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RESUMO

O Agaricus subrufescens, de origem brasileira, vem sendo relatado como produto com
propriedades medicinais, utilizado como complemento alimentar. Devido a escassez
de informacdes e relatos técnico-cientificos sobre o processo de producao de inéculo,
a presente pesquisa teve como objetivo conhecer as técnicas de inoculacdo de
Agaricus subrufescens, de forma a enfatizar este processo, realizado por laboratorios
comerciais, 0s quais as tecnologias envolvidas sdo minimamente divulgadas
atualmente. Dessa maneira avaliou-se durante dois periodos experimentais todo o
sistema produtivo, partindo da utilizacdo da linhagem ABL 04/49, isolada em S&o José
do Rio Preto, especifica para a producédo de cogumelos. O inéculo foi produzido no
Centro de Estudos de Cogumelos da Unesp de Dracena, CECOG, sendo
confeccionado a base de graos de sorgo. O experimento constou de um fatorial duplo,
sendo aplicadas durante o primeiro periodo do experimento 4 doses de gesso (0, 1, 2
e 4 %) e 3 doses de carbonato de calcio (0,5, 1 e 2%), totalizando 12 tratamentos,
cada um com 7 repeticdes. Para o segundo periodo, utilizou-se 3 doses de gesso (O,
1, 2%) e 4 doses de carbonato de calcio (0, 1, 2 e 3%), totalizando 12 tratamentos,
cada um com 6 repeticdes, de forma a reavaliar e comparar com os dados obtidos. As
variaveis de produtividade (%), massa média (g) e nimero de cogumelos (unid), foram
submetidos a analise de variancia, através do programa estatistico Sisvar®©, utilizando
o teste T sob o nivel de 5% de probabilidade. Diante dos resultados, os tratamentos
aplicados aos indculos apresentaram respostas positivas diante das variaveis
estudadas, sendo que as doses de 0 a 2% de gesso em associacado as doses de 1 a
3% de carbonato de calcio séo indicadas para obtencdo de maior produtividade e
namero de basidiomas. Para a obtencdo de maiores resultados de massa média dos
basidiomas, as doses entre 0 e 2% de gesso com 1% de carbonato séo indicadas para
o cultivo do Cogumelo do Sol.

Palavras-chave: Cogumelo do sol. Producdo de inéculos. Tecnologia de cultivo.
Carbonato de célcio. Gesso agricola.



ABSTRACT

Agaricus subrufescens, of natural Brazilian origin, has been reported as a product with
medicinal properties, used as a food supplement. Due to the scarcity of information
and technical-scientific reports on the spawn production process, this research aimed
to know the inoculation techniques of Agaricus subrufescens, in order to emphasize
this process, carried out by commercial laboratories, which the technologies involved
are currently minimally disclosed. Thus, the entire production system was evaluated
during two experimental periods, starting from the use of the ABL 04/49 lineage,
isolated in S&o José do Rio Preto, specific for the production of mushrooms. The
spawn was produced at the Mushroom Study Center of Unesp in Dracena, CECOG,
made from sorghum grains. The experiment consisted of a double factorial, being
applied during the first period of the experiment 4 doses of gypsum (0, 1, 2 and 4%)
and 3 doses of calcium carbonate (0.5, 1 and 2%), totaling 12 treatments, each with 7
repetitions. For the second period, 3 doses of gypsum (0, 1, 2%) and 4 doses of
calcium carbonate (0, 1, 2 and 3%) were used, totaling 12 treatments, each with 6
repetitions, so to reassess and compare with the data obtained. The variables of
productivity (%), average mass (g) and number of mushrooms (unit) were submitted to
analysis of variance, through the statistical program Sisvar©, using the T test under
the level of 5% probability. In view of the results, the treatments applied to the spawn
showed positive responses to the variables studied, and the doses of 0 to 2% of
gypsum in association with the doses of 1 to 3% of calcium carbonate are indicated to
obtain greater productivity and number of basidiomas. In order to obtain greater results
for the average mass of the basidiomas, doses between 0 and 2% of gypsum with 1%
of carbonate are indicated for the cultivation of almond mushroom.

Keywords: Almond mushroom. Spawn production. Cultivation technology. Calcium
carbonate. Gypsum.
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1. INTRODUCAO

O cogumelo Agaricus subrufescens, sinbnimo de Agaricus blazei e Agaricus
brasiliensis é conhecido popularmente como Cogumelo do Sol® ou cogumelo
medicinal, sendo de origem brasileira, o que facilita o cultivo em condi¢des de clima
tropical, podendo ser uma excelente alternativa de renda ao pequeno produtor
brasileiro (FIRENZUOLI et al. 2008).

Ademais de uma fonte de renda alternativa os cogumelos se destacam por
possuirem elevada atividade metabdlica e bioconversdo, o que permite serem
cultivados em diversos residuos agroindustriais, em pequenos espacos fisicos, num
curto periodo de tempo, durante praticamente o ano todo, proporcionando um produto
final de elevada qualidade nutricional, superior aos obtidos por fontes de proteinas de
origem animal e vegetal (WANG et al. 2014).

Ainda neste sentido os cogumelos sdo ricos em proteinas, dgua, minerais,
aminoacidos essenciais e nao-essenciais, carboidratos, polissacarideos e outras
biomoléculas, o que proporciona sua utilizacdo como alimento funcional, de grande
valor para prevencgao e tratamento de diversas doengas (GYAWALI & IBRAHIM 2014),
devido seus efeitos antitumorais, imune estimulantes, anti-inflamatorio,
hepatoprotetor, entre outros (KOHNO et al. 2008).

