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CARACTERIZACAO GENETICA E DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO EM

Agaricus subrufescens

RESUMO - A espécie Agaricus subrufescens, popularmente conhecido como
cogumelo do sol, é cultivado em vérios locais do mundo, porém ainda em pequena
escala, comparando com a producédo de outros cogumelos. A espécie é originaria do
Brasil e, até os tempos atuais, é produzida por intermédio de adaptacdes de
tecnologias provindas do cultivo de outras espécies, consequentemente a espécie
possui em sua maioria um baixo rendimento e longo periodo de cultivo. Assim, este
trabalho aborda quais séo os principais processos que influenciam o comportamento
agronémico (produtividade, nimero e massa de cogumelos, tempo para o primeiro
fluxo e precocidade) do produto final. Para isso, avaliou-se a influéncia de distintas
linhagens, partindo de um cultivo & campo (baixo nivel tecnolégico) até um cultivo em
camara climética, especifica para a producao de cogumelos (alto nivel tecnoldgico), a
gual em ambas as situa¢fes o produto avaliado foi o cogumelo. Foi realizado também
a caracterizacdo genética das linhagens, através da taxa de polimorfismo da regido
ITS. Neste trabalho foi encontradas linhagens de ITS tipo A (ABL 03/44 e ABL 16/01)
e tipo A/B (ABL 04/49, ABL 98/11, ABL 18/01, ABL 19/01 e ABL CS7), que é uma
caracteristica de linhagens encontradas nas Américas e Europa. A maioria das
linhagens nao apresentaram taxa de polimorfismos. A linhagem ABL CS7 quando
cultivada a campo apresentou produtividade (20,95%) proxima a encontrada em
camara climatica, porém dos sete meses estudados apenas dois foram considerados
eficientes (maio e junho). Os principais limitantes sdo as condigcbes ambientais
desfavoraveis. O cultivo em camara climatica apresentou maiores rendimentos, sendo
a linhagem ABL 19/01 a mais produtiva com 21,69%. O cultivo em camaras climaticas
pode possibilitar a condugdo de até 4 ciclos durante o ano, por conta de todas
condi¢cdes serem controladas. Em ambos os cultivos, a escolha da linhagem é
fundamental para altos rendimentos.

Palavras-Chave: Cogumelos cultivo, Fungos morfologia, Micologia, Microbiologia
agricola



DIFFERENT CULTIVATION CONDITIONS AND GENETIC CHARACTERIZATION

OF Agaricus subrufescens

ABSTRACT - The species Agaricus subrufescens, popularly known as the sun
mushroom, is cultivated in several places around the world, but still on a small scale,
compared to the production of other mushrooms. The species is originally from Brazil
and, up to the present time, it is produced through adaptations of technologies from
the cultivation of other species, consequently the species has mostly a low yield and a
long period of cultivation. Thus, this work addresses which are the main processes that
influence the agronomic behavior (productivity, number and mass of mushrooms, time
for the first flow and precocity) of the final product. For this, the influence of different
strains was evaluated, starting from a field cultivation (low technological level) to a
climatic chamber cultivation, specific for the production of mushrooms (high
technological level), which in both situations the product evaluated was the mushroom.
The genetic characterization of the strains was also carried out through the
polymorphism rate of the ITS region. In this work, ITS strains type A (ABL 03/44 and
ABL 16/01) and type A / B (ABL 04/49, ABL 98/11, ABL 18/01, ABL 19/01 and ABL
CS7) were found, which is a characteristic of strains found in the Americas and Europe.
Most strains did not show a polymorphism rate. The strain ABL CS7 when cultivated
in the field showed productivity (20.95%) close to that found in the climatic chamber,
however, of the seven months studied, only two were considered efficient (May and
June). The main limitations are unfavorable environmental conditions. The cultivation
in climatic chamber showed higher yields, with the ABL 19/01 strain being the most
productive with 21.69%. Cultivation in climatic chambers can allow up to 4 cycles to be
conducted during the year, due to all conditions being controlled. In both crops, the
choice of lineage is essential for high yields.

Keywords: Cultivation mushrooms, Fungi morphology, Mycology



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

Além de uma fonte de renda alternativa, os cogumelos se destacam por
possuirem elevada atividade metabdlica e bioconversdo, o que permite o cultivo em
diversos residuos agroindustriais, em pequenos espacos fisicos, num curto periodo
de tempo, durante praticamente o ano todo. Isso proporciona um produto final de
elevada qualidade nutricional, superior aos obtidos por produtos de origem animal e
vegetal (Wang et al., 2014), destacando-se ainda mais por ndo emitirem gases de

efeito estufa, como por exemplo o metano.

Diante do exposto, os cogumelos representam um produto valioso no mercado
exterior, possuindo alto valor comercial, apresentando caracteristicas organolépticas
diferenciadas, tais como textura, sabor e odor (Guillamén et al., 2010). No entanto,
esse mercado é restrito e pouco estudado no Brasil, principalmente no que se refere

a espécies de origem nativa.

O Agaricus subrufescens, sinbnimo de Agaricus blazei e Agaricus brasiliensis,
é conhecido popularmente como Cogumelo do Sol® ou cogumelo medicinal, sendo de
origem natural brasileira, o que facilita o cultivo em condi¢cées de clima tropical,
podendo ser uma excelente alternativa de renda ao pequeno produtor (Firenzuoli et

al., 2008). Contudo nos dias de hoje esta espécie € pouco produzida pelo mundo.

A producao de A. subrufescens enfrentou diversos problemas até entéo, dentre
eles os baixos rendimentos em comparagéo a outros Agaricus (Largeteau et al., 2011).
Com o passar dos anos, através de pesquisas, essa questdo tem sido solucionada.
Anos atrds, Minhoni et al. (2005) relataram rendimentos de 6,5% a 9,5% e Braga et
al. (2006) em torno de 6,27% a 15,29%. Posteriormente, Zied et al. (2010) relataram
produtividades entre 12,4 e 16,1% e, mais recentemente, Zied et al. (2018)
encontraram produtividades de até 28,16% para a linhagem ABL 16/01, em substrato

suplementado com residuos da polpa de acerola.



Esses incrementos de produtividade foram possiveis através de estudos com
foco nas tecnologias de producéo, dentre elas: a formulacdo do composto, diferentes
camadas de cobertura, diferentes ambientes de cultivo e selecdo de linhagens com
potencial comercial (Pardo-Giménez et al., 2020; Zied et al., 2014, Zied et al., 2018).
Contudo, o cultivo de A. subrufescens ainda € muito longo (aproximadamente 120
dias) e muitas das linhagens que estéo disponiveis ho mercado possuem um baixo
rendimento, expondo a necessidade de estudos focados na reducdo do tempo de

cultivo e também na selegéo de linhagens eficazes.

Com isso o objetivo deste trabalho foi; i) realizar a caracterizacao genética de
sete linhagens comerciais de A. subrufescens; ii) verificar as diferencas morfologicas
de diferentes linhagens e como o0 ambiente de cultivo pode afeta-las e iii) caracterizar
a interacao entre linhagens e o ambiente de cultivo; iv) determinar como as condi¢des

de cultivo podem interferir nos parametros agronémicos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MACROFUNGOS

Os macrofungos séo fungos conhecidos por possuirem estruturas reprodutivas
visiveis a olho nu (Arnolds, 1992; Kirk et al., 2001) e pertencem aos filos Ascomycota
e Basidiomycota (Kirk et al., 2001; Wijayawardene et al., 2017). O filo Basidiomycota
€ um dos mais abundantes em espécies, abaixo apenas do filo Ascomycota
(Wijayawardene et al., 2018, 2017) com um total de 1.589 géneros e mais de 30.000
espécies ja classificadas (Dai et al., 2015; Kirk et al., 2008), onde sao encontrados 0s
cogumelos comestiveis e medicinais, utilizados ha milhares de anos pela civilizacéo
(Horm and Ohga, 2008; Power et al., 2015; Reginald Buller, 1914; Wasson and
Wasson, 1957).

Os cogumelos sao fonte de compostos polifenélicos, aminoacidos,

polissacarideos, terpendides, e esteréis e também é um alimento de baixa taxa



caldrica e ricos em minerais e fibras (Firenzuoli et al., 2008), e com uma ampla gama
de vitaminas (Vitamina Bl e C, riboflavina, biotina e niacina). Este também é
associado a acdes antioxidantes, anticancerigenas, atividades antimicrobianas,
atividades antidiabéticas, anti-inflamatérias, hepatoprotetoras, antialérgicas e
antivirais (Kala¢, 2016; Kalaras et al., 2017; Merdivan and Lindequist, 2017; Roncero-
Ramos and Delgado-Andrade, 2017; Soccol et al., 2017; Ramos et al., 2019). Além
disso, desempenham importante papel no ambiente em que esta inserido, sendo os
principais decompositores de material organico, além daqueles que também atuam

como simbiontes, favorecendo o crescimento vegetal (Mattila et al., 2000).

2.2. Agaricus subrufescens

O A. subrufescens (Kerrigan, 2005), também classificado como Agaricus blazei
Murril e Agaricus brasiliensis (Wasser et al., 2002), pertence a familia Agaricaceae e
ordem Agaricales (Firenzuoli et al., 2008). Este foi descoberto a principio na Ameérica
do Norte e depois na América do Sul (Arrillaga and Parra, 2006; Kerrigan, 2005; Dai
et al., 2015).

A espécie tem sido amplamente estudada por conta de compostos bioativos
isolados tanto do corpo de frutificacéo quanto do micélio (Ferrari et al., 2021; Firenzuoli
et al., 2008; Rahmani-Nezhad et al., 2019). Segundo Takaku et al. (2001), a ingestéao
deste cogumelo pode prevenir doengas como cancer, diabetes, hiperlipidemia,
arteriosclerose e hepatite cronica, além de ser conhecido por estimular o sistema

imunoldgico.

Dentre os cogumelos medicinais mais produzidos e estudados o A.
subrufescens é o Unico que se utiliza de residuos agricolas, como bagaco de cana,
palhas de gramineas e dentre outros. Seu substrato € preparado pelo método de
compostagem seguido da pasteurizagdo, promovendo custos reduzidos ao ser
comparado com outras espécies, como Ganoderma lucidum e Flammulina velutipes

gue séo produzidos através de substratos a base de madeira (Atila, 2020; Rezaeian e



Pourianfar, 2017), e necessitam ser esterilizados, o0 que acarreta maior custo de

investimento e producéao.

2.2.1. VARIABILIDADE GENETICA

A. subrufescens é uma espécie distribuida em varios continentes, como as
Américas, Asia, Europa, Oceania e Africa (Kerrigan, 2005; Thongklang et al., 20186,
2014), e possui alta variabilidade morfolégica e genética (Kerrigan, 2005). Segundo a
literatura, o cogumelo cultivado no Brasil € nativo do Estado de S&o Paulo (Largeteau
et al., 2011).

A variabilidade genética deste fungo foi estudada durantes muitos anos
utilizando como marcador molecular a regido do espacgador transcrito interno (Internal
Transcribed Spacer — ITS). Esta regido € utilizada para o estudo da taxonomia e
filogenia de varias espécies de fungos, devido a sua facilidade de amplificacédo pela
técnica de PCR, e um alto grau de variacéo interespecifica, possibilitando a distingédo
da maioria das espécies (Chen et al., 2016; Schoch et al., 2012). O A. subrufescens
demonstra alto nivel de polimorfismo na regido ITS do DNA ribossémico nuclear
(rDNA) (Kerrigan, 2005). As regides ITS encontradas nesta espécie sdo as do tipo A,
B e A/B, que sdo comumente encontradas nas Américas e na Europa, e do tipo C

comumente encontrada na Asia e Oceania (Chen et al., 2016).

2.2.2. VARIABILIDADE MORFOLOGICA

A variacdo morfolégica apresentada por diferentes linhagens é de grande
importancia do ponto de vista comercial. O mercado € cada vez mais exigente quanto
as caracteristicas dos alimentos, da mesma forma a exigéncia por cogumelos que

atendam condi¢cbes especificas sdo de suma importante para o produtor. Os



cogumelos podem ser classificados como extra, A e B, sendo 0s extras com maior
valor agregado e B como o menor valor. Os cogumelos extras possuem por volta de
80 mm de comprimento e largura da base do estipe em torno de 35 a 50 mm, além de
possuir o pileo fechado (Zied et al., 2017a, 2017b). A cor também € uma caracteristica
muito importante na comercializagcédo destes cogumelos, onde € exigido pelo mercado,
pileos que apresentem coloragdo mais claras, porém ainda ndo ha padrdes

especificos de coloracao.

