FIGURA 1: Ciclo de vida do shiitake
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Fonte: PREYBYLOWICE & DONOGUE (1990)
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O cogumelo € formado pelo estipe ou pé e um chapéu denominado
pileo. Na. superficie inferior do pileo, voltada para o solo, encontra-se em
tecido diferenciado, o himénio, formado por lamelas, poros ou tubos através
dos quais ha a liberagdo dos esporos (BONONI et al, 1995).

Apds os fungos serem enquadrados entre os vegetais durante muitos
anos, chegou-se a definicdo que ¢ hoje aceita e que os coloca num reino a
parte dos vegetais e animais, denominado de Reino Fungi. Este reino é
subdividido em cinco Classes: Chytridiomycetes, Oomycetes, Zygomycetes,
Ascomycetes e Basidiomycetes (BEUX, 1995).

Acredita-se hoje que existam cerca de 200.000 espécies diferentes de
fungos, distribuidas na natureza nos diferentes ambientes (BONONI et al,
1995).

“Sdo conhecidas cerca de 600 espécies comestiveis, no entanto
apenas algumas sdo comercialmente cultivadas. A grande maioria destas
espécies, pertence a Classe dos Basidiomycetes, fungos filamentosos
comumente conhecidos como basidiomicetos ou cogumelos. Entre estas
apénas 0 Agaricus, o Lentinula, o Pleurotus, o Flammulina e o Volvariella
alcangaram niveis de produgdio mundial como alimento” (CHANG &
MILES, 1989 apud BEUX, 1995). No Brasil apenas as trés primeiras
espéciés s@o cultivadas comercialmente.

Segundo ZADRAZIL (1983) apud EIRA et al (1996) a espécie
Agaricus bisporus representa 70% da produgdio mundial e a espécie
Lentinula edodes cerca de 14%. Esta ultima conhecida como shiitake,
cogumelo japonés, cogumelo da floresta, cogumelo chinés (ZADRAZIL &
GRABBE, 1983 in EIRA et al,,1996) teve sua produgéo (\iobrada na década
entre 1983 e 1993 (FERMOR, 1993 in EIRA et al, 1996).
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FERRI (1985) apud BEUX (1995) caracteriza morfologicamente o
basidiocarpo do Lentinula edodes da seguinte maneira: o pileo apresenta
forma convexa, circular ou reriiforme, com 5 cm de didmetro ¢ de bordas
onduladas na maturidade; a coléragﬁo da epiderme superior varia de acre-
claro 2 marrom-escuro e o himénio ¢ de cor creme.

As lamelas do Lentinula edodes séo aderidas ao estipe. O estipe é
cilindrico de 3 cm & 7 cm de comprimento € 8 mm 4 15 mm de didmetro,
posicionado central ou excentricamente ao pileo, ndo possui volva nem véu,
restos da membrana que cobre certos basidiocarpos (PEGLER, 1983 apud
'BEUX, 1995)

A reprodugio assexuada ou vegetativa ocorre por multiplicagdo de
qualquer fragmento do cogumelo, quando sobre um substrato favoravel e
condi¢bes ambientais adequadas, principalmente em relagdo 4 umidade e a
temperatura (BONONI, 1995).

A classificagdo atual do shiitake (Lentinula edodes Pegler, 1970)
segundo STAMETS (1993) apud BEUX (1995):

Reino: Fungi

Divisdo: Mycota

Classe: Basidiomycetes

Sub Classe: Holobasidiomycetidae
 Ordem: Agaricales

Familia: Tricholomataceae

Género: Lentinula

Espécie: Lentinula edodes Pegler, 1970

Segundo PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE (1990) Lentinula .
edodes (Berk.) Pegler é o nome cientifico para shiitake. “(Berk)” é a
abreviatura de Berkeley, primeiro a descrever a espécie, mas em género
diferente. Pegler foi quem colocou a espécie no género Lentinula. Na

literatura encontra-se pelo menos quinze sinénimos para L. edodes.
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O cultivo de Lentinula edodes (Berk.) Pegler, conhecido por “shiang-
gu” na China e “shiitake” no Jap&o, foi originado na China entre o ano de
1000 a 1100 D.C. Nesta época apareceram os primeiros cultivos na regio
montanhosa da China, localizado nas Provincias de Llung-Chyan, Ching-
Yuan e Jung-Ning. Alguns autores acreditam que as técnicas de cultivo
desenvolvidas na China foram mais tarde introduzidas no Jap#o, hoje o
maior produtor de L. edodes (QUIMIO, CHANG & ROYSE, 1990).

O habitat natural deste cogumelo compreende a zona temperada do
Nordeste Asiatico, onde ocorre em troncos de madeira de 4rvores deciduas,

principalmente do género Quercus spp. (BONONI et al, 1995).

TABELA 1: Terapéutica e valor nutritivo do Shiitake:

Substéncia nutritiva Terapéutica ~ Orgdo de pesquisa

Lentinan Tumores Centro  Nacional de  Cancerologia,
Faculdade de Medicina de Kobe, Faculdade
de Medicina de Mie, Faculdade Feminina
de Farméacia de Kobe, Universidade de
Medicina de Tohoku, Faculdade de
Medicina de Toyama

Inibigdo do cincer

Acido ribonucléico Interferon (inibe o virus) |Faculdade de Medicina de Kobe,

. Universidade de Tohoku, Universidade de
Impede a multiplicagdo do Michigan (EUA)

virus da gripe

Ertadenin Abaixa o nivel de|Centro Nacional de Pesquisas de Satde,
colesterol e estabiliza a|Centro Nacional de Nutri¢do, Universidade
presséo arterial de Tohoku, Universidade da Calif6rnia

(EUA)

Glicoproteina Impede a multiplicagdo do | Universidade de Yamaguchi
virus da AIDS

Proteina bésica Impede a infecgio por | Universidade de Ibaragi
virus

Ergosterol Transforma-se em | Centro Nacional de Pesquisas de Safide e

vitamina D e acelera o|outros érgios
crescimento do 0sso

Lentionin Aroma Universidade Feminina Ocha-no-mizu

Guanylic acid Condimentos (sabor) Universidade Feminina Ocha-no-mizu

Fonte: TATEZAWA (1992)
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O interesse pela produgdo de Lentinula edodes ndo é apenas pelo
sabor caracteristico muito apreciado na culindria mundial, mas também pelo
seu valor nutricional e medicinal (TATEZAWA, 1992).