Diante do exposto, o0os cogumelos representam um produto de alta
expressividade no mercado externo, possuindo elevado valor comercial,
apresentando caracteristicas organolépticas diferenciadas, tais como textura, sabor e
odor (GUILLAMON et al. 2010). No entanto, esse mercado € restrito e pouco estudado
no Brasil, principalmente no que se refere a espécies de origem nativa, a qual vem
chamando a atencdo da comunidade internacional devido suas propriedades

farmacoldgicas e medicinais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Verificar o efeito da adicdo de gesso e carbonato de célcio para a producgéo do
inbculo e seus respectivos efeitos no comportamento agrondmico de Agaricus

subrufescens.

2.2. Objetivos Especificos

a) Caracterizar as quantidades de gesso e carbonato de calcio que devem ser
utilizados para a producéo do inéculo;

b) Comparar os efeitos obtidos entre os distintos tratamentos dados aos indculos;

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Agaricus subrufescens

Cogumelos comestiveis e medicinais de grande importancia atualmente
cultivados sao pertencentes ao género Agaricus. Entre eles esta o Cogumelo do Sol,
anteriormente conhecido como Agaricus blazei Murrill. Na década de 2000, dois novos
nomes de espécies, Agaricus subrufescens (KERRIGAN, 2005) e Agaricus
brasiliensis (LISIECKA et al., 2013) foram propostos para este fungo, originario do
Brasil (MIZUNO, 1995). Nos dias atuais, muitas publica¢gdes referem-se a cultivares
brasileiras como A. blazei ou A. brasiliensis. Recentemente, A. subrufescens foi
declarado o nome correto (WISITRASSAMEEWONG et al., 2012), sendo produzido
em escala comercial no Brasil desde o inicio da década de 1990 (BRAGA, 2006) e
exportado para diversos paises.

De acordo com Gregori et al. (2008), atualmente o Cogumelo do Sol também é
cultivado em nivel industrial no Japdo, China, Taiwan e Coréia. Essas culturas

dependem de substratos a base de residuos agroindustriais locais, e dessa forma, as
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matérias-primas comumente usadas para preparar o substrato sdo bagaco de cana-
de-acucar, gramineas (por exemplo, Brachiaria spp., Cynodon dactylon, Panicum
maximum), palha de cereal (Triticum aestivum, Avena sativa, Oryza sativa) e esterco
suplementado com fontes de nitrogénio (soja, trigo, milho e farelo de algodéo, uréia,
sulfato de amoénio) e fontes de fosforo e célcio (ZIED et al.,, 2011). Experimentos
realizados na China mostraram a possivel utilizacdo de cascas de sementes de
algodao, cascas de arroz, palha de aspargos e torta de soja (WANG et al., 2010;
ZHOU et al., 2010). A producéo eficiente de A. subrufescens foi também obtida com
composicdes de substrato mais proximas as utilizadas para o cultivo do cogumelo
“‘champignon de Paris” (Agaricus bisporus) em paises de clima temperado, como
composto de cama bovina, serragem, farelo de cereais (POKHREL & OHGA, 2007) e
esterco de galinha, palha de trigo (GREGORI et al., 2008). Solos locais, com ou sem
adicdo de carvao vegetal, sdo também uma alternativa a turfa de musgo na camada
de cobertura utilizada para o cultivo de A. subrufescens (CAVALCANTE et al., 2008;
ZIED et al., 2010).

3.2. Cultivo de Agaricus subrufescens

Sendo caracterizada como uma espécie de cultivo recente no Brasil, a
producdo do cogumelo A. subrufescens ainda € praticada de forma empirica pela
maioria dos produtores (BRAGA & EIRA, 1999; BRAGA et al., 1998), baseando-se na
tecnologia de producao do Agaricus bisporus. Contudo, séo necessarios estudos para
o desenvolvimento de uma tecnologia de producao propria para o A. subrufescens,
adequada a realidade dos produtores brasileiros e as condic¢des climaticas do Brasil.

A sua producédo, assim como do A. bisporus, envolve as seguintes etapas:
producgédo do indculo, preparo do substrato de cultivo (compostagem e pasteuriza¢ao);
inoculagao; colonizagdo do substrato; adicdo da camada de cobertura; producéo e
processamento.

Segundo Silva (2007), dentre as etapas de cultivo, a inducdo da frutificacao
merece destaque, uma vez que é considerada indispensavel para o cultivo desse tipo
de cogumelo e afeta diretamente a produtividade. A inducdo da frutificacdo é a etapa

do cultivo em que se adiciona materiais como a turfa, sobre o substrato colonizado. O
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termo "camada de cobertura” é utilizado em referéncia ao material utilizado sobre o
substrato com o objetivo de induzir a frutificacdo (COLAUTO & EIRA, 1998).

As funcBes basicas da camada de cobertura sdo: proteger o substrato
colonizado contra a perda de umidade, promover microclima umido para a formacgao
e desenvolvimento dos primordios, suporte fisico (KURTZMAN, 1995), permitir trocas
gasosas (KURTZMAN, 1995; WUEST & BEYER, 1996), favorecer o desenvolvimento
de microrganismos benéficos a frutificacdo (HAYES, 1978; REDDY & PATRICK, 1990)
e proteger o substrato de microrganismos patogénicos ou competidores.

Diante do reportado na literatura, a etapa que envolve a producado de in6culo
vem sendo deixado de lado, uma vez que esta etapa € sempre realizada pelos
grandes laboratérios comerciais que nao divulgam sua tecnologia para obter o melhor

substrato possivel, estes sempre a base de graos de cereais.