O A. subrufescens possui cogumelos que podem obter variagcdes morfoldgicas
de tamanho e cor conforme o ambiente onde s&o coletados ou cultivados. No geral,
os basidiomas sao robustos, com tamanho entre 60-150 mm, com colora¢do que varia
entre marrom-acastanhado, marrom avermelhado ou marrom-ouro e com estipe cujo
tamanho varia de curto e grosso a fino e longo (Firenzuoli et al.,, 2008;
Wisitrassameewong et al., 2012b). Essas caracteristicas morfolégicas podem variar
devido ao gendtipo ou também conforme as condi¢des climaticas da regido (Kerrigan,
2005).

2.3. CULTIVO DE A. subrufescens

Sabe-se que o Brasil é o Unico produtor de A. subrufescens das Américas
(Sanchez et al. 2018), onde durante muito tempo esta espécie é cultivada em pequena
escala (Pardo-Guiménez et al. 2020). Na ultima safra (2020/2021) estima que apenas
10 produtores brasileiros realizaram o cultivo dessa espécie, sendo destes, 80% do
estado de S&o Paulo, onde a produtividade varia de 8% a 16% conforme o nivel de
tecnificacdo do produtor. Lirena-Hernandez et al. (2013) observaram que paises como
a China, Japéao, Taiwan e Coréia sao um dos Unicos que cultivam a espécie a nivel
industrial. No Brasil o preco pago pelo produto desidratado varia conforme a qualidade
dos cogumelos, partindo de R$200,00/kg até R$350,00/kg.

Quando comparado aos demais cogumelos cultivados em escala comercial, o
A. subrufecens é referenciado como um grande desafio, pois as tecnologias utilizadas

em seu cultivo séo recentes, ndo estdo consagradas, formadas de adaptacdes de



tecnologias utilizadas na producéo de Agaricus bisporus (Arif Mahmud et al., 2007;
Mantovani et al., 2007; Zied et al., 2010; Largeteau et al., 2011; Dias et al., 2013).
Como consequéncia, o periodo de producéo é longo e a produtividade baixa, mesmo

com grandes melhorias durante décadas de pesquisa (Pardo-Giménez et al., 2014).

Para a producéo de A. subrufescens sao utilizadas diferentes formula¢des de
substratos, sendo principalmente a base de: bagaco de cana de agUcar, palhas de
gramineas (aveia, massai, trigo, cevada, arroz), e entre outros. Também é realizada
a suplementacao com fontes de nitrogénio e fésforo (Mendonca et al., 2005; Minhoni,
2005; Zied and Minhoni, 2009; Gonzalez Matute et al., 2010). Em seguida, o substrato
€ compostado de acordo com o método de “compostagem tradicional” para preparo
de substrato para cogumelos e em seguida realizado a pasteurizagéo (Eira, 2003; Zied
et al., 2014).

2.3.1. AMBIENTE DE CULTIVO

A escolha do ambiente de cultivo pode interferir no rendimento e qualidade dos
cogumelos, porém, vale ressaltar que, adotando técnicas de cultivos especificas,

pode-se obter altos rendimentos mesmo em ambientes de cultivos mais rusticos.

2.3.1.1. CULTIVO A CAMPO

Trabalhos que abordam o cultivo a campo (céu aberto) de A. subrufescens sdo
escassos na literatura. Sabe-se que o cultivo a campo consiste em adicionar um
composto ja colonizado pelo fungo em sulcos abertos no solo a céu aberto, onde, em
seguida, o composto € coberto com o0 mesmo solo retirado no local e entédo
acrescenta-se uma camada espessa de palha sobre os canteiros com o intuito de
manter um microclima adequado para o desenvolvimento fungico, além de impedir

gue a radiacdo solar atinja o solo diretamente. O terreno deve possuir uma leve



inclinacdo e, se possivel, ser proximo a matas, perto de uma fonte abundante de agua
de qualidade (Eira, 2003).

As condicfes climaticas no Brasil favorecem a producéo deste cogumelo em
ambiente a céu aberto. Nos dias de hoje, em algumas regifes do pais esta pratica
ainda é adotada, isto se deve principalmente a gastos na implementacao e conducédo
do cultivo serem inferiores em comparacao ao ambiente protegido (Cavalcante et al.,
2008; Eira, 2003). Como ponto negativo, a campo o cultivo ndo é eficiente durante
todas as estacbes, ademais, 0os cogumelos podem apresentar caracteristicas
morfoldgicas inferiores (tamanho, diametro de pileo e estipe, entre outras), os fluxos
de producéo ndo séo controlados e em algumas situacgdes, a colheita dos cogumelos
pode ocorrer embaixo de chuva, o que proporciona ao produtor um desconforto muito

grande.

2.3.1.2. CULTIVO PROTEGIDO

A producdo em ambiente protegido (estufas e barracdes de alvenaria) é mais
utilizada, por permitir a realizacdo de até 3 cultivos durante o ano, cada um com
aproximadamente 110 dias de colheita (Zied et al., 2010). Porém, assim como o cultivo
a céu aberto, o cultivo protegido que nao possui controle das variaveis ambientais, é
prejudicado por condi¢Bes climaticas locais (Mendonga et al., 2005). A utilizagdo do
controle climatico das camaras pode proporcionar maior produtividade, além de
permitir um controle padrdo e constante dos fluxos. Para a obtencéo dos fluxos de
producdo uma das opdes é reduzir a temperatura de 28°C, para 20°C, obedecendo a
escala 2°C por dia (Zied et al., 2017a). Com o0 mesmo composto é possivel obter até
6 fluxos de producgdo. O ambiente protegido também proporciona um cultivo com uma

menor incidéncia de pragas e doencas (Martos et al., 2017).

Diversas instalacdes sdo utilizadas, partindo de estruturas rusticas (como
estufas de plastico, madeira, bambu e dentre outras) (Braga et al., 2006; Eira, 2003;
Minhoni, 2005; Zied et al., 2014) até as mais tecnificadas (alvenaria e camaras

climaticas).



2.3.2. LINHAGENS

Atualmente, algumas linhagens de A. subrufescens sdo encontradas no
mercado nacional e utilizadas com sucesso por produtores de diversas regides do
Estado de Séo Paulo e Minas Gerais. No Centro de Estudo de Cogumelos (CECOG),
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologicas (FCAT/UNESP) existe uma
micoteca, com diversas linhagens que ja foram estudadas e caracterizadas em outras
pesquisas (Zied et al., 2017a, Martos et al. 2017, Zied et al. 2018).

A qualidade do material genético a ser utilizado é fundamental para o sucesso
do cultivo de A. subrufescens. Zied et al. (2014) apontaram esse quesito como a
segunda fonte de variacdo na produtividade, dentre todas as etapas envolvidas na

producéo, ficando atras apenas do ambiente de cultivo.

Linhagens coletadas em diferentes regides geograficas podem apresentar taxa
de polimorfismo, o que ja foi constatado através de estudos genéticos anteriores
(Neves et al., 2005; Tomizawa et al., 2007).
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CAPITULO 2 - Caracterizacdo genética e morfoldgica de linhagens de Agaricus

subrufescens

RESUMO - O cogumelo Agaricus subrufescens tem sido objeto de estudo
durante as Ultimas décadas quanto a sua origem e distribuicdo. Sabe-se que as
principais linhagens utilizadas em cultivos experimentais sdo do Brasil, Franca,
Espanha, Estados Unidos, México, Taiwan, Bélgica e Italia. Com intuito de verificar as
distincbes entre linhagens comerciais de A. subrufescens, realizou-se a
caracterizacdo genética de 7 linhagens (ABL 03/44, ABL 04/49, ABL CS7, ABL 16/01,
ABL 18/01 e ABL 19/01) através da amplificacdo, clonagem e sequenciamento de
DNA da regiao ITS (Internal Transcribed Spacer) de DNA ribossomal nuclear (rDNA).
Também foram avaliadas as caracteristicas morfolégicas das linhagens, onde 30
cogumelos foram analisados quanto a: comprimento total do cogumelo, do pileo e do
estipe, largura do estipe, da base do estipe e do pileo e finalmente tamanho do véu.
Todas as linhagens de A. subrufescens caracterizadas aqui, séo filogeneticamente
relacionadas aos espécimes das Américas / Europa, apresentando uma regido ITS do
tipo A (ABL 03/44 e ABL 16/01) ou ambos os tipos A e B (ABL 04/49, ABL 98/11, ABL
18/01, ABL 19/01 e ABL CS7). As andlises morfoldgicas das linhagens apresentaram
distingdo em todas caracteristicas avaliadas. Em camara climética as linhagens ABL
04/49 e ABL CS7 foram as que apresentaram cogumelos maiores e a linhagem ABL
19/01 menores. No cultivo a campo, as linhagens ABL 19/01 e AB 16/01 obtiveram
cogumelos maiores. A linhagem ABL 98/11 obteve cogumelos mais claros que as
demais, nas duas condi¢des de cultivo. A coloracdo conforme o ambiente ndo seguiu
um padréao.

Palavras-chave: Caracterizacdo genética, Cogumelo-do-sol, Fungos, ITS
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CHAPTER 2 - Genetic and morphological characterization of Agaricus

subrufescens strains

ABSTRACT - The mushroom Agaricus subrufescens has been the object of study
during the last decades regarding its origin and distribution. It is known that the main
strains used in experimental crops are from Brazil, France, Spain, United States,
Mexico, Taiwan, Belgium and Italy. In order to verify the distinctions between
commercial lines of A. subrufescens, the genetic characterization of 7 lines (ABL
03/44, ABL 04/49, ABL CS7, ABL 16/01, ABL 18/01 and ABL 19 / 01) by amplifying,
cloning and sequencing DNA from the ITS (Internal Transcribed Spacer) region of
nuclear ribosomal DNA (rDNA). The morphological characteristics of the strains were
also evaluated, where 30 mushrooms were analyzed for: total length of the mushroom,
cap and stem, width of the cap, base of cap and cap and finally size of the veil. All A.
subrufescens strains characterized here, are phylogenetically related to specimens
from the Americas / Europe, presenting an ITS type A region (ABL 03/44 and ABL
16/01) or both types A and B (ABL 04/49 , GLA 98/11, GLA 18/01, GLA 19/01 and GLA
CS7). The morphological analyzes of the strains showed distinction in all evaluated
characteristics. In a climatic chamber, the strains ABL 04/49 and ABL CS7 were the
ones that presented larger mushrooms and the strain ABL 19/01 smaller. In field
cultivation, the ABL 19/01 and AB 16/01 strains obtained larger mushrooms. The ABL
98/11 strain obtained lighter mushrooms than the others, in both growing conditions.
The coloring according to the environment did not follow a pattern.

Keywords: Genetic characterization, Sun mushroom, Fungi, ITS
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o cogumelo Agaricus subrufescens tem sido objeto de
discusséo quanto a sua origem, distribuicdo e nomenclatura (Kerrigan, 2007, 2005;
Neves et al., 2005; Wasser et al., 2002). Sua historia é dividida em 3 periodos. O
primeiro foi, aproximadamente, entre 1894 a 1918, relatado por Kerrigan (2005),
guando a espécie foi cultivada nos Estados Unidos (Falconer 1904; Anonymous
1984). A segunda ocorreu entre 1965 e 1997, relatada por Iwade e Ito (1982), lwade
e Mizuno (1997) e Mizuno (1997), que descreveram o cultivo no Brasil, Japdo, China
e Coréia e apresentaram avancos tecnologicos na area de melhoramento de
cogumelos. Por fim, o ultimo periodo teve inicio com o incremento da pesquisa sobre
a espécie no Brasil (Colauto et al.,, 2002; Eira et al., 2005), 0 que permitiu a
disseminacdo de pesquisas por varios paises, tais como: Argentina, Canada, Franca
, Eslovénia, México, Taiwan, Noruega, etc. (Chu et al.,, 2012; Matute et al., 2010;
Gregori et al., 2008; Lisiecka et al., 2013; Sousa et al., 2016; Stoknes et al., 2013).

