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RESUMO

MARTINAZZO-PORTZ, T. Formulacdo de substrato para producdo de
basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus.

A composicao bioquimica dos fungos pode variar com condi¢fes climaticas de
cultivo e substrato. Diversas espécies tém mostrado atividades bioquimicas, como
0 Pycnoporus sanguineus, que se destaca pela coloragéo vermelho-alaranjada de
seus basidiocarpos. Embora este fungo possua atividade antimicrobiana estudada
em diversas areas, como farmacéutica, industrial e agricola, ndo ha nenhum
método para cultivo de basidiocarpos descrito na literatura. Este trabalho objetivou
desenvolver substrato com residuos madeireiros de Eucalyptus sp. para o cultivo
de P. sanguineus e producédo de basidiocarpos. Realizaram-se dois ensaios, in
vitro e em substrato formulado, desenvolvidos na UNIOESTE, Campus de
Marechal Candido Rondon. Utilizou-se serragem de madeira de Eucalyptus sp.,
separada em duas granulometrias: inferior a 500 micra (G1) e entre 500 e 841
micra (G2). No ensaio in vitro utilizaram-se quatro isolados de P. sanguineus
(Ps04, Ps08, Ps13 e Psl14), cultivados em placas de Petri contendo meio de
cultura CBA acrescidos de serragem nas proporc¢oes de zero, 1, 5, 10 e 15%, para
as duas granulometrias. Em cada placa foi repicado um disco de 0,5 cm contendo
micélio e mantidos em ambiente escuro a 25+2°C, até que 0 primeiro tratamento
atingisse a borda da placa de Petri. Avaliou-se didametro de coldnia, velocidade de
crescimento do micélio, a massa fresca do micélio e a produgdo do pigmento
cinabarina. O delineamento experimental foi DIC, em esquema fatorial 4x2x5,
sendo quatro isolados de P. sanguineus, duas granulometrias de serragem de
Eucalyptus sp. e cinco concentracdes de serragem acrescidos ao meio de cultivo,
ambos com seis repeticdes. No ensaio em substrato formulado, utilizou-se dois
isolados de P. sanguineus (Ps08 e Ps14), cultivados em sacos de polipropileno de
28x16 cm, contendo serragem de Eucalyptus sp. e farelo de arroz, nas proporcoes
de zero, 5 e 20%, nas granulometrias G1 e G2, com umidade de 75% e
compactados a 0,5 g mL™. Os substratos permaneceram 30 dias em BOD a
25+2°C e entdo foram levados a casa de vegetacdo. Realizaram-se duas coletas
de basidiocarpos, a primeira apés 90 dias e a segunda apos 180 dias do ensaio
em casa de vegetacdo. A cada coleta avaliou-se o diametro, as massas fresca e
seca, 0 numero médio de basidiocarpos e a producédo do pigmento cinabarina.
Utilizou-se delineamento experimental DIC, em esquema fatorial 2x2x3, sendo
dois isolados de P. sanguineus, duas granulometrias de serragem de Eucaliptus
sp. e trés concentracdes de farelo de arroz adicionadas a serragem, ambos com
seis repeticdes. Foi observado que a serragem de Eucalyptus sp. é apropriada
para formulacdo de substrato para producéo de basidiocarpos de P. sanguineus,
sendo a que G1 mostrou melhores resultados apenas nos ensaios in vitro. Nos
ensaios em substrato formulado, as duas granulometrias mostraram bons
resultados produtivos para os isolados de P. sanguineus. O Ps08, nos ensaios em
substrato formulado, teve producdo de massa de basidiocarpos, enquanto o Ps14
mostrou maior teor de cinabarina nos basidiocarpos. Pode-se concluir que as
caracteristicas genéticas de potencial biolégico dos isolados de P. sanguineus
estdo mais relacionados aos resultados produtivos que as caracteristicas dos
substratos utilizados nesta pesquisa.

Palavras chave: Cinabarina, Eucalyptus sp., Basidiomycetes.
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ABSTRACT

MARTINAZZO-PORTZ, T. Formulation of substrate for production of
Pycnoporus sanguineus basidiocarps.

The biochemical composition of fungi can vary with climatic conditions and
cultivation substrate. Several species have shown biochemical activities, such
as Pycnoporus sanguineus, which is highlighted by orange to red color of their
basidiocarps. Although the antimicrobial activity verified in various fields such as
pharmaceutical, industrial and agricultural, there is no method for growing
basidiocarps described in the literature. This work aimed to develop a substrate
with Eucalyptus sp. for the cultivation of P. sanguineus and production of
basidiocarps. There were two assays, and in vitro and in formulated substrate,
developed in the Unioeste, Campus of Marechal Candido Rondon. We used
sawdust of Eucalyptus sp. Separate in two particle sizes: less than 500 microns
(G1) and between 500 and 841 microns (G2). In the in vitro assay were used
four isolates of P. sanguineus (Ps04, Ps08, PS13 and PS14), grown in Petri
dishes containing culture medium CBA plus sawdust in the proportions of zero,
1, 5, 10 and 15% for both sizes. In each dish was peaked a 0.5 cm disc
containing mycelium and kept in dark at 25+2°C, until the first treatment to
reach the edge of the Petri dish. Was evaluated the diameter of colony, growth
rate of mycelium, the fresh weight of mycelium and production of the pigment
cinnabarin. The experiment was DIC in 4x2x5 factorial design, four isolates of
P. sanguineus, two particle size of sawdust of Eucalyptus sp. and five
concentrations of sawdust added to the culture medium, both with six
repetitions. In the assay with formulated substrate, we used two isolates of P.
sanguineus (Ps08 and Psl14), grown in polypropylene bags of 28x16 cm,
containing sawdust of Eucalyptus sp. and rice bran. At zero, 5 and 20%, particle
size in G1 and G2, with humidity of 75% and compacted to 0.5 g mL™. The
substrates remained 30 days in BOD at 25+2°C, then taken to the greenhouse.
Two havest of basidiocarps were made, at 90 and 180 days. Where were
evaluated diameter, fresh and dry weight, the average number of basidiocarps
and production cinnabarin. Was used experimental DIC in 2x2x3 factorial
design, with two isolates of P. sanguineus, two particle size of sawdust of
Eucalyptus sp. and three concentrations of rice bran added to sawdust, both
with six repetitions. Was observed that the sawdust of Eucalyptus sp. is suitable
for substrate for the production of basidiocarps of P. sanguineus, which is G1
showed better results only in vitro assays, while on substrate, the two particle
sizes showed good results for the production isolates of P. sanguineus. The
Ps08, produced more mass of basidiocarps, while the Ps14 showed higher
content of cinnabarin in the basidiocarps. It can be concluded that the genetic
characteristics of the biological potential of the isolates of P. sanguineus are
more related to productive results that the characteristics of substrates used in
this research.



INTRODUCAO

Os microrganismos sao uma fonte de compostos bioativos ainda
com poucos estudos praticos, quando comparados a possibilidade de aplicacao
das moléculas produzidas. Os fungos, em particular os da divisdo
Basidiomycota, sdo conhecidos ao longo da historia, seja pela sua toxidez ou
ainda por suas propriedades nutricionais e medicinais, tornando-os utilizados
por diversos povos. Nos ultimos anos, houve aumento da sua importancia no
mercado mundial, pelo fato de muitos terem a capacidade de produzir
compostos aplicaveis na area industrial, medicinal e agricola.

Pycnoporus sanguineus é um basidiomiceto de decomposicéo
branca, com crescimento lento. E comumente reconhecido pela acentuada
tonalidade laranjada de seus corpos de frutificagcdo. Seus extratos foram
testados na industria farmacéutica, como antibiotico, e no setor agricola tém
sido testado para controle de doencas através da inducdo de resisténcia em
plantas.

Estudos referentes ao potencial de uso de P. sanguineus estédo
sendo aprimorados e apesar das possiveis aplicacfes, nenhum método de
cultivo para producédo de basidiocarpos em substrato foi desenvolvido.

Considerando que um terco do peso seco da biomassa das florestas
consiste da lignina presente na madeira, fica evidente a importancia dos fungos
de decomposicdo branca no processo de reciclagem, ja que eles sdo o0s Unicos
organismos eficientes na decomposicdo deste material, pois apresentam a
capacidade de completar a mineralizacdo dos componentes da madeira (REID,
1995; TONINI, 2004; WASSER e WEIS, 1999).

Na natureza, existe uma abundancia de substratos que podem ser
aproveitados por fungos como fonte nutricional, principalmente residuo de
origem vegetal, que contém grandes quantidades de lignina. Para o cultivo de
basidiomicetos pode-se utilizar substratos a base de cana-de-acucar, palhas de
trigo, arroz, gramineas e serragens, entre outros (EIRA, 2003). A industria
madeireira, durante o processo de usinagem da madeira serrada gera residuos
em grande quantidade. Arvores de eucalipto estéo entre as trés espécies mais

utilizadas nas serrarias da Regido Sul do Brasil (HILLIG et al., 2006).
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Basidiocarpos de P. sanguineus sao encontrados comumentes na
regido Oeste do Parand, porém, restrito a determinada época do ano, entre a
primavera e o verdo, dificultando a utilizacdo do fungo nas pesquisas. Diante
desta necessidade, este trabalho foi realizado com objetivo de desenvolver
substrato com residuos madeireiros de Eucalyptus sp. para o cultivo de P.

sanguineus e producédo de basidiocarpos.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Fungos

A érvore filogenética universal da vida defende a existéncia de um
ancestral comum a todas as formas de vida. Fungos, animais e vegetais,
embora sejam organismos eucariontes, apresentam singularidades que os
diferenciam. Durante muito tempo os fungos foram considerados plantas, mas
a partir de 1969 foram classificados como um reino a parte, denominado Reino
Fungi (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005). Em sua maioria, sdo haploides e
potencialmente capazes de crescimento ilimitado, ao contrario de plantas e
animais, cujos individuos sdo dipléides e de crescimento limitado
(LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

Alguns fatores que influenciam o crescimento fungico, podem ser a
temperatura, os valores de pH do substrato e a presenca ou auséncia de
oxigénio. Para a maioria das espécies, a temperatura 6tima varia entre 25 e
30°C. Para o pH o ideal é muito amplo, variando entre 4,0 a 9,0. Grande parte
das espécies se desenvolve bem em aerobiose, incluindo as leveduras que séo
anaerobias facultativas, porém um grupo restrito necessita de anaerobiose para
o crescimento (CARLILE et al., 2001).

O reino Fungi é diferenciado com base em caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas. Sdo eucariontes, aclorofilados e sem producao de
qualquer pigmento fotossintético. Sua parede celular definida é composta por
quitina e B-glucanos, em sua maioria isentas de celulose, exceto alguns fungos
aquaticos. Utilizam o glicogénio como reserva de nutrientes, 0 que se
assemelha aos animais e difere das plantas, que armazenam amido como
substancia de reserva. Também possuem esporos como estruturas
reprodutivas, que podem ser unicelulares ou pluricelulares (KRUGNER e
BACHI, 1995; ALEXOPOULOS et al. 1996; TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

Todos os fungos sao quimio-heterotroficos, necessitando de
componentes organicos para energia e fonte de carbono (TORTORA et al.,

2000). De forma geral, duas unidades morfolégicas basicas na fase vegetativa
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dos fungos podem ser encontradas. As unicelulares ou leveduriformes, que se
apresentam como células pequenas e delimitadas e, as formas filamentosas,
caracteristica para a maioria dos fungos. As hifas séo filamentos tubulares que
se estendem continuamente pelas extremidades e desempenham importantes
funcdes, como a colonizacdo e a absorcdo de agua e nutrientes (KRUGNER &
BACHI, 1995; HARRIS & MOMANY, 2004; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

O reino Fungi constitui um grupo muito grande e heterogéneo,sendo
aceito como o0 segundo maior grupo de organismos da Terra, com
aproximadamente 1,5 milhdes de representantes, ficando atras apenas dos
insetos. Estima-se que apenas cerca de 74 mil espécies foram descritas.
(HEYWOOD, 1995 citado por HAWKSWORTH, 2002; ESPOSITO e
AZEVEDO, 2004). Estes podem ser encontrados em diversos locais da
natureza, sejam em jardins, parques, bosques, matas, campos, gramados, nas
ruas arborizadas das cidades e em locais de queimada (BAUMER, 2009).