3.3. Producéo de inéculo

A obtencdo de micélios de cogumelos pode ocorrer através de dois distintos
processos, denominados “assexuado” e “sexuado”. O primeiro corresponde ao
método amplamente utilizado em cultivos comerciais, no qual o micélio dicariético é
produzido a partir de fragmentos do basidioma. O método sexuado, mais utilizado em
pesquisas referentes ao melhoramento genético da espécie, ocorre a partir de esporos
do fungo, levando ao desenvolvimento de micélios monocarioticos (MINHONI et al.,
2005). Para a producédo de micélio, as principais etapas envolvem a producdo da
matriz primaria, matriz secundaria, matriz terciaria e spawn (“semente” ou inéculo).
Estas etapas, realizadas durante o periodo vigente para elaboracao do relatério, seréo
caracterizadas e detalhadas em tépicos posteriores.

4. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Tecnologicas (FCAT — Campus de Dracena), Universidade Estadual Paulista
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(UNESP), nas instalagbes do Centro de Estudos em Cogumelos — CECOG. Este foi
realizado em dois diferentes periodos, nos quais o experimento foi realizado com a
alteracdo de alguns tratamentos considerados pertinentes de serem aplicados,

conforme descrito detalhadamente nos itens abaixo.

4.1. Linhagem

Utilizou-se em ambos os periodos do experimento a linhagem ABL 04/49,
isolada em Sao José do Rio Preto, caracterizada por produzir basidiomas de tamanho
meédio a grande, textura forte, rendimento médio a alto e alta temperatura de producao
(x 28 °C), conforme reportada por Zied et al. (2014).

4.2. Producao do Micélio

O método adotado para a producdo do micélio seguiu as seguintes etapas:
confeccdo da i) matriz priméaria; ii) matriz secundaria; iii) matriz terciaria; e finalmente
iv) spawn ou inéculo, conforme metodologia apresentada por Andrade et al. (2007).
Brevemente, o meio de cultura utilizado para a producdo da matriz primaria e
secundéaria foi o composto-agar (CA). JA a matriz terciaria foi produzida utilizando

sorgo, como grao base, o qual sera acrescido de 2% de carbonato de calcio.

4.3. Matriz Primaria

A matriz priméria é instituida primeiramente pelo preparo do meio de cultura
através do desenvolvimento e isolamento do micélio fungico. Segundo Minhoni et al.
(2005), meios como BDA (batata-dextrose-agar), arroz-dextrose-agar, trigo-dextrose-
agar, dentre outros, estdo entre os meios de cultura mais utilizados. No entanto,
utilizou-se o meio de cultura composto-agar (CA), com a finalidade de evitar a selecao
de mutantes nutricionais do cogumelo devido a inadaptacdo aos meios ricos,

mencionados anteriormente (Figura 1).
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Figura 1. Meio de cultura composto-agar antes de receber o fragmento do
basidioma.

Fonte: acervo pessoal.

A etapa seguinte constituiu-se da inoculagdo do meio de cultura mediante a
coleta de um basidioma maduro, sadio, sem manchas e de linhagem produtiva.
Efetuou-se o corte da base do estipete, seguida de uma limpeza do cogumelo em
alcool 70% para desinfecgdo. Em seguida sob condi¢cbes assépticas, em camara de
fluxo laminar, segmentou-se com as maos o basidioma, separando-se com o auxilio
de uma alga de platina em “L”, previamente flambada, um fragmento do seu tecido
interno. Este, foi transferido para uma placa de petri contendo o meio de cultura
produzido.

Em sequéncia a inoculacdo dos fragmentos do basidioma, sucede-se a
incubacao das placas de petri a 28°C por 10 dias, periodo no qual o micélio ocupou
cerca de ¥ da superficie do meio de cultura.
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4.4. Matriz Secundéria

Os processos para o preparo da matriz secundaria séo similares aos efetuados
para a primaria. A distincdo reside na inoculagdo do meio de cultura, o qual neste
momento recebeu discos da matriz primaria, transferidos para o centro de outra placa
de Petri contendo o mesmo meio CA. Posteriormente, as placas foram vedadas com
filme de PVC e transferidas para uma BOD e mantidas a 28°C, por 10 dias para
colonizacéo de % da placa (KOPYTOWSKI FILHO, 2006). A seguir (Figura 2), pode-
se verificar o desenvolvimento micelial nas placas de petri ao decorrer dos dias

mencionados.

Figura 2. Desenvolvimento do micélio apdés trés e nove dias (A e B) da inoculacéo
do meio de cultura, respectivamente. Fonte: elaborado pela autora.

Fonte: acervo pessoal.

4.5. Matriz Terciaria

Para a producéo de matriz terciaria, utilizou-se substrato a base de cereais, no
qual o sorgo foi a matéria prima escolhida. O preparo da matriz consistiu no cozimento
dos graos de sorgo por aproximadamente 40 minutos em agua fervente, seguido do
escorrimento do excesso de agua e adi¢cdo de 2% de carbonato de calcio, funcional
para a correcdo do pH em torno de 6,5 a 7 (MINHONI et al., 2005; ZIED, 2008; ZIED
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et al., 2018). Posteriormente a homogeneizacdo, o substrato foi transferido para
frascos de vidro recém autoclavados e secos, em cerca de % do volume destes. Na
sequéncia, faz-se a esterilizacdo em autoclave do conjunto.

ApoOs a esterilizacdo e resfriamento do substrato, efetua-se a inoculagdo no
meio de gréos utilizando os micélios do fungo desenvolvidos na matriz secundéria. O
meio de cultura das matrizes foram divididos em oito segmentos triangulares, os quais
foram adicionados nos frascos constituidos pelo substrato & 28°C durante
aproximadamente 15 dias (Figura 3), periodo necessario para completa colonizacéo

do meio, caracterizando desta forma, a matriz terciaria (KOPYTOWSKI FILHO, 2006).