As linhagens usadas em cultivos experimentais sdo provindas principalmente
de paises como Brasil, Franca, Espanha, Estados Unidos, México, Taiwan, Bélgica e
Italia (Hernandez et al., 2011). Nas ultimas décadas, os estudos foram realizados com
linhagens isoladas de cultivos comerciais (Brasil) ou coletadas na natureza (Franca,
Espanha, Tailandia e outros). As dificuldades encontradas no cultivo deste cogumelo
estavam relacionadas ao rendimento obtido, peso médio dos cogumelos e
caracteristicas morfolégicas (cor e formato) do pileo e do estipe (Colauto et al., 2010;
Llarena-Hernandez et al., 2013). Neste sentido alguns hibridos foram desenvolvidos
(Jatuwong et al., 2014; Zied et al., 2011), porém, ndo se sabe exatamente por que

esses hibridos ndo sdo ainda usados comercialmente.

Estudando a variacdo genética de linhagens japonesas e brasileiras, Fukuda et
al. (2003) relataram pouca diferenca entre os isolados, sugerindo que as linhagens
poderiam ter-se originado da mesma populagéo. Por fim, os autores sugeriram o
desenvolvimento de estudos de divergéncia genética entre linhagens integradas a

diversos outros aspectos, tais como fisiologia e produtividade, a fim de se ter uma
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analise precisa e consistente de linhagens e o desenvolvimento eficiente para o

cultivo.

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo genética e morfolégica

de linhagens de A. subrufescens coletadas em diferentes locais no Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi dividido em 2 avaliagdes para melhor apresentacdo dos
dados: a primeira referente a caracterizacao genética, e a segunda a caracterizacao
morfologica do cogumelo. Foram utilizadas sete linhagens comerciais de A.
subrufescens: ABL 03/44 (isolada de cultivo na regido de Lencéis Paulistas, SP, BRA),
ABL 04/49 (Isolada de cultivos da regidao de Sao José do Rio Preto, SP, BRA), ABL
98/11 (isolada de cultivos da regido de Mogi das Cruzes, SP, BRA), ABL CS7
(adquirida da Universidade Federal de Lavras, MG, BRA), ABL 16/01 (Linhagem
comercial isolada do laboratdrio comercial em Valinhos, SP, BRA), ABL 18/01 (isolada
de produtor da regido de Sao Paulo, SP, BRA) e ABL 19/01 (linhagem isolada da
regido de Dracena, SP, BRA). N&o foi possivel a obtencdo de cogumelos da linhagem
ABL 03/44, sendo assim, ndo estara presente no tépico de caracterizacdo morfolégica

dos cogumelos.

2.1. CARACTERIZACAO GENETICA

A fim de fornecer uma caracterizagdo genética das linhagens de A.
subrufescens ABL 04/49, ABL 98/11, ABL CS7, ABL 16/01, ABL 18/01 e ABL 19/01,
realizou-se a amplificacdo, clonagem e sequenciamento de DNA da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer) de DNA ribossomal nuclear (rDNA), bastante utilizado

na taxonomia de fungos (Schoch et al., 2012). Inicialmente, 100 mg de micélio de A.
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subrufescens foram adicionados em tubos de lise innuSPEED de 2,0 mL contendo
esferas de aco (5 x 4,7 mm) e 400 pL de tampé&o AP1 (DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN)
para ruptura da parede celular. As amostras foram homogeneizadas durante dois
ciclos de 1 min cada, no equipamento SpeedMill PLUS (Analytik Jena). Em seguida,
4 pL de RNase foram adicionados em cada tubo, seguido de incubacéao a 65 °C por
10 minutos. Todas as etapas da extracdo de DNA genbmico foram realizadas

conforme recomendacéo do fabricante (DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN).

Amostras de DNA gendmico (gDNA) foram eluidas em agua destilada
autoclavada e quantificadas no equipamento NanoPhotometer® (IMPLEN). As
reagOes PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL com a enzima Platinum
Taqg DNA Polymerase (Invitrogen), utilizando 50 ng de gDNA. Ja os primers foram
conservados flanqueando uma regido de rDNA contendo as sequéncias ITS: ITS5F
(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG- 3) e ITS4R (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3") (White, 1990).

As reacoes foram incubadas no termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems)
a 94 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de: desnaturagdo a 94 °C por 30 s;
anelamento dos primers a 50 °C por 30 s; e extensdo de DNA a 72 °C por 1 minuto.
Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
durante 35 min a 130 V. As Bandas de DNA (~ 700 bp) foram excisadas e purificadas
usando o kit de extracdo em gel GenElute ™ (Sigma Aldrich) e eluidas em um volume
de 40 pL, seguido de quantificacdo no equipamento NanoPhotometer®. Os amplicons
de PCR purificados foram clonados em vetores pGEM-T Easy (Promega), usando
uma razao molar 5 (insercdo): 1 (vetor), de acordo com as instru¢des do fabricante.
As células competentes de Escherichia coli Stellar foram transformadas com as
reacOes de ligacdo. As reacdes foram inoculadas em meio LB seletivo contendo
ampicilina e, posteriormente, incubadas a 37 °C por 16 h. Os clones positivos foram
confirmados por extracdo de DNA de plasmideo, seguido de digestdo com EcoRI e

eletroforese em gel de agarose 1,5%.

As reacdes de sequenciamento de DNA foram preparadas com o BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) usando 5 pL de DNA de
plasmideo (100 ng / yL) e 2,5 pL de 5 uM de iniciadores de sequenciamento M13F
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(5'-CGCCAGGGTTTTTCCCAGTCACGAC-3) ou M13R (5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3"). Quatro clones de cada amostra foram sequenciados
em duplicata pelo método de Sanger, utilizando o ABI 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems), no Centro de Pesquisa sobre o0 Genoma Humano e Células-Tronco da
Universidade de Sao Paulo (CEGH-USP, Brasil). As sequéncias de consenso para
cada linhagem de A. subrufescens foram obtidas a partir da andlise de todas as cépias
de sequenciamento de DNA, usando o software Geneious Prime® 2020.2.4
(Biomatters). Um alinhamento mudaltiplo MUSCLE foi realizado usando essas
sequéncias de consenso e outras sequéncias ITS de 23 linhagens de A. subrufescens
de diferentes regides geogréficas (Tabela 01). Uma arvore de consenso foi gerada a
partir do Geneious Tree Builder usando o método Neighbour-Joining e o0 modelo de
distancia genética Jukes-Cantor, com 10.000 réplicas no método de reamostragem

bootstrap.
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Tabela 1: Cédigos de acesso GenBank para 23 sequéncias de ITS de A. subrufescens

de diferentes regides geogréficas.

Sequéncia Regido geogréfica Acesso GenBank Tipo de ITS*
CA487-C5 France KU557352 A
WC837-543 Brazil KJ541797 A
F2285 Martinique JF797201 A
CA487-C6 France KU557353 B
WC837-S04 Brazil KJ541796 B
L0341732 UK AY 818649 B
WC837 Brazil KU557350 A/B
SBRF USA AY 818657 A/B
CA864 France KU557349 A/B
CA487-C2 France KU557351 C
GY121118 China KJ755633 C
GY128956 China KJ755632 C
GY128883 China KJ755634 C
GY133048 China KJ755635 C
XHW1614 China KJ755636 C
CA918 Thailand KJ541798 C
ZRL2036 Thailand KU557345 C
ZRL2134 Thailand KU557346 C
NTOO01 Thailand KU557347 C
CA935 Thailand KU557348 C
KRPO70 Hawaii AY818648 C
DEH513 Hawaii AY 818646 C
DEH1073 Hawaii AY818647 C

*Conforme classificacéo proposta por Chen et al. (2016).
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2.2. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Para as avaliacdes morfolégicas, 30 cogumelos de cada linhagem foram
selecionados de forma aleatoria antes da ruptura do véu (ponto de colheita
recomendado) e os seguintes parametros foram avaliados: comprimento total do
cogumelo, do pileo e do estipe, largura do estipe, da base do estipe e do pileo e
tamanho do véu. As medidas foram realizadas conforme a figura 1, com auxilio de

paquimetro digital de 150 mm, com precisédo de 0,1 mm.
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Figura 1: Avaliacao das caracteristicas morfoldégicas de cogumelos de linhagens de

A.subrufescens.

Para avaliar a coloracdo do pileo, foi utilizado um estereoscépio binocular
Discovery V20 e uma camera color Axiocam 503 fabricada pela Zeiss®. As leituras

foram feitas com duas linhas em forma de X, cada uma com cerca de 1000 pontos.



24

Apo6s a medicdo, foi obtida a média de todos os pontos e, assim, cada cogumelo
constituiu uma repeticdo. Os dados de cores foram obtidos no formato RGB
(Vermelho, Verde e Azul) e analisados estatisticamente separados de acordo com o

espectro de cores.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento do DNA da regiao ribossomal (rDNA) de seis linhagens de
A. subrufescens (ABL 03/44, ABL 18/01, ABL 04/49, ABL 98/11, ABL 16/03, ABL 19/01
e ABL CS7) mostrou uma amplificacdo bem sucedida da regido gendmica com 773pb,
estando incluido uma regido parcial da subunidade do gene do RNA riboss6mico,
sequéncias completas do gene do RNA ribossémico ITS1, 5,8s e ITS 2 e também uma

sequéncia parcial do gene RNA ribossémico da subunidade maior (28s).

Ao se analisar regibes polimorficas através de um alinhamento multiplo
realizado entre as sequéncias ITS tipos A, B, A/B e C de A. subrufescens (Chen et al.,
2016), foi possivel constatar a ocorréncia de ITS do tipo A para as linhagens ABL
03/44 e ABL 16/01 e do tipo ITS A/B para as linhagens ABL 04/49, ABL 98/11, ABL
18/01, ABL 19/01 e ABL CS7 (Tabela 02).

Variacdes de nucleotideos foram observadas entre as sequéncias ITS das
linhagens de A. subrufescens ABL 03/44, ABL 18/01, ABL 04/49, ABL 98/11, ABL
16/03, ABL 19/01, ABL CS7 e outras 23 sequéncias ITS de A. subrufescens oriundas
de diferentes regides geograficas (Tabela 01).
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Tabela 2: Variagdes de nucleotideos observadas em sequéncias ITS das cepas de A.
subrufescens: ABL 03/44, ABL 18/01, ABL 04/49, ABL 98/11, ABL 16/03,
ABL 19/01, ABL CS7 e outras 23 sequéncias ITS de A. subrufescens

oriundas de diferentes regides geograficas (listadas na Tabela 01).

Posicbes polimorficas em sequéncias ITS
90 168 176 184 199 200 208 224 240 254 323 389 521 525 614 644 673 704

ITSA T A A A G A C T T T G A A T G A T T
ABL 03/44 T A A A G A C T T T G A A T G A T T
ABL 16/01 T A A A G A C T T T G A A T G A T T
ITSB G G G A T Y T T cC G R A T R R T W
ITS A/B T- A R R R W Y T T Y G A A T G R T T
ABL 04/49 T/- A R R R W Y T T Y G A A T G R T T
ABL 98/11 T/- A R R R W Y T T Y G A A T G R T T
ABL 18/01 T/- A R R R W Y Y T Y G A A T G R Y T
ABL 19/01 T/- A R G R W Y T T Y G A A T G A T T
ABL CS7 T- A R R R W Y T Y Y G A A T G R T T
ITSC A G G A T C T T C A A C G A T T

Além dos polimorfismos em 13 posicdes (90, 168, 176, 184, 199, 200, 254, 323,
521, 525, 614 e 704), ja relatados por Chen et al. (2016), foi possivel encontrar outros
dois novos polimorfismos nas posicdes 208 e 644 para ITS tipo B e para as linhagens
ABL 04/49, ABL 98/11, ABL 18/01 e ABL CS7 e na posicao 208 para linhagem ABL
19/01. O sequenciamento de DNA de mais clones foi necessario para confirmar as

variagdes nas posicoes 224, 240 e 673.