O reino Fungi é dividido em sete filos. O filo Ascomycota, onde se
classificam grande parte das leveduras; o filo Basidiomycota, que em sua
maioria sao fungos macroscopicos; o filo Chytridiomycota, que sé&o
predominantemente aquaticos; o filo Neocallimastigomycota, composto por
fungos anaerdbios; o filo Blastocladiomycota, que sdo habitantes de agua, solo
e parasitos de insetos; o filo Zigomycota, que compreende fungos saprofitas de
solo e; o filo Glomeromycota, que € representado por fungos de micorrizas
arbusculares (HIBBET et al., 2007).

Os fungos séo de grande importancia econémica e social, podendo
proporcionar efeitos benéficos ou prejudiciais. Muitos deles, especialmente as
leveduras, estdo envolvidos nos processos de fermentacdo industrial, como
bebidas, panificados e laticinios, tal qual a producdo de medicamentos
farmacéuticos, como a penicilina (HOGG, 2005).

Além disso, os fungos produzem compostos bioativos em processos
ecoldgicos, servindo como agentes de biocontrole e sendo essenciais para a

sobrevivéncia de outros organismos (HAWKSWORTH, 2002). De acordo com

' HEYWOOD, V. H. (ed) The Global Biodiversity Assessment. United Nations Environment
Programme. CambridgPe. 1140p. 1995.
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Lange (1996)? citado por Baumer (2009) 20% de todas as moléculas bioativas
conhecidas sao provenientes de fungos filamentosos, a grande maioria
produzidas por apenas trés géneros: Penicillium, Aspergillus e Fusarium. Junto
com as bactérias, sdo responsaveis pela decomposicéo e reprocessamento de
grandes quantidades de matéria organica, reciclando complexos para a
atmosfera, como o CO, (HOGG, 2005).

A variedade microbiana compde uma preciosa fonte de inovacgéo
biotecnolégica. Os fungos produzem um vasto namero de acidos organicos,
como o acido citrico, bem como compostos utilizados para a manipulacdo de
farmacos, como antibibticos e, enzimas de interesse industrial e com elevado
valor econdmico, como a producdo de bebidas fermentadas, panificados e
alguns tipos de queijos. Além disso, sao utilizados para controle biolégico de
insetos pragas no setor agricola e outras moléstias (ESPOSITO e AZEVEDO,
2004).

Todavia, algumas espécies de fungo trazem efeitos desagradaveis,
acarretando doencas em homens e animais, por infec¢cdo de alimentos ou
problemas de pele, como micoses (KRUGNER e BACHI, 1995). Também no
setor agricola observa-se um grupo numeroso de fungos parasitando plantas e
0S prejuizos podem causar severos danos as culturas de valor comercial e
cultural, assim como a deteriorizacao precoce de madeira e produtos (AGRIOS,
2005).

Historicamente, as doencas fungicas nas plantas foram a causa de
problemas sociais e econémicos em diversos paises. Pode-se citar como mais
famosa a catastrofe da Irlanda, entre os anos de 1845 e 1846, onde o fungo
Phytophthora infestans, causador da doenga requeima da batata, ocasionou
um dano de até 80% da producédo de batata no pais, que tinha este tubérculo
como principal alimento. A consequéncia deste fato foram dois milhdes de
mortos e um milhdo de emigrantes (KRUGNER e BACHI, 1995).

Enquanto algumas espécies de fungos causam maleficios, outros
grupos de fungos estdo sendo estudados no intuito de reduzir os danos
causados por outros microrganismos, seja no controle direto ou na inducéo de

resisténcia. Brizuela et al. (1998) citam que embora os basidiomicetos e fungos

2 LANGE, L. Microbial Metabolites - an Infinite Source of Novel Chemistry. Pure & Appl.
Chem., v. 68, n. 3, p. 745-748, 1996.
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miceliares em geral, ndo possuem descricdo do conhecimento biolégico tao
completo quanto bactérias e leveduras, estes apresentam potencialidades de

biossintese mais interessantes e numerosas.

1.2 Divisao Basidiomycota

A divisdo Basidiomycota possui mais de 25.000 espécies descritas
(WASSER e WEIS, 1999) e a maioria sdo fungos macroscopicos, incluindo
desde cogumelos comestiveis até toxicos, mas também engloba leveduras e
fungos que néo apresentam frutificacdes macroscépicas (RAVEN et al., 2001).

A maioria dos fungos desta divisdo é saprofitica, porém ha uma
pequena parte dos basidios que sdo parasitas e ocasionam doencas em
plantas, como é o caso do Ustilago maydis, que causa o carvao do milho. Ha
também um grande numero de espécies que se associam simbioticamente,
sendo micorrizicos com raizes de plantas, e um namero bem restrito que
causam doencas em humanos (LUZ, 2008).

Os basidiomicetos superiores, apesar de n&o ser um grupo
taxonémico, possuem estruturas especiais de reproducdo, sendo uma
caracteristica a presenca de basidios asseptados, formados sobre o micélio ou
na parte inferior do pileo do corpo de frutificacdo, o chamado basidiocarpo.
Quando o basidiocarpo apresenta estipe é chamado de cogumelo e na sua
auséncia é conhecido por “orelhas-de-pau” (KRUGNER e BACHI, 1995;
CARLILE et al., 2001).

Os corpos de frutificacdo apresentam tamanhos variados, desde
milimetros até aproximadamente 50 cm, com formas heterogéneas e grande
diversidade de cores. Quando maduros, podem ser secos, carnosos, lenhosos,
o que conferem caracteristicas de fragilidade ou formas complexas
(GUERRERO e HOMRICH, 1999).

Em 1941, Anchel, Hervey e Wilkins realizaram a primeira
investigacdo do potencial de basidiomicetes como agentes produtores de
atividade antibiotica, através da observacdo de mais de 2 mil espécies,

utilizando extratos de basidiomas e cultura de micélios de inUmeras espécies
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(FLOREY et al., 1949° citado por VIEIRA, 2005). Segundo Anke (1989) a
pesquisa por metabdlitos de basidiomiceto desvalorizou-se pelo fato de os
estreptomicetos apresentarem uma fonte mais abundante de antibiéticos e com
maior facilidade de manipulacdo. Recentemente voltaram a ser pesquisados
devido a necessidade de novos compostos bioativos (BRIZUELA et al., 1998).

A composi¢do bioguimica dos macrofungos € modificada de acordo
com a espécie e a linhagem do fungo, podendo variar com condi¢cdes
climaticas de cultivo e substrato (DERMIBAS, 2001). Latif et al. (1996), com
base no peso seco, estudaram os componentes bioquimicos presentes em
diversos basidiocarpos e concluiram que, de forma geral, apresentam
aproximadamente 40% de carboidrato, 17% de proteinas, 3% de gorduras e o
restante constituido por minerais.

Suay et al. (2000) avaliaram mais de 200 espécies de macrofungos
e cerca de 75% apresentaram grande capacidade de atividade antimicrobiana.
Segundo os autores, esta atividade estd associada a metabolitos secundarios e
devido a polissacarideos de elevado peso molecular presentes na parede
celular. Ng (2004) afirma que ainda s&o contrastantes as publicacbes
referéntes a proteinas antifungicas produzidas por fungos, quando comparadas
com a expressiva quantidade de informagBes sobre proteinas antifingicas
produzidas por plantas.

Dentro da Divisdo Basidiomycota, diversas Ordens tem mostrado
atividades bioquimicas de interesse em diversas areas, como farmacéutica e
agricola. A Ordem Aphyllophorales tem-se destacado por apresentar grande
variedade, reunindo cerca de 400 géneros e 1200 espécies, principalmente
sapréfitas, mas também algumas parasitas de plantas e outras micorrizas.
(MACEDO e PILIACKAS, 2005* citados por BAUMER, 2009). Pode-se citar
como exemplo os fungos chamados de orelha-de-pau, como o0 género

Pycnoporus.

® FLOREY, H. W., CHAIN, E., HEATLEY, N. G., JENNINGS, M. A., SANDERS, A. G.,
ABRAHAM, E. P. & FLOREY, M. E. Antibiotics, vol. 1, p. 457. 1949.

* MACEDO, A. F.; PILIACKAS, J. M. Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana de Fungos
Pertencentes & Familia Polyporaceae. Anais... XI Simposio Multidisciplinar da USJT. Séo
Paulo: USJT, 2005.
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1.3 Pycnoporus sanguineus

Evidéncias genéticas e morfolégicas indicam a presenca de trés
espécies do género Pycnoporus: P. cinnabarinus, que ocorre em zona
temperada do Hemisfério Norte; P. coccineus, que ocorre ha zona temperada
do Hemisfério Sul e nos paises proximos aos Oceanos indico e Pacifico; e P.
sanguineus, encontradas em regides tropicais e subtropicais dos Hemisférios
Norte e Sul (NOBLES e FREW, 1962).

P. sanguineus pertence a divisdo Basidiomycota, familia
Polyporaceae. Destaca-se pela coloragdo vermelho-alaranjada de seus
basidiocarpos, dada pela presenca de pigmentos, como a cinabarina. Nutre-se
saprofiicamente de algumas madeiras em regides de clima ameno
(MARQUES, 2001; ESPOSITO et al., 1993; GARCIA, 2006), na forma de
decomposicdo branca seletiva (fungos xiléfagos). Isto acontece porque
possuem um sistema enzimatico que os torna capazes de degradar fontes
complexas de carbono como a celulose, a hemicelulose e a lignina
(CAPELARI, 1996), diferente dos basidiomicetos de decomposicdo parda, ndo
capazes de destruir a lignina (TEIXEIRA et al.,, 1997; BLANCHETTE et al.,
1988; WILLE, 2007), demonstrando, dessa forma, a capacidade do fungo em
degradar madeiras com diferentes densidades.

P. sanguineus (Figura 1) é um basidiomiceto de crescimento lento e
textura lenhosa, conhecido popularmente por orelha-de-pau (SMANIA JR. et
al., 1995; GAMEIRO et al., 2004). Apresenta uma frutificacdo semicircular e
encontra-se distribuida horizontalmente nos caules das arvores (TOILLIER et
al., 2010). Os basidiocarpos possuem uma superficie lisa e ligeiramente
concéntrica (LEPP, 2005).
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Figura 1. Basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus coletados no municipio de Marechal
Céandido Rondon/PR. Martinazzo-Portz, fevereiro de 2011.

A ocorréncia em quase todas as estacbes do ano faz de P.
sanguineus uma espécie eutermica, tolerando uma ampla variacdo de
temperatura, suportando médias superiores a 50°C (CASTILHO e
DERMOULIN, 1997). Smania et al. (1997) afirma que as condi¢cbes de maxima
producdo de compostos bioativos da-se a 25°C e na presenca de luz.