NoJ apa"io ¢ na China o shiitake tem sido exaltado como o alimento d;
longevidade desde a antiguidade. Descobertas recentes no campo da ciéncia
mostraram que o shiitake apresenta elevados teores de proteinas da mais alta
qualidade, fibras dietéticas, vitaminas, sais minerais além de sua atuagdo
farmacéutica como regulador da hipertensdo, possuindo propriedades
preventivas da gripe e dos processos cancerigenos (TATEZAWA, 1992),
conforme Tabela 1.

Com relagéo ao cultivo do shiitake, Tatezawa (UNGARETTI, 1995)
garante que as exigéncias sdo minimas: requer pouco espago (apenas um
local sombreado), para 2.000 troncos sfo suficientes 70 m? (EIRA et al,
1996), e se adapta aos climas tropical e subtropical. Além disso, por ser de
facil manejo, pode ser conduzido paralelamente a atividade principal da
propriedade.

Desta forma a produgéo de shiitake (Lentinula edodes) se torna uma
alternativa a mais na propriedade, dispondo de baixos investimentos. Isto ja
é realidade para 90 produtores do extremo oeste de Santa Catarina, projeto
encabegado pelo Sindicato dos Trabalhadores Rurais dos Municipios, com

previsdo de ampliar para 350 produtores (PAIM, 1997).

22 SELEGCAO DE MATRIZES

A linhagem utilizada aliada aos nutrientes do substrato sdo os
principais fatores na determina¢do da qualidade do indculo. A falta de uma

sele¢do prévia acarreta uma frutifica¢do insatisfatéria (BEUX, 1995).
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A sele¢do deve se basear nas condigdes do ambiente no local de
cultivo. Linhagens melhor adaptadas influem em diferentes aspectos: taxa de
crescimento, resisténcia a competicdo de outros fungos, propensdo a
frutificagio, temperatura 6tima para frutificaco e qualidade do cogumelo
(PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE, 1990).

A temperatura 6tima para frutificagéio se divide em linhagens de calor
(10° - 27°C), produzindo melhor no verfo; linhagens de frio (7° - 16°C),
produzindo em condi¢des de inverno, onde a frutificagdo geralmente é mais
lenta devido a redugdo do metabolismo; e linhagens adaptadas ao calor e
temperaturas mais amenas, assim como, adaptadas ao frio tolerando
temperaturas mais altas (PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE, 1990). Deve-
se ressaltar que estes tipos de linhagens sdo descritas para paises do
hemisfério norte, no caso de paises com clima tropical e subtropical a
procura de linhagens adaptadas ¢ imprescindivel.

A qualidade do cogumelo é baseada no tamanho, forma e espessura
do pileo e haste, intensidade do aroma e sabor, densidade da polpa e
umidade do cogumelo fresco (PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE, 1990).
Muitos destes fatores dependem da linhagem, ou seja, da genética desta
linhagem, mas também existe a influéncia das condi¢des ambientais durante
a frutificacdo. Um exemplo disto seria a coloragdo meio escura ou clara,
influenciada pela intensidade de luz durante a frutificagdo.

Quanto a taxa de crescimento o shiitake apresenta caracteristicas de
tempo para a colonizagdo da tora e tempo necessario desde a inoculagdo até
a frutificacdo. Linhagens agressivas sfo interessantes porque colonizam
rapidamente o substrato (tora) e reduzem a possibilidade de contaminag&o.
Porém, a velocidade de colonizagdo nio é diretamente relacionada com o

tempo até a frutificagfio. Linhagens de rapida frutificacdo tendem a ter
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colonizagdo agressiva, embora algumas tenham longo periodo de incubagio
(PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE, 1990).

No cultivo comercial, onde a incubagdo se d4 em temperatura
ambiente nio controlada, a linhagem ideal deve ser adaptada a este
ambiente, tendo em vista o mercado consumidor que determina a qualidade
do cogumelo.

A matriz depois de ser selecionada deve passar por analises
laboratoriais, verificando-se o crescimento radial das hifas em placas de
Petri, segundo SCHIMIDT & DITTBERNER (1989), TAN & CHANG
(1989), OHGA (1990) e SOCCOL (1994) apud BEUX (1995).

23 OBTENGCAO DE MATRIZES

A obtengdo das matrizes pode ser através de laboratdrios

especializados. EIRA et al (1996) cita algumas cepas encontradas a nivel

mundial:
=  Cepa #465 do Instituto Amori (JAPAN) (ATCC #58742) (BADHOM,
1988);

=  Cepas do Yamamoto Mycological Research Laboratory, Shiitake
Cociety of Japan ITAVAARA, 1989);
—  Cepas do Horticultural Research Institute of Ontario Mushroom
Culture Colection (RINKER, 1991);
=  Cepas do Elisc Corporation of Arvonia, Virginia (VAN, 1989).
Para implementar a produgéo de indculo (semente), o laboratorio deve
produzir linhagens préprias, adaptadas a regido onde serd cultivada. Estas
linhagens devem ser isoladas de basidiocarpos existentes em propriedades

locais (EIRA et al, 1996).
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As matrizes podem ser obtidas através de fragmento de basidiocarpos
(micélio dicaridtico terciario). Segundo EIRA et al (1996), esta técnica tem
o objetivo de evitar a recombinagdo genética e manter as caracteristicas do
fungo selecionado, além de manter o poder de frutificag3o.

O corpo de frutificagdo ou cogumelo selecionado deve ser muito bem
lavado com 4gua destilada. Em cdmara de fluxo laminar o basidiocarpo ¢
partido manualmente e da parte interna sdo retirados fragmentos de 2 a 5
mm (milimetros) com um escalpelo ou al¢a de platina, colocando-se entdo
no centro do meio de cultura do tubo de ensaio (EIRA et al, 1996).