Uma arvore de consenso foi construida a partir do alinhamento multiplo entre
as sequéncias ITS adquiridas e outras 23 sequéncias ITS de A. subrufescens das
Américas, Asia, Europa e Oceania. O alinhamento revelou que todas as cepas
analisadas neste trabalho sao filogeneticamente mais proximas dos espécimes das
Américas e da Europa (ITS do tipo A, B ou A/B) do que os da Asia e Oceania,

caracterizadas com ITS tipo C (Figura 2).
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Figura 2: Arvore de consenso de unido de vizinhos de sequéncias ITS com linhagens
de A. subrufescens ABL 16/01, ABL 18/01, ABL 98/11, ABL CS7, ABL 04/49,
ABL 03/44, ABL 19/01 e outras 23 sequéncias ITS de A. subrufescens de
diferentes regides geogréficas. Diferentes cores sdo usadas para ilustrar os
tipos de sequéncias ITS de A. subrufescens: vermelho para ITS A, amarelo
para ITS B, verde para ITS C e laranja para ITS A / B; seguindo a
classificacdo anteriormente proposta por Chen et al. (2016). Valores de
suporte de bootstrap maiores que 50% e a escala de comprimentos de

ramos sao indicados.
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Os cogumelos de A. subrufescens mostram um alto nivel de polimorfismo na
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) da regido do DNA ribossémico nuclear
(rDNA) (Kerrigan, 2005). Comparando sequéncias ITS de A. subrufescens de
diferentes regides geograficas, Chen et al. (2016) observaram uma distribuicdo de ITS
do tipo A, B ou ambos A/B. Por outro lado, espécimes da Asia ou Oceania exibiram
ITS do tipo C, com excecao do isolado selvagem francés CA487, com ITS dos tipos
A, BecC.

Os resultados revelaram que todas as linhagens de A. subrufescens
caracterizadas neste trabalho séo filogeneticamente relacionadas aos espécimes das
Américas / Europa, portanto ITS do tipo A (ABL 16/01) ou ambos os tipos A e B (ABL
03/44, ABL 04/49, ABL 98/11, ABL 19/01, ABL 18/01 e ABL CS7). Assim, eventuais
diferencas nas caracteristicas agronbmicas entre as linhagens devem ser
relacionadas a diferencas em outras regides gendmicas. Essas regides podem ser
estudadas por outros métodos moleculares, incluindo os marcadores de repeticdo de
sequéncia simples (SSR - Simple Sequence Repeats), uma ferramenta molecular de
alto potencial para estudar a diversidade genética e biologia reprodutiva (Foulongne-
Oriol et al., 2014, 2012).

Avaliando a morfologia dos cogumelos, verificou-se grande diferenca entre as
linhagens. Na analise de comprimento total dos cogumelos, as linhagens ABL 04/49
e ABL CS7 apresentaram os maiores valores no cultivo em camara climética e a
linhagem ABL 19/01 o menor valor. No cultivo em campo, a linhagem ABL CS7 e ABL
16/01 apresentaram 0s maiores valores e o restante das linhagens apresentaram
valores inferiores. Em relacdo ao comprimento do pileo, a linhagem ABL 18/01
apresentou o maior valor, tanto no ambiente em camara climéatica quanto em cultivo a

campo (Tabela 04).

Quanto a largura do pileo, a linhagem ABL 18/01 apresentou maior valor em
camara climética, enquanto que a ABL 04/49 apresentou maior valor no cultivo a
campo. Em quase todas linhagens, a largura foi maior em cogumelos cultivados em
camara climatica, com excecédo da linhagem ABL 16/01. No tamanho do véu, a

linhagem ABL 18/01 obteve os maiores valores tanto em camara quanto em campo e
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a linhagem 16/01 os menores valores também nos dois ambientes, onde o cultivo a

campo favoreceu maiores valores com excec¢ao da linhagem ABL 04/49. (Tabela 04).

A espessura do estipe foi analisada e constatou-se que a linhagem ABL 18/01
apresentou maior valor para cultivo em camara e a linhagem ABL 98/11 o maior valor
para cultivo em campo. Os maiores valores desta caracteristica foram observados no
cultivo a campo, com excecdo da linhagem ABL 19/01. Por ultimo a linhagem ABL
18/01 apresentou maiores média em camara, para a espessura da base do estipe e,
juntamente com as linhagens ABL 98/11, 16/01, apresentou maior média também no

cultivo a campo (Tabela 03).



Tabela 3: Caracteristicas morfoldgicas de basidiocarpos de diferentes linhagens de

A. subrufescens.
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Linhagens
Ambiente  ABL 04/49 ABL 98/11 ABL CS7 ABL 16/01 ABL 18/01 ABL 19/01
Comprimento total do cogumelo

Camara  106,78aA  9853bA 102,35aA 9525bA 97,29b A 80,23 ¢cB
Campo 90,35b B 94,65b A 103,30aA 99,80aA 93,54b A 99,41 aA
CV (%) 9,69

Largura do pileo
Céamara 47,10b A 46,94 b A 37,34cB 37,35cB 65,15aB 38,29cB
Campo 48,28 c A 50,46 b A 4574 c A 4477 c A 70,59a A 52,43bA
CV (%) 13,82

Comprimento total do pileo

Camara  38,61bA 38,10b A 3494 cA 28,30d B 41,10a A 36,22 c A
Campo 44,05a B 34,05cB 30,50d B 33,57cA 38,46 b B 36,32CcA
CV (%) 11,1

Tamanho do véu
Cémara 15,07b A 1494b B 14,22b A 10,50c B 16,61aB 13,23b B
Campo 11,24dB 17,40b A 1427c A 1492cA 20,45aA 18,36 b A
CV (%) 18,52

Comprimento total do estipe
Cémara 103,52 a A 85,78 c A 94,35b A 83,25CcA 82,24 cA 69,94d B
Campo 72,75¢cB 80,32c A 94,97 aA 85,80b A 80,87 c A 89,83b A
CV (%) 10,31
Espessura do estipe
Cémara 16,92c A 21,84bB 19,12cB 18,45cB 26,68 a A 17,70c A
Campo 17,81 d A 29,10a A 22,72c A 26,11 b A 26,32b A 1431eB
CV (%) 14,71
Espessura da base do estipe

Camara 24,75dB 33,83bA 30,24 cA 27,75d B 42,46 a A 2599d A
Campo 28,11b A 32,8laA 23,70cB 3544 aA 34,61 aB 21,13cB
CV (%) 18,52

Médias com letras mindsculas diferentes na linha e mailsculas distintas entre colunas diferiram pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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Também houve diferenca na coloragdo dos cogumelos conforme as linhagens
estudadas. A ABL 98/11 obteve os maiores valores em todos os espectros de cor,
sendo classificada como uma linhagem mais clara em comparacdo as demais.
Observa-se que ha um leve escurecimento da linhagem quando cultivada a campo,
onde apenas o espectro azul é igual nos dois ambientes. A linhagem ABL 19/01
apresentou os menores valores em todas as cores, sendo apenas a cor vermelha
afetada pelo ambiente de cultivo. A linhagem, entdo, é classificada por apresentar

cogumelos mais escuros (Figura 04).

Tabela 4: Coloracéo do pileo de diferentes linhagens de A. subrufescens.

Linhagens
Ambiente  ABL 04/49  ABL 98/11 ABL CS7 ABL 16/01  ABL 18/01  ABL 19/01
Vermelho (0-255)
Céamara 21560aA 221,45aA 13241cB 19855bA 18820bA 136,55cA
Campo 15855bB 202,90aB 15425bA 199,70aA 12945c¢cB 117,15cB
CV (%) 15,52
Verde (0-255)
Camara 18350b A 211,20aA 10582cB 169,30bB 161,55bA 113,65cA

Campo 155,00bB 188,30aB 129,90cA 194aA 128,90cB 100,05d A
CV (%) 18,74
Azul (0-255)

Camara  151,90bA 186,15aA 77,13dB  142,15bB 123,80cA 82,15d A
Campo  151,65bA 172,63aA 13210cA 177,70aA 129,75cA 90,00d A
CV (%) 22,03

Letras diferentes dentro de cada cor avaliada diferiiam pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, sendo
mindsculas comparam nas linhas e maiusculas nas colunas.

As caracteristicas morfologicas dos cogumelos sdo importantes na selecédo de
linhagens a serem cultivadas comercialmente. No Brasil, a comercializagcdo de
cogumelos é baseada em padrées como comprimento (altura) do cogumelo, largura
da base e estipe, e nivel de abertura de véu (quanto mais fechado, melhor preco),
sendo classificado como cogumelo extra, cogumelo A, cogumelo B e aberto (Zied et
al.,, 2017). Esse trabalho demonstra que ha linhagens que podem proporcionar

cogumelos que estam classificados como cogumelos extra (ABL 16/01 e ABL 18/01),
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atendendo a todos os padrbes de qualidade, com comprimento acima de 80mm,

largura de base entre 35 e 50mm e pileo fechado.

Em geral, o tamanho do pileo é em torno de 20 a 70mm e de 60 a 150 no
estagio maduro, sendo um cogumelo carnoso (Wisitrassameewong et al., 2012). Além
da variacdo do pileo, dados da literatura mostram que outras partes do cogumelo
podem variar bastantes (Kerrigan, 2005). O formato do pileo e a coloracdo da lamela
sdo das poucas caracteristicas que apresentam um certo padrao (Firenzuoli et al.,
2008).

Tamanho dos basidiocarpos podem ter variagdes devido ao gendtipo e também
guanto as influéncias ambientais (Kerrigan, 2005), justificando por que a mesma
linhagem por ter caracteristicas morfolégicas variaveis em locais de cultivo distintos.
Em relacdo a cor do pileo das linhagens, a mesma esté ligada ao grau de maturagéo
do cogumelo (préximo a ruptura do véu torna-se mais claro) e ao nimero de pequenas
escamas no pileo. Pardo-Giménez et al. (2020) relataram que o método de inducéo
dos primordios também influéncia a cor do pileo, de modo que a indugéo lenta mantém
o pileo mais escuro, utilizando a linhagem ABL 99/30. Em geral, essa espécie
apresenta uma variabilidade morfolégica muito grande que é influenciada por

diferentes climas e ecossistemas (Wisitrassameewong et al., 2012).

4. CONCLUSOES

Todas as linhagens de A. subrufescens caracterizadas neste trabalho séo
filogeneticamente relacionadas a linhagens das Américas e Europa por possuirem ITS
do tipo A ou ambos os tipos A e B. As linhagens possuem alta variacdo morfologica
de todas caracteristicas avaliadas, e podem ser influenciadas conforme o ambiente

de cultivo, porém ndo apresentam altas taxas de polimorfismo.
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CAPITULO 3 - Comportamento agronémico de linhagens de Agaricus

subrufescens cultivadas a céu aberto

RESUMO - O cultivo de Agaricus subrufescens em sua maioria é realizado em
ambientes protegidos. Em contrapartida, a utilizacdo de cultivos a céu aberto requer
menor investimento. Dentre varios fatores importantes, estudar quais linhagens se
adaptam nessas condicfes de cultivo € de suma importancia, além de estipular quais
sao os aspectos limitantes durante o cultivo. O objetivo deste trabalho foi investigar o
comportamento agronémico de diferentes linhagens de Agaricus subrufescens
cultivadas a céu aberto. Para isso, foram instalados trés experimentos divididos
durante 7 meses do ano (dezembro de 2019 a junho de 2020), para caracterizar o
rendimento das linhagens. Cada experimento foi conduzido durante 100 dias, sendo
0 primeiro dia contado a partir da inoculagdo do composto. Os cogumelos foram
colhidos manualmente antes do rompimento do véu, foram pesados e contados para
analisar: dias para primeira colheita, precocidade, eficiéncia biolégica, taxa de
produtividade, produtividade, nimero de cogumelos e massa média de cogumelos. A
linhagem ABL CS7 mostrou-se mais adaptada a temperaturas elevadas e foi a Unica
gue produziu em todos os experimentos, além de obter a maior produtividade no
terceiro cultivo (20,95%), chegando a margens de produtividade proximas a cultivos
em ambientes controlados. No segundo cultivo, a linhagem ABL 98/11 alcangou a
maior produtividade com apenas 4,83%. A temperatura foi considerada o principal
limitante para producédo do fungo a céu aberto, sendo que, apenas alguns meses do
ano foram considerados eficientes (maio e junho).