Segundo Esposito et al. (1993) o fungo P. sanguineus é amplamente
distribuido na natureza, sendo encontrado em grandes quantidade na floresta
Amazobnica. Gerrero e Homrich (1999) afirmam que esta espécie € comumente
encontrada na regido sul do Brasil, especialmente no estado do Rio Grande do
Sul, ocorrendo em locais ensolarados, sobre postes, troncos caidos e madeiras
de construcéo, podendo ser vistos crescendo em plantas vivas ou mortas.

Baumer (2009) cita que além da capacidade de degradar materiais
lignocelulésicos, P. sanguineus também vem sendo estudado pelas
propriedades antimicrobianas dos metabolitos secundarios e producdo de

enzimas.

1.3.1 Producédo de metabdlitos secundarios

A producédo de metabolitos secundérios e enzimas degradadoras de

materiais lignocelulésicos sdo importantes para o processo de morfogénese
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dos basidiomicetes (RAJARATHNAM et al., 1992).

Os produtos de origem fungica tém sido reconhecidos como
candidatos em potencial para estudos clinicos, pelo fato de apresentarem
custos relativamente baixos e podem ser obtidos em boas quantidades (SEO et
al., 2003; HAGHBEEN et al., 2004).

A pesquisa sobre a atividade antimicrobiana de P. sanguineus
iniciou em 1946, quando Bose® isolou poliporin, um componente ativo contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas (ROSA et al. 2003). Estudos
recentes com P. sanguineus apresentam resultados animadores, uma vez que
apresentam caracteristicas antibacteriana e antifungica (PEITER-BENINCA et
al. 2008).

Estudos realizados por Anke (1989) indicam uma diversidade de
componentes isolados de basidiomicetos, que promovem a inibicdo do
crescimento de microrganismos. P. sanguineus sintetiza pelo menos sete
pigmentos, podendo ser citados como mais estudado o antibiético cinabarina,
(ACHENBACH e BLUMM, 1991) descrito no préximo subitem, além das
proteinas fenoloxidases contendo cobre (GARCIA, 2006), como a lacase e a
tirosinase, e as enzimas lignoliticas lignina-peroxidase (LiP) e manganés
peroxidase (MgP) (DUARTE, 2009).

As lacases e as tirosinases, subclasses das fenoloxidases, séo
oxidoredutases que catalizam a oxidagdo de compostos aromaticos fendlicos e
nao fendlicos. As duas reagem com o oxigénio sem a necessidade de cofatores
(DURAN e ESPOSITO, 2000). Agrios (2005) admite que nas plantas, o
aumento na atividade das polifenoloxidases resulte em altas concentracfes de
produtos toxicos de oxidacdo, o que confere maior grau de resisténcia a
infeccéo.

As lacases catalisam a oxidacéo de diversos compostos organicos e
inorganicos através da transferéncia de um elétron, utilizando oxigénio
molecular como aceptor. A doacdo de um elétron forma um radical livre
instavel, que sofre oxidacdo (BOURBONNAIS e PAICE, 1990). Segundo Souza
et al. (2004) a funcdo da lacase nos fungos é variada, incluindo desde a

regulacdo da morfologia, controle de viruléncia e deslignificacéo de tecidos.

® BOSE, S.R. Antibiotics in a Polyporus (Polystictus sanguineus). Nature, v.158, p .292-296,
1946.
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A tirosinase utiliza oxigénio molecular para suas reac0des, liberando
o-quinona, que sofre rea¢des ndo-enzimaticas com varios nucledfilos que se
associam espontaneamente a melanina, pigmento com tonalidade variando
entre castanho escuro, vermelho ou preto (ESPIN et al., 1995). Nos fungos, a
melanina esta correlacionada com a diferenciacdo dos 6rgaos reprodutivos,
além de contribuir para a resisténcia da parede celular, evitando a lise (SEO et
al., 2003).

A lignina-peroxidase (LiP) requer peroxido de hidrogénio para sua
acio catalitica (BONFA et al., 2003), e seu mecanismo de acido baseia-se na
captura de um elétron de compostos fendlicos e ndo-fendlicos da molécula de
lignina, que devido a formacdo de radicais catidnicos sdo decompostos
quimicamente (BAVUTTI, 1997). A manganés-peroxidase (MnP) é muito
semelhante a LiP, entretanto, além do peroxido de hidrogénio requer ions
Mn*?/ Mn*® como par redox intermediario (SILVA et al., 2004).

A LiP tem sido caracterizada por catalizar a oxidacdo inicial de
xenobidticos (VAZQUEZ-DUHALT et al., 1994), que sdo moléculas organicas
de dificil degradagéo, estranhas ao ambiente natural (GAYLARDE et al., 2005).

1.3.2 Cinabarina

A cinabarina € uma sustancia antibidtica produzida por P.
sanguineus, um composto com pigmentacédo laranja, o qual tem uma estrutura
basica 1,3-fenoxazina, com um grupo carbonila no C-1, um grupo amino no C-2
e um grupo hidroxila no C-9 (ACHENBACH e BLUMM, 1991; SMANIA et al.,

1998 ), conforme representada na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica da molécula de cinabarina (Férmula molecular C14 H10 N2 O5).
Disponivel on-line <pubchem.ncbi.nim.nih.gov>.

Smania Jr. et al. (1995) observou que a sintese de substancias com
atividade antimicrobiana ocorre principalmente entre o décimo oitavo e o
vigésimo terceiro dia de incubacdo. O autor também constatou que os extratos
obtidos por P. sanguineus somente mantiveram a atividade quando
armazenados a vacuo. Smania et al. (1997) ressaltaram que a temperatura de
25°C, acompanhado de presenca de luz, sdo as condicfes ideais para maxima
producado de cinabarina no cultivo in vitro.

A cinabarina obtida a partir de P. sanguineus foi testada para avaliar
a toxicidade, a partir de um modelo animal utilizando camundongos, pela
administragao intraperitoneal de diferentes concentragbes, realizado por
Smania Jr. et al. (2003). Os autores observaram que a maior concentracao
utilizada (1.000 mg kg™) ndo foi suficiente para matar os animais e nenhuma
alteracao celular foi observada nos 6rgaos analisados.

A partir destas informagOes, pode-se inferir que a cinabarina,
proveniente de P. sanguineus, possui grande potencial de bons resultados em

estudos antibioticos.

1.3.3 Aplicacéo industrial

Os fungos xiléfagos tém recebido atencdo especial dos

pesquisadores nas ultimas décadas devido a sua aplicabilidade. O género
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7

Pycnoporus € relatado como produtor de varias enzimas aplicaveis
industrialmente, como xilanase e [-glicosidase, invertase e a-amilase
(ESPOSITO et al, 1993; QUIROGA et al., 1995°, citado por GARCIA, 2006).

O emprego de enzimas oxidativas de fungos filamentosos como uma
solucdo biolégica para o tratamento de efluentes, contendo compostos
fendlicos toxicos, tal qual P. sanguineus, tem-se tornado conhecido nos ultimos
anos (CHIACCHIERINI et al., 2004; HALAOULI et al., 2006).

Os reagentes utilizados na indastria téxtil apresentam composicao
quimica bastante variada. Os corantes possuem uma mistura de compostos
com estruturas moleculares complexas, proporcionando estabilidade que torna
esta molécula de dificil biodegradabilidade (FORGIARINI, 2006). Pointing e
Vrijmoed (2000) observaram 60% da descoloracdo do corante azo, 98% do
azul bromofenol e 100% do verde malaquita em cultivos em meio liquido de P.
sanguineus, indicando que este fungo apresenta grande potencial na reducéo
de corantes em efluentes téxteis.

Extratos de P. sanguineus foram testados na industria farmacéutica,
como antibacteriano em produtos alimentares, jA que a cinabarina pode
transferir sua cor laranja para os produtos alimentares, além de ser ativa contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas (SMANIA et al., 1998).

Martins et al. (2008) confirmaram a utilidade da lacase na area
meédica, como biossensor para a determinacédo da quantidade de dopamina no
sistema nervoso de mamiferos ao oxidar moléculas fendlicas, concomitante a
reducdo da agua em oxigénio. Gil et al. (2009) justificaram a producéo de P.
sanguineus como uma excelente alternativa para producao de lacase, para fins
de desenvolvimento de novos biossensores utilizados em analise ambiental de
compostos fendlicos.

A lacase, produzida por P. sanguineus e outros basidiomicetes,
possui uma funcdo importante na degradacdo da lignina, segundo maior
biopolimero recalcitrante da natureza, atras apenas da celulose (GARCIA,
2006). Considerando que um terco do peso seco da biomassa das florestas

consiste da lignina presente na madeira, fica evidente a importancia dos fungos

® QUIROGA, E. N., VATTUONE, M. A.; SAMPIETRO, A. R. Purification and characterization of
the invertase from Pycnoporus sanguineus. Biochimica and Biophysica Acta, v.1251, p.75-
80, 1995.
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de decomposicéo branca no processo de reciclagem, ja que eles sdo os Unicos
organismos eficientes na decomposicdo deste material, pois apresentam a
capacidade de completar a mineralizacdo dos componentes da madeira (REID,
1995; TONINI, 2004; WASSER e WEIS, 1999).

O uso de enzimas produzidas por P. sanguineus, tem apresentado
alta eficiéncia e seletividade, além de reacBes ambientalmente saudaveis. A
lacase, assim como outras enzimas, tem a capacidade de transformar
compostos tdéxicos em metabolitos seguros, o que torna P. sanguineus uma
alternativa viavel para reduzir a poluicdo ambiental (GIANFREDA et al., 1999;
PERALTA-ZAMORA et al., 2003). Amitai et al. (1998) relataram o emprego de
lacase, produzida por basidiomicetes, na degradacédo de agroquimicos. Porém
ainda faz-se necessario maior estudo sobre formas eficientes aplicacdo, uma
vez que as condi¢cdes encontradas nos solos ou efluentes podem desnaturar as

enzimas.

1.3.4 Controle de fitopatégenos

No setor agricola, extratos de P. sanguineus tém sido usados para
controle de doencas através da inducdo de resisténcia em plantas, como
agente biotico eliciador.

Assi (2005) verificou que o extrato aquoso de basidiocarpos de P.
sanguineus sobre Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro resultou na
reducado da severidade da antracnose, que pode ter ocorrido tanto por atividade
antimicrobiana, através da inibicdo da germinacdo de conidios, ou por inducéo
de resisténcia local ou sistémica, medida por ativacdo da enzima peroxidase.

Baldo (2008), complementando os estudos com C. lindemuthianum,
além da inibicdo de conidios e ativacao de peroxidase, observou a ativacdo de
fenilalanina amoénia-liase e (-1,3-glucanase e a inducdo para formacdo de
espécies reativas de oxigénio (peroxido de hidrogénio e superdxido), que
contribuiram para a protecao do feijoeiro ao patdgeno.

Pazuch (2007) observou que extratos aquosos de basidiocarpos,
micélio e filtrado da cultura de P. sanguineus possuem atividade indutora de

fitoalexinas em coltiledones de soja e em mesocotilos de sorgo. Peiter-Beninca
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et al. (2008) comprovaram que 0s extratos organicos diclorometéanico, hexanico
e etanolico dos basidiocarpos possuem propriedades elicitoras de fitoalexinas
em mesocotilos de sorgo e em cotilédones de soja.

Sobre o patégeno Pseudocercospora griseola, causador da mancha
angular no feijoeiro, Viecelli et al. (2009) observou que a aplicacdo de extrato
de P. sanguineus reduz a severidade da doenca, através da atividade
antimicrobiana sobre o patogeno e indugdo da atividade de peroxidases e
polifenoloxidases na planta, de forma localizada e sistémica.