A inoculagdo ¢ feita em tubos devido a algumas vantagens: a
probabilidade de contaminar € menor do que se fossem utilizadas placas de
Petri, devido a maior area de trocas gasosas; tem-se uma economia de meio,
pois em placas recomenda-se 20 ml (vinte mililitros) enquanto no tubo
coloca-se 5 ml (cinco mililitros) e qualquer problema de contaminagio
perde-se menos meio; € o espago fisico para incubar e armazenar é menor
(EIRA et al, 1996).

Estas operacdes devem ser realizadas com muito cuidado e rapidez
para evitar contaminagdes. Deve-se utilizar meio previamente esterilizado,
bem como cdmara de fluxo laminar, bico de Bunsen e alcool que sdo
utilizados para flambar todos os materiais (pingas, algas, tubos de ensaio
com meio inclinado antes e depois de abri-los, durante o processo de
transferéncia de micélio para o meio de cultura) (EIRA et al, 1996).

Deve-se inocular o maximo de tubos possiveis, de 30 a 40 tubos, os
quais sdo incubados a 25°C por aproximadamente 15 dias. Durante este
periodo deve-se fazer uma seleg¢do, retirando tubos contaminados com
outros fungos e bactérias. Também deve-se dar preferéncia ao micélio

rizomérfico, apresentando um crescimento vigoroso e ramificado (EIRA et
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al, 1996). Os tubos que apresentarem o crescimento muito lento também
devem ser descartados.

Quando o meio estiver totalmente tomado pelo micélio do fungo
(Lentinula edodes) a matriz esta pronta para produ¢io da matriz secundaria
ou para ser armazenada.

Segundo EIRA et al (1996) quando se utiliza fragmentos de
basidiocarpos, recomenda-se o uso de estreptomicina na dosagem de 20
mg/l, para evitar possiveis contaminagGes por bactérias, quando faz-se
isolamento em placa de Petri. O sulfato de estreptomicina deve ser diluido
em 5 ml de 4gua destilada esterilizados, em seguida ¢ adicionado ao meio de
cultura esterilizado antes de verter nas placas de Petri.

Apos a esterilizagdo aguardar que a temperatura baixe até que seja
tolerado pela méo, e verter aproximadamente 20 ml do meio em placas de
Petri previamente esterilizada (BONONI et al, 1995). Apés a solidificacio,
as placas deverdo ser invertidas para evitar qualquer tipo de contaminagio
do meio. Esta operagdo deve ser realizada com o maximo de assepsia, onde
recomenda-se a utilizagdo de bico se Bunsen para flambar as bordas dos
frascos e das placas antes de abri-los, devendo ser realizado o mais rapido
possivel, sempre em cdmara de fluxo laminar (EIRA et al, 1996).

Para tubos de ensaio, coloca-se 5 ml de meio de cultura previamente
fundido com auxilio de uma pipeta esterilizada, veda-se com algodéo, cobre-
se com papel sulfite e esteriliza-se em autoclave por 15 minutos a 121°C e,
em seguida, deixa-se os tubos em posi¢do inclinada para solidificar (EIRA
et al, 1996).

A produgdo de matriz a partir de esporos (isolamento monospdrico
e/ou multiespdrico) requer uma série de testes de qualidade e capacidade de

colonizar o substrato antes de se produzir a semente (“spawn”) para
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comercializagdo, devido a recombinagdes genéticas que ocorrem neste tipo
de reprodugéo (EIRA et al, 1996).

Segundo FIRA et al (1996) o isolamento utilizando a técnica de
multiesporos (suspensdo de esporos) pode ser usada na producdo de
semente de Shiitake (Lentinula edodes). Neste caso cada porgio da semente
pode representar uma linhagem, ou seja, 0 mesmo substrato (tora) estd
sendo inoculado com vérias linhagens. Isto € importante para obter-se
produgdo em condi¢des naturais muito variaveis durante as diferentes
épocas do ano. Além de ser importante para trabalhos de methoramento
genético. Na producdo de sementes comerciais ndo é recomendado.

A técnica consiste em colocar em uma placa de Petri cerca de 20 a 30
papéis manteiga de 2 cm’ e esterilizar por 30 minutos a 121°C. O
basidiocarpo desejado € coletado e colocado na placa de Petri esterilizada,
deixando em descanso por 24 horas. Depois coloca-se um dos papéis de 2
cm? em um frasco com 1 ml de 4gua estéril para suspender os esporos,
agitando-os manualmente. Entéo coloca-se 1 ml da suspensio de esporos em
uma placa de Petri e em seguida verte-se o meio de cultura (20 mL) ou 0,1
mL da suspenséo por placa com meio solidificado. As placas sdo incubadas
na auséncia de luz & temperatura de 25°C durante 7 - 10 dias (EIRA et al,
1996).

A técnica de cultura monospoérica também é usada em programas de
melhoramento. Segue-se os mesmos passos da técnica de multiesporos até
obter a suspensdo de esporos. A partir da suspensdo concentrada de esporos
em tubo de ensaio, retira-se 1 ml e transfere-se para um tubo de ensaio com
9 ml de agua destilada esterilizada, agitando-se manualmente (diluig¢do
1:10). Transfere-se 1 ml da suspensdo de 1:10 para um tubo com 9 ml de

agua esterilizada, agita-se manualmente e obtem-se (1:100), e assim

PRODUGAO DE SEMENTE - INOCULO DE Lentinula edodes 13



sucessivamente até 1:10.000. Depois faz-se o plaqueamento da mesma
forma que a outra técnica. A incubagdo é realizada também a 25°C por 5 -
10 dias (EIRA et al, 1996).

Se houver compatibilidade genética as hifas diferentes se unirdo
formando o micélio secundério. A incompatibilidade genética é notada pela
formagdo da “linha de lise”, onde se vé uma linha separando as hifas
diferentes. Na natureza, a compatibilidade ocorre 25% entre os esporos de
fungos. A partir da cultura monospdrica pode-se isolar as colénias e fazer

diferentes cruzamentos (EIRA et al, 1996).

