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RESUMO

A producdo de cogumelos no contexto brasileiro ainda permanece em niveis
relativamente baixos. Isso se deve, em grande parte, a um nivel tecnologico limitado
e aos custos elevados de produgao, parte dos custos € atribuida as perdas durante o
processo de cultivo, por problemas relacionados a contaminagdes e infestagbes por
pragas. A mosca do cogumelo (Megaselia halterata) representa uma das principais
pragas que impactam a produgao. Nesse contexto, é essencial aliar técnicas de baixo
custo e controle biolégico afim de aprimorar a produgao. O objetivo deste estudo foi
avaliar a eficacia da aplicagcdo de Bacillus thuringiensis em substratos para o cultivo de
Pleurotus spp., utilizando o método de desinfec¢do alcalina. Para tal fim, utilizou-se
diferentes concentragdes do produto comercial Dipel® (0, 50, 100, 150, 200 mL a cada
100 litros de solugdo) que foram aplicados juntamente com a solugéo de desinfecgéo.
O substrato foi elaborado a partir de palhas de Urochloa decumbens, que foram
submetidas a secagem e trituragdo, sendo posteriormente imersas em uma solugdo
contendo 1% de Ca(OH)2 e o produto Dipel® nas concentragdes especificas. A
inoculagao foi realizada empregando as linhagens POF 19/03, POF 16/01 (Pleurotus
ostreatus var. Florida) e PSA 14/01 (Pleurotus sapidus). O experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado em duplicata. Além disso, o
comportamento tanto do fungo quanto da bactéria foi investigado em meios de cultura
baseados em BDA e BDA acrescido de 1% de Ca(OH)2. A incorporacdo de cal
hidratada prejudicou o desenvolvimento do micélio quando comparado ao meio de
cultura convencional, afetando também o crescimento da bactéria.
Consequentemente, a eficacia de B. thuringiens para o controle das moscas dos
cogumelos nao pbde ser confirmada devido a ineficacia do método de produgdo com
substrato alcalino.

Palavras-chave: producdo de cogumelos, baixo custo de produgdo, controle
bioldgico.



ABSTRACT

Mushroom production in the Brazilian context remains at relatively low levels. This is
largely due to limited technological development and high production costs, resulting
in a product with reduced demand due to its high final price. A portion of these costs is
attributed to losses during the cultivation process, which may be caused by environ-
mental fluctuations, variations in substrate quality and fungal strains used, as well as
issues related to contamination and pest infestations. The mushroom fly (Megaselia
halterata) is one of the main pests affecting production, as its larvae feed on fungal
mycelium, compromising mushroom quality and development. In this context, it is es-
sential to combine low-cost production technologies with biological control strategies
for mushroom flies in order to optimize the production of edible mushrooms. The aim
of this study was to evaluate the effectiveness of applying Bacillus thuringiensis to sub-
strates used for the cultivation of Pleurotus spp. through an alkaline disinfection
method. To this end, different concentrations of the commercial product Dipel® (0, 50,
100, 150, 200 mL per 100 liters of solution) were applied along with the disinfection
solution. The substrate was prepared using Urochloa decumbens straw, which was
dried and shredded, then immersed in a solution containing 1% Ca(OH), and Dipel®
at the specified concentrations. Inoculation was carried out using the strains POF
19/03, POF 16/01 (Pleurotus ostreatus var. florida), and PSA 14/01 (Pleurotus sapi-
dus). The experiment followed a completely randomized design in duplicate. Addition-
ally, the behavior of both the fungus and the bacterium was investigated in culture
media based on PDA (Potato Dextrose Agar) and PDA supplemented with 1%
Ca(OH),. The results indicated that the alkaline disinfection method is not effective for
producing the two species studied. The incorporation of hydrated lime hindered myce-
lial development compared to the conventional culture medium and also affected bac-
terial growth. Consequently, the effectiveness of B. thuringiensis for controlling mush-
room flies could not be confirmed due to the inefficiency of the alkaline substrate pro-
duction method.

Keywords: mushroom production, low production cost, biological control.
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1. INTRODUGAO

Os cogumelos sao apreciados ndo apenas por sua textura e sabor, mas
também devido suas propriedades quimicas e nutracéuticas. Dentre tais, fungos do
género Pleurotus spp. possuem altos teores de proteinas (especialmente quando
secos), além de propriedades medicinais, prevenindo doengas como a hipertenséo,
colesterol alto e até mesmo o céncer (Lesa et al., 2022).

Com o aumento da produgdo de cogumelos no Brasil, o panorama tem
experimentado alteragbes significativas, uma vez que o Agaricus bisporus,
amplamente consumido por décadas (champignon de Paris), esta cedendo espago ao
P. ostreatus var. Florida, conhecido popularmente como shimeji branco (Sanchez et
al.,, 2018). A mudanca no panorama de consumo pode ser atribuida a facilidade,
rapidez e custo reduzido de producdo das espécies de Pleurotus, juntamente com um
ciclo de colheita curto e requerimentos elevados de temperatura para frutificagdo em
comparacgao a producao do A. bisporus (Bernardi et al., 2009).