Toillier et al. (2010) verificaram que o extrato aquoso do micélio de
P. sanguineus estimulou o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli , enquanto que extrato aquoso de basidiocarpo e de filtrado da cultura
de P. sanguineus reduziram o crescimento da bactéria.

Apesar das promissoras utilidades dos basidiocarpos de P.
sanguineus, as pesquisas aplicadas a agricultura sdo recentes e ha
necessidade de maiores estudos, especialmente quanto a formulacbes e
tecnologias de aplicacdo que, em nivel de campo, mantenham as

caracteristicas antibioticas eficientes.
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2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos na Universidade Estadual do Oeste
do Parana (UNIOESTE), Campus de Marechal Candido Rondon.

O indculo foi produzido em meio de cultivo CBA (200 mL de caldo
de batata, 15 g agar), em placas de Petri, sendo cultivadas em duplicata
durante sete dias, em BOD a 25+2°C (PAZUCH, 2007). Apés o crescimento, 0
fungo foi repicado para placas de Petri contendo o mesmo meio, para
multiplicagao.

Os isolados de P. sanguineus foram provenientes da Micoteca do
Laboratério de Fitopatologia da UNIOESTE, com identificacdo de municipio de

coleta descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Descri¢éo do local de coleta dos isolados de Pycnoporus sanguineus provenientes
da Micoteca do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), Campus de Marechal Candido Rondon.

Pl.ssoallﬁgﬁisniis Municipio de Coleta
Ps04 Cascavel - PR
Ps08 Marechal Candido Rondon - PR
Ps13 Marechal Candido Rondon - PR
Psl14 Cascavel - PR

Utilizou-se serragem de madeira de Eucalyptus sp., proveniente da
Serraria Campo Grande, de Marechal Céandido Rondon. A serragem de
eucalipto foi seca sob sol por cerca de 2 horas, apenas para desagregar as
particulas unidas entre si pela umidade, entdo separada em peneiras de malha
20 sobre 32 Mesh, utilizando-se duas granulometrias: inferior que 500 micra
(G1) e entre 500 e 841 micra (G2), respectivamente, referéntes as porcdes
retidas e transpostas na segunda peneira.

As duas granulometrias foram submetidas a analise da relagéo
carbono/nitrogénio e analise quimica, ambas desenvolvidas pelo Laboratorio de
Quimica Ambiental e Instrumental da UNIOESTE e determinacdo de agucares

redutores. Os teores de carbono organico total foram determinados pelo
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método de Nelson e Somers (1982). O nitrogénio total determinado pelo
meétodo de Kjeldahl, descrito por Tedesco et al. (1995). Para determinacdo de
acucares redutores adicionou-se serragem de Eucalyptus sp. nas
concentracbes de zero, 1, 5, 10 e 15% a 10 mL de caldo de batata e
autoclavados a 120°C e 1 atm por 20 min, sendo quantificados conforme

metodologia descrita por Lever (1972).

2.1 Ensaio in vitro

Para o ensaio in vitro foram utilizados quatro isolados de P.
sanguineus (Ps04, Ps08, Ps13 e Psl4). Os isolados foram cultivados em
placas de Petri de 10 cm de diametro, contendo meio de cultura CBA, sendo
acrescidos a este meio, serragem nas proporcdes de zero, 1, 5, 10 e 15%, nas
granulometrias inferior a 500 micra (G1) e entre 500 e 841 micra (G2),
separadamente. No centro de cada placa foi repicado um disco de 0,5 cm
contendo micélio.

As placas contendo o fungo foram mantidos em ambiente escuro e
climatizado a 25+2°C, até que as colbnias do primeiro tratamento atingisse a
borda da placa de Petri. Avaliou-se diametro de colénia em funcédo do tempo,
com intervalos de 24 horas entre as avaliacfes, velocidade de crescimento do
micélio, a massa fresca do micélio e a producdo do pigmento cinabarina.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x2x5, sendo quatro isolados de P. sanguineus (Ps04, Ps08,
Ps13 e Psl4), duas granulometrias de serragem (G1 e G2) e cinco
concentracfes de serragem de Eucalyptus sp. acrescidos ao meio de cultivo
(zero, 1, 5, 10 e 15%), ambos com seis repeticdes, totalizando 240 amostras.

Os resultados de massa fresca do micélio e teor de cinabarina foram
transformados pela equacdo Vx+1 apenas para calculos de andlise estatistica.
Todos os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA) pelo
teste T e as medias comparadas pelo teste Tukey e analise de regressao,
ambos com niveis de 5% de significancia, com uso do software livre SISVAR
5.3 (FERREIRA 2003).
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2.1.1 Diametro de colbnia e velocidade de crescimento

Nas placas de Petri foram desenhadas quatro raias transversais,
para auxiliar as medicdes do crescimento radial do micélio do fungo. O disco de
0,5 cm contendo micélio foi colocado no centro de cada placa, na interposi¢cédo
das raias. As avaliacbes foram feitas com intervalos de 24 horas, onde se
realizou a marcacao do crescimento do micélio nas raias.

O diametro final foi obtido pela medicdo diaria, com uma régua, da
distancia entre a periferia da colénia e o centro do disco de inoculagao, sendo
realizada quatro medic6es para cada placa, referentes as raias 1, 2, 3 e 4, até
gue um dos isolados atingisse a borda da placa de Petri. Com as médias das
medidas de crescimento em diametro a cada dia, foi possivel determinar a
velocidade de crescimento dos quatro isolados.

O diametro final, em cm, e as médias do didametro de crescimento a
cada dia, em mm dia™, foram distribuidos em uma planilha do Microsoft Office
Excel 2003, sendo ajustados ao modelo de regressédo polinomial de segundo

grau.

2.1.2 Massa fresca do micélio e teor de cinabarina

Para determinacdo da massa fresca, com o auxilio de um disco,
marcou-se um circulo sobre o meio CBA no centro da placa de Petri, com area
de 19,64 cm?, e com uma espatula efetuada a raspagem do micélio, pesando-
se em balanca analitica.

Esta porcdo foi acondicionada em tubos de ensaio com 3 mL de
metanol, sendo armazenados por 72 horas a 4+2°C e, apds, quantificou-se a
cinabarina por espectrofotometria a 258 nm.

Os resultados de massa fresca foram divididos por 19,64, referéntes
a area onde se coletou o micélio. Os resultados de absorbéncia foram
transformados pela equacdo y = 0,7018x - 0,0077, segundo Baumer (2009),
divididos pela massa fresca do micélio e multiplicados por 3, referentes a

[T L]

aliguota de metanol. Na equacédo, o valor de “x” representa a absorbancia
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“en

obtida pela leitura em espectrofotdmetro (A=258 nm), enquanto “y” representa o
teor de cinabarina.

Os valores de massa fresca do micélio, em mg cm?, e teor de
cinabarina, em mg mL™, foram distribuidos em uma planilha do Microsoft Office
Excel 2003, sendo ajustados ao modelo de regressédo polinomial de segundo

grau.

2.2 Ensaio em substrato formulado

Para o ensaio em substrato formulado foram utilizados dois isolados
de P. sanguineus (Ps08 e Ps14), selecionados dos quatro isolados do ensaio in
vitro.

Os isolados foram cultivados em sacos de polipropileno de 28x16
cm, contendo serragem de Eucaliptus sp. e farelo de arroz, nas proporcdes de
zero, 5 e 20%, nas granulometrias inferior a 500 micra (G1) e entre 500 e 841
micra (G2), separadamente, com umidade de 75% e compactados a 0,5 g mL™.
Para a compactacédo, os sacos de polipropileno eram colocados dentro de um
Becker de 600 mL e a mistura serragem+farelo+agua, que somava 210 g, era
compactados até o volume de 425 mL. Em cada saco de polipropileno foram
repicados trés discos de 0,5 cm, contendo micélio, distribuidos de forma
equidistantes sobre o substrato.

Os substratos contendo P. sanguineus permaneceram 30 dias em
BOD a 25+2°C sem fotoperiodo, para que o micélio do fungo crescesse sobre a
serragem, quando entdo se realizaram oito cortes superficiais, distribuidos
equitativamente na circunferéncia do saco de polipropileno, a fim de
proporcionar o crescimento dos basidiocarpos para o exterior dos sacos.

Os sacos de polipropileno foram levados a casa de vegetacdo com
ambiente climatizado, temperatura de 25+5°C e oito irrigacbes diarias de 2
minutos cada, permanecendo por 90 dias, até a realizacdo da primeira coleta
dos basidiocarpos. A segunda coleta dos basidiocarpos ocorreu apés 180 dias
do ensaio em casa de vegetacdo. A cada coleta avaliou-se o diametro, a

massa fresca e massa seca, o0 numero médio de basidiocarpos e a producéo
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do pigmento cinabarina.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2x3, sendo dois isolados de P. sanguineus (Ps08 e Psl14),
duas granulometrias de serragem de Eucaliptus sp. (G1 e G2) e trés
concentracfes de farelo de arroz adicionadas a serragem (zero, 5 e 20%),
ambos com seis repeti¢cdes, totalizando 72 amostras.

Todos os resultados foram transformados pela equagdo Vx+1 e
submetidos a analise de variancia (ANAVA) pelo teste T. As médias foram
comparadas pelo teste Tukey e analise de regressdo, ambos com niveis de 5%
de significancia, com uso do software livre SISVAR 5.3 (FERREIRA 2003).

2.2.1 Diametro dos basidiocarpos

O diametro dos basidiocarpos foi avaliado com auxilio de um

paquimetro com medi¢cdes no sentido do maior comprimento perpendicular a

base do basidiocarpo, conforme representacédo da Figura 3.

Figura 3. Esquema ilustrativo mostrando a avaliagdo do didmetro dos basidiocarpos de
Pycnoporus sanguineus. Martinazzo-Portz, 2011.

Os diametros dos basidiocarpos, em cm, foram distribuidos em uma
planilha do Microsoft Office Excel 2003, sendo ajustados ao modelo regresséo

polinomial de segundo grau.

2.2.2 Massa fresca e massa seca dos basidiocarpos
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A massa fresca foi avaliada coletando os basidiocarpos, e pesando-
os individualmente em balanca analitica. Para a massa seca foi realizada a
secagem dos basidiocarpos em estufa com circulacdo forcada a 60°C por 48
horas, entédo se pesou individualmente em balanca analitica.

Os valores de massa fresca e massa seca dos basidiocarpos, em

mg, foram ajustados ao modelo regressao polinomial de segundo grau.

2.2.3 Teor de cinabarina dos basidiocarpos

Para avaliagdo do teor de cinabarina, coletou-se aleatoriamente uma
aliguota de massa conhecida dos basidiocarpos, sendo esta porcéo
acondicionada em tubos de ensaio com 3 mL de metanol e armazenados por
72 horas a 4+2°C, realizando-se seis amostras por tratamento. Apos este
periodo quantificou-se a cinabarina por espectrofotometria a 258 nm. Os
resultados de absorbancia foram transformados pela equacédo y = 0,7018x -
0,0077 (BAUMER, 2009), divididos pela massa seca dos basidiocarpos e
multiplicados por 3, referentes a aliquota de metanol. Na equacao, o valor de
“X” representa a absorbancia obtida pela leitura em espectrofotébmetro (A=258

(13 1]

nm), enquanto “y” representa o teor de cinabarina.
Os valores para concentracdo de cinabarina, em mg mL™, foram

ajustados ao modelo regressao polinomial de segundo grau.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise da relacdo carbono/nitrogénio e andlise
quimica, desenvolvidas pelo Laboratério de Quimica Ambiental e Instrumental

da UNIOESTE, estéo representados na Tabela 2.