2.4 CONSERVACAO DA MATRIZ PRIMARIA:

Apos ser obtida a matriz primaria, deve-se conserva-la pelo maior
tempo possivel. A conservagdo é feita em geladeira a mais ou menos 4°C,
em tubo de ensaio com meio de cultura inclinado e vedado com filme de
PVC. Nesta temperatura a atividade metabdlica do fungo € baixa e o
crescimento € absor¢do de nutrientes sdo pequenos. A matriz pode durar até
6 meses desta forma (BONONI et al, 1995).

Outro método para ser utilizado no laboratdrio € cobrir 0 micélio com
6leo mineral esterilizado, tipo Nujol, no tubo de ensaio e guardar em
geladeira a 4°C. Culturas preservadas desta maneira continuarfo viaveis
ap6s dois anos, no minimo, sendo necessario renovar este meio de cultura a
cada dois anos. Para se obter a linhagem novamente, deve-se inverter o tubo
para escorrer o 6leo mineral e entdo incubar a 26°C. Apds trés semanas, as
culturas devem recomegar o crescimento e podem ser usadas (BONONI et

al, 1995).
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Pode-se conservar também em nitrogénio liquido ou com liofilizagdo

das culturas (BONONI et al, 1995; EIRA et al, 1996).

2.5 MATRIZ SECUNDARIA

A producdo de matriz secunddria visa facilitar o processo de
inoculagdo do substrato “semente”, aumentando o rendimento durante a fase
de producdo da “semente”, bem como servir de controle de qualidade das
matrizes produzidas quanto ao nivel de contaminagfo deste substrato (EIRA
et al, 1996).

O substrato utilizado para matriz secundaria € igual ao substrato para
semente (“spawn”). A inoculagdo consiste na transferéncia de pequenos
fragmentos de micélio da matriz primaria para o substrato da matriz
secundaria, em condi¢des totalmente assépticas. Deve-se incubar em
auséncia de luz com temperatura de 25°C, estando totalmente colonizado

apés 20 a 30 dias (EIRA et al, 1996).

2.6 PRODUGCAO DE SEMENTE-INOCULO (“SPAWN”)

CHANG & MILES (1989) apud BEUX (1995), comentam que o
inéculo é conhecido também como “spawn”. O termo € derivado do
vocabulo francés “espandre” que significa expandir, propagar. Em portugués
ndo se tem uma traducfo exata desta palavra, sendo utilizado indculo ou
_ semente. |

A semente-inéculo é o substrato no qual o micélio ¢ repicado e apds
propagagdo ¢ utilizado como “semente” nos substratos de frutificagdo

(BEUX, 1995). Segundo FERRI (1985) apud BEUX (1995) o inéculo
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consiste de um suporte nutritivo como cereais, serragem ou madeira,
colonizado por filamentos micelianos, cuja fungfio é inseminar o substrato
destinado a produzir corpos de frutificagdio, de forma a fornecer na
inoculagdo vérios pontos de contato.

O primeiro tipo de in6culo utilizado foi obtido por suspensdo de
esporos. Os esporos eram obtidos de basidiocarpos de populagdes nativas
ou de cogumelos cultivados. Os esporos em suspensdo eram colocados em
furos feitos em toras de madeira. Este método era bruto e inseguro, nio
chegando a uma cultura pura do fungo (QUIMIO, CHANG & ROYSE,
1990).

“De uma maneira geral, a preparagdo do indculo é muito exigente
quanto aos métodos de assepsia no laboratdrio, esterilizagéo dos materiais a
serem utilizados, bem como de meio de cultura, além da necessidade de mio
de obra qualificada, sendo portanto realizado por poucos laboratérios”

(EIRA et al, 1996).

2.7 TIPOS DE INOCULO (SEMENTE)

A “semente” de shiitake pode ser encontrada basicamente em duas
formas: cavilha (“plug”) ou serragem. Também existem outras formas de
inéculo (“spawn”), testadas experimentalmente e nio muito disponiveis. A
escolha do inoculo depende de varios fatores: custo, viabilidade, clima,
nimero de toras e sistema de inoculagdo (PRZYBYLOWICZ &
DONOGHUE, 1990).
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2.7.1 CAVILHA

O in6culo em cavilha consiste em pequenos cilindros de madeira
colonizado pelo micélio de shiitake. Normalmente os cilindros tem 12 mm
(milimetros) de didmetro e 20 mm (milimetros) de comprimento. Podem ser
levemente conicos para facilitar a inser¢do na tora. E uma forma vantajosa
de inoculo no sentido de ndo precisar de ferramenta especial para
inoculagdo, além de diminuir o tempo e cuidados necessarios na inoculagéo.
E devido a é4rea superficial de exposi¢do ser menor, resiste melhor a
situagdes de seca.

A cavilha foi desenvolvida no Japdo, sendo pouco utilizada em outros
paises. No Brasil a comercializacdo deste tipo de “semente” é quase
insignificante, podendo ser encontrada na APAN (Associa¢do dos
Produtores de Agricultura Natural - Sdo Paulo-SP).

Atualmente a produgéo deste tipo de “semente” tem um custo alto em

relagdo a “semente” produzida em meio de serragem (EIRA et al, 1996).

2.7.2 SERRAGEM

O in6culo (semente) € preparado em meio de serragem suplementado
com nutrientes variados (HARRIS, 1993).

O meio pode ser formulado com diferentes ingredientes, utilizando
inclusive farelos de arroz, de trigo ou quirela de milho, dependendo da
disponibilidade e preco (EIRA et al, 1996).

A relagdo carbono/nitrogénio (C/N) do substrato deve ser semelhante
a relagdo C/N que o fungo esta adaptado. Em média o Lentinula edodes

degrada o substrato com a relagdo de 30/1 (SONG & CHO, 1987).
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E importante que a composi¢do do meio ndo fique totalmente
diferente ao substrato de cultivo, porque desta forma diminui-se a fase de
adaptacdo do fungo ao meio (fase lag), antecipando a fase de crescimento.
Desta forma produz-se um inéculo de melhor qualidade (EIRA et al, 1996).