Palavra-chaves: Cogumelo do sol, Cultivo de cogumelos, Fungos, Micologia
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CHAPTER 3 — Agronomic behavior of Agaricus subrufescens strains cultivated in

open environment

ABSTRACT - The cultivation of Agaricus subrufescens is mostly carried out in
protected environments. In contrast, the use of open crops requires less investment.
Among several important factors, studying which strains adapt under these cultivation
conditions is of paramount importance, in addition to stipulating which are the limiting
aspects during cultivation. The objective of this work was to investigate the agronomic
behavior of different strains of Agaricus subrufescens cultivated in the open. For this,
three experiments were installed divided over 7 months of the year (December 2019
to June 2020), to characterize the yield of the strains. Each experiment was conducted
for 100 days, the first day being counted from the inoculation of the compound. The
mushrooms were harvested manually before the veil was broken, weighed and
counted to analyze: days for first harvest, precocity, biological efficiency, productivity
rate, productivity, number of mushrooms and average mushroom mass. The ABL CS7
strain proved to be more adapted to high temperatures and was the only one that
produced in all experiments, in addition to obtaining the highest productivity in the third
crop (20.95%), reaching productivity margins close to crops in controlled
environments. In the second crop, the ABL 98/11 strain achieved the highest
productivity with only 4.83%. Temperature was considered the main limiting factor for
the production of open fungus, and only a few months of the year were considered
efficient (May and June).

Keywords: Sun mushroom, Mushroom cultivation, Fungi, Mycology
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1. INTRODUCAO

Dentre os cogumelos produzidos, os medicinais s&o considerados um dos mais
importantes, por apresentarem diversos beneficios para a saide humana (Chang and
Wasser, 2012; Gargano et al., 2017; Taofiq et al., 2017). O Agaricus subrufescens é
cultivado h& muitos anos, porém, sua producdo ainda esta limitada a apenas alguns
paises (Largeteau et al., 2011), sendo o Brasil um destes, mesmo com uma

quantidade pequena de produtores.

O Cultivo de A. subrufescens é realizado na maioria das vezes com um baixo
nivel tecnoldgico, em ambientes protegidos sem controle rigoroso de umidade e
temperatura. O cultivo em céu aberto € outra forma de producéo, que é uma alternativa
para produtores que optam por um menor custo de instalacdo, porém esse tipo de
sistema apresenta menores rendimentos (Largeteau et al., 2011). Segundo Stamets
(2000), o cultivo a céu aberto sé é possivel, de forma continua, em regiées do sul dos
Estados Unidos, ou também nos meses de verao em outros paises. Tal limitacdo seria

decorrente da sensibilidade da espécie a condigbes climaticas (Eira, 2003).

Trabalhos que abordem o cultivo a céu aberto sédo escassos na literatura e
ainda nao se sabe ao certo quais séo as condi¢des ideais para maiores rendimentos,
como foi o caso de Cavalcante et al. (2005), que realizaram o cultivo em ambiente
aberto em uma area préxima a floresta nativa, na regido de Guaramiranga, no estado
do Ceard, e obtiveram apenas 6,5% de produtividade, valor abaixo do indice médio
de produtividade brasileira, que pode chegar em 16% em ambiente protegido (Zied et
al., 2011).

Além das condi¢des climéticas, é de se supor que diferentes linhagens
podem se adaptar melhor ao cultivo em céu aberto. Segundo Zied et al. (2014), ao
avaliar diferentes estruturas de cultivo protegido, a linhagem é responsavel por 81,3%
na variacao da produtividade, ressaltando assim a importancia do estudo desses dois
fatores (ambiente de cultivo e linhagem), o que pode ocasionar ao produtor maiores

rendimentos.
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Sendo assim o0 objetivo desse trabalho foi avaliar as caracteristicas
agrondmicas de linhagens de A. subrufescens, cultivadas a céu aberto em diferentes

periodos do ano.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na area experimental do Centro de Estudo
em Cogumelos da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Tecnologicas (CECOG/FCAT -
UNESP), em blocos casualizados, em um esquema fatorial simples com 6 linhagens
de A. subrufescens, cada tratamento constituido de 09 repeticdes. O experimento foi
repetido trés vezes em diferentes épocas do ano, sendo 0 primeiro experimento
conduzido de novembro/2019 a mar¢o/2020, o segundo de janeiro/2020 a mar¢o/2020

e o terceiro de marc¢o/2020 a julho/2020.

O cultivo foi realizado a céu aberto, onde, 20 dias antes da abertura dos sulcos,
foi aplicado carbonato de célcio na area experimental, visando aumentar o pH do solo
para 7,5; em seguida os sulcos foram abertos com 50 cm de largura e 30 cm de

profundidade, sendo eles espacados em uma distancia de 60cm.

Apos a total colonizacdo do composto pelo fungo (que durou em média 20 dias),
que ocorreu em ambiente controlado sob a temperatura de 28 + 2°C, umidade de 80
+ 5 % e o teor de CO2 de 1000 £ 200 ppm, o mesmo foi disposto nos sulcos
previamente abertos no solo. Em seguida, o proprio solo retirado na abertura dos
sulcos foi adicionado sobre o composto colonizado, formando a camada de cobertura,
com 5 cm de altura (Figura 1). Uma camada de capim seco com cerca de 50cm foi
adicionada sobre a camada de cobertura, para evitar o ressecamento do solo. Uma
vez ao dia foi aplicada uma lamina de irrigacéo, visando manter um microclima amido
(Cavalcante et al.,, 2008). Todos os experimentos foram conduzidos por 100 dias,

periodo contado da inoculacdo do composto até a ultima colheita.
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Figura 1: Instalacdo de cultivo a céu aberto de A. subrufescens, sendo A: abertura do
sulco no solo; B: adicdo do composto colonizado no sulco; C: cobertura do
composto com 0 mesmo solo retirado; D: cobertura das linhas de cultivo
com palha seca e E: esquema da conducéo do cultivo, onde EXx: refere-se a
altura da palha, Ey: distancia entre linhas de cultivo, Ez: altura da camada

de cobertura e Ew: profundidade do sulco de plantio.

2.1. INOCULO

No primeiro e segundo cultivo foram utilizadas as linhagens ABL 04/49, ABL
98/11, ABL CS7, ABL 18/01, ABL 16/03 e ABL 03/44. No terceiro cultivo, a linhagem
ABL 03/44 foi substituida pela linhagem ABL 19/01. O inéculo foi produzido através
do isolamento de um cogumelo. A metodologia utilizada para produgdo seguiu 0s

procedimentos adotados por Zied e Minhoni (2009), com as seguintes etapas: selecao
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de um cogumelo para o isolamento em meio de cultura (matriz priméria), produgéo de
matriz secundaria, producéo de pré-indculo (matriz terciaria) e producéo de inéculo.
Todo os processos foram realizados em camara de fluxo, com ambiente estéril. Para
a producdo da matriz terciaria e do inéculo foram utilizadas sementes de sorgo,
previamente cozidas e misturadas a 2% de calcita conforme o peso umido (Figura 2).

AL

Figura 2: Producdo de in6culo de A. subrufescens sendo, A: cogumelo; B: matriz

primaria; C: matriz secundaria; D: matriz terciéria; E: indculo.

2.2. COMPOSTO

Foram preparados 3 compostos, sendo um para cada cultivo. Todos foram a
base de braquiaria e bagaco de cana, acrescidos de ureia, sulfato de amdnia, calcéario
e gesso, com relacdo C/N em torno de 20/1(Tabela 1). A compostagem foi realizada
pelo método tradicional seguindo metodologia proposta por Zied et al. (2018), que foi

constituido de duas fases, sendo elas: i) estabelecida por 7 dias de pré-umedecimento
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e 19 dias de fermentacéo, sendo realizado a viragem do composto a cada 4 dias e ii)
onde o composto foi encaminhado para salas de pasteurizacdo e mantido
primeiramente por 8 horas a uma temperatura de 59 +1°C e posteriormente mais 8

dias a 47 + 2°C. Observa-se, na tabela 1, a analise quimica de cada composto.

Tabela 1. Analise quimica de composto para producao de A. subrufescens

% mg kg "I matéria seca

Composto N P20s KO Ca Mg S MO C Na Cu Fe Mn Zn CIN pH
A 18 029 316 047 0,08 1,02 73 41 3456 220 2109 254 228 22:1 7,5
B 2,04 0,34 3,14 1,00 0,08 1,07 68 38 3955 208 1562 274 286 18:1 7,7

c 22 138 346 6,6 066 1,68 68 39 3846 181 1095 190 239 17:1 7,2
Composto A utilizado no primeiro experimento, composto B no segundo e composto C no terceiro.

2.3. INOCULACAO

Ao término do processo de pasteurizacao (final da fase 2), 9 kg do composto
foram dispostos em caixas plasticas e misturados com 90 g de inoculo (1% de indculo).
As caixas foram incubadas em média 20 dias (até que o fungo colonizasse todo o
composto) em uma temperatura de 28 £ 1 °C e umidade em torno de 80 + 5% sem a

presenca de luz.

2.4. COLHEITA

A colheita foi manual, realizada quando o pileo ainda estava fechado, sem o
rompimento do véu. Apés a tomada dos dados, os cogumelos foram lavados em agua
corrente com auxilio de uma bucha de lavar loucas. Apos foram cortados ao meio e
desidratados a 40°C por 36 horas, em desidratador préprio para o processo, com as
seguintes caracteristicas: velocidade do ar de 1m/s e 15% de renovacao de ar (Zied
et al., 2017).
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2.5. VARIAVEIS ANALISADAS

2.5.1. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

Os cogumelos colhidos foram contados e pesados para a avaliagdo de: dias
requeridos para primeira colheita (dias da inoculacdo até a primeira colheita),
precocidade (rendimento na primeira metade do tempo total de colheita / rendimento
no tempo total de colheita x 100, expresso em porcentagem), eficiéncia bioldgica
(peso fresco de cogumelos/peso seco do substrato inicial x 100, expresso em
porcentagem), taxa de produtividade (eficiéncia biolégica / tempo em dias requeridos
para a colheita), produtividade (massa fresca dos cogumelos (g)/peso do substrato
inicial umido (g) x 100, expresso em porcentagem), numero (contagem manual(u)) e
massa de basidiomas (massa fresca dos cogumelos/nimero de cogumelos, expresso
em gramas) (Oliveira et al., 2007; Pardo-Giménez et al., 2010; Zied et al., 2010).

Depois da obtencédo dos dados, os mesmos foram submetidos a andlise de
variancia e em seguida comparou-se as médias pelo teste de Scott-Knott a 5% (Scott
and Knott, 1974). Foi utillizado o software SISVAR 4.2, desenvolvido pelo
Departamento de Ciéncias Exatas, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG,
BRASIL (Ferreira, 2014). O desvio padrdo relativo foi determinado pela seguinte

equacao:

Desviopadrao do intervalo de dados

Deviopadraorelativo =
€viopadraoreiativo Média do intervalo de dados

2.5.2. DADOS CLIMATICOS
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Os dados climaticos utilizados, tais como: temperatura, umidade do ar,
velocidade do vento, chuvas e insolacédo foram coletados pela estacdo meteoroldgica
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas (FCAT-UNESP).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro cultivo, apenas a linhagem ABL CS7 frutificou. Foram necessarios
em meédia 104 dias apds a inoculacao para a primeira colheita. A linhagem obteve um
valor de 5,52% para produtividade, com cerca de 5,33 cogumelos, pesando em média
37,69g.

No segundo cultivo, apenas quatro linhagens produziram. A linhagem ABL
98/11 se destacou pela formacao de primordios aos 90 dias ap0s a inoculagcdo. Em
guestao de precocidade, apenas a linhagem ABL 04/49 foi classificada como precoce,
ja as demais (ABL 98/11, ABL CS7 e ABL 16/01) foram classificadas como tardias.
Abordando o rendimento, a linhagem ABL 98/11 foi a mais produtiva com 4,83%,
seguida da linhagem ABL 04/49 e por ultimo as linhagens ABL CS7 e ABL 16/01 com
1,83% e 1,33%, respectivamente. A linhagens ABL 98/11 e ABL 04/49 apresentaram
maior quantidade de cogumelos colhidos, sendo a ABL 98/11 com cogumelos de

maior massa média (34,669).