Figura 3. Frasco contendo os graos de sorgo (matriz terciaria) apés decorridos
15 dias da inoculacao.

Fonte: acervo pessoal.

4.6. Spawn

O preparo do meio de gréos para a produgdo do Spawn (“semente” ou indculo)
é similar ao preparado para a obtencdo da matriz terciaria, sendo que para este foram
utilizados sacos transparentes de PEAD (polietileno de alta densidade). De acordo
com Zied et al. (2010), posteriormente ao armazenamento do substrato contidos

nesses sacos, realiza-se a esterilizagdo em autoclave a 121°C, em torno de 3 horas.
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A inoculacdo dos grdos em sacos de PEAD é efetuada apds o resfriamento em
temperatura ambiente do conjunto, utilizando a matriz tercidria previamente
desenvolvida, sendo selados em seguida.

Portanto, mediante o objetivo central do trabalho, o indculo foi confeccionado
utilizando duas fontes de variacdo, 0 gesso e o carbonato de célcio, sendo que para
realizacdo da sequéncia experimental deste projeto e consolidagcdo dos resultados
obtidos, o projeto foi desenvolvido em dois periodos distintos, seguindo a mesma
metodologia em ambos, sendo que os tratamentos aplicados ao in6culo foram
diferenciados com o objetivo final de comparar os dados entre eles em busca da
formulacédo ideal para recomendacao das quantidades de gesso e carbonato de calcio
que devem ser utilizados para a producao do indculo de Agaricus subrufescens. Para
o primeiro periodo de desenvolvimento do projeto, 12 tratamentos foram aplicados aos
in6culos, sendo compostos pelas doses de 0, 1, 2 e 4% de gesso, e 0,5,1 e 2% de
carbonato de célcio em referéncia a quantidade de grdos de sorgo utilizada para a
producao do inéculo (Tabela 1). Durante o segundo periodo do projeto, as doses foram
ajustadas para que fossem comparados os resultados diante das distintas dosagens
utilizadas nos tratamentos, sendo para gesso as doses de 0, 1 e 2%, e para carbonato
de célcio 0, 1, 2, e 3% (Tabela 2).

Tabela 1. Formulacdes utilizadas para a producdo do indculo durante o primeiro
periodo experimental.

Tratamento(s) Sorgo, % Gesso, % Carbonato de calcio, %
1 99,5 0 0,5
2 98,5 1,0 0,5
3 97,5 2,0 0,5
4 95,5 4,0 0,5
5 99,0 0 1,0
6 98,0 1,0 1,0

7 97,0 2,0 1,0
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11

12

95,0

98,0

97,0

96,0

94,0

4,0

0

1,0

2,0

4,0

1,0

2,0

2,0

2,0

2,0

Fonte: Dados da propria autora.
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Tabela 2. FormulagBes utilizadas para a producdo do in6culo durante o segundo

periodo experimental.

Tratamento(s) Sorgo, % Gesso, % Carbonato de célcio, %
1 100,0 0 0
2 98,0 1,0 1,0
3 96,0 2,0 2,0
4 97,0 0 3,0
5 99,0 1,0 0
6 97,0 2,0 1,0
7 98,0 0 2,0
8 96,0 1,0 3,0
9 98,0 2,0 0
10 99,0 0 1,0
11 97,0 1,0 2,0
12 95,0 2,0 3,0

Fonte: Dados da propria autora.
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Inicialmente, separou-se 6 kg de sorgo que foram levados para 0 cozimento,
por 40 minutos, em agua sob fervura. Assim decorrido, os graos foram mantidos em
repouso por 40 minutos para escorrimento do excesso de agua. Pode-se verificar o
ganho de aproximadamente 40% em peso Umido dos graos, obtendo-se portanto, ao
final da fervura cerca de 8,4 kg de sorgo (Figura 4). Desta quantidade de graos
mensurada, separou-se 700 g para cada tratamento, nos quais adicionou-se 0 gesso
e o carbonato conforme apresentados previamente (Tabela 1). Deve-se destacar que
os valores representados em %, correspondem a massa Umida dos grdos de sorgo
cozidos e escorridos. Logo a homogeneizacéao foi realizada até a total uniformidade

do substrato.

Figura 4. Graos de sorgo apés o cozimento.

-

Fonte: acervo pessoal.

Finalmente o substrato foi acomodado em sacos plasticos (PEAD), com filtro
na parte superior, a qual permite as trocas gasosas decorrentes da respiracao do
fungo. A seguir, o substrato foi esterilizado por 4 horas a 121°C e posteriormente
inoculado com por¢cdes de matriz terciaria, onde foram calculadas para cada
tratamento, 14 g dos gréos da referida matriz, representando dessa maneira a

totalidade de 4% do peso Umido dos graos de sorgo. Logo os sacos plasticos foram
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incubados por 18 dias a 28°C, até a total colonizacdo do substrato pelo micélio fungico
(Figura 5).

Figura 5. Grdos de sorgo em sacos plasticos apdés decorrido o periodo de
colonizacgdo pelo micélio fangico.

Fonte: acervo pessoal.

4.7. Preparo do substrato de cultivo

Utilizou-se para os tratamentos aplicados no experimento, um total de 108 kg
do substrato comercial disponibilizado pela empresa Compobras®, situada na cidade
de Castro/PR. O composto foi preparado a base de bagaco de cana de acucar, palha
de trigo, esterco de galinha, ureia, calcario e gesso, seguindo a metodologia
apresentada por Kopytowski (2006).