A tabela 2 apresenta um exemplo de formulagdo utilizado por

CHANG & MILES (1989) in EIRA et al (1996):

Tabela 2: Composigdo do substrato

Serragem 800 g
Farelo de arroz 200 g
Dextrose 30g
Nitrato de potassio 4¢g
Carbonato de célcio 6g
Agua 2000 m]

Fonte: (CHANG & MILES, 1989).

O substrato € preparado, embalado em frascos de vidro ou sacos de
polipropileno e esterilizado em autoclave. Em cdmara de fluxo laminar
inocula-se o substrato com micélio de Lentinula edodes.

A “semente” ¢ inoculada em toras através de inoculadores especiais.
TATEZAWA (1994) indica que a quantidade de furos ideal é em nimero
equivalente a 4 (quatro) vezes o didmetro da tora. Normalmente sdo abertos
de 38 a 40 furos em toras de 1 (um) metro. Os furos tem 12 mm (milimetros)
de didmetro e 20 mm (milimetros) de profundidade. |

Este tipo de inéculo requerer um tempo maior no processo de
inoculagdo, necessitando de cuidados especiais com relagdo a assepsia.
Outra desvantagem refere-se a maior suscetibilidade de ressecar durante a
etapa de incubacdo. Isto decorre da natureza do material ter maior area

superficial em relagdo ao volume da “semente” (HARRIS, 1993).
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Economicamente o in6culo em serragem custa 35% menos que o
inéculo em cavilhas (HARRIS, 1993). O desenvolvimento do micélio
comega mais rapido, reduzindo as chances de contaminagfo da tora.

Devido a estes fatores a grande maioria da comercializagio de inéculo
¢ com serragem. No Brasil, isto ocorre, principalmente, porque é mais

facilmente encontrado e a mido de obra é barata.

2.7.3 OUTROS TIPOS DE SEMENTE

2.7.3.1 “COMB SPAWN”

Considerado um novo tipo de “semente” desenvolvida no Japdo, seria
metade de uma fatia de tora, colonizada pelo Lentinula edodes (Figura 2).
Utilizando uma serra circular para fazer os cortes, insere-se doze metades de
fatia, para toras de 1m de comprimento. O tamanho do corte e das metades
das fatias dependem do didmetro da tora (Tabelas 3 e 4). Segundo HARRIS

(1993), 0 “comb spawn” € produzido em cinco diferentes tamanhos:

FIGURA 2: Formato do “comb spawn”
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> Comprimento
Fonte: HARRIS (1993)
Tabela 3: MEDIDA DO “COMB SPAWN”

Comprimento (centimetros): 4,5 6,0 7,8 9,5 13,0
Altura (centimetros): 1,3 1,8 2,2 2,7 3,2

Fonte: HARRIS (1993)
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Tabela 4: MEDIDA DA TORA

Diametro (centimetros): 6,0 6,0-7,9 7,9-10,2 10,2-12,1 12,1
Altura do corte (centimetros): 1,9 2,5 2,9 3,8 4,8

Fonte: HARRIS (1993)

Este método permite que uma pessoa inocule 300 toras de 1m, contra
100 toras por pessoa com “semente” em serragem. E um método que reduz
0 gasto de energia, sdo feitas apenas doze cortes, também diminui a
contamina¢do por outros fungos pois 0 “comb spawn” em contato com a
tora promove uma colonizagdo mais rapida (maior 4rea de contato)
(HARRIS, 1993).

Este método ndo € encontrado no Brasil e pode significar um maior

custo de produgéo para o laboratério, pois modifica a maneira atual de

producdo (HARRIS, 1993).

2.7.3.2 INOCULO EM MEIO LIQUIDO

Os métodos usuais de producdo de Lentinula edodes envolvem o uso
de indculo sélido (cereais, serragem ou madeira). No entanto, SONG et al
(1989) apud BEUX (1995) utilizaram um meio liquido formulado com
glicose, cloreto de amonia, cloreto de célcio, acido aspartico, tiamina e
sulfato de magnésio e em um fermentador produziram pequenos “pellets”
micelianos que serviram como inéculo. Esta massa miceliana foi inoculada
em substrato s6lido composto por casca de semente de algoddo misturada a
casca de café. Os corpos de frutificacdo apareceram 69 dias apos a
inoculagdo. Segundo estes autores o indculo produzido em meio liquido

coloniza mais rapidamente o substrato por fornecer maior superficie de
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contato. Em contrapartida, RAASKA (1989) e LEATHAM & GRIFFIN
(1984) apud BEUX (1995) consideram que apesar da biomassa formada ser
superior, o inéculo produzido em meio liquido ndo se adapta facilmente a
substratos so6lidos e por esta razdo ndo é comercialmente utilizado.

Segundo PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE (1990), o indculo
produzido em meio liquido consiste em suspensdo de micélios, o qual é
injetado na tora, obtendo-se resultados infelizes. Isto se d4 provavelmente
devido a pequena area de contato que se estabelece entre o substrato (tora) e
o inéculo. Em substrato de serragem, o in6culo produzido em meio liquido
tem o poder de infiltrar profundamente, aumentando os pontos de contato e,
consequentemente, obtendo-se bons resultados referentes a colonizagéo de

substrato.

2.7.3.3 INOCULO EM DISCOS (“SPAWN DISK”)

O experimento realizado por SAN ANTONIO & HANNERS (1983),
sugere a utilizagdo de indculo em meio de gréos para inoculagdo de toras. O
inéculo é colocado em contato direto com a superficie dos cortes da tora e
coberto com papel aluminio ou filme de PVC.

Segundo SAN ANTONIO & HANNERS (1983) este método mostrou
bons resultados no cultivo de cogumelos em toras, tendo como principais
vantagens o facil e rapido processo de inoculagfio, redugdo da perda de
umidade da tora durante o cultivo e redugdo de fungos contaminantes devido
a protegdo nas extremidades da tora.