As principais fases do cultivo do shimeji branco compreendem a produc¢ao de
in6culo, a preparagao do substrato, a inoculagdo, o crescimento do micélio e a
producao de cogumelos. Entre essas etapas, a preparagao do substrato € uma area
de consideravel interesse para a comunidade cientifica, uma vez que diversos
procedimentos de tratamentos sanitarios tém sido propostos com o propdsito de
mitigar a presenga de microrganismos contaminantes e pragas (Hernandez et al.,
2003; Jaramillo; Albertd, 2013; Colavolpe et al., 2014).

O procedimento predominante na contemporaneidade é a compostagem e
pasteurizagdo com vapor, embora seja necessario destacar que este tratamento
demanda um investimento substancial e implica em elevado consumo energético (Ali
et al., 2007; Rodriguez Estrada; Pecchia, 2017), o que torna inviavel a implementagéo
em pequenas propriedades rurais de cunho familiar.

O tratamento alcalino se apresenta como uma abordagem mais simplificada,
oferecendo diversas vantagens, tais como baixo custo de instalagdo e manutencgao,
um tempo reduzido de preparacao do substrato e uma maior variabilidade na utilizacao
de matérias-primas (Philippoussis et al., 2001; Contreras et al., 2004). Os principais
materiais estudados ao aplicar esse método incluem folhas de bananeira, capim,
sabugo de milho e palha de milho (Contreras et al., 2004; Bernabé- Gonzélez et al.,
2009).
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O tratamento alcalino aplicado a substratos compostos por braquiaria tem se
mostrado promissor no cultivo de variedades de shimeji, resultando em altos niveis de
produtividade. Contudo, ainda persiste o desafio relacionado a presenca de larvas de
moscas, que nao sao completamente eliminadas durante o processo. Essa situacao
foi observada em estudos que avaliaram a eficiéncia desse método no controle de
pragas e no desempenho produtivo dos cogumelos (lossi et al., 2018).

E conhecido que o tratamento alcalino demonstra eficacia na diminuigéo de
populagdes de fungos e bactérias contaminantes, no entanto, € imperativo buscar
alternativas para mitigar os desafios relacionados a presenca de larvas de insetos.
Deve-se levar em consideragdo que a implementagdo de tecnologias de cultivo ndo
pode implicar em mudangas abruptas no processo ja estabelecido nas propriedades
dos pequenos produtores (Maruska et al., 2024).

Deste modo, considera-se que a aplicagdo de agentes biologicos pode ser
combinada com agentes quimicos, como uma solug¢ado alcalina, visando aprimorar a
producao de shimeji. Nesse contexto, planejamos introduzir diferentes populag¢des de
B. thuringiens na solugao alcalina para controlar as larvas de moscas M. halterata, uma
vez que estas larvas se alimentam tanto do micélio quanto dos cogumelos.

Trata-se de uma bactéria Gram-positiva amplamente utilizada como
bioinseticida, devido a sua capacidade de produzir proteinas conhecidas como Cry
(cristalinas). As toxinas Cry sdo eficazes contra uma variedade de insetos, sendo
especialmente potentes contra espécies das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera
assim como alguns hymendpteros e até mesmo nematoides (Kumar et al., 2021).

A combinacéo do tratamento alcalino do substrato com a aplicagéo de controle
biolégico, como o uso de B. thuringiens, apresenta-se como uma alternativa
promissora para pequenos produtores de cogumelos. Essa abordagem demanda
menor investimento em comparacdo aos métodos convencionais de desinfeccéo,
como a pasteurizacao ou a esterilizagao, tornando-se uma opgao viavel para sistemas
de cultivo com recursos limitados. Além disso, este estudo representa um passo inicial
na avaliacdo da compatibilidade entre o método alcalino e o uso de agentes biologicos,
contribuindo com informagdes relevantes para o desenvolvimento de tecnologias

acessiveis e sustentaveis na producédo de cogumelos comestiveis.
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2. OBJETIVO
O presente estudo visa a avaliacdo dos impactos decorrentes da incorporagcao
de B. thuringiensis na solugdo alcalina no contexto da producdo de substrato
destinado a cultura de P. ostreatus var. Florida e P. sapidus, utilizando um substrato
fabricado por meio do método de desinfec¢do alcalina, bem como investigar as
interacdes entre os dois microrganismos em um ambiente de cultivo e verificar a sua

compatibilidade.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cogumelos comestiveis

Os fungos compdem o Reino fungi, apesar de terem sido considerados plantas no
passado, eles obtém seus alimentos por digestdo extracelular, sendo caracterizado,
portanto, como: heterotréficos, o que os tornam diferentes de outros animais e plantas
(Tortora, 2024).

O impacto desses organismos pode ser observado ecologicamente em razao ao
seu papel de decompositores de matéria organica, relacionando a esses individuos
interesse na reutilizacdo de residuos agroindustriais. Além do mais, seu papel na
promoc¢ao de um ecossistema equilibrado, garante a biodiversidade sob uma relagao
cooperativa entre flora e fauna (Carvalho, 2024).