Tabela 2. Teores de nitrogénio total, carbono organico e da analise quimica da serragem de
Eucalyptus sp. desenvolvido pelo Laboratério de Quimica Ambiental e Instrumental da
UNIOESTE, Marechal Candido Rondon — PR.

N P K Cu Zn Mn Fe C°  Relagdo
gkg™ mg kg™t % CIN

Amostra

Inferior a 500

. 1,75 0,16 1,05 5,00 6,00 82,00 911,00 45,88 262/1
micra

500 - 841 micra 1,75 0,09 0,90 2,00 5,00 66,00 690,00 42,88 245/1

! Nitrogénio total. Z Carbono organico.

A producdao e a atividade enzimatica no processo de degradacéo das
madeiras por fungos de decomposicdo branca séo dependentes de fatores
nutricionais do substrato, e o de maior relevdncia € a relacdo
carbono/nitrogénio (VANCE e CHAPIN, 2001). Neste ensaio, a relacéo
carbono/nitrogénio da serragem de Eucalyptus sp. apresentou o valor de 262:1
para a granulometria inferior a 500 micra (G1) e, 245:1 para a granulometria de
500 a 841 micra (G2).

Os resultados da determinacdo de acucares redutores, pela
metodologia proposta por Lever (1972), estdo representados na Figura 4. Os
valores, em g de agucares redutores por mL de caldo de batata, acrescido de
serragem de Eucalyptus sp., variaram de 0,67 a 0,9 ug mL™ para as duas
granulometrias de serragem, sendo semelhantes para todas as concentracdes
de serragem. Dessa forma, ndo foi possivel correlacionar teor de acucares
redutores encontrados no substrato, com diferencas no desenvolvimento do

micélio de P. sanguineus.
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Figura 4. Determinacdo de acUcares redutores (uig mL™) do caldo de batata acrescido de
serragem de Eucalyptus sp. nas concentracdes de zero, 1, 5, 10 e 15% determinados pelo
meétodo descrito por Lever (1972). Valores transformados pela equacéo y = 0,0306 + 0,0244x.
Pontos (#) referem-se & granulometria inferior a 500 micra e pontos (m) referem-se a
granulometria entre 500 e 841 micra.

3.1 Ensaio in vitro

As ilustracdes referentes ao ensaio in vitro, dos isolados Ps 04, Ps

08, Ps 13 e Ps 14, estdo demonstradas no anexo 1.

3.1.1 Diametro final de micélio

O periodo de avaliacdo do didmetro da coldénia compreendeu oito
dias. No cultivo in vitro de P. sanguineus, observou-se que o0 meio CBA,
acrescido de serragem de Eucalyptus sp., com granulometria inferior a 500
micra (G1), proporcionou diametro final significativamente superior que a
granulometria entre 500 e 841 micra (G2), para todos os isolados.

Considerando a média de ambas granulometrias, o isolado Psl14
apresentou maior diametro médio que os demais isolados, com 3,41 cm, e 0
isolado Ps04 o menor, com diametro de 2,97 cm (Tabela 3). Nas diferentes
concentracdes de serragem adicionadas ao meio CBA (Figura 5), para todos os

isolados, observou-se na granulometria inferior a 500 micra, uma tendéncia de
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maior diametro entre as concentracdes 5 e 10%. Para a granulometria entre
500 e 841 micra, o diametro final tendeu a aumentar nas concentragdes de 10
e 15%, sendo inferior nas porcentagens de 1 e 5%. Ambas granulometrias

apresentaram ajuste de curva polinomial, em equacéo de segundo grau.

Tabela 3. Diametro final (cm) in vitro dos isolados de Pycnoporus sanguineus em diferentes
granulometrias de serragem de Eucalyptus sp. adicionada ao meio de cultura.

Diametro Final (cm)
Granulometria
500 - 841 Médias dos

Isolados de P.
sanguineus < 500 micra

micra isolados

Ps04 358 cA 235 bB 297 c

Ps08 409 aA 2,10 cB 3,10 b

Ps13 3,77 bA 2,38 bB 3,07 bc

Psi14 422 aA 259 aB 341 a
Medias das 391 A 236 B

granulometrias

CV: 8,21%

Médias seguidas pela mesma letra minldscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O diametro final de P. sanguineus em placas de Petri, atingido
depois de 8 dias de incubagéao, foi semelhante ao observado por Wille (2007),
quando observou o crescimento em meio de cultivo a base de serragem de
Eucalyptus grandis e Acacia meansii e, superior ao encontrado por Silva et al.
(2010), que observaram a colonizacdo total do meio de cultivo, enriquecido
com serragem de diferentes clones de eucalipto, em trés dias.

A estrutura fisica da serragem de Eucalyptus sp. proporcionou
desenvolvimento mais acelerado dos isolados no meio de cultivo acrescido de
serragem na G1, com tendéncia a maior diametro entre as concentracdes de 5
e 10%. Resultado contrario foi observado na G2, uma vez as concentracdes
de 1 e 5% apresentaram os menores valores, havendo incremento de diametro
final nas concentracdes 10 e 15%, porém, ainda significativamente inferior a
G1. Possivelmente, as particulas de serragem menores propiciaram ao meio de
cultivo caracteristicas que deram ao fungo maior capacidade de expansao,
enquanto as particulas maiores permitiram ao P. sanguineus formacédo de

maior massa micelial, como sera observado adiante.
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Figura 5. Diametro final (cm) in vitro de colénias dos isolados de Pycnoporus sanguineus
(isolados Ps04, Ps08, Ps13 e Ps14) em relacdo a concentracéo de serragem de Eucalyptus sp.
adicionada ao meio de cultura. Pontos (¢) com linha continua referem-se a granulometria
inferior a 500 micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria entre 500 e
841 micra.

Segundo afirma Mata et al. (2001), a capacidade do fungo colonizar
e produzir basidiocarpos em substratos lignoceluldsicos esté relacionada com o
vigor do micélio e com a capacidade de ativar mecanismos fisiologicos,
necessarios para utilizar os nutrientes do meio de cultura. Entretanto, ndo é
possivel afirmar que a granulometria inferior a 500 micra seja a mais adequada
para a formulacdo de substratos a base de serragem, uma vez que fatores
nutricionais e ambientais, aqui ndo inferidos, sdo responsaveis por

caracteristicas importantes do desenvolvimento de P. sanguineus.

3.1.2 Velocidade de crescimento do micélio

Os resultados médios de velocidade de crescimento do micélio de P.

sanguineus (Tabela 4), apontam que a G1 foi significativamente superior a G2.

Para a G1, os isolados Ps14 e Ps08 diferiram estatisticamente (Tukey, p<0,05)
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dos demais, com 5,09 mm dia™ e 4,83 mm dia™, respectivamente, enquanto na
G2, apenas o isolado Ps08 apresentou diferenca significativa, com 3,26 mm
dia™.

Tabela 4. Velocidade de crescimento (mm dia™) in vitro dos isolados de Pycnoporus
sanguineus em diferentes granulometrias de serragem de Eucalyptus sp. adicionada ao meio
de cultura.

Velocidade de Crescimento
(mm dia?)
Granulometria

Isolad'os P, Médias dos
sanguineus < 500 micra 500 - 841 micra .
isolados
Ps04 4,06 cA 2,86 bB 3,46 c
Ps08 483 aA 3,00 bB 391 b
Ps13 4,20 b A 291 bB 3,56 ¢
Ps14 509 aA 3,26 aB 417 a
Médias das
granulometrias 454 A 301 B
CV:10,38%

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Em diferentes concentracdes de serragem adicionadas ao meio de
cultivo, os resultados de velocidade de crescimento (Figura 6) mostraram
tendéncia semelhante ao diametro final. O ajuste das curvas foi polinomial com
equacdes de segundo grau. A velocidade de crescimento do micélio variou de
1,86 mm dia™, para o isolado Ps08, a 5,57 mm dia™, para o mesmo isolado.

A velocidade de crescimento estd intimamente ligada a diversos
fatores, como pH, temperatura, luminosidade, relacdo carbono/nitrogénio e
disponibilidade de nutrientes (ALEXOPOULOQOS et al. 1996). Silva et al. (2010)
observaram velocidade média de crescimento de P. sanguineus de 12,8 mm
dia®, ou seja, a observada no isolado Ps14, com 4,17 mm dia *, foi 68%
inferior, porém, os autores ndo avaliaram as relacbes de carbono/nitrogénio

nas amostras de eucalipto.
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Figura 6. Velocidade de crescimento (mm dia'l) in vitro dos isolados de Pycnoporus
sanguineus (isolados Ps04, Ps08, Ps13 e Ps14) em relagcdo a concentracdo de serragem de
Eucalyptus sp. adicionada ao meio de cultura. Pontos (¢) com linha continua referem-se a
granulometria inferior a 500 micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria
entre 500 e 841 micra.

Pointing et al. (2000) indicaram que altos niveis de carbono e baixos
niveis de nitrogénio, presentes no meio, proporcionam a P. sanguineus maior
producdo de lacase, enzima que atribui aos fungos a capacidade de
desestabilizar a estrutura da lignina (BONFA et al. 2003). As relacdes de
carbono/nitrogénio encontradas nas amostras de serragem de Eucalyptus sp.
neste ensaio, foram superiores a encontrada por Abreu et al. (2007) de 103:1,
ao estudar a degradacdo da madeira de Eucalyptus sp. por basidiomicetos de
podriddo branca.

Castro e Silva et al. (2006) afirmam que em meio de cultivo contendo
material lignocelulésico, P. sanguineus € capaz de produzir fenoloxidase,
peroxidase e lacase. A baixa concentracdo de nitrogénio no substrato € pré-
requisito para producdo de lacase e degradacdo da lignina, por ser um
elemento critico para microrganismos, uma vez que participa da composicédo
das proteinas, acidos nucléicos, aminoacidos, enzimas e co-enzimas
necessarias para o crescimento celular (GIANFREDA et al. 1999, TUOMELA et
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al. 2000). Provavelmente componentes sollveis estejam relacionados a maior
velocidade de crescimento micelial na granulometria inferior a 500 micra, no
entanto, para comprovacdo desta hipétese, seriam necessarios estudos

enzimaticos.

3.1.3 Massa do micélio

O peso médio de micélio (Tabela 5) foi superior na G2, com 2,24 mg
cm?, em relacdo a granulometria inferior a 500 micra, com 1,75 mg cm?. Em
ambas granulometrias, os isolados Ps08 e Ps13 apresentaram massa superior

aos demais, com médias de 2,21 mg cm™ e 2,37 mg cm?, respectivamente.

Tabela 5. Massa do micélio (mg cm'z) in vitro dos isolados de Pycnoporus sanguineus em
diferentes granulometrias de serragem de Eucalyptus sp. adicionada ao meio de cultura.

Massa do micélio (mg cm?)
Granulometrias

Isolad_os P. Médias dos
sanguineus < 500 micra 500 - 841 micra .
isolados
Ps04 151 c A 1,86 b B 1,68 b
Ps08 1,84 abA 258 a B 221 a
Ps13 2,15 a A 259 a B 2,37 a
Psl14 1,52 bcA 194 b B 1,73 b
Médias das 175 A 224 B
granulometrias
CV: 24,44%

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Nas diferentes concentracbes de serragem (Figura 7), na G1, as
médias dos isolados ndo deferiram estatisticamente entre si, pelo teste T
(p<0,05). Para a G2, houve um acréscimo continuo nas concentragfes 5, 10 e
15%, sendo que o isolado Ps08 apresentou maior massa do micélio entre os

isolados observados.
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Figura 7. Massa do micélio (mg cm'l) in vitro dos isolados de Pycnoporus sanguineus (isolados
Ps04, Ps08, Psl13 e Psl14) em relagdo a concentracdo de serragem de Eucalyptus sp.
adicionada ao meio de cultura. Pontos (¢) com linha continua referem-se a granulometria
inferior a 500 micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria entre 500 e
841 micra.