A linhagem ABL 98/11 e ABL 04/49, no terceiro cultivo, demandaram 40,66 e
41,50 dias, respectivamente, para a primeira colheita, sendo a linhagem ABL 16/01
gue necessitou maior quantidade de dias. Todas as linhagens foram classificadas
como precoce nesse cultivo. A linhagem ABL CS7 foi a mais produtiva com 20,95% e
também a com maior quantidade de cogumelos colhidos. A ABL 16/01 apresentou
baixa produtividade (5,55%) com menor quantidade de cogumelos, porém foi a que
apresentou cogumelos mais pesados. Assim como a produtividade, o mesmo se

repetiu para eficiéncia biol6gica e a taxa de produtividade.
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Tabela 2: Avaliacdes de caracteristicas agrondmicas de diferentes linhagens de A.

subrufescens em trés periodos de cultivo a céu aberto.

Linhagens DPC (dias) PRC (%) EFB (%) TXP PROD (%) NC (u) MMC (%)
Cultivo 01
17,72 5,52
ABL CS7 104 (0) 100 (0) (45,85) 0,17 (45,85) (45,85)° 5,33 (38,52) 37,69 (12,72)
CV(%) - - - - - - -
Cultivo 2
57,97 a 13,16 a 0,131 a 3,83b
ABL 04/49 93 b (4,48) (68,61) (18,45) (18,45) (18,45) 6 a(19,24) 25,04 b (8,95)
25,04 b 15a 0,15a 483 a
ABL 98/11 90 a (5,67) (106,72) (19,18) (19,18) (19,18) 5 a (20) 34,66 a (2,76)
95,16 b 5,83b 0,05b 1,83 ¢ 2,66 b 26,56 b
ABL CS7 (0,72) 0b(0) (16,93) (16,93) (16,93) (27,95) (20,57)
4,16 b 0,04 b 1,33¢c 1,83 b 27,20 b
ABL 16/01 95 b (0) 0b(0) (21,43) (21,43) (21,43) (20,33) (15,85)
CV (%) 3,55 127 22,4 22,4 24,1 23,4 13,6
Cultivo 3
40,66 a 57,37 b 40,34 b 0,40b 13,75 b 26,83 b 30,72 d
ABL 04/49 (1,83) (21,03) (22,44) (22,44) (22,44) (18,18) (11,57)
41,50 a 74,73 b 42,15b 0,42 b 14,37 b 20,16 c 42,71 b
ABL 98/11 (1,20) (21,73) (28,98) (28,98) (28,98) (25,18) (11,47)
43,83 b 60,78 b 61,45 a 0,61la 20,95 a 35,35¢
ABL CS7 (4,25) (18,62) (12,63) (12,63) (12,63) 36 a (17,56) (10,63)
56,66 Cc 16,27 ¢ 0,16 ¢ 5,55¢ 6,83 d 48,24 a
ABL 16/01 (1,66) 100 a (0) (25,12) (25,12) (25,12) (17,75) (12,36)
43,66 b 61,89 b 46,73 b 0,46 b 15,93 b
ABL 18/01 (1,70) (28,17) (22,14) (22,14) (22,14) 22¢(18,92) 43,21b(3,81)
45,66 b 50,27 b 0,50 b 17,14 b 34,66 a 29,73 d
ABL 19/01 (1,66) 69,87 b (0) (25,12) (25,12) (25,12) (17,75) (12,36)
CV (%) 2,68 19,6 24,7 23,7 24,7 23,2 11
Média geral 68,10 67,52 28,46 0,281 9,55 15,21 34,65

Médias seguidas de linhas distintas entre colunas diferiram pelo teste estatistico de Scott-Knott a 5% de probabilidade. ° valor
correspondente ao coeficiente de variacao relativo (%). DPC: dias para a primeira colheita (dias); PRC: precocidade (%); EFB:

eficiéncia bioldgica (%); TXP: taxa de produtividade; Prod: Produtividade (%); NC: nimero de cogumelos (u); MMC: massa

média de cogumelos(g).
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O rendimento obtido em algumas linhagens nos cultivos 1 e 2 sdo préximos ao
encontrado por Cavalcante e Gomes (2005) ao produzir em ambiente aberto no
estado do Ceara-BRA, que foi em média de 6,5%. No Brasil, o estado de Séao Paulo é
um dos maiores produtores de A. subrufescens e a média de producéo do estado esta
em torno de 7,5% para ambiente em céu aberto (Braga, 1999; Ferreira, 1998) e pode
chegar a 16% em ambientes protegido (Zied et al., 2011). Todas as linhagens do
terceiro experimento, com excecdo da ABL 16/01, obtiveram valores acima da média
para cultivos a campo, permitindo compara-las a valores de produtividade
encontrados em ambientes controlados (Zied et al., 2014).

Um aspecto interessante a ser ressaltado € que cogumelos produzidos a
campo apresentaram maior massa média do que cultivos em ambiente protegido,
conforme os dados encontrados na literatura. Zied et al. (2014) encontraram valores
para massa média de cogumelos em torno de 17,619 para a linhagem ABL 04/49 em
um experimento avaliando diferentes formulacdes de composto. Neste trabalho, foram
encontrados valores de 30,72g para a mesma linhagem.

A ndo frutificacdo do fungo em alguns meses pode ser devido as temperaturas
registradas, chegando a maximas acima de 30°C, superior a recomendada pela
literatura (Bononi et al., 2001; Braga, 1999;).

Ao se analisar as condicdes climaticas dos cultivos, observa que a temperatura
€ uma caracteristica limitante na producédo a céu aberto para promover a frutificacao.
Ao se observar a Figura 02, a temperatura influencia diretamente na producéo, sendo
que, algumas linhagens podem ser mais adaptadas a frutificar em temperaturas mais

altas e outras necessitam de temperaturas mais baixas.



Temperatura (°C) e umidade (%)
o
=3

100
90
80
70

50
40
30
20
10

Temperatura °C) e umidade (%)

Temperatura (°C) e umidade (%)

47

o - o w £ w @
Produtividade (%)

Temperatura (°C) e umidade (
- oW
[=R=R-R-1]

]
=]
o - L% w £ w @
Produtividade (%)

8 100 6
5 £ g0 5
—_ 2 go —_
& 2 £
43 2 43
E 3 % E
32 ;%53 3%
5 g a g
AN ove] 23 T 30 2%
MMVC o 2 a
1 g 20 1
3 10
0 E 0 0
TOUVNDOQORNORT —OUDNDONDONT - DDNDODO N ﬁ TOMNDPOONORT ~—ODNDOANOFT—DODNDO OO
THNOYBLONREOOO0 T ANOIILOORR22 TNNONBLONEOOO0 TANOTI L0222
Dias Dias
[E]
8 100 6
5 T 5
@
—_ 3 80 —_
4§ 8 70 45
3 E 60 3
3 s 3
E] & E
23 g 30 %
o 2 20 o
1 & 1
§ 10
0 g o0 0
N NGENON T r PN NP EWON T DD N®DO 0O~ 2 N NP OO T PN NROMON T - O NDO 0O
PREBCREECRBE88 R3S E88REEE CHRESBEErREE88 RRETSIRREEE8E
Dias Dias
------ Umidade média (°C) ===== Temperatura maxima (°C) == === Temperatura média (°C)
..... Temperatura minima (°C) == Linhagem (A. subrufescens)

Figura 3: Produtividade (%) de A. subrufescens conforme condicfes climaticas e dias

do ano, sendo: A) ABL 04/49, B) ABL 98/11, C) ABL CS7, D) ABL 16/01, E)
ABL 18/01 e F) ABL 19/01. Dias 1-79 referente ao cultivo 1, dias 80-136
referente ao cultivo 2 e dias 137-200 referente ao cultivo 3. £ Dados

adquiridos apenas do cultivo 3.

A linhagem ABL CS7 foi a que demonstrou maior aptiddo para frutificagcdo em

temperaturas mais elevadas, sendo a Unica a produzir no primeiro experimento, visto

que

a temperatura média estava em torno de 25°C, maxima em torno de 32°C e

minima em torno de 19,5. As demais linhagens iniciaram a producdo apenas a partir

da queda brusca da temperatura por um longo periodo. Isso ocorreu por volta do dia

115,

em que foi registrado uma minima de 9,4°C. Mais tarde, com o aumento da
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temperatura para uma média de 20°C, ocorreram as frutificagbes e,

consequentemente, logo apés, as colheitas (Figura 3).

Todas as linhagens tiveram os picos de producdo em datas proximas, com
excecdo da linhagem ABL CS7, que foi capaz de produzir no primeiro experimento.
Apenas a linhagem ABL 19/01 nao foi analisada em todo periodo, ja que foi utilizada

apenas no terceiro cultivo.

A literatura mostra que em ambientes protegidos, temperaturas em torno de
20°C séo consideradas oOtimas para inducdo de frutificacdo de A. subrufescens
(Kopytowski Filho et al., 2008; Minhoni, 2005).

Stamets (2000) afirmou que o verdo € ideal para producdo em alguns paises,
estacdo em que também se concentra a maior parte dos cultivos brasileiros. Porém,
na regido de conducéo desse experimento a estacdo do ano com maior rendimento

foi durante o outono e inicio do inverno (maio, junho e julho).

A umidade relativa do ar ndo foi considerada um fator limitante por si s6, durante
os trés cultivos, dado que havia irrigagdo constante durante todo o cultivo. Em geral,
a frutificacéo iniciou-se com a umidade relativa em torno de 50 a 60%, porém nota-se
gue os maiores picos de colheita das linhagens ABL 04/49 e ABL 16/01 foram
registrados apds um aumento brusco na umidade média para 90%.

As temperaturas meédias mensais do terceiro cultivo foram notoriamente
menores do que 0s meses sem colheita, visto que apresentaram temperatura médias
elevadas: dezembro/19 (26,4 °C), janeiro/20 (27,1°C), fevereiro/20 (25,9°C) e
marco/20 (26,2°C). (Tabela 2 e Figura 4). Esses meses foram considerados improprios
para o cultivo na regido onde foi realizado esse trabalho (Dracena, Sdo Paulo). Assim
como a temperatura, as chuvas foram inferiores as registradas nos meses
improdutivos. A velocidade do vento se mostrou constante durante todos cultivos. A

insolacdo foi superior nos meses produtivos.
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Tabela 3: Condic¢des climaticas em diferentes meses do ano na regido de Dracena,

SP no cultivo de A. subrufescens.

Umidade relativa do Velocidade do

Més Temperatura (°C) ar (%) vento (m/s) Chuva Insolacéo

- Média Max Min Média Max Min Max Média mm h/dia
dez/19 26,4 33 22 74,2 93 48 6,7 14 186,9 1,6
jan/20 27,1 34 22 73,7 93 46 6,9 14 160,4 1,6
fev/20 25,9 32 22 79,8 94 53 6,7 1,3 226,1 11
mar/20 26,2 33 20 64,8 86 39 6,7 15 62,5 2,8
abr/20 24 31 18 64 87 38 6,2 1,3 60,9 2,6
mai/20 20,9 28 15 63,7 85 38 6,1 1,3 27,4 29
jun/20 22,4 29 17 69 87 46 6,9 1,7 110 3,4
jul/20 21,9 30 16 58,6 82 32 68 1,7 0,3 3,7

7

A temperatura é apontada como um fator importante no crescimento e
frutificacdo de A. subrufescens, o fungo é extremamente sensivel a condices fora da
faixa ideal, onde temperaturas altas podem diminuir ou inibir os rendimentos e
temperaturas baixas podem cessar 0 aparecimento de primérdios (Mendonga et al.,
2005). O més de maio apresentou temperatura média de 20,9°C e umidade média de
63,7°C, sendo estas condi¢cdes consideradas ideias para a producdo da espécie em

ambiente aberto.
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Figura 4: Produtividade em gramas fresca de 6 linhagens de A. subrufescens, sendo
de dez/19 até mar/20 dados do cultivo 1, abr/20 dados do cultivo 2 e mai/20

e jun/20 dados do cultivo 3.