O habito de coleta e consumo de fungos comestiveis € comum em muitos paises,
refletindo a diversidade cultural em torno desses alimentos (Pereira, 2023). Do ponto
de vista nutricional, os cogumelos s&o contituidos por vitaminas, minerais, aminoacidos
essenciais, fibras, além de possuir baixo teor de gordura e sédio (Chayakrit
Kittanawong et al., 2020).

O consumo de cogumelos per capita no Brasil ainda é baixo, em torno de apenas
288g/ano, contra 1,3 Kg/ano na ltalia, 2,0 Kg/ano na Francga, 4,0 Kg/ano na Alemanha
e 8,0 Kg/ano na China. Parte do problema acontece devido o cultivo de cogumelos
em escala comercial ser baixo no pais e restrita as regides Sul e Sudeste. Sendo Sao
Paulo o estado que mais produz e consome (Urben et al., 2017).

Segundo Capra et al., (2019), no Brasil, os cogumelos mais consumidos, em ordem
decrescente, sdo o Champignon de Paris (A. bisporus), shimeji (P. ostreatus) e o

shiitake (Lentinula edodes), sendo o primeiro em conserva e os ultimos dois in natura.
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O interesse dos brasileiros por comida oriental analogo a ascensdo do segmento
de restaurantes japoneses no periodo de 2005 a 2010, auxiliou no aumento do
consumo de cogumelos frescos no pais. Diante deste cenario, produtores de

cogumelos optaram por investir no cultivo de shimeji e o shiitake (Cabrera et al., 2020).

3.1.1 Shimeji — Género Pleurotus spp.

Popularmente conhecido como: shimeji, ou hiratake, esse cogumelo pertence ao
Reino Fungi, Filo: Basidiomycota, Ordem Agaricales, da Familia Pleurotaceae, trata-
se de uma espécie comestivel, onde apresenta-se corpos frutiferos carnosos de
coloracao branca ou creme, haste curta, cilindrica e crescimento em conjunto (Urben
et al., 2017).

Dentre as caracteristicas nutricionais destes fungos, a que se destaca é ser
decompositor primario, se alimentam tanto de lignina quanto de celulose e
hemicelulose presente no substrato (Moura; Okura, 2022).

O cultivo desses cogumelos em grande escala acontece de maneira sustentavel,
utilizando residuos agricolas como substrato para o desenvolvimento do fungo,
auxiliando na reciclagem desses residuos (Zarate-Salazar et al., 2020).

O género Pleurotus vem se tornando o mais importante, sendo representado pelas
espécies P. ostreatus var. Florida (shimeji branco), P. ostreatus (shimeji preto),
Pleurotus djamor, Pleurotus citrinopileatus, Pleurotus pulmonarius e Pleurotus eryngii
(cogumelo ostra rei ou cogumelo-do-cardo) (Zied et al.,2023).

Os cogumelos deste género possuem alto teor de proteina e baixo teor de gordura,
alto teor de fibra alimentar, acido félico e potassio, além de serem uma boa fonte de
aminoacidos. Esses fungos comestiveis podem ser cultivados em residuos
agroindustriais de facil acesso, o que contribui para a viabilidade de sua producdo em
contextos econdmicos limitados (Raman et al., 2021).

Além dos beneficios nutricionais direcionados & saude humana, os basidiomicetos
deste género sao populares por seu facil cultivo, simples adaptagdo e manutencéao e
o baixo custo, 0 que torna as suas espécies particularmente interessantes do ponto
de vista comercial (Cardoso et al., 2013).

Para um desenvolvimento eficiente, € fundamental que o substrato apresente uma
propor¢ao equilibrada entre carbono e nitrogénio (C/N), sendo ideal uma faixa de 10 —

30% de carbono e cerca de 1% de nitrogénio durante a fase de colonizagao micelial.
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Outro aspecto importante € a umidade do substrato, j4 que o transporte de
nutrientes ocorre em meio aquoso. Teores elevados de umidade podem dificultar a
respiragdo celular e inibir o crescimento do micélio. Para espécies do género
Pleurotus, recomenda-se que a umidade do substrato esteja entre 50% e 75%,
favorecendo a colonizagao e o desenvolvimento micelial. (Bellettini et al., 2019)

Além disso, o pH do substrato exerce influéncia direta no desenvolvimento dos
fungos, variando conforme a fase de crescimento e a espécie. Sardar et al. (2015)
observaram que um pH de 6,0 era ideal para o crescimento de Pleurotus spp. no
entanto, eles também relataram que os cogumelos podiam crescer e se adaptar a um

pH que variava entre 5,0 e 8,0.

3.2 Preparo do substrato

A elaboragdo do substrato de cultivo, se trata da etapa mais importante da
producao, pois determina a produtividade e seus custos. O preparo do substrato, deve
reproduzir um ambiente que estimule a transformacdo da biomassa vegetal em
biomassa fungica (cogumelos). A depender da espécie a ser cultivada, a demanda
nutricional também é alterada, interferindo na escolha de cada material para cultivo
(VIEIRA, 2016).