4.8. Inoculacao e corrida do micélio

O indculo foi adicionado em camadas alternadas com o substrato comercial;
sendo que para ambos os periodos de desenvolvimento do experimento, cada vaso

recebeu 1,5 kg de composto fresco e indculo na dose de 1,5% de massa fresca de
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composto, sendo portanto, 22,5 g de indculo por caixa. Dessa maneira, 0s inéculos
com seus respectivos tratamentos e repeticdes foram adicionados ao substrato e
homogeneizados (Figura 6). Apoés a inoculacao, a superficie superior dos compostos
foram revestidas com o filme plastico, evitando-se assim o ressecamento do mesmo
e possiveis contamina¢des advindas de esporos presentes no ar. Os vasos foram
acomodadas, ao acaso, em camara climatizada, para a incubacdo a 28 + 1°C

(temperatura do composto), por 15 dias.

Figura 6. Substrato sendo alocado nas caixas (A) e adicdo do in6culo ao substrato

(B).

Fonte: acervo pessoal.

49. Camada de Cobertura

Apés decorridos 15 dias da inoculacdo, para ambos os periodos do
experimento, uma camada de cobertura a base de turfa de musgo foi adicionada sobre
0 composto colonizado (Figura 7) até a mesma atingir 3 cm de altura, totalizando 54
kg de turfa, sendo 750g para cada repeticio dos tratamentos. ApOs esse
procedimento, os vasos foram irrigados até que atingissem cerca de 70 = 5% de

umidade.
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Figura 7. Caixa contendo o composto colonizado (A) e apés a adicdo da camada de
cobertura (B).

Fonte: acervo pessoal.

4.10. Cultivo

Com a camada de cobertura, os vasos contendo o composto foram mantidas
na camara de produgdo onde permaneceram por aproximadamente 90 dias, a uma
temperatura de 25+5°C e umidade relativa de 85+5%. Foram obtidos 5 fluxos de
colheita em ambos os experimentos (Figura 8), considerando o manejo das variaveis
ambientais (temperatura, umidade relativa e aeracdo) seguindo a metodologia
apresentada por Zied (2009).

O ciclo de cultivo referente ao primeiro periodo experimental durou 81 dias
desde o dia da inoculacdo até o dia da ultima colheita. O primeiro fluxo ocorreu 14
dias ap6s a adicdo da camada de cobertura (30° dia de cultivo), o segundo fluxo
ocorreu em 26 dias (42° dia de cultivo), o terceiro fluxo aos 39 dias (55° dia de cultivo),
o quarto fluxo aos 52 dias (68° dia de cultivo) e o quinto fluxo se deu aos 65 dias (81°
dia de cultivo).

Comparativamete, o ciclo de cultivo no segundo periodo do experimento durou

90 dias O primeiro fluxo de colheita dos basidiomas ocorreu 18 dias apds a adicdo da
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camada de cobertura (37° dia de cultivo), o segundo fluxo ocorreu 31 dias ap0s a
adicdo da camada de cobertura (51° dia de cultivo), o terceiro fluxo aos 45 dias ap6s
a adicdo da camada de cobertura (66° dia de cultivo), o quarto fluxo aos 57 dias apés
a adicdo da camada de cobertura (80° dia de cultivo) e o quinto fluxo se deu aos 70
dias apos a adicdo da camada de cobertura (90° dia de cultivo). Durante o periodo de

colheita, a massa dos cogumelos foi mensurada em balanca digital de preciséo.

Figura 8. Basidiomas em ponto ideal de colheita.

-

Fonte: acervo peséoél.
4.11. Colheita dos basidiomas

A colheita foi realizada manualmente, seguida de uma pré-limpeza dos
basidiomas através de raspagem da base do estipe, para se retirar residuos de
material da camada de cobertura. Os cogumelos coletados foram colocados em saco
plastico, com a identificacéo do vaso de onde foram colhidos; apos os mesmos foram
pesados e contados para avaliacdo de produtividade, eficiéncia bioldgica,
precocidade, massa e numero de basidiomas (Figura 9). Em seguida 0s mesmos

foram lavados, cortados em longitudinal e desidratados (Figura 10).



Figura 9. Avaliacdo da massa média e numero de cogumelos em balanca digital.

Fonte: acervo pessoal.
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Figura 10. Cogumelos apos lavagem (A), corte (B) e desidratacéo (C).

Fonte: acervo pessoal.

4.12. Variaveis analisadas

Em ambos os periodos do experimento, foram avaliadas as seguintes variaveis

relacionadas ao comportamento agronémico do A. subrufescens:

Produtividade (base umida)
A produtividade (Pd) foi calculada pela relacdo entre a massa fresca de

basidiomas (MFB) e a massa fresca do composto (MFC), segundo a equacao:

Pd = MFB / MFC x 100 (%).
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Numero de basidiomas

O numero de basidiomas (NB) foi determinado diariamente durante a
fase de colheita, apenas com a contagem de cogumelos por repeticdo. Onde rl1 a r7
representam as repeticdes (tratamentos), as quais os cogumelos colhidos nas

respectivas caixas eram contados.

NB=rl+r2+r3+rd+r5+r6+r7(Q)

Massa de basidiomas
A massa fresca de basidiomas (MC) foi obtida pela pesagem dos cogumelos

(producéo — P) e dividida pelo numero de basidiomas (NB):

MC= P/NB (g)

OBS: Foram aplicados anélise de variancia com esquema fatorial duplo 3 x 4 (doses
de gesso x doses de carbonato) e, em seguida, os dados foram submetidos a analise
de variancia pelo programa estatistico Sisvar© verséo 5.4, utilizando o teste Tukey

para comparar as médias sob o nivel de 5% de probabilidade.