A massa do micélio apresentou ajuste de curva polinomial com
equacdo de segundo grau. O coeficiente de determinacdo (R?) minimo das
amostras foi 0,931, mostrando ajuste satisfatério dos dados obtidos pelo
ensaio.

O crescimento radial reflete a exploracdo do substrato, enquanto que
a producdo de biomassa € uma medida do acumulo de carbono e nutrientes
(JONGBLOED e BORST-PAUWELS, 1990). A massa do micélio apresentou
tendéncia contraria aos resultados encontrados para diametro final e
velocidade de crescimento, de forma que diferencas estatisticas puderam ser
notadas apenas na G2. Nesta granulometria, a producdo de massa foi maior
nos isolados Ps08 e Psl13. Este resultado pode ser explicado pelo fato desta
granulometria ter apresentado menor diametro final, sendo que a densidade do
isolado no meio de cultivo tendeu a aumentar, resultando em maior massa
fungica, uma vez que a velocidade de crescimento micelial é inversamente
correlacionada com a densidade do micélio (WU et al., 2004; MARINO, 2007).
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Fato semelhante também foi verificado por Silva et al. (2010), que observaram
o crescimento de P. sanguineus e outros fungos de podriddo branca em clones
de eucalipto.

Para Gutierrez et al. (1995) a formacdo de um micélio adensado
pode ser decorréncia de liberacdo de substancias que estimulem o crescimento
micelial. Os autores citam que durante a fase de crescimento, Pycnoporus
cinnabarinus liberou polissacarideos relacionados ao aumento da densidade
micelial, que poderiam contribuir para resisténcia do fungo em condi¢des de
campo. Neste sentido, € necessario um estudo mais profundo de determinacéo
bioquimica das substéancias liberadas por P. sanguineus, durante o crescimento

fungico.

3.1.4 Teor de cinabarina

O teor de cinabarina, produzido pelos isolados de P. sanguineus,
apresentou média significativamente superior (Tukey, p<0,05) na G2, com 1,32
mg mL™?, comparativamente a G1, com 0,83 mg mL™ (Tabela 6). Entre as
médias gerais dos isolados, o Ps14 e Ps13, com 1,44 e 1,23 mg mL™,
respectivamente, foram significativamente superiores aos isolados Ps04 (0,94
mg mL™) e Ps08 (0,69 mg mL™).

Tabela 6. Teor de cinabarina (mg mL'l) in vitro dos isolados de Pycnoporus sanguineus em
diferentes granulometrias de serragem de Eucalyptus sp. adicionada ao meio de cultura.

Teor de Cinabarina (mg mL™)
Granulometrias

Isolados P. L
sanguineus < 500 micra 500.- 841 M_edlas dos
micra isolados
Ps04 0,77 bB 1,11 ab A 0,94 b
Ps08 0,54 b A 084 b A 0,69 b
Ps13 0,51 bB 194 a A 1,23 a
Psi14 1,49 a A 1,38 abB 1,44 a
Médias das 083 B 132 A
granulometrias
CV: 13,67%

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna e maidscula na linha nédo diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Nas diferentes concentracées de serragem adicionadas ao meio de
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cultivo (Figura 8), o teor de cinabarina apresentou diferenca estatistica
significativa apenas para a G2, cujos resultados variaram entre os isolados com
valor maximo de até 3,82 mg mL™ para Ps13. Em todos os isolados houve um

acréscimo continuo no teor de cinabarina a partir da concentracdo 5%, na G2.
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Figura 8. Teor de cinabarina (mg mL'l) in vitro de micélio dos isolados de Pycnoporus
sanguineus (isolados Ps04, Ps08, Ps13 e Ps14) em relagdo a concentracdo de serragem de
Eucalyptus sp. adicionada ao meio de cultura. Pontos (¢) com linha continua referem-se a
granulometria inferior a 500 micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria
entre 500 e 841 micra.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que, a granulometria
de serragem G2, apresentou teor de cinabarina e producdo de massa do
micélio, proporcionalmente superiores a granulometria inferior a 500 micra. Isso
contraria os resultados obtidos por Baumer (2009) e Smania Jr. et al. (1995)
qgue afirmam nao haver ha relacéo direta entre a producao de biomassa flungica

e a producéo de cinabarina.
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A producao de metabdlitos secundarios possui grande dependéncia
das fontes de carbono e nitrogénio (RAMOS, 2008’ citado por BAUMER,
2009). Para alguns fungos, o complexo enzimético é estimulado pela
deficiéncia de nitrogénio em relacdo ao carbono, enquanto que em outros
ocorre inibicado (ZAFAR et al., 1996).

De um modo geral, teores altos de N no substrato estimulam o
crescimento micelial (PHILIPPOUSSIS et al.,, 2001), porém o excesso de N
organico pode inibir a sintese de enzimas (BISARIA et al., 1997). Neste
sentido, a maior sintese de cinabarina da G2 pode ser justificada por uma
relacdo carbono/nitrogénio menor que a G1. Entretanto, pode-se inferir que
fatores nutricionais, aqui ndo avaliados, estejam mais relacionados a sintese de

cinabarina que fatores fisicos, servindo de hipétese para futuros estudos.

3.2 Ensaio em substrato formulado

Com base nos resultados do ensaio in vitro, selecionaram-se dois
isolados para execucdo do ensaio em substrato formulado. O isolado Ps14
apresentou melhor valor médio para a maioria dos parametros avaliados, assim
inferiu-se que o0s resultados em substrato formulado também seriam
satisfatorios. O isolado Ps08 apresentou boa producdo de biomassa fungica,
entretanto baixa producdo de cinabarina. Neste sentido, buscou-se selecionar
dois extremos de resultados entre os isolados, a fim de observar se as
condicbes de cultivo in vitro sdo passiveis de extrapolacdo para resultados
semelhantes em ensaios em substrato formulado.

As ilustragOes referentes ao ensaio em substrato formulado, dos
isolados Ps08 e Ps14, estdo demonstradas nos anexos 2.

" RAMOS, H. P. Otimizacé&o das condigdes de cultivo do fungo endofitico Arthrinium state
of Apiospora montagnei Sacc. para producdo de metabdlitos secundérios com
atividades bioldgicas. 60 f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeiréo Preto - Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.
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3.2.1 Diametro de basidiocarpos

O diametro médio dos basidiocarpos (Tabela 7) esta dividido em
duas coletas distintas.

Para a primeira coleta, os resultados dos isolados de P. sanguineus
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (Tukey, p<0,05) entre a
granulometria G1 e G2. Entretanto, na média dos isolados, o Ps08 apresentou
diametro médio de basidiocarpos superior ao isolado Ps14, com 8,27 e 3,34
mm, respectivamente.

Para a segunda coleta, as granulometrias apresentaram diferenca
estatistica (Tukey, p<0,05) apenas para o isolado Ps14, com 14,65 mm na G1
e 8,56 na G2. Na média dos isolados, o Ps08, com 36,99 mm, foi superior ao

isolado Ps14, com 11,60 mm de diametro médio de basidiocarpos.

Tabela 7. Didametro médio dos basidiocarpos (mm) em substrato formulado dos isolados de
Pycnoporus sanguineus em diferentes granulometrias de serragem de Eucalyptus sp.
adicionada ao substrato formulado, para a primeira e a segunda coleta de basidiocarpos.

Didametro médio dos basidiocarpos (mm)

Primeira coleta Segunda coleta
Granulometrias Granulometrias
Isolados P. Médias Médias
sanguineus < _500 500 - 841 dos < 500 500__ 841 dos
micra micra . micra micra .
isolados isolados
Ps08 753 aA 9,01 aA 827 a 3850 aA 35,47 aA 36,99 a
Ps14 341 bA 3,28 bA 334 b 1465 b A 856 bB 11,60 b
Meédias das 547 A 615 A 2658 A 22,02 A
granulometrias
CV*: 16,34% CV*: 18,08%

*Coeficiente de variacéo calculado pela transformagao de Vx+1.

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nédo diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Para o diametro de basidiocarpos em funcdo das diferentes
concentracfes de farelo adicionados a serragem de Eucalyptus sp. (Figura 9),
a diferenca estatistica significativa (Teste T, p<0,05) foi verificada apenas para
a primeira coleta de basidiocarpos, para ambas as granulometrias para o
isolado Ps08 e apenas para a G1 no isolado Ps14. Nas duas coletas o isolado
Ps08 apresentou maior diametro médio de basidiocarpos que o isolado Ps14.

A composicdo do substrato e a adaptacdo dos isolados ao

substrato influenciam o vigor e a velocidade de crescimento dos
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basidiocarpos (RAGUNATHAN et al., 1996). A adaptacdo dos
microrganismos aos meios de cultivo ocorre em funcéao da disponibilidade de
nutrientes e do potencial genético (MARINO, 2007). O menor diametro
meédio final de basidiocarpos no isolado Psl14, em comparacdo ao Ps08,
pode ser resultado de um menor vigor de desenvolvimento frente a
adaptacdo do isolado ao substrato, assim como capacidade genética de
crescimento de basidiocarpos diante dos fatores nutricionais.

Ps08 — Primeira coleta Ps14 — Primeira coleta
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Figura 9. Didmetro médio dos basidiocarpos (mm) dos isolados de Pycnoporus sanguineus
(isolados Ps08 e Ps14) em relac@o a concentracdo de farelo de arroz adicionado a serragem
de Eucalyptus sp. para cultivo em substrato formulado referentes a primeira e segunda coleta
de basidiocarpos. Pontos (¢) com linha continua referem-se a granulometria inferior a 500
micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria entre 500 e 841 micra.

A suplementacdo do substrato de cultivo com fontes de N, neste
caso o farelo de arroz, promove melhor taxa de crescimento micelial do fungo,
como consequéncia ha uma melhora na eficiéncia biolégica do fungo (SALES-
CAMPOS et al., 2008).

Neste ensaio, a suplementacdo com farelo de arroz influenciou o
tamanho final dos basidiocarpos apenas para a G2 na primeira coleta do
isolado Ps08. Para a granulometria G1 na primeira coleta, a suplementacao
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apresentou resultados negativos no diametro médio de basidiocarpos. Para a
segunda coleta, a suplementacdo com farelo de arroz nédo influenciou no

diametro médio final de basidiocarpos de P. sanguineus.

3.2.2 Massa fresca dos basidiocarpos

A massa fresca dos basidiocarpos para as duas coletas estdo
descritos na Tabela 8. Os resultados expressam que, em ambas as coletas, 0
isolado Ps08 apresentou média geral dos isolados significativamente superior
(Tukey, p<0,05) ao isolado Ps14, com 64,61 e 568,47 mg para o isolado Ps08
e, 3,26 e 63,45 mg para o isolado Psl1l4, na primeira e segunda coleta,
respectivamente.

Nas médias das granulometrias, somente foi verificada diferenca
estatistica significativa na massa fresca dos basidiocarpos da segunda coleta,
sendo que para o substrato com Gl a massa fresca foi superior em
comparacao a massa fresca de basidiocarpos produzidos em substrato com
G2. As médias da primeira coleta foram cerca de 75% inferiores as médias da
segunda coleta.