A relagdo C/N (carbono e nitrogénio) € um fator crucial no cultivo de cogumelos,
influenciando tanto a colonizacéo do substrato, como na produtividade final. No cultivo
axénico, isto é, quando o substrato € submetido a uma esterilizagao, a relagcdo C/N
ideal do Pleurotus spp. esta entre 20 a 50/1 (EIRA, 2004).

Segundo Moda et al., (2005) os cogumelos deste género possuem uma produgao
simplificada cujo as matérias primas utilizadas sdo abundantes e baratas como: palha,
capim e bagaco de cana-de-agucar além do rapido ciclo produtivo.

Pragas como as larvas de moscas prejudicam o cultivo de cogumelos do tipo ostra
ao se alimentarem dos primérdios. Os mosquitos-dos-fungos (Bradysia
matogrossensis) também atuam como vetores de doengas, como o mofo verde, e
podem contaminar os cogumelos mesmo apds mortos, ao aderirem aos corpos de
frutificagao (Machado, 2019).

Segundo Nunes (2016), os métodos de cultivo de cogumelos atuais, utilizam as
seguintes técnicas de sanitizacdo do substrato sendo eles: esterilizagdo e



20

pasteurizagao, esses métodos apresentam sucesso na produgao comercial de varias
espécies de cogumelos.

Quanto ao tratamento do substrato, que é indispensavel na diminuigcdo de
microrganismos competidores, técnicas como a imersdo em solugdes alcalinas,
compostagem, pasteurizagdo por vapor e imersdo em agua quente, vem sendo
utilizados por pequenos agricultores, apesar de ndo serem as mais eficientes
(Sanchez; Andrade, 2013).

A desinfecgao dos residuos utilizados como substrato é crucial para os parametros
de producdo como: taxa de contaminagao, produtividade, tempo e a eficiéncia da
colonizacdo micelial, o rendimento da produgdo e a qualidade dos corpos de
frutificacdo. A escolha do método a ser utilizado deve ser baseado na eficiéncia, custo
e acessibilidade (Caballero et al., 2024).

Segundo Tartari (2023), os métodos de substrato mais utilizados para a produgéo
dos basidiomicetos Pleurotus spp. séo a esterilizagdo e a pasteurizagao. Todavia trata-
se de meétodos cujo investimento inicial sdo elevados, além de demandar de méao de

obra especializada, o que torna sua implementacgao inviavel a pequenos produtores.

3.21 Solugao alcalina

A desinfecgao de substrato por meio de imersao em agua alcalinizada é simples: o
substrato é submerso em agua alcalinizada por um periodo pré-determinado
posteriormente drenado até atingir 65%-70% de umidade, em seguida o substrato &
ensacado e segue as etapas de inoculagdo normalmente (Contreras et al., 2004).

A técnica de imersao alcalina € um método simples caracterizado pela imersédo dos
substratos em agua com cal (Ca(OH)2) por 12 a 48 horas. Contudo os principais
problemas desta técnica envolvem sobrevivéncia de ovos de mosca, risco de
contaminacao bacteriana e menor eficiéncia bioldgica (Gowda; Manvi, 2020).

Esta técnica consiste em aumentar o pH dos substratos em niveis alcalinos, inibindo
o crescimento de microrganismos contaminantes sem afetar o crescimento do fungo
Pleurotus spp. (Casteliano et al., 2022).

Nunes (2016), observou que a imerséo de substrato em cal hidratada a 2% reduz
em 90% a populagdo de microrganismos contaminantes. Sendo capim elefante,
bagaco de cana-de-agucar e serragem com farelo de arroz substratos mais
adequados para a técnica. Além disso métodos de imersdo alcalina rapida, séo

técnica econbmicas eficazes e rapidas para a producao de P. ostreatus var Flérida.
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3.3 Bacillus thuringiensis

B. thuringiens, € um entomopatdgeno, considerado uma das bactérias mais
importantes na fabricagcédo de inseticidas biologicos. Sua ampla gama de toxicidade a
insetos vetores de agentes patogénicos, o confere interesse cientifico (Viana et al.,
2021).

Esta bactéria, pertencente a familia Bacillaceae, € Gram-positiva e forma esporos,
encontrados naturalmente em varios tipos de solo e ambiente ( Singh et al., 2024). As
toxinas Cry formadas nessas bactérias sdo responsaveis pelo controle de varias
ordens de insetos como os lepiddpteros, dipteros, himendpteros, coledpteros, assim
como nematoides, acaros e protozoarios (Santos; Cordeiro, 2022).

As proteinas inseticidas Cry, Cyt e Vip séo ativadas em pH 9 -11 por proteases do
hospedeiro (quebra ligacoes peptidicas entre aminoacidos, resultando na degradacgao
de proteinas), deste modo ligam-se aos receptores do intestino médio das larvas,
formando poros na membrana celular, causando choque osmético, ruptura idnica,
degradacao celular, paralisia € morte do inseto por inani¢cao (Liu et al., 2021).