Para a andlise de regresséo, os dados foram analisados usando o programa
OriginPro 8.50, sendo que no teste o nivel de significancia adotado foi de p<0,05%.
Com a aplicacdo do programa GraphPad Prism9©, realizou-se a comparacéo
intergrupo, no qual foram atribuidos os gréficos, comparando todas as dosagens de

carbonato de calcio com as de gesso nos experimentos realizados.

4.13. Desenho experimental

O experimento constituiu-se de um fatorial duplo, sendo para o primeiro periodo
4 doses de gesso (0, 1, 2 e 4%) e 3 doses de carbonato de calcio (0,5, 1 e 2%) sob a
guantidade de in6culo; e para o segundo periodo foram 3 doses de gesso (0, 1 e 2%)
e 4 doses de carbonato de calcio (0,1, 2 e 3%), totalizando 12 tratamentos, cada um
com 7 repeticdes. A repeticao foi representada por uma caixa plastica contendo 1,5

kg de composto, de modo que cada experimento foi elaborado com 84 unidades
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experimentais (n). De maneira exemplificada, a figura 11 ilustra as etapas que foram
realizadas no projeto.

Figura 11. Fluxograma do projeto de pesquisa contendo as principais etapas
realizadas.

Adigao de Gesso

1° periodo (0, 1, 2 e 4%)
ABL 04/49 2° periodo (0, 1 e 2%)

E—

12 tratamentos
(7 repetigdes)

Adicao de Carbonato
1° periodo (0,5, 1 e 2%)
2° periodo (0, 1, 2, 3%)

Inoculagéo — caixas com 1,5kg composto

N° de Basidiomas
Produtividade

Massa de
Basidiomas

Adicéo da Camada de cobertura
l

28+1°C l
Producgao
Inicio do cultivo ——» (1°,2° 3° 4° e 5° fluxos)

85+5%

Fonte: elaborado pela autora.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Produtividade

Durante o primeiro periodo do experimento, os diferentes tratamentos aplicados
ao inoculo com distintas doses de gesso e carbonato de calcio, ndo proporcionaram
resultados significativos no aumento de produtividade, como pode ser verificado a
seguir (Tabela 3). No entanto, quando comparado aos tratamentos realizados no
segundo periodo (Tabela 4), nota-se um aumento na porcentagem de produtividade
entre eles, confirmando a hipétese que as novas doses aplicadas na ultima fase do

experimento seriam promissoras.

Tabela 3. Produtividade (%) de A. subrufescens sob diferentes doses de Gesso e
Carbonato de célcio aplicadas ao in6culo durante primeira repeticdo experimental.

Carbonato de calcio

Gesso
0,5% 1% 2% x
0% 6,42 7,93 9,02 7,79
1% 7,00 6,35 4 88 6,08
2% 9,10 9,23 4,50 7,61
4% 6,33 5,33 9,28 6,98
x 7,12 7,21 6,92
CV (%) 60,32

Valores seguidos pela auséncia de letras ndo diferem estatisticamente pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 4. Produtividade (%) de A. subrufescens sob diferentes doses de Gesso e
Carbonato de célcio aplicadas ao in6culo durante segunda repeticdo experimental.

Carbonato de calcio

Gesso
0% 1% 2% 3% x
0% 8,81 11,02 10,68 9,31 9,95
1% 9,65 5,40 7,08 9,21 7,83
2% 9,63 11,35 8,29 12,51 10,44
x 9,36 9,26 8,68 10,34
CV (%) 47.50

Valores seguidos pela auséncia de letras ndo diferem estatisticamente pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Fonte: Dados da pesquisa.

Sob andlise dos resultados obtidos no segundo periodo de repeticdo do
experimento (Tabela 4), verificou-se que as médias de produtividade (%) aumentaram
significativamente, variando de 7,83% a 10,44%, sendo considerados dessa forma,
valores de producéo relevantes quando comparados aos obtidos no primeiro periodo
de andlise (Tabela 3), no qual os valores médios variaram entre 6,08% a 7,79%. Esses
dados confirmam a hip6tese de que a substituicdo das doses utilizadas nos
tratamentos dos indculos do primeiro experimento agregariam na resposta do fator
produtividade durante o segundo periodo experimental, visto que os resultados
obtidos com a utilizacdo de doses menores de gesso (0,1 e 2%) apresentaram-se
positivos em relacdo ao aumento da producéo dos basidiomas, visto que a adi¢éo de
4% de gesso ao indculo durante o primeiro experimento, promoveu um decréscimo na
produtividade deles.

A seguir pode-se verificar a diferenca entre ambos os dados obtidos durante 0s
dois periodos de estudos (Figura 12), sendo possivel observar que as menores doses
de carbonato de célcio (0,5% e 1,0%) aplicadas ao inéculo durante o primeiro periodo
(A), associadas a maior dose de gesso (4%) apresentaram decréscimo em
produtividade, sendo possivel inferir que a combinacdo entre elas geram resultados
negativos quando comparados ao tratamento em que utilizou-se a maior dose de

carbonato de calcio (2%) em associacdo a dose maxima de gesso, na qual foi
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observada uma tendéncia no aumento da producédo dos basidiomas. Visto que houve
um aumento na produtividade, optou-se por acrescentar ao segundo experimento (B)
maiores doses de carbonato (a 3%), comprovando que a combinacdo de maiores

doses de ambos o0s tratamentos seriam promissoras.

Figura 12. Produtividade (%) entre o primeiro (A) e segundo (B) periodos em
funcao dos tratamentos aplicados com as variagdes nas doses de carbonato de
calcio (%) e gesso (%).
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Fonte: dados da pesquisa.