Tabela 8. Massa fresca dos basidiocarpos (mg) dos isolados de Pycnhoporus sanguineus em
diferentes granulometrias de serragem de Eucalyptus sp. adicionada ao substrato formulado,
para as duas coletas de basidiocarpos

Massa fresca dos basidiocarpos (mg)

Primeira coleta Segunda coleta
Granulometrias Granulometrias
Isolados P. Médias Médias
sanguineus ;“5(22 SOr?]i;:rs;l dos < 500 micra Sor(r)ni_cr8a41 dos
isolados isolados
Ps08 58,27 a A 70,94 aA 64,61 a 652,28 a A 484,66 aB 568,47 a
Ps14 337 bA 3,15 b A 3,26 b 84,48 b A 4242 bA 6345 b
Médiasdas 559, A 3705 A 36838 A 23654 B
granulometrias
CV*:49,38% CV*: 32,93%

*Coeficiente de variagéo calculado pela transformagéo de Vx+1.
Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nédo diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os resultados de massa fresca dos basidiocarpos em funcdo das

diferentes concentragdes de farelo adicionados a serragem de Eucalyptus sp.
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estdo apresentados na Figura 10. Os valores nao tiveram diferenca estatistica
significativa (Teste T, p<0,05), com excecdo os tratamentos com G1 para o
isolado Ps08 na primeira coleta. Para este, a curva de ajuste da massa fresca
foi negativa, semelhantemente ao diametro final dos basidiocarpos, de forma
qgue, com o maior incremente de farelo de arroz junto a serragem de Eucalyptus

sp., os valores médios de massa fresca tenderam a reduzir.
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Figura 10. Massa fresca média dos basidiocarpos (mg) dos isolados de Pycnoporus
sanguineus (isolados Ps08 e Ps14) em relagdo a concentracéo de farelo de arroz adicionado a
serragem de Eucalyptus sp. para cultivo em substrato formulado referentes a primeira e
segunda coleta de basidiocarpos. Pontos (¢) com linha continua referem-se a granulometria
inferior a 500 micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria entre 500 e
841 micra.

Philippoussis et al. (2003) afirmam que a porosidade do substrato
influencia na taxa de resposta de crescimento dos fungos, devido a variacfes
na oxigenacdo. Ohga® (1990) citado por Royse et al. (2002) ao observar o
crescimento do fungo Lentinula edodes, considerou que particulas de menor
tamanho causam um esgotamento de oxigénio no substrato, em decorréncia
disso, ha menor desenvolvimento de biomassa micelial e o crescimento de
basidiocarpos torna-se mais demorado. Na avaliacdo da massa fresca dos

basidiocarpos, pode-se afirmar que as particulas menores da serragem de

® OHGA, S. Growth rate of mycelium of shiitake, Lentinus edodes, in relation to water potential
of medium. J Fac Agric Kyushu Univ, v.34, p.413-420. 1990.
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Eucalyptus sp., da G1, n&o prejudicaram o desenvolvimento de P. sanguineus.

O tamanho dos poros presentes no substrato pode ser influenciado
pela escolha do coadjuvante, sendo o farelo de arroz muito utilizado na
suplementacao de substratos (SINGH, 2000), de forma que a adicao de farelos
a serragens de madeira tem sido relatada como fonte de nutrientes
indispensaveis a desenvolvimento flingico (ROYSE, 1996° citado por PEDRA e
MARINO, 2007).

Neste contexto, a mistura de farelo de arroz a serragem de
Eucalyptus sp. visava um acréscimo na producédo de basidiocarpos. Entretanto,
a G1, para o isolado Ps08, na primeira coleta, produziu basidiocarpos menores
e com menor massa fresca, enquanto os demais tratamentos n&o
apresentaram incremento significativo. Mantovani (2008), estudando os
basidiomicetos Pleurotus sp e Lentinula edodes, observou crescimento inferior
destes fungos lignocelulésicos nos meios de cultivo com adicdo de farelo de
arroz.

Neste caso, presume-se que a adicdo de farelo de arroz a serragem
de Eucalyptus sp. atuou como “agente cimentante”, tornando a G1 menos
porosa e atrasando o0 desenvolvimento biolégico do isolado Ps 08.
Provavelmente, na segunda colheita, a maior decomposicdo da serragem
alterou a compactacao do substrato, disponibilizando nutrientes, aumentando a
oxigenacdo e proporcionando maior desenvolvimento da massa fresca dos

basidiocarpos.

3.2.3 Massa seca dos basidiocarpos

Os resultados de massa seca dos basidiocarpos de P. sanguineus,
produzidos nas granulometrias G1 e G2, com duas coletas, estao especificados
na Tabela 9.

Na primeira coleta de basidiocarpos, as médias da massa seca das
granulometrias ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (Tukey,

p<0,05), com valores de 13,69 mg para basidiocarpos produzidos em substrato

® ROYSE, D. J. Specialty mushrooms. In: JANICK, J. (Ed.). Process in new crops. Arlingon:
ASH Press, p.464-475. 1996.
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com G1 e 19,18 mg para produzidos em substratos com G2. Para os isolados,
o Ps08 foi significativamente superior ao isolado Psl14, para as duas
granulometrias, sendo a média geral do Ps14 em torno de 93% inferior ao
isolado Ps08.

Na segunda coleta de basidiocarpos de P. sanguineus, a Gl
apresentou média semelhante a G2, com massa seca de basidiocarpos de
266,68 mg e 226,94 mg, respectivamente. As médias dos isolados foram
estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05), sendo o isolado Ps14, com média

de 50,50 mg, cerca de 89% inferior ao isolado Ps08, com 443,11 mg.

Tabela 9. Massa seca dos basidiocarpos (mg) dos isolados de Pycnoporus sanguineus em
diferentes granulometrias de serragem de Eucalyptus sp. adicionada ao substrato formulado,
para as duas coletas de basidiocarpos

Massa seca dos basidiocarpos (mg)

Primeira coleta Segunda coleta
Granulometrias Granulometrias
Isolados P. Médias Médias
sanguineus < 500 500_- 841 dos < 500 micra 500 - 841 dos
micra micra . micra .
isolados isolados
Ps08 25,11 aB 36,43 aA 30,77 a 468,85 a A 417,38 aA 443,11 a
Ps14 227 bA 1,93 bA 210 b 64,51 bA 36,49 bA 5050 b
Médiasdas 1559 A 1918 A 266,68 A 22694 A
granulometrias
CV*: 39,72% CV*: 31,26%

*Coeficiente de variacdo calculado pela transformacado de Vx+1.

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nédo diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os resultados de massa seca média dos basidiocarpos de P.
sanguineus em relacdo a concentracdo de farelo de arroz adicionado a
serragem de Eucalyptus sp. (Figura 11) apresentaram diferencas estatisticas
(Teste T, p<0,05) apenas para o isolado Ps08, na G2, na primeira coleta, com
curva de tendéncia positiva.

Observando as médias de massa fresca e massa seca em substrato
formulado (Figura 12) é possivel comparar as producdes nas duas coletas. Os
resultados obtidos na segunda coleta proporcionaram maior producao de
basidiocarpos de P. sanguineus, para os dois isolados, mas em maior nimero
no isolados Ps08, confirmando a boa producdo de biomassa encontrada na

avaliacdo do ensaio in vitro para producao de micelio.
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Figura 11. Massa seca média dos basidiocarpos (mg) dos isolados de Pycnoporus sanguineus
(isolados Ps08 e Ps14) em relac@o a concentrac@o de farelo de arroz adicionado a serragem
de Eucalyptus sp. para cultivo em substrato formulado referentes a primeira e segunda coleta
de basidiocarpos. Pontos (¢) com linha continua referem-se & granulometria inferior a 500
micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria entre 500 e 841 micra.
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Figura 12. Grafico comparativo da producdo de massa fresca e massa seca (mg) dos
basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus produzidos em duas granulometrias de serragem de

Eucalyptus sp. Barras ( § ) representam a granulometria inferior a 500 micra e barras (
representam a granulometria entre 500 e 841 micra.

O isolado Ps14 néo teve boa produgcdo de basidiocarpos, quando
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comparado ao isolado Ps08, apresentando massa meédia inferior nas duas
coletas realizadas. Neste caso, pode-se coligir que a baixa eficiéncia biologica
frente a baixa adaptacdo as condi¢cdes nutricionais do substrato, causaram
reducdo no crescimento dos corpos de frutificacdo, também observado por
Marino (2002)*° citado por Pedra e Marino (2006), ao mencionar que isolados
de Pleurotus sajor-caju necessitavam de um maior tempo para inducédo de

primordios, devido a reducéo da eficiéncia biologica.

3.2.4 Teor de cinabarina dos basidiocarpos

Os resultados do teor de cinabarina dos basidiocarpos (Tabela 10)
para a primeira coleta mostraram-se significativamente superiores (Tukey,
p<0,05) para a G2, com média de 0,07 mg mL™, para 0,03 mg mL™ da G1. As
médias dos isolados Ps08 e Psl14 ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre si.

Na segunda coleta de basidiocarpos, as médias do teor de
cinabarina entre as granulometrias foram semelhantes. Entre os isolados, o
teor médio do isolado Ps14 foi superior ao isolado Ps08, com valores de 0,67 e
0,43 mg mL™, respectivamente.

O teor de cinabarina dos basidiocarpos de P. sanguineus em funcao
da concentracdo de farelo de arroz adicionada ao meio de cultivo, conforme
descricdo da Figura 13, mostraram resultados significativos apenas para o
isolados Psl14 na segunda coleta. Para este tratamento, a G1 apresentou
reducdo da concentracdo na média em que houve aumento da concentracao
de farelo de arroz. Fato inverso ocorreu na G2, apresentando aumento no teor

de cinabarina com maiores adi¢des de farelo de arroz.

1 MARINO, R.H. Produtividade do Pleurotus sajor-caju (Fr.) Sing.em funcdo dos métodos
de isolamento e producdo de inoculantes. 1997. 134p. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 1997.
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Tabela 10. Teor de cinabarina dos basidiocarpos (mg mL'l) dos isolados de Pycnoporus
sanguineus em diferentes granulometrias de serragem de Eucalyptus sp. adicionada ao
substrato formulado, para a primeira e a segunda coleta de basidiocarpos

Teor de cinabarina dos basidiocarpos (mg mL™)

Primeira coleta Segunda coleta
Granulometrias Granulometrias
Isolados P. Médias Médias
sanguineus <500 500 - 841 dos <500 200 - 841 dos
micra micra . micra micra .
isolados isolados
Ps08 0,03 aA 0,05 aA 0,04 a 0,46 a A 0,40 b A 0,43 b
Ps14 0,02 aA 0,09 aB 0,06 a 0,57 aB 0,77 aA 0,67 a
Médiasdas 55 o 007 B 051 A 059 A
granulometrias
CV*: 3,23% CV*: 5,85%

*Coeficiente de variacdo calculado pela transformagdo de Vx+1.

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 13. Teor de cinabarina dos basidiocarpos (mg mL"l) dos isolados de Pycnoporus
sanguineus (isolados Ps08 e Ps14) em relacdo a concentracé@o de farelo de arroz adicionado a
serragem de Eucalyptus sp. para cultivo em substrato formulado referentes a primeira e
segunda coleta de basidiocarpos. Pontos (¢#) com linha continua referem-se a granulometria
inferior a 500 micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria entre 500 e
841 micra.