A exploracéao da utilizagao do B. thuringiens como biopesticida maximiza o potencial
deste e de outros biopesticidas, favorecendo o cenario de produgdes sustentaveis
(Kumar et al., 2021). Até o momento, a maioria dos estudos tem avaliado o uso de
formulagdes de B. thuringiens na protecao de cultivos de A. bisporus contra insetos
da ordem Diptera. Keil (1991) relatou que a aplicagao do B. thuringiens var Israelenses
ABG-6193 foi eficaz na redugao das populacdes de Lycoriella ingenua e M. halterata
(Diptera: Phoridae), resultando em impacto positivo sobre a produgéo de cogumelos
A. bisporus.

Erler et al., (2009) também observaram que a aplicagdo do B. thuringiens
var. Israelensis ABG-6193 foi eficiente na redugao dos danos causados pelas larvas
de M. halterata no cultivo de A. bisporus, sendo que a emergéncia de adultos néo
apresentou diferencga significativa em relagao ao substrato tratado com clorpirifés.

Por outro lado, Jess; Schweizer (2009) relataram que o uso do B. thuringiens
var. israelensis nao foi eficaz na reducdo das populagcdes de Lycoriella solani
(Diptera: Sciaridae) emergentes do composto utilizado para o cultivo de A. bisporus,

tampouco proporcionou beneficios a produtividade.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969724067500?utm_source=chatgpt.com&bb0910
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Em Pleurotus spp. os estudos estdo no inicio, Wang et al., (2020) apontou que

cepas de B. thuringiens nao inibiram o crescimento de hifas de P. ostreatus e Pleurotus
geesteranus Singer. Assim como Anderson et al., (2021) aponta que a bacteria B.
thuringiens var. Iraselenses n&o afeta o crescimento micelial de Pleurotus columbinus
e P. Ostreatus, quando aplicada a estes géneros um numero significativamente menor
de adultos emergiu da palha tratada com B. thuringiens var. lraselenses em
comparagao com S. feltiae.
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado no Centro de Estudo em Cogumelos, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Tecnolégicas (FCAT/UNESP). Os experimentos foram realizados
em duplicata, testando a aplicacdo de diferentes dosagens de B. thuringiensis
conciliado ao tratamento de desinfecéo alcalina para a produgao de P. ostreatus var.
Florida e P. sapidus. Também foram realizados testes de interagao entre o fungo e a

bactéria em placas de Petri.

4.1 Produgao de inéculo

O indéculo foi preparado de acordo com a metodologia proposta por Moreaux
(2017). Foram utilizadas 3 espécies, sendo duas linhagens de P. ostreatus var. Florida
(POF 16/01 e 19/03), e uma linhagem de P. sapidus (PSA 14/01). O processo de
preparagao incluiu a geragcdo de matrizes primarias, secundarias, terciarias e do
in6culo. As matrizes primarias e secundarias foram confeccionadas empregando o
meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar). A fim de produzir a matriz terciaria e o
in6culo, graos de sorgo foram selecionados e submetidos a um pré-tratamento de
cozimento por um periodo de 40 minutos, sendo posteriormente acrescidos com 2%
de calcita, em seguida, foram esterilizados por autoclavagem a uma temperatura de
121 °C 1 ATM por um periodo de 2 horas (Figura 01).

Figura 01. Exemplificagcado de: matriz primaria ou secundaria, matriz terciaria e

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 Formulagao do substrato, inoculagao, cultivo e colheita

O substrato foi constituido a base de palha de U. decumbens coletada na
unidade da UNESP/FCAT, localizada em Dracena-SP, previamente cortada e seca ao
céu aberto durante 7 dias (Figura 02). Ao final, foram trituradas em particulas de

aproximadamente 5cm.

Figura 02. Coleta e secagem da matéria prima do subtrato.

ApoOs secagem e trituragcdo, a palha foi submersa em solugdo de 1% de

Ca(OH)2, sendo 3,5kg (peso seco) de palha para cada 100 litros de solugao. Para
adigao da bactéria B. thuringiensis utilizou-se o produto comercial Dipel® o qual foi
diluido na solugéo em diferentes dosagens, sendo: 0, 50, 100, 150 e 200 mL por 100
litros de solucdo. Em todas as solugdes a palha foi submersa durante 20 minutos e
posteriormente drenada durante 60 minutos a céu aberto (Figura 03). Ao final, 2kg do
substrato foi acomodado em sacos plasticos contendo 20 furos de aproximadamente
2cm de diametro com distancia de 10cm, inoculados a 2% e em seguida incubados
em uma temperatura de 26 + 3°C e umidade de 85 + 5% seguindo a metodologia
proposta por lossi et al., (2018).