Diante dos resultados mencionados, optou-se por analisar os valores de
produtividade obtidos através da analise de regressao das médias entre as doses de
carbonato de calcio e gesso. Como resultado da analise (Figura 13), o grafico
apresenta através da equacao y= 8,4+0,7564x, a variabilidade do fator produtividade

na dose aplicada de 0% de carbonato de calcio, onde y representa a produtividade
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(%) dos tratamentos; e x as doses aplicadas de gesso (0%, 1% e 2%) ao indculo. O
coeficiente de correlagdo com o valor de 0,77481, indica uma relacéo linear positiva
entre as variaveis, pois como sendo um valor alto (préximo de 1,0) e positivo, pode-
se afirmar que a 0% de carbonato de célcio, quanto maior a dose de gesso adicionada
ao tratamento, maior sera a produtividade dele. Ao observar o valor de R-quadrado
(R?), entende-se que o modelo explica em 99,729% a variabilidade dos dados de
resposta obtidos com os distintos tratamentos aplicados de gesso aos indculos
tratados sem a adicéo de carbonato (dose 0%). Analisando o erro padrao da média
(EP), de 0,22483, entende-se que dentro dos intervalos de doses de gesso
adicionadas, o valor de produtividade entre os tratamentos pode variar até no maximo
o valor de EP, conforme a equacdo se comporta quando utiliza-se os valores da
porcentagem de gesso dentro do intervalo utilizado de 0% a 2%, conforme indicado

abaixo.

Figura 13. Representacdo através da andlise de regressdo entre os valores de
produtividade a 0% de carbonato de célcio (y) em funcdo da variacdo das doses
aplicadas de gesso, no tratamento do indculo de A. subrufescens. Fonte: Dados da
pesquisa.
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Sob analise dos valores obtidos com a dose aplicada de 1% de carbonato de
calcio (Figura 14), estima-se através da equacdo y= 7,5+1,5547x, a tendéncia de

ganho em produtividade (%) com a aplicacdo de maiores doses de gesso ao indculo.
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O valor de R? indica que a equacao obtida explica 99,014% a variabilidade nos valores
de produtividade com a aplicacédo da dose de 1% nos tratamentos com as doses de
0% a 2% de gesso, representado dessa forma a proximidade dos dados a linha de
regressao ajustada. Dessa forma, o coeficiente de correlacao (r) em 0,80266 explica
uma relacdo relativamente forte entre as varidveis, visto que o valor positivo do
coeficiente demonstra que com a utilizacdo de 1% de carbonato de calcio aos
tratamentos dos inbéculos, o aumento das porcentagens de gesso aplicadas
promovera o aumento consideravel da produtividade. Dessa forma, pode-se afirmar
que a aplicacao de maiores doses de gesso ao inéculo, associadas ao tratamento com
1% de carbonato, responde de forma positiva quando pretende-se alcancar maiores
valores ao fator produtividade ao cultivo de Agaricus subrufescens.

Figura 14. Representacdo através da analise de regressao entre os valores de
produtividade a 1% de carbonato de calcio (y) em funcdo da variacdo das doses
aplicadas de gesso, no tratamento do in6culo de A. subrufescens.
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Fonte: dados da pesquisa.

Com a aplicacdo de 3% de carbonato de calcio ao inoculo (Figura 15), a
equacao representada por y =9 + 1,3068x, demonstra que o modelo ajustado explica
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através do valor de R? igual a 99,118% a variabilidade dos dados, indicando que com
a utilizacdo da referente dose de carbonato, o tratamento com a dose méxima de
gesso (2%) apresenta-se positivo a obtencao de maiores valores de produtividade dos
basidiomas, indicando uma aproximacao da tendéncia de aumento deste fator, assim
como nos resultados das analises citadas anteriormente. O coeficiente de correlacéo
(r) em 0,80118 representa a linearidade entre as dosagens estudadas, demonstrando
novamente a tendéncia de obtencdo de valores positivos quando faz-se uso de
maiores doses de carbonato e gesso ao tratamento dos indculos para a producéo de
A. subrufescens. O valor de EP igual a 0,48757, demonstra que o modelo se encaixa
de forma representativa ao estudo, indicando um valor baixo de erro dentre a

distribuicdo das médias de produtividade obtidas no cultivo dos basidiomas.

Figura 15. Representacdo através da analise de regressao entre os valores de
produtividade a 3% de carbonato de calcio (y) em funcdo da variacdo das doses
aplicadas de gesso, no tratamento do in6culo de A. subrufescens.
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Fonte: dados da pesquisa.

Contudo, com a analise entre a aplicacdo de 3% de carbonato de célcio nas

diferentes doses de gesso aplicadas (Figura 15), verifica-se que quanto maior a dose
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de gesso utilizada, maior serd o ganho de produtividade (%) no cultivo do Cogumelo
do Sol.

5.2. Numero de basidiomas

Durante o primeiro periodo do experimento (Tabela 5), os tratamentos para a
producdo de inoculo ndo apresentaram resultados significativos para a variavel
namero de basidiomas. Adiante, observa-se que o tratamento referente a dose
aplicada de 2% de gesso e 1% de carbonato de calcio, destacou-se entre os demais
com uma média de 9,0 basidiomas durante os fluxos de colheita, apesar dos
resultados similares entre si, 0 que demonstra que a mesma pode apresentar dados
representativos quanto ao numero de cogumelos produzidos na préxima repeticao

deste método.

Tabela 5. Numero de basidiomas (unid) de A. subrufescens sob diferentes doses de
gesso e carbonato de calcio aplicadas ao in6culo durante primeira repeticao
experimental.