Em ambientes de céu aberto observa que a temperatura esta relacionada com
a linhagem utilizada. Na maioria dos casos € necessario maior quantidade de dias
com temperaturas baixas, ja que a temperatura do solo é de certa forma diferente da
temperatura do ar, onde a diminui¢cdo da temperatura é ocasionada conforme residuos
presentes na superficie que refletem a radiacéo e isola a superficie do solo (Shinners
et al., 1994; Van Wiik et al., 1959). Sendo assim, quanto menor a temperatura, mais
rapido o solo perdera temperatura para o ar, 0 que € de suma importancia para

estresse do fungo e, consequentemente, provocar a frutificacao.

O cultivo em ambiente aberto possui menor custo de instalacdo e como esse
trabalho apresentou, pode ser possivel obter produtividades préximas as encontradas
em para ambiente protegido, porém cabe ressaltar que ha a limitacdo do periodo a
ser conduzido, ja que como observado na maioria dos meses do ano € inviavel a

producéo.
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4. CONCLUSAO

A escolha das linhagens e época sdo os principais fatores que devem ser
considerados antes do inicio do cultivo de Agaricus subrufescens a céu aberto. A
producdo em ambiente aberto na regido de Dracena, SP pode obter valores de
produtividade préximos aos encontrados em ambientes controlados, porém é restrito
a meses com baixas temperaturas (maio e junho), tornando o cultivo invidvel nos
outros meses estudados (dezembro, janeiro, fevereiro, marco e abril). A linhagem ABL

CS7 obteve os melhores resultados, sendo a Unica a frutificar em todos cultivos.
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CAPITULO 4 — Rendimento de diferentes linhagens de Agaricus subrufescens

cultivadas em ambiente controlado

RESUMO - Mesmo apés grandes melhorias no processo de cultivo de Agaricus
subrufescens sua producado ainda é referenciada como um grande desafio, sendo o
principal empecilho o longo periodo de cultivo que pode chegar a 120 dias. Neste
sentido, estudos que abordem melhorias, como a escolha do ambiente de cultivo e
linhagem a ser utilizada, sdo fundamentais para melhorias no rendimento da espécie.
Sendo assim o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial agronémico
de linhagens de Agaricus subrufescens, cultivadas em um ambiente totalmente
controlado. Foram instalados dois experimentos (duplicata), cultivados durante 77
dias, de modo que, o primeiro dia consistiu da inoculagcdo do composto, seguido da
incubacao, adicdo de camada de cobertura e colheita. Ao final, foram avaliados quanto
aos dias necessarios para primeira colheita (dias), precocidade (%), eficiéncia
biolégica (%), taxa de produtividade, produtividade (%), nUmeros de cogumelos (u) e
massa média de cogumelos (g). As linhagens se comportaram de forma distinta em
todos parametros avaliados. As linhagens ABL 98/11 e ABL 49 tiveram a maior
produtividade no primeiro cultivo, 11,49% e 12,16% respectivamente, sendo também
as mais precoces e, juntamente com a ABL CS7, foram as que necessitaram menor
guantidade de dias para primeira colheita. No segundo cultivo, a linhagem ABL 19/01
foi a mais produtiva com 21,69%. Em dias para primeira colheita e precocidade, a
linhagem ABL 16/01 demandou mais dias para a colheita, sendo as demais
estatisticamente iguais. Foi possivel diminuir em até 40 dias o tempo de cultivo (em
comparacao a outros experimentos) sem abrir mdo dos rendimentos, através do uso
de ambiente totalmente controlado. Diferentes linhagens podem se comportar de
forma variada em condi¢des de cultivo totalmente controlado, sendo que linhagens
aqui estudadas (ABL 04/49, ABL 18/01 e ABL 19/01), possuem grande potencial para
cultivo comercial.

Palavras-chave: Cogumelo medicinal, Condi¢des cultivo, Cultivo protegido, Produgao
cogumelos
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CHAPTER 4 - Productivity of different strains of Agaricus subrufescens in a

controlled environment

ABSTRACT - Even after major improvements in the cultivation process of
Agaricus subrufescens, its production is still referred to as a major challenge, the main
obstacle being the long cultivation period that can reach 120 days. In this sense,
studies that address improvements, such as the choice of the cultivation environment
and lineage to be used, are fundamental for improvements in the species' yield. Thus,
the present work aimed to evaluate the agronomic potential of strains of Agaricus
subrufescens, cultivated in a fully controlled environment. Two experiments (duplicate)
were installed, cultivated for 77 days, so that, the first day consisted of the inoculation
of the compound, followed by incubation, addition of cover layer and harvest. At the
end, they were evaluated regarding the days required for the first harvest (days),
precocity (%), biological efficiency (%), productivity rate, productivity (%), numbers of
mushrooms (u) and average mass of mushrooms (g) . The strains behaved differently
in all evaluated parameters. The strains ABL 98/11 and ABL 49 had the highest
productivity in the first cultivation, 11.49% and 12.16% respectively, being also the
earliest and, together with ABL CS7, were the ones that needed the least amount of
days to first harvest. In the second crop, the ABL 19/01 strain was the most productive
with 21.69%. In days for first harvest and precocity, the line ABL 16/01 demanded more
days for the harvest, the others being statistically equal. It was possible to decrease
the cultivation time by up to 40 days (compared to other experiments) without giving
up the yields, through the use of a fully controlled environment. Different strains can
behave in different ways under fully controlled cultivation conditions, and strains
studied here (ABL 04/49, ABL 18/01 and ABL 19/01), have great potential for
commercial cultivation.

Keywords: Medicinal mushroom, Cultivation conditions, Protected cultivation,
Mushroom production
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1. INTRODUCAO

A producao e comercializagdo de cogumelos tem crescido nas ultimas décadas
por conta da sua ampla utilizacdo na fabricagdo de diversos produtos, como
alimenticios, nutracéuticos e cosmecéuticos (Chen et al., 2018; Ferreira et al., 2015;
Taofiq et al., 2016).

O Agaricus subrufescens € um cogumelo medicinal de origem brasileira, o que
facilita seu cultivo em climas tropicais e pode ser uma excelente alternativa de renda
ao pequeno produtor (Firenzuoli et al. 2008). O Brasil j& foi considerado como 0 maior
produtor dessa espécie (Dias et al., 2004; Mendonca et al., 2005) e nos dias de hoje
€ 0 Unico pais das Américas que ainda possui produtores desta espécie (Sanchez et
al., 2018).

Os cultivos em ambiente protegido tem sido maioria na producdo de A.
subrufescens. Isso ocorre devido a possibilidade de até 3 cultivos durante o ano,
sendo cada cultivo conduzido por aproximadamente 110 dias (Zied et al., 2010).
Porém, ambientes que ndo tenham controle de temperatura estdo expostos a
condicbes climéaticas do ambiente, as quais podem levar a reducdo no rendimento.
Zied et al. (2014) mostraram que a condi¢des do cultivo € o principal determinante da
produtividade, afetando em 82,1%.

Nesse sentido a utilizacdo de camaras climaticas com controle de temperatura
e umidade pode ser uma ferramenta eficaz para promover a optimiza¢éo do processo
de cultivo. Sua utilizacdo ja& € comum para producdo de algumas espécies de
cogumelos (Xiong et al., 2019; Girmay et al., 2016; Moraes et al., 2014), sendo esse
método, caracterizado como um alto nivel tecnoldgico, atuando na diminuicdo dos
riscos de baixo rendimento por conta de condi¢des climéticas, além de proporcionar
um cultivo com menor nimeros de pragas e doencas (Martos et al., 2017), devido a

possibilidade de pasteurizacdo do ambiente antes do inicio do cultivo ou ao final.

Assim como o ambiente de cultivo, a escolha das linhagens a serem utilizadas
sdo de suma importancia para um alto rendimento no cultivo (Zied et al.,, 2014),

podendo apresentar morfologia, rendimento e coloracao distintas (Zied et al., 2017a,
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2017b). Devido a exigéncia do mercado por cogumelos padronizados, estudos que
visem a caracterizacdo e analise dos rendimentos agrondmicos das linhagens

utilizadas comercialmente, sdo extrema importancia.

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas
agrondmicas de diferentes linhagens de Agaricus subrufescens, cultivadas em

camaras climaticas com um alto nivel tecnolégico.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Centro de Estudo em Cogumelos
(CECOG) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas (FCAT/UNESP),
utilizando um delineamento inteiramente casualizado com esquema fatorial simples,
composto por 6 linhagens de A. subrufescens e 9 repeticdes por linhagens. Vale
ressaltar que o experimento foi realizado em duplicata. Para o primeiro experimento
foram utilizadas as seguintes linhagens: ABL 04/49, ABL 98/11, ABL CS7, ABL 16/01,
ABL 18/01 e ABL 03/44. Para o segundo experimento, a linhagem ABL 03/44 foi
substituida pela linhagem ABL 19/01, pois ndo se obteve a frutificacdo da referida
linhagem. Os dois cultivos foram mantidos por 77 dias, contando do dia da inoculagéo

até o término do quarto fluxo de cultivo.

2.1. INOCULO

O in6culo foi preparado através de matriz primaria, secundaria, terciaria e
indculo, conforme metodologia proposta por Zied et al. (2010). Utilizou-se, entédo
sementes de sorgo cozidas e acrescidas de 2% de calcita conforme seu peso umido,

para preparo da matriz terciaria e inéculo.
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O composto foi preparado através do método de compostagem tradicional,

constituido por 2 fases, sendo: i) com 7 dias de pré-umedecimento e 19 dias de

fermentacédo, realizando a viragem a cada 4 dias; ii) 0 composto foi pasteurizado por

8 horas a 59 * 1°C e condicionado por 8 dias a 47 + 2°C. A formulacao foi a base de

braquiaria, bagaco de cana, ureia, sulfato de amonia, calcario e gesso, com uma

relacdo C/N em torno de 20/1. A composi¢do quimica dos compostos esta presente

na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo quimica de composto para producdo de A. subrufescens,

sendo o composto A e B para os cultivos 1 e 2 respectivamente

% mg kg -1 matéria seca

Composto* N P20s KO Ca Mg S MO C Na Cu Fe Mn Zn C/N pH
A 1,85 0,29 3,16 0,47 0,08 1,02 73 41 3456 220 2109 254 228 22:1 7,5

B 22 138 346 66 066 168 68 39 3846 181 1095 190 239 17:1 7,2

*composto A utilizado no primeiro experimento e composto B utilizado no segundo experimento.

Apols o processo de pasteurizacdo, 9kg do composto foram dispostos em

caixas plasticas e misturados com 90g (1%) de inéculo. As caixas com composto

foram ent&o incubadas em média 20 dias (até que houvesse a total coloniza¢do do

substrato) em uma temperatura de 28°C + 1 e umidade em torno de 80 + 5% na

auséncia de luz. Apos a total colonizacdo do composto, foi adicionado uma camada

de 4cm de turfa de musgo.
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2.3. CAMADA DE COBERTURA

Optou-se por utilizar turfa de musgos por sua capacidade de proporcionar maior
capacidade de retencdo de a&gua e porosidade e menor compactacdo, permitindo
assim as trocas gasosas entre o substrato e o ambiente. Além do que, juntamente
com a camara climatica, esse método de producédo é definido pelo seu alto nivel
tecnolégico, que proporciona o controle dos fluxos de colheita e a inducdo de

primoérdios (Figura 01).

Figura 1: Cultivo em camara climatica, onde A) camara climatica especifica para a
producdo de cogumelos; B) micélio se desenvolvendo em camada de
cobertura a base de turfa de musgo; C) formacdo de primérdios; e D)

cogumelos em fase colheita.
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2.4. INDUCAO DE PRIMORDIOS E COLHEITA

A inducao de primordios aconteceu diminuindo a temperatura para 20°C e em
seguida aumentando para 28°C. Foram necessarios 7 dias para cada inducao, ja que
a variagao de temperatura foi realizada a 2°C por dia. A colheita foi manual, ainda com

0s cogumelos de pileo fechado, sem o rompimento do véu.