Apoés a inoculagéo, foi realizada a analise do pH e condutividade elétrica (CE)
da solugao dos substratos tratados. Para isso, amostras da agua utilizada na imerséo
de cada tratamento foram coletadas e analisadas individualmente, utilizando medido-
res digitais previamente calibrados. O objetivo foi verificar as varia¢des fisico-quimicas
provocadas pelas diferentes concentragées do produto Dipel® e pela presenga do hi-
dréxido de calcio Ca(OH), na solugéo de tratamento.

O cultivo foi realizado por aproximadamente 60 dias, onde se pretendia obter 3

fluxos de produgdo. Durante este periodo, a sala de cultivo permaneceu com
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temperatura e umidade idénticas ao periodo de incubacao (Figura 03). A colheita foi

realizada respeitando-se o ponto ideal, ou seja, antes da total abertura do pileo. Ao
final, os cogumelos foram pesados e contados para determinagdo dos parametros

agronémicos.

Figura 03. Processo de produgéo do substrato

P

@

Fonte: Elaborado pela autora.

4.1 Avaliagao dos parametros agronémicos e delineamento experimental

Os cogumelos colhidos e pesados foram avaliados quanto a: numero de
cogumelos (u), numero de pencas (u), massa média de cogumelos (g), produtividade
(massa fresca de cogumelos *100/2000, expresso em porcentagem). Os dados foram
submetidos a analise estatistica com nivel de significancia de 5%, utilizando-se o teste de
médias de Tukey e a regressao linear, por meio do software Sisvar. Os experimentos de
producado foram conduzidos em esquema de fatorial duplo, em um delineamento
inteiramente casualizado, sendo o primeiro fator trés diferentes linhagens de Pleurotus
spp. (POF 16/01, POF 19/03 e PSA 14/01) e o segundo fator constituido de doses da
bactéria B. thuringiensis utilizando-se o produto Dipel® nas proporgdes de o qual foi
diluido na solugdo em diferentes dosagens, sendo: 0, 50, 100, 150 e 200 mL a cada
100L de solucdo. Todos os tratamentos contaram com 10 repeticbes, sendo o
experimento realizado duas vezes (duplicata).
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4.1 Interacao entre fungo e bactéria

O estudo de interagdo entre o fungo e a bactéria, foram conduzidos em esquema
de fatorial duplo, em um delineamento inteiramente casualizado, sendo o primeiro fator
trés diferentes linhagens de Pleurotus spp. (POF 16/01, POF 19/03 e PSA 14/01) e o
segundo fator constituido de doses da bactéria B. thuringiensis utilizando-se o produto
Dipel® nas proporgdes: 0, 50, 100, 150 e 200 mL para cada 100L de solug&o. Para
isso, foram preparados dois meios de cultura que simulam as condi¢des do substrato
utilizado no cultivo do fungo: BDA convencional e BDA suplementado com 1% de
Ca(OH),. As linhagens fungicas, assim como a bactéria B. thuringiens, foram
cultivadas em ambos os meios, permitindo a avaliagdo de seu desenvolvimento em
ambiente alcalino.

A interacdo entre o fungo e a bactéria foi analisada seguindo o “método da
cultura pareada” (Costa; Rocha; Freitas, 2019). Foram utilizados o produto comercial
DIPEL® e as trés linhagens de Pleurotus spp. (POF 16/01, 19/03 e PSA 14/01)
conservadas na micoteca do laboratério do CECOG da Unesp de Dracena — SP. As
linhagens foram cultivadas em placas de Petri com meio BDA incubadas em
temperaturas de 26°C. Para a analise de interagao foram retirados cilindros de agar
de 5 mm de diametro contendo as linhagens citadas. Para a inoculagédo da bactéria,
foi coletado o produto comercial Dipel® com o auxilio de uma pipeta regulavel
com capacidade de 100 pL, e despejado sobre a superficie do meio de cultura nas
placas, o indculo foi espalhado sobre a superficie do meio com o auxilio de e uma alga
de Drigalsky por meio do estriamento bacteriano.

Os cilindros de meios de cultura contendo as espécies de fungos, foram
colocados em polos opostos ao esfregaco com a bactéria, a 1 cm da borda interna da
placa de Petri onde foram realizados os ensaios. Durante a incubacgao, foi analisado
se houve antagonismo ou inibicdo, do crescimento do fungo ou da bactéria.

Com o objetivo de avaliar como os microrganismos interagem com o meio
alcalino, foram preparados dois tipos de meio de cultura em placas de Petri: 0 meio
BDA convencional e o meio BDA suplementado com 1% de cal Ca(OH),. A
suplementacao com cal foi realizada durante o preparo do meio, adicionando-se 1%
de Ca(OH), em relagdo a quantidade total de meio preparado (peso/volume). As
placas foram preparadas seguindo os protocolos tradicionais de vertimento, e,
posteriormente, realizou-se a inoculagdo dos microrganismos em ambos 0s meios.