Ramos et al. (2006) afirmam que a producdo de metabolitos
secundérios ndo esta relacionada a producdo de massa em P. sanguineus.
Embora com maiores producdes de massa fresca e seca, 0 ensaio em

substrato formulado confirmou que o teor de cinabarina produzido pelo isolado
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Ps08 foi inferior ao produzido pelo isolado Ps14, conforme demonstra a Figura
14. Esta variacdo pode ser verificada com maior énfase na segunda coleta de
basidiocarpos. Provavelmente a producdo de massa exigiu do fungo maior
custo metabdlico, como conseqiéncia a sintese do antibidtico cinabarina foi
reduzida.

Outra ponderacdo pode ser quanto as caracteristicas genéticas de
cada isolado. Ao estudar seis isolados de P. sanguineus, Rosa et al. (2003)
consideraram que a producdo de cinabarina no fungo varia em funcdo das
caracteristicas de cada linhagem. Baumer (2009) também ponderou que, tanto
caracteristicas qualitativas, como quantitativas dos metabdlitos secundarios,
dependem da capacidade biosintética do fungo e das condi¢fes de cultivo.

Neste sentido, abre-se uma lacuna nas pesquisas para producéo de
basidiocarpos de P. sanguineus, devido a necessidade de adaptacdo de
substratos em funcdo do objetivo de cultivo, uma vez que diferentes
metabdlitos sdo produzidos pelo fungo e as exigéncias nutricionais que
estimulem esta producéo também sdo variaveis. Este fato é afirmado por Rosa
et al. (2003), que julgam importante manter diferentes isolados da mesma
espécie de basidiomicetos na cole¢cdo de amostras, uma vez que o potencial
bioativo na producdo de metabdlitos é diferente em cada cepa.

Primeira coleta Segunda coleta
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Figura 14. Gréafico comparativo da producdo de massa seca e teor de cinabarina dos
basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus produzidos em duas granulometrias de serragem de

Eucalyptus sp. Barras ( § ) representam a granulometria inferior a 500 micra e barras (
representam a granulometria entre 500 e 841 micra.
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3.2.5 Numero médio de basidiocarpos

O numero médio de basidiocarpos de P. sanguineus por amostra
(Tabela 11) para as duas granulometrias, nas duas coletas, ndo apresentaram
diferenca estatistica. Na média geral dos isolados da primeira coleta, o Ps08 foi
superior ao isolado Psl14, entretanto mas médias dos isolados dentro das
granulometria os resultados foram semelhantes.

Na segunda coleta, o numero meédio de basidiocarpos dos isolados
mostraram-se diferentes significativamente, sendo o isolado Psl14, com 0,72
basidiocarpos por amostra, cerca de 73% menor que a média do isolado Ps08.

Tabela 11. Numero médio de basidiocarpos por amostra dos isolados de Pychoporus
sanguineus em diferentes granulometrias de serragem de Eucalyptus sp. adicionada ao
substrato formulado, para a primeira e a segunda coleta de basidiocarpos

Numero médio de basidiocarpos por amostra

Primeira coleta

Segunda coleta

Granulometrias

Granulometrias

Isolados P. Médias Médias
sanguineus < 500 500 - 841 dos < 500 500'- 841 dos
micra micra . micra micra .
isolados isolados
Ps08 461 aA 433 aA 4,47 a 2,78 aA 2,56 aA 2,67 a
Ps14 3,89 aA 3,78 aA 383 b 0,94 b A 0,50 bA 0,72 b
Médiasdas /o o 406 A 186 A 153 A

granulometrias

CV*: 14,08%
*Coeficiente de variagdo calculado pela transformagcao de Vx+1.
Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

CV*: 17,55%

A producéo de basidiocarpos por amostra, na primeira e na segunda
coleta, em funcdo da concentracédo de farelo de arroz adicionado a serragem
de Eucalyptus sp. (Figura 15), apresentou diferenca estatistica significativa
(Teste T, p<0,05) apenas para o isolado Ps14 na G2 da segunda coleta. Os
resultados mostraram curva linear positiva, de forma que, para este tratamento,
0 aumento na concentracdo de farelo de arroz proporcionou um maior numero

meédio de basidiocarpos produzidos por amostra.
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Figura 15. Numero médio de basidiocarpos por amostra dos isolados de Pycnoporus
sanguineus (isolados Ps08 e Ps14) em relagdo a concentracéo de farelo de arroz adicionado a
serragem de Eucalyptus sp. para cultivo em substrato formulado referentes a primeira e
segunda coleta de basidiocarpos. Pontos (¢) com linha continua referem-se a granulometria
inferior a 500 micra e pontos (m) com linha tracejada referem-se a granulometria entre 500 e
841 micra.

Observa-se que na primeira coleta, o numero médio de
basidiocarpos produzidos por amostra foi superior a segunda coleta, entretanto,
a producdo de massa foi menor. Isso significa que ocorreram mais
basidiocarpos com menor massa, conforme pode ser verificado na Figura 16.

Nesta figura, nota-se a capacidade do isolado Ps08 em produzir
basidiocarpos de maior diametro e numero, frente ao isolado Ps14. Colauto et
al. (2010), estudando o crescimento de basidiocarpos de Agaricus brasiliensis,
também constataram que, apesar da boa producdo de massa média de
cogumelo, o numero de basidiocarpos foi menor, como efeito obtiveram menor

produtividade e eficiéncia bioldgica.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A serragem de Eucalyptus sp. é apropriada para formulacdo de
substrato para producéo de basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus.

A granulometria inferior a 500 micra, da serragem de Eucalyptus sp.
mostrou melhores resultados apenas nos ensaios in vitro. Nos ensaios em
substrato formulado, as duas granulometrias mostraram bons resultados
produtivos para os isolados de Pycnoporus sanguineus.

A adicao de farelo de arroz a serragem de Eucalyptus sp., como
suplementacdo, é indicada apenas para acelerar a colonizacdo micelial do
substrato, ndo representando resultados significativamente superiores na
média final de didametro, nimero, massa de basidiocarpos e teor de cinabarina.

O isolado Ps08, nos ensaios em substrato formulado, mostrou maior
producdo de massa de basidiocarpos, enquanto o isolado Ps14 mostrou maior
teor de cinabarina nos basidiocarpos. Pode-se concluir que as caracteristicas
genéticas de potencial biolégico dos isolados de Pycnoporus sanguineus estao
mais relacionados aos resultados produtivos que as caracteristicas dos

substratos utilizados nesta pesquisa.
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ANEXOS
Anexo 1A

Fotos do ensaio in vitro para producao de micélio de Pycnoporus

sanguineus para o isolado P.s. 04.

Granulometria < 500 micra

1% 5% 10% 15%

Sem serragem

£

1% 5% 10% 15%

Granulometria de 500 a 841 micra

llustracdo 1. Fotos do ensaio in vitro para producdo de micélio de Pycnoporus sanguineus
para o isolado P.s. 04 nas concentracdes de zero, 1, 5, 10 e 15% de serragem de Eucalyptus
sp. adicionada ano meio de cultivo CBA para as granulometrias inferior a 500 micra e entre 500
e 841 micra. Martinazzo-Portz, 2011.
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Anexo 1B

Fotos do ensaio in vitro para producdo de micélio de Pycnoporus

sanguineus para o isolado P.s. 08.

Granulometria < 500 micra

1% 5% 10% 15%
Granulometria de 500 a 841 micra

llustrac@o 2. Fotos do ensaio in vitro para producdo de micélio de Pycnoporus sanguineus
para o isolado P.s. 08 nas concentracdes de zero, 1, 5, 10 e 15% de serragem de Eucalyptus
sp. adicionada ano meio de cultivo CBA para as granulometrias inferior a 500 micra e entre 500

e 841 micra. Martinazzo-Portz, 2011.
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Anexo 1C

Fotos do ensaio in vitro para producdo de micélio de Pycnoporus

sanguineus para o isolado P.s. 13.

Granulometria < 500 micra

1% 5% 10% 15%

1% 5% 10% 15%

Granulometria de 500 a 841 micra

llustracdo 3. Fotos do ensaio in vitro para producdo de micélio de Pycnoporus sanguineus
para o isolado P.s. 13 nas concentracdes de zero, 1, 5, 10 e 15% de serragem de Eucalyptus
sp. adicionada ano meio de cultivo CBA para as granulometrias inferior a 500 micra e entre 500
e 841 micra. Martinazzo-Portz, 2011.
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Anexo 1D

Fotos do ensaio in vitro para producdo de micélio de Pycnoporus

sanguineus para o isolado P.s. 14.

Granulometria < 500 micra

1% % 10% 15%

Sem serragem

1% 9% 10% 15%

Granulometria de 500 a 841 micra

llustracdo 4. Fotos do ensaio in vitro para producdo de micélio de Pycnoporus sanguineus
para o isolado P.s. 14 nas concentracdes de zero, 1, 5, 10 e 15% de serragem de Eucalyptus
sp. adicionada ano meio de cultivo CBA para as granulometrias inferior a 500 micra e entre 500

e 841 micra. Martinazzo-Portz, 2011.
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Anexo 2A

Fotos do ensaio em substrato formulado para producéo de basidiocarpos

de Pycnoporus sanguineus para o isolado P.s. 08 na primeira coleta.

Isolado P.s. 08 — Primeira coleta
Granulometria < 500 micra Granulometria 500-841 micra

llustracdo 5. Fotos do ensaio em substrato formulado para producéo de micélio de Pycnoporus
sanguineus para o isolado P.s. 08 na primeira coleta, nas concentracdes de zero, 5 e 20% de
farelo de arroz adicionado a serragem de Eucalyptus sp. para as granulometrias inferior a 500
micra e entre 500 e 841 micra. Martinazzo-Portz, 2011.
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Anexo 2B

Fotos do ensaio em substrato formulado para producéo de basidiocarpos

de Pycnoporus sanguineus para o isolado P.s. 08 na segunda coleta.

Isolado P.s. 08 — Segunda coleta
Granulometria < 500 micra Granulometria 500-841 micra

llustracéo 6. Fotos do ensaio em substrato formulado para producéo de micélio de Pycnoporus
sanguineus para o isolado P.s. 08 na segunda coleta, nas concentra¢cdes de zero, 5 e 20% de
farelo de arroz adicionado a serragem de Eucalyptus sp. para as granulometrias inferior a 500
micra e entre 500 e 841 micra. Martinazzo-Portz, 2011.
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Anexo 2C

Fotos do ensaio em substrato formulado para producéo de basidiocarpos

de Pycnoporus sanguineus para o isolado P.s. 14 na primeira coleta.

Isolado P.s. 14 — Primeira coleta
Granulometria < 500 micra Granulometria 500-841 micra

llustragéo 7. Fotos do ensaio em substrato formulado para produgdo de micélio de Pycnoporus
sanguineus para o isolado P.s. 14 na primeira coleta, nas concentracdes de zero, 5 e 20% de
farelo de arroz adicionado a serragem de Eucalyptus sp. para as granulometrias inferior a 500
micra e entre 500 e 841 micra. Martinazzo-Portz, 2011.
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Anexo 2D

Fotos do ensaio em substrato formulado para producéo de basidiocarpos

de Pycnoporus sanguineus para o isolado P.s. 14 na segunda coleta.

Isolado P.s. 14 — Segunda coleta
Granulometria < 500 micra Granulometria 500-841 micra

llustracdo 8. Fotos do ensaio em substrato formulado para producéo de micélio de Pycnoporus
sanguineus para o isolado P.s. 14 na segunda coleta, nas concentracdes de zero, 5 e 20% de
farelo de arroz adicionado a serragem de Eucalyptus sp. para as granulometrias inferior a 500
micra e entre 500 e 841 micra. Martinazzo-Portz, 2011.)