PRZYBYLOWICZ & DONOGHUE (1990) comentam o sucesso de

pequenos testes utilizando esta forma de indculo.
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2.8 MEIOS DE CULTURA

“O meio de cultura devera oferecer todas as necessidades nutricionais
do fungo para que haja um bom desenvolvimento do micélio sem possibilitar
o crescimento de contaminantes que sdo competidores do fungo” (EIRA et
al, 1996). O meio mais utilizado em laboratorio é o BDA (Batata-dextrose-
agar) que pode ser adquirido em casas de produtos quimicos ou ser
preparado com uma receita simples (BONONI et al, 1995; EIRA et al,
1996).

Outros meios de cultura poderio ser utilizados, como Milho-dextrose-
dgar (MDA), Arroz-dextrose-agar, Bagago-dextrose-dgar (BgDA),
Serragem-dextrose-agar (SDA) ou enriquecido com farelo (EIRA et al,
1996).

O meio de cultura utilizado para matriz primaria de Lentinula edodes
normalmente é a base de extrato de serragem-agar. Segundo EIRA et al
(1996) a utilizagdo de meios de cultura muito ricos e completamente
diferentes dos substratos de cultivo, podem levar & selecdo de mutantes
nutricionais (saltagdes paramorfogénicas adaptadas ao meio) que podem
perder caracteristicas microbiologicamente muito importantes. Uma semente
muito vigorosa pode representar uma linhagem desadaptada para o substrato
de cultivo (Pesquisa em andamento no Médulo de Cogumelos Comestiveis,
FCA/UNESP/Botucatu).

O meio de serragem-dextrose-igar tem a seguinte composi¢do

(Tabela 5):
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Tabela 5: Composi¢do do meio serragem-dextrose-agar

i Componente Quantidade
Agar 13g
Dextrose 10g
Serragem 400 g
Agua 1 litro

Fonte: EIRA et al (1996)

A serragem deve ser triturada em liquidificador com 4gua. Faz-se o
cozimento da serragem triturada em 500 ml de 4gua, por 10 a 15 minutos,
passando em seguida por um filtro de algoddo ou gaze, sendo que este
extrato devera ter seu volume completado com 4gua destilada para um litro.
O extrato filtrado deve ter o pH corrigido para 6.8 com carbonato de calcio
5%. Verter o extrato em um frasco e adicionar o 4gar e a dextrose, tampar
com algoddo e recobrir com papel. Em seguida o material deverd ser

esterilizado em autoclave por 30 minutos 4 121°C.

2.9 EMBALAGENS

As embalagens utilizadas na produgdo de indculo devem ser
resistentes a autoclavagem, ou seja, devem resistir a temperaturas de 121°C
por duas horas (EIRA et al, 1996).

A variedade de materiais é grande, sendo atualmente utilizado em
frascos de vidro, sacos de prolipropileno (plastico) e a nivel de exterior em
garrafas “pet” (material plastico) (EIRA et al, 1996).

A escolha do tipo de embalagem deve levar em consideragdo o seu
custo, a proximidade do mercado consumidor (produtores de shiitake) e a

qualidade dos materiais (EIRA et al, 1996).
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2.10 INSTALACOES

A produgdo de in6culo engloba atividades realizadas sob condigdes
de extrema assepsia, podendo comprometer completamente a producéo se
ndo for seguido (BONONI et al, 1995).

Basicamente o laboratério deve possuir duas alas: uma onde se
trabalha sem o controle microbioldgico do ambiente e outra onde se mantém
o ambiente dentro dos padrdes de esterilidade. Na primeira ala se realizam
as etapas de cozimento, envazamento e autoclavagem dos substratos
utilizados. Na segunda se realizam as manipulag6es do micélio (BONONI et
al, 1995).

A ala ndo estéril deve ter um galpdo para ferramentas e substratos
variados (serragem, farelos, gesso, carbonato de calcio entre outros),
bancada para manipula¢do e envasamento, pia para lavagem do material
utilizado, e local para os equipamentos basicos como autoclave, fogdo,

balanca, destilador, geladeira e estufa (BONONI et al, 1995).

2.11 CONSERVACAO

A semente (“spawn”) quando ndo for bem cuidada ou quando
envelhece perde a forga de crescimento. Desta forma faz-se necessério uma
producdo programada da semente (“spawn”) evitando periodos de
armazenagem, para que o indculo seja utilizado em sua total atividade e ndo
receba choque relativos a temperaturas de armazenagem (TATEZAWA,

1992).
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Segundo BONONI et al (1995) a semente pronta pode ser guardada
em geladeira (4°C) por no méximo quatro meses, porém o melhor é utiliza-la
recém preparada. Para utilizago, retirar da geladeira algumas horas antes do

uso e inocular quando estiver & temperatura ambiente.
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3. MATERIAL E METODOS

O estagio foi realizado durante o periodo de 5 de agosto a 5 de
setembro de 1996, em instalagdes do Modulo de Cogumelos Comestiveis,
pertencente ao Departamento de Defesa Fitossanitiria da Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas - UNESP, campus de Botucatu.

3.1 PRODUGAO DE MATRIZES

As matrizes utilizadas foram desenvolvidas pelo Moddulo de
Cogumelos Comestiveis - FCA/UNESP/Botucatu, isoladas de basidiocarpos
de varias regides e Estados brasileiros. Todas obtidas a partir do micélio
tercidrio dicaridtico dos basidiocarpos (fragmento de basidiocarpo). Foram
classificadas como linhagens de inverno, de verdo e precoces.

O corpo de frutificagdo ou cogumelo selecionado foi cuidadosamente
lavado com 4gua destilada. Em cdmara de fluxo laminar o basidiocarpo foi
partido manualmente e da parte interna retirou-se fragmentos de dois a
cinco milimetros, com a ajuda de uma alga de platina, colocando-se entdo no
centro do meio de cultura do tubo de ensaio (previamente preparado).

Estas operagdes foram realizadas com muito cuidado e rapidez
evitando contaminagGes. Foi utilizado meio previamente esterilizado (sera
descrito posteriormente), bem como cdmara de fluxo laminar, bico de
Bunsen e alcool que sdo usados para flambar todos os materiais (pingas,
alcas, tubos de ensaio com meio inclinado antes e depois de abri-los,
durante o processo de transferéncia de micélio para o meio de cultura).