Deste modo, os testes foram realizados em “quadricatas”, utilizando como controle as
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placas com meio tradicional contendo somente o fungo, somente a bactéria e
analisando também a interag&o entre fungo e bactéria.
As analises foram realizadas em camara de fluxo laminar e todo material usado

foi submetido a desinfeccdo em autoclave a 121°C a 1 ATM.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante um periodo de 60 dias, ambos os experimentos (realizados em
duplicata) foram meticulosamente monitorados. No entanto, ndo se obteve sucesso
em seu desenvolvimento, uma vez que todos os tratamentos n&o conseguiram efetuar
a colonizagao completa do substrato. Isso permitiu a proliferacdo de contaminantes e
resultou em rendimentos que ndo atingiram niveis estatisticamente significativos.
Como consequéncia, a utilizacdo e a analise estatistica dos dados coletados
tornaram-se inviaveis. E importante notar que as médias adquiridas indicam que a
linhagem POF 19/03 apresentou as médias mais altas de colonizagdo quando exposta
a doses de 50 e 150 ml de Dipel® por 100 litros de solugdo. Contudo, é relevante
mencionar que a colonizacdo completa dos sacos de substrato ndo foi observada
(Tabela 01).

No que se diz respeito os rendimentos agronémicos, a maior produtividade foi
observada no tratamento com a linhagem PSA 14/01 com 9,78%, seguida da linhagem
POF 19/03 com 5,15%, consequentemente, para numero de pencas e cogumelos e
massa média de cogumelos, estes tratamentos obtiveram as melhores médias. A
auséncia de resultados em grande parte das repeticbes, assim como a grande
variancia dos dados, impossibilitou o tratamento estatisticos e a utilizacédo de teste de
médias (Tabela 01).
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Tabela 01. Rendimento de linhagens de Pleurotus spp. cultivadas em substrato

preparado através de desinfecgéo alcalina e inoculado com Bacillus thuringiens.

Colheita
Colonizacgao N° N°
Dose de final pencas Cogumelos Massa (g) Produtividade (%)
Dipel Linhagem (%)
(mlL)
0 15 0.16 1.16 1 0.05
50 10 0 0 0 0
POF
100 16/01 5 0 0 0 0
150 15 0 0 0 0
200 12 0 0 0 0
0 12 0.16 0.5 4.5 0.22
50 60 0.16 0.16 13.66 0.68
POF
100 19/03 17 0 0 0 0
150 80 1.33 4.33 103 5.15
200 30 0.33 3.16 24 1.2
0 20 0.5 2416 195.6 9.78
50 17 0 0 0 0
PSA
100 14/01 10 0 0
150 22 0 0 0
200 24 0.33 0.33 24 1.2

Figura 2 Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados obtidos para os parametros de pH e condutividade elétrica (CE)
(Tabela 02) indicam que nao houve diferengca estatistica significativa entre os
tratamentos avaliados, conforme demonstrado pelo teste de agrupamento de médias
(p > 0,05). Os valores de pH mantiveram-se elevados em todos os tratamentos,
situando-se entre 11,87 e 11,99, o que confirma a eficiéncia da solugao alcalina na
elevacdo da alcalinidade do substrato. De forma semelhante, os valores de
condutividade elétrica oscilaram entre 8180 e 9150 uS/cm, mantendo-se em niveis
altos, o que pode refletir a presencga de ions soluveis resultantes da alcalinizacdo.
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A auséncia de variagao estatisticamente significativa em ambos os parametros sugere
que as diferentes doses testadas ndo exerceram influéncia marcante na alteragao das

caracteristicas quimicas do substrato avaliadas neste experimento.

Tabela 02 - Valores de pH e condutividade elétrica (uS/cm) do substrato.

Dose de pH Condutividade
Dipel Elétrica
(mL) (pS /cm)

50 11,89 A 9.150 A
100 11,99 A 8.900 A
150 11,87 A 8.180 A
200 11,95 A 9.150 A

As médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de significancia. Fonte: Elaborado pela autora.

O desenvolvimento de fungos e bactérias foi claramente afetado quando a
concentracédo de Ca(OH): foi utilizada a 1%. E evidente que o crescimento é mais

rapido e robusto quando apenas o meio BDA é empregado (Figura 04).

Figura 04. Desenvolvimento de linhagens de Pleurotus spp. (A: POF 16/01, B: POF 19/03
e C: PSA 14/01) e Bacillus thuringiensis (D), sendo, x: meio de cultura BDA + 1% de
Ca(OH)2 e y: BDA. A, C e D com 5 dias de inoculagao e B com 10 dias

Fonte: Elaborado pela autora.
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N&o foram observados indicios de antagonismo entre o fungo e a bactéria, como

inibicdo de crescimento micelial ou formagao de zonas de inibigdo nas placas de Petri
conforme ilustrado (Figura 05). No entanto, € perceptivel que a bactéria enfrenta
consideraveis desafios de desenvolvimento em meios de cultura com a adicdo de
Ca(OH)2. Essa complexidade pode estar relacionada a neutralizagdo do pH ocasionada
pelo hidroxido de célcio, o que interfere nas condi¢cbes ideais para o crescimento
bacteriano (Vu et al., 2009; West et al., 1985).