2.5. PARAMETROS DE AVALIACAO

Os cogumelos colhidos foram contados e pesados para a avaliacdo de: dias
para a primeira colheita (dias entre a inoculacdo até a primeira colheita), precocidade
(rendimento na primeira metade do tempo total de colheita / rendimento no tempo total
de colheita x 100, expresso em porcentagem), eficiéncia bioldgica (peso fresco de
cogumelos/peso seco do substrato inicial x 100, expresso em porcentagem), taxa de
produtividade (eficiéncia biologica / tempo em dias requeridos para a colheita),
produtividade (massa fresca dos cogumelos (g)/peso do substrato inicial umido (g) x
100, expresso em porcentagem), nimero de cogumelos (contagem manual, expresso
em unidades) e massa de basidiomas (massa fresca dos cogumelos/nimero de
cogumelos, expresso em gramas) (Oliveira et al., 2007; Pardo-Giménez et al., 2010;
Zied et al., 2010).

2.6. ANALISE DE DADOS

Depois da obtencédo dos dados, os mesmos foram submetidos a andlise de
variancia com delineamento inteiramente casualizado. Posteriormente, foram
comparadas as médias pelo teste de Scott-Knott a 5% (Scott and Knott, 1974;

Snedecor and Cochran, 1972). Foi utilizado o software SISVAR 4.2, desenvolvido pelo
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Departamento de Ciéncias Exatas, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG,
BRASIL (Ferreira, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se gue no primeiro cultivo as linhagens ABL 49, ABL 98/11 e ABL CS7
necessitaram de, em média, 40 dias apés a inoculacdo para a primeira colheita, sendo
estas as que apresentaram 0s menores valores para dias necessarios para primeira
colheita. A linhagem ABL 16/01 necessitou de, em média, 48 dias para a primeira
colheita. Assim como uma colheita mais antecipada, as linhagens ABL 49 e ABL 98/11
foram classificadas como linhagens precoces, por apresentarem maior parte da
produtividade na primeira parte do periodo total de colheita, sendo distintas das
linhagens ABL CS7 e ABL 16/01 que tiveram a maior parte da colheita na segunda

metade do periodo de colheita, assim sendo classificadas como tardias (Tabela 02).

Ao se analisar eficiéncia bioldgica, taxa de produtividade e produtividade, as
linhagens ABL 49 e ABL 98/11 demonstraram maiores rendimentos, com uma média
de produtividade de 12,16% e 11,49% respectivamente. As linhagens ABL CS7 e ABL
16/01 tiveram menores valores, sendo diferentes das demais linhagens, com uma

produtividade de 8,78% e 7,86% respectivamente.

Em questdo de numeros de cogumelos, a linhagem ABL 16/01 e ABL 04/49
foram as que apresentaram maiores valores, seguidas das demais que obtiveram as
médias estatisticamente iguais. A linhagem ABL CS7 e ABL 98/11 foram as que
obtiveram cogumelos com maior massa em comparagao as outras linhagens, que
tiveram médias estatisticamente iguais. As linhagens ABL 16/03 e ABL 03/44 néo
frutificaram no periodo de avaliacdo do cultivo, e por tanto ndo puderam ser avaliadas
(Tabela 02).

No segundo cultivo as linhagens ABL 04/49, ABL 98/11 e ABL CS7 também
demandaram em torno de 40 dias para a primeira colheita, a demais linhagens foram
estatisticamente iguais, com excecao da linhagem ABL 16/01 que assim como 0O

cultivo anterior, necessitou de mais dias para a primeira colheita em relacdo as
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restantes. Ao se avaliar a precocidade, as linhagens ABL 04/49 e ABL 98/11 foram
classificadas como precoces e as restantes como tardias, porém estatisticamente as
linhagens nao se diferenciam, com excecao da linhagem ABL 16/01, que teve a menor

parte da produtividade na primeira metade do cultivo (Tabela 02).

A linhagem ABL 19/01 obteve o maior rendimento em comparacgdes as demais,
com uma produtividade de 21,69%. A linhagem ABL 16/01 apresentou o menor
rendimento com produtividade de 2,24%. Essa ordem também se aplica as andlises
de eficiéncia bioldgica e taxa de produtividade, j4 que sdo variaveis dependentes da
produtividade. Em questdo de numeros de cogumelos, a linhagem ABL 19/01
apresentou a maior quantidade de basidiocarpos (54,66) e as linhagens ABL 16/01 e
ABL 98/11 os menores valores, sendo 7,66 e 10,69 respectivamente. Assim, a
linhagem ABL 98/11 apresentou cogumelos com maior massa em comparacao as
demais, e a linhagens ABL 19/01 e ABL 16/01 tiveram cogumelos com menor massa
(Tabela 02).
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Tabela 2: Desempenho agronémico de linhagens de Agaricus subrufescens em cultivo

protegido com alto nivel tecnoldgico.

DPC
Linhagens (dias) PRC (%) EFB (%) TXP PROD (%) NC (u) MMC (g)
Cultivo 01
41 a 68,12a 39,05a 0,51a 12,16 a 19,16 a 23,36 b
ABL 04/49 (1,40)% (22,40) (17,28) (17,28) (17,28) (12,03) (8,75)
39a 62,95a 36,90a 0,476 a 11,49 a 11,66 b 36,22 a
ABL 98/11 (1,48) (16,82) (21,40) (21,40) (21,40) (13,70) (13,67)
40,83a 45,06b 28,19b 0,366 b 8,78 b 10,66 b 32,87 a
ABL CS7 (1,68) (25,54) (16,32) (16,32) (16,32) (31,86) (25,93)
48,16 b  43,22b  25,25b 0,326 b 7,86 b 15a 19,45 b
ABL 16/01 (21,18) (41,47) (33,34) (33,34) (33,34) (33,33) (8,7)
CV(%) 13,3 28,23 23,95 24,12 23,95 25,6 19,99
Cultivo 2
36,83a 5892a 4753b 0,617b 16,20 b 23,00 b 43,27 b
ABL 04/49 (2,89) (27,71) (10,30) (10,30) (10,30) (17,92) (15,14)
35a 58,13a 31,34c 0,407 ¢ 10,69 c 10,66 c 66,62 a
ABL 98/11 (2,33) (16,66) (21,34) (21,34) (21,34) (28,98) (41,06)
40,50a 49,39a 33,02c 0,428 ¢ 11,26 ¢ 18,66 b 36,31b
ABL CS7 (12,81) (63,33) (26,98) (26,98) (26,98) (22,44) (14,02)
63,16 b  11,92b 6,57 d 0,085d 2,24d 7,66 ¢ 17,30 c
ABL 16/01 (14,57) (223,6) (87,56) (87,56) (87,56) (75,93) (34,55)
3850a 376la 50,82b 0,66 b 17,33 b 26,16 b 41,21 b
ABL 18/01 (2,90) (40,15) (21,95) (21,95) (21,95) (30,12) (16,40)
3760b 4455a 63,60a 0,82 a 21,69 a 54,66 a 23,76 ¢
ABL 19/01 (2,03) (10,86) (19,43) (19,43) (19,43) (10,38) (15,61)
CV (%) 11,46 49,41 24,67 24,67 24,66 25,01 35,48
Média geral 42,06 47,99 36,23 0,470 11,97 19,73 34,04

Médias com letras distintas entre linhas, dentro de cada cultivo, diferiram estatisticamente no teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. £Coeficiente de variagéo relativo (%). DPC: dias para a primeira colheita (dias); PRC: precocidade (%); EFB:
eficiéncia biolégica (%); TXP: taxa de produtividade; Prod: Produtividade (%); NC: nimero de cogumelos (u); MMC: massa média

de cogumelos(g).
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Avaliando o comportamento das linhagens utilizadas, é possivel observar que
ABL 04/49, ABL 98/11 e ABL CS7 apresentam valores proximos nos dois cultivos em
todos parametros avaliados. A linhagem ABL 16/01 demonstrou inconstancia, com
rendimento muito inferior no segundo cultivo em comparacéo ao primeiro, sendo que,
apenas massa média de cogumelos permaneceu préximo aos valores observados no
primeiro experimento. Sendo assim, assume-se que algum fator influenciou
negativamente a linhagem, levando a uma alta variagdo entre os cultivos. A
confiabilidade dos dados obtidos no segundo cultivo para essa linhagem €
relativamente baixa (desvio padrao relativo e coeficiente de variacdo) ndo sendo

fatores predominantes nas outras linhagens (Tabela 02).

Os dados aqui apresentados sao similares aos encontrados na literatura para
o cultivo de A. subrufescens em ambientes protegidos, que variam entre 10-20% ao
longo de 120 dias de colheita (Colauto et al., 2010; Minhoni, 2005; Quan et al., 2010;
Siqueira et al., 2009; Zied et al., 2010), porém tiveram em torno de 40 dias a menos,
0 que pode possibilitar até 4 cultivos ao ano. Essa optimizacéo se deu devido ao maior
controle dos fluxos, atingido pela utilizacdo de camaras com total controle dos fatores

climaticos.

Os dois cultivos realizados nesse trabalho duraram 77 dias cada um, sendo
esse periodo considerado da inoculacdo até o final do quarto fluxo de producéao.
Alguns autores relataram cultivos mais extensos, com média de 120 dias (Wang et al.,
2013; Zied et al., 2010, 2011), porém o cultivo curto é defendido por alguns
pesquisadores devido a queda de produtividade nos outros fluxos (além de 4 fluxos)
e também pelo incremento no custo energético e de mao de obra com um baixo
rendimento. Além do que, quanto mais antigo o cultivo, maiores sao as chances de
desenvolvimentos de doencas (Dias et al., 2013; Wang et al., 2008). Por outro lado,
outros autores levam em consideracdo o0s custos necessarios para implementacéao de
um novo cultivo, como a formulacdo de um novo substrato, compostagem, mao de

obra, matéria prima, eletricidade, descarte, camada de cobertura (Wang et al., 2013).

E possivel observar que algumas linhagens possuem maior capacidade de
produtividade do que as demais, além do que, podem ter uma variacdo na quantidade
e massa de basidiocarpos (Gonzélez Matute et al., 2011; Zied et al., 2014). A massa
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média de cogumelos aqui encontradas foram, em sua maioria, préximas as
encontradas por Andrade et al. (2007), variando entre 23,6 — 26,59, sendo que,
algumas linhagens ficaram mais préximas aos resultados encontrados por Cavalcante
et al. (2008), onde os autores encontraram médias que variam de 57,1 a 72,3g. E do
conhecimento cientifico que as linhagens se comportem de forma diferente em um
determinado ambiente de cultivo devido ao fator da variabilidade genética (Neves et
al.,, 2005). Essa variabilidade surgiu devido a condicbes de cultivos e por

melhoramento por laboratérios ou produtores (Largeteau et al., 2011).
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Figura 2: Produtividade de diferentes linhagens de A. subrufescens conforme fluxos

de cultivo, sendo: A — cultivo 1 e B — cultivo 2.
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Na precocidade é possivel observar uma leve diferenga entre os dois cultivos
realizados, porém a maioria se mostrou constante quanto a essa variavel (Tabela 2 e
Figura 2). E possivel que a precocidade seja afetada por varios fatores, dentre eles o
ambiente de cultivo, pela camada de cobertura, formulagdo do substrato, as técnicas
de cultivo utilizadas e o grau de tecnologia aplicado (Pardo et al., 2003; Stoller, 1952).

De modo geral, o rendimento das linhagens no ultimo fluxo € inferior aos demais
fluxos, sendo possivel supor que cultivos com mais de 4 fluxos podem ser inviaveis.
No primeiro cultivo, apenas a linhagem ABL 98/11 teve o maior rendimento no primeiro
fluxo, as demais tiveram no terceiro fluxo. No segundo cultivo, a linhagem ABL 04/49,
ABL CS7, ABL 98/11 e ABL 19/01 tiveram a maior produtividade no primeiro fluxo e
as demais no segundo fluxo (Figura 2).

4, CONCLUSAO

O cultivo em camaras climaticas com total controle das condi¢des climaticas
favorece de forma positiva o rendimento e qualidade dos cogumelos, além disso,
reduz o tempo de cultivo em até 40 dias, em comparac¢des aos demais métodos. A
escolha da linhagem é fundamental para altos rendimentos, as linhagens ABL 04/49,
ABL 98/11 e ABL 19/01 foram consideradas promissoras para cultivo em ambiente

totalmente controlado.
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