O cogumelo foi aproveitado a0 méaximo, sendo inoculados de 30 a 40

tubos de ensaio. Depois foram colocados em estufas de incubagdo, a 25°C
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por aproximadamente 15 dias. Durante este periodo foi feito uma selegéo,
retirando tubos contaminados com outros fungos e bactérias. Também deu-
se preferéncia ao micélio rizomoérfico, pois apresenta um crescimento
vigoroso e ramificado (EIRA et al, 1996). Os tubos que apresentaram
crescimento muito lento também foram descartados.

Quando o meio apresentou-se totalmente tomado pelo micélio do
fungo (Lentinula edodes) a matriz estava pronta para producdo da matriz
secunddria ou para ser armazenada.

O meio de cultura utilizado para matriz primaria de Lentinula edodes

foi a base de extrato de serragem (serragem-dextrose-agar-SDA) (Tabela 6).

Tabela 6: Composi¢do do meio SDA

Componente Quantidade
Agar 13 g
Dextrose 10g
Serragem 400 g
Agua 1 litro

Fonte: EIRA et al (1996)

A serragem foi triturada em liquidificador com 100 mL de 4gua,
fazendo-se o cozimento da serragem triturada em 500 mL de agua, por 10 a
15 minutos, passando em seguida por um filtro de algoddo ou gaze, sendo
que este extrato teve o seu volume completado com 4gua destilada para um
litro. O extrato filtrado teve o pH corrigido para 6.8 utilizando-se carbonato
de calcio 5%. Verteu-se o extrato em um frasco e foi adicionado o 4gar ¢ a
dextrose. Em seguida colocou-se 5 ml do meio em tubos de ensaio, com o
auxilio de uma pipeta esterilizada, vedou-se os tubos de ensaio com

algoddo, cobriu com papel sulfite e esterilizou-se em autoclave por 15
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minutos a 1 atm. ou 120°C. Logo apds os tubos ainda quente foram
colocados em posi¢do inclinada para solidificar.
A conservacgdo foi feita em geladeira a mais ou menos 4°C, em tubo
de ensaio com meio de cultura inclinado e vedado com filme de PVC.
Também utilizou-se o método de conservacdo onde o micélio é
coberto com 6leo mineral esterilizado, tipo Nujol, em tubo de ensaio e

guardado em geladeira a 4°C.

3.2 SUBSTRATO PARA SEMENTE

A semente foi produzida em meio de serragem. A formulagdo esta

descrita na Tabela 7.

Tabela 7: Composi¢do do substrato de serragem

COMPONENTE QUANTIDADE
Serragem (comprada) 8 baldes
Serragem (tora verde) 8 baldes
Quirela 12Kg
Gesso 3Kg
Calcario 2,5Kg
Carbonato de calcio 2Kg
Agua 35 litros

Fonte: EIRA (1996)

Utilizou-se a unidade de balde, com volume de 10 litros, para
serragem devido a praticidade no momento de preparar o substrato. A
serragem comprada € proveniente de serrarias proximas a cidade (Botucatu-
SP). Enquanto a serragem de tora verde € obtida da serragem de toras recém
cortadas, através de uma serra circular adaptada a um torno, serrando-se

apenas a casca e o cortex.
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A mistura dos ingredientes é realizado através de uma betoneira
movida por motor elétrico. Primeiramente coloca-se os materiais sélidos,
depois da mistura estar homogénea acrescenta-se a 4gua aos poucos (a
umidade deve ficar entre 60 e 65%).

O material é colocado em vidros (matriz secundéria) e em sacos de
polipropileno (semente) através de um funil apropriado. Veda-se o
recipiente com algoddo e tapa-se com papel. O material é esterilizado
através de autoclave 4 120°C durante uma hora. O substrato pode ser

utilizado quando estiver a temperatura ambiente.

3.3 PRODUGAO DE MATRIZ SECUNDARIA

A matriz priméria € inoculada em substrato de serragem anteriormente
preparado. O processo € feito em cdmara de fluxo laminar, utilizando bico
de Bunsen, élcool, alga de platina. Flambando-se antes a boca, e com alca
também flambada, retira-se um pequeno pedago de micélio e transfere-se
para o pote de vidro com substrato de serragem, também flambando a boca.
O substrato inoculado é identificado com o nome da matriz.

A matriz secundaria foi incubada a 25°C.

34 PRODUGCAO DA SEMENTE (“SPAWN”)

A semente foi obtida através da inoculagdo de pequena quantidade de
micélio da matriz secunddria no substrato de serragem, sob condi¢des de
assepsia.

A inoculagdo foi realizada com os mesmos cuidados citados

anteriormente. Neste caso foi utilizado uma pequena colher com cabo
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comprido na manipulagdo do micélio. O vidro (frasco) com matriz
secundaria permaneceu inclinado enquanto esteve aberto e com movimentos
firmes afrouxou-se a serragem com micélio e retirou-se pequenas
quantidades. O recipiente com substrato foi aberto e rapidamente colocou-se
o inéculo. Esta operagdo deve ser feita por duas pessoas. A semente
inoculada foi identificada e incubada.

A incubagdo da semente foi feita em sala de incubagdio, com
temperatura controlada (25°C) através de ar condicionado e termostato

ligado a uma resisténcia elétrica.

3.5 INSTALACOES

A ala ndo estéril fica em modulo diferente da ala estéril, fazendo com
que o material depois de esterilizado fosse transportado por uns 50 metros
ao ar livre.

Da mesma forma as salas de incubagio para semente ficam no
modulo da ala ndo estéril, tendo que percorrer o mesmo trajeto ao sair da
inoculagéo.

Quanto as salas de incubacdo de semente, o revestimento interno das
paredes é de reboco pintado com tinta de parede e as estantes sdo de
madeira pintada. Algumas das prateleiras sdo forradas com plastico.

A sala de incubagdo e conservagdo de matrizes primarias e
secundarias possuem revestimento de cerdmica até a metade das paredes.
Os tubos de ensaio com matrizes sdo guardados em armario de ferro, e as

matrizes secundarias em caixas de plastico sobre a sala.
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3.6 EMBALAGENS

O laboratério utilizou embalagens de vidro com volume de 0,800
litros e sacos de prolipropileno com volume de 1,200 litros de inéculo.