Figura 05. Desenvolvimento de Pleurotus spp. (A) juntamente com Bacillus
thuringiensis em diferentes meio de cultura.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para as linhagens de Pleurotus, também se observou um atraso e uma redugao
na robustez da colonizagdo quando a solugado alcalina foi empregada. No caso do
meio de cultura acrescido de Ca(OH)2, foi necessario um numero maior de dias para
a colonizacao da placa em comparagao com o meio de cultura contendo apenas BDA
(Figura 06).
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Figura 06. Regressao linear de crescimento micelial de linhagens de Pleurotus spp. em
meio BDA com e sem a adi¢cao de Cal hidratada Ca(OH).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A aplicagcao da técnica de desinfecgcao alcalina é considerada um desafio em
termos de eficacia. Conforme destacado por Aguiar et al., (2021), a producgéo utilizando
essa técnica enfrenta dificuldades, onde os autores concluiram que niveis de pH
excessivamente alcalinos devido a alta concentragdo de cal prejudicam a colonizagao
do substrato e impactam negativamente na formagao dos corpos de frutificacdo dos

cogumelos.

Conforme destacado por (Zhao et al., 2021), o potencial hidrogeniénico tem
influéncia direta nas proteinas dos cogumelos Pleurotus spp. Em condigdes alcalinas
a solubilidade de proteinas derivadas de P.ostreatus atingem um pico de solubilidade,
sofrendo mudancas estruturais devido a interagdes eletrostaticas alteradas.

A faixa de pH considerada ideal para o desenvolvimento dos cogumelos é
variavel, porém, deve situar-se entre 4,0 e 7,0 durante a fase de colonizagéo micelial
e entre 3,5 e 5,0 durante a formagao dos basidiocarpos (Belletini et al., em 2019). A
falta de uma faixa de pH adequada pode afetar o crescimento do fungo e a absorcao
de nutrientes (Khan et al., 2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643824011782#bib67
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Conforme destacado anteriormente por Aguiar (2021) em relagdo aos
tratamentos alternativos aplicados aos substratos, os métodos que envolveram a
imersao em cal, imersdo em agua quente e o uso de perdxido de hidrogénio nao
demonstraram eficacia na melhoria da producdo de cogumelos. Esses métodos
resultaram na auséncia de produgao de cogumelos ou na obtengédo de rendimentos
muito baixos. De forma contraria, Contreras et al., (2004) afirmaram que a técnica de
imersao em cal é eficiente, principalmente para o controle de Trichoderma spp. devido
a alcalinidade do substrato.

Mesmo na auséncia de variaveis que atestem a eficacia da aplicagao do
produto Dipel® no controle de moscas de cogumelos, é evidente que, ao cultivar o
microrganismo em placas contendo meio de cultura, a inclusdo de cal hidratada e,
consequentemente, o aumento do pH tém um impacto negativo no crescimento da
bactéria, podendo comprometer sua sobrevivéncia no substrato. Isso torna

desaconselhavel a sua utilizacdo em conjunto com o método de desinfecgao alcalina.

Embora a literatura demonstre que o B. thuringiens dependa de um meio
alcalino para que suas toxinas cristalinas sejam solubilizadas e ativadas (Pinto, 1998),
essa ativacao ocorre de forma eficaz apenas dentro do intestino dos insetos, onde,
além do pH elevado, ha condi¢des bioldgicas muito especificas. Um substrato agricola
tratado com cal torna um meio quimicamente semelhante, mas biologicamente

diferente do intestino do inseto (Peng, Qi et al., 2025).

Segundo Peng et al., (2025), o B. thuringiens ativa genes associados a
sobrevivéncia e viruléncia ao ser exposto ao pH alcalino do intestino de insetos, como
Idh2 e Ipm1, que promovem o metabolismo lactato—piruvato, liberando H* para manter
o equilibrio do pH intracelular. Considerando esse mecanismo de adaptacao, pode-se
hipotetizar que a exposicao prévia do B. thuringiens a um meio alcalino, antes da
ingestao pelo inseto, poderia comprometer sua resposta adaptativa natural, reduzindo
sua eficacia entomopatogénica. No entanto, essa possibilidade ainda requer

investigacéo experimental.
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As proteinas toxicas do B. thuringiens sao sensiveis a condi¢des ambientais
extremas. Em um substrato com pH 10-11 essas proteinas podem se desnaturar ou
degradar, perdendo sua atividade antes mesmo de serem ingeridas pelos insetos,
essa perda de eficacia foi evidenciada pela ocorréncia de infestagdo por insetos,

mesmo com a aplicagéo de diferentes doses de Dipel® no substrato.

6 CONCLUSAO

A desinfecgdo alcalina realizada com cal hidratada Ca(OH)2 nao foi
eficiente na producédo de P. ostreatus var. Florida e P. sapidus devido a baixa taxa de
colonizagdo e a auséncia de colheita durante o cultivo. Embora ndo tenha sido
possivel confirmar a eficacia de B. thuringiensis no controle de moscas dos
cogumelos, os resultados sugerem que a elevada alcalinidade do substrato pode ter

comprometido a viabilidade ou a agédo da bactéria.
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