O manejo uﬁlizado para os vidros foi de preencher até % (trés
quartos) de seu volume, a tampa foi furada (oito milimetros de didmetro) e o
local preenchido com algoddo ou papel filtro, sendo coberto depois com
papel sulfite ou papel aluminio para serem autoclavados. Esta embalagem
foi utilizada para matriz secundaria.

Os sacos foram preenchidos até o volume de 1,2 litros de indculo,
fez-se um bocal nos sacos, utilizando-se um pedacgo de cano de PVC %,
tapou-se com algoddo e depois foi coberto com papel para ser autoclavado.
Quando um lote de semente apresentou altos indices de contaminagfo foi
realizado o teste da agua. Este teste consistiu em encher 100 sacos de
semente contaminadas com agua e observar indicios de furos nos sacos,
ainda observando o local do furo.

Em seguida o substrato foi autoclavado por duas horas a 121°C. Ap6s

a autoclavagem foram inoculados imediatamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes tiveram um periodo de incubag¢do entre 30 4 35 dias,
apresentando-se completamente colonizadas pelo micélio de Lentinula
edodes. Algumas sementes foram comercializadas antes de estarem
totalmente desenvolvidas, a pedido de alguns clientes.

Durante o periodo de incubagdo da matriz secundéria a semente que
apresentou sinais de fungos contaminantes ou bactérias foi eliminado, assim
como os que apresentaram desenvolvimento miceliano anormal.

As linhagens, de maneira geral, se desenvolveram bem no substrato
utilizado. A linhagem precoce apresentou maior procura por parte dos
compradores, devido a sua caracteristica de produzir em menor tempo de
cultivo.

As sementes apresentaram alto indice de contaminagdo. Através do
teste da agua, utilizando 100 sacos de semente contaminados, 34 ndo
apresentaram furos na embalagem, enquanto os outros 66 apresentaram
furos, dos quais 52 eram furos na solda dos sacos e 14 em locais diferentes.

Pode-se sugerir que a ma qualidade das embalagens causou um
numero significativo de contaminagdes, mas o indice de sementes
contaminadas onde a embalagem estava boa pode significar que o manejo
utilizado na produgdo estd deficiente. Isto pode ser consequéncia da
localizagéio das instalagdes, onde a semente depois de ser autoclavada tem
que ser levada para a sala estéril em outro médulo. Deve-se lembrar que a
perda de materiais nesta etapa da producgdo significa um desperdicio de
tempo, materiais e méo de obra empregados em etapas anteriores.

O uso de embalagens de boa qualidade aliado a um manejo adequado
da semente pode reduzir os indices de contaminag3o.

Talvez o uso de potes de vidro para produgdo de semente para
produtores da regido, onde o custo de transporte é baixo e pode-se retornar
os recipientes vazios para o laboratério.

Com relagdo a embalagem de transporte, os sacos de algoddo tem
custo baixo, mas devem ser bem manejados pois ao embalar um saco fica
sobre o outro, havendo risco de deslocamento do tamp3o de algodio.
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Quanto as instalagdes, estdo sendo melhoradas com a construgio de
outra sala de inoculag@o (com camara de fluxo laminar) junto a0 médulo de
preparagdo do substrato (autoclave). A sala de inoculagdo atual ¢ revestida
com cerdmica apenas sobre a bancada ndo permitindo uma limpeza eficiente
do ambiente. Além disto a distdncia do autoclave a esta sala pode estar
prejudicando o desempenho da produgdo, aumentando o indice de
contaminagdo.

A sala de incubagdo ndo apresenta problemas, apesar de ser
construida sem maiores cuidados quanto ao acabamento, mas deveria ser
limpa com mais frequéncia, evitando o acumulo de poeira sobre as
prateleiras e sementes.

De modo geral poderia-se utilizar o0 modelo de produgdo de semente
(“spawn”) do Médulo de Cogumelos Comestiveis - FCA/UNESP/Botucatu
para produgdo de semente de Lentinula edodes em Santa Catarina, obtendo-
se linhagens a partir de basidiocarpos (cogumelos) cultivados em regides
determinadas. _

A semente de shiitake comercializada em S3o Paulo (no momento
unico estado produtor desta semente), embora tenha bons resultados com
relagdo a produgdo em Santa Catarina, nfo é totalmente adaptada a nossas
condi¢des de clima, podendo causar redugdo da produgdo em épocas
especificas do ano como verdo (excesso de calor) e inverno (muito frio).

Além disto o estado tem regiGes caracteristicas quanto ao clima,
necessitando-se de adaptacGes para o litoral, planalto serrano e oeste do
estado.

Tendo em vista as observagdes feitas no Moédulo podemos citar
algumas necessidades bésicas para a implantagdo de linhagens novas
produzidas em laboratério, a qual seria a utilizagdo de uma 4rea para
experimentacdo, testando-se desta forma a semente antes de comercializa-la.
E uma etapa de grande importancia para se manter a qualidade da semente e
preservar a imagem do laboratério frente ao consumidor.
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5. CONCLUSAO

A produgdo de semente-in6culo de Lentinula edodes no estado de
Santa Catarina pode ser de grande importincia para o incremento do cultivo
deste cogumelo no estado.

A semente utilizada atualmente por produtores de Santa Catarina é
proveniente de S&o Paulo, apresentando normalmente boa qualidade e
produtividade, havendo, porém, alguns problemas quando sobre condig¢des
rigorosas de frio (inverno) ou de calor (verdio). Desta forma o
desenvolvimento de linhagens adaptadas as condi¢des climaticas do Estado
torna-se necessario.

O mercado consumidor tem-se apresentado em pleno crescimento,
tanto por produtores isolados como por Sindicatos de Produtores Rurais.
Isto se da principalmente devido a marcante caracteristica de pequenas
propriedades rurais existentes em quase todo estado, permitindo a
implantagdo do cultivo do shiitake junto as atividades principais da
propriedade.
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