Carbonato de calcio

Gesso
0,5% 1% 2% x
0% 6,75 5,75 7,00 6,50
1% 6,75 5,75 4 50 5,67
2% 7,50 9,00 5,75 7,42
4% 5,00 4,00 7.25 5,42
x 6,50 6,12 6,12
CV (%) 66,85

Valores seguidos pela auséncia de letras nao diferem estatisticamente pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados do segundo periodo de repeticdo do experimento (Tabela 6),
confirmam a relevancia da utilizacdo das doses aplicadas de 2% de gesso e 1% de
carbonato de calcio, destacando-se novamente no fator de nimeros de cogumelos

coletados durante os fluxos de producdo, com uma média de 9,83 unidades. Em
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adicdo, também é possivel observar que o tratamento referente & dose aplicada de
2% de gesso e 3% de carbonato de célcio, bem como 0% de gesso e 1% de carbonato
destacaram-se dentre os demais ao atingir a média de 11,0 cogumelos produzidos.
Com isso, pode-se dizer que ao utilizar uma dose minima de carbonato de calcio no
tratamento, sem adicionar gesso, obtém-se uma quantidade representativa de
cogumelos, o que demonstra nNdo ser necessario maiores gastos com a aplicacédo de
insumos para a producdo de um maior niumero de basidiomas, podendo ser indicado

como um tratamento relevante aos produtores de Agaricus subrufescens.

Tabela 6. Numero de basidiomas (unid) de A. subrufescens sob diferentes doses de
gesso e carbonato de célcio aplicadas ao in6culo durante segunda repeticdo
experimental.

Carbonato de calcio

Gesso
0% 1% 2% 3% x
0% 8,67 11,00 10,17 9,83 9,92
1% 9,33 6,50 8,00 10,17 8,50
2% 9,33 9,83 9,67 11,00 9,96
x 9,11 9,11 9,28 10,33
CV (%) 40,26

Valores seguidos pela auséncia de letras nao diferem estatisticamente pelo
teste T a 5% de probabilidade. Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Fonte: Dados da pesquisa.

Adiante, verificam-se os resultados obtidos com as médias de basidiomas (em
unidades) por tratamento aplicado em cada periodo de estudos (Figura 16). Durante
o primeiro periodo experimental (A), constata-se que a aplicacdo de menores doses
de carbonato de célcio (0,5% e 1,0%) relacionadas a dose de 4% de gesso provoca
diminuicdo do numero de cogumelos produzidos, sendo evidenciado que com a dose
maxima de 2% de gesso, € possivel produzir um maior numero de cogumelos (média
entre 7,5 a 9,0 unidades), ndo havendo portanto, necessidade que o produtor possua
maiores gastos com a utilizacdo de maiores doses de insumos aplicados ao

tratamento dos inoculos. A tendéncia de maiores meédias com a utilizacdo de menores
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doses de carbonato de calcio e gesso também foram observadas durante o segundo
experimento (B), atingindo o nimero médio de 11,0 unidades com o tratamento de 0%
de gesso e 1,0% de carbonato de calcio. Com a adicdo da dose de 3% de carbonato
nos tratamentos, verifica-se um aumento gradual na média de cogumelos produzidos,
alcancando o numero equivalente de 11,0 unidades, sendo assim, pode-se afirmar
que a utilizacdo de maiores doses de carbonato de célcio nos tratamentos dos
in6culos ndo € necessaria, visto que, com a aplicacdo de menores doses, a mesma
média é obtida.

Figura 16. Numero de basidiomas (unid) entre o primeiro (A) e segundo (B) periodos
em funcéo dos tratamentos aplicados com as variacées nas doses de carbonato de
calcio (%) e gesso (%).
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Fonte: dados da pesquisa.
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5.3. Massa média de basidiomas

Comparando as dosagens entre si, 0s tratamentos apresentaram valores
significativos para a variavel massa média de basidiomas durante ambos os periodos
de estudo. Ao analisar os resultados referentes ao primeiro periodo experimental
(Tabela 7), observamos significAncia nos dados dos tratamentos relativos as doses
de 1% e 2% de carbonato de calcio associada a 0% de gesso, nos quais atingiu-se
em média 26,43 a 31,77 gramas, indicando que ndo ha a necessidade da aplicacao

de gesso quando se tem interesse na producdo de cogumelos maiores.

Tabela 7. Massa média (g) de A. subrufescens sob diferentes doses de gesso e

carbonato de calcio aplicadas ao in6culo durante primeira repeticdo experimental.

Carbonato de calcio

Gesso
0,5% 1% 2% x

0% 14,13 B 31,77 aA 26,43 AB 24 .11
1% 17,14 13,29 b 17,54 15,99
2% 19,10 15,25 ab 10,67 15,01
4% 16,48 14,29 ab 19,62 16,79
x 16,71 18,65 18,56

CV (%) 51,86

Letras minusculas comparam os resultados na mesma coluna e maiuscula na
mesma linha; Valores seguidos pela auséncia de letras ndo diferem estatisticamente
pelo teste T a 5% de probabilidade, bem como aqueles seguidos por letras iguais.
Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Fonte: Dados da pesquisa.

O segundo periodo experimental, de forma analoga ao primeiro, apresentou
como valores significantes o tratamento com as doses relativas a 1% de carbonato de
calcio associada as demais dosagens de gesso (Tabela 8), demonstrando que a
adicdo de carbonato a 1% nos indéculos deve ser indicada para obtencédo de
cogumelos maiores, com aproximadamente 17,93 gramas cada, valor acima da

média.
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Tabela 8. Massa média (g) de A. subrufescens sob diferentes doses de gesso e
carbonato de calcio aplicadas ao in6culo durante segunda repeticdo experimental.

Carbonato de calcio

Gesso
0% 1% 2% 3% x
0% 15,76 13,70 ab 16,34 15,00 15,20
1% 15,06 11,73 b 13,45 13,31 13,39
2% 15,37 17,93 a 12,80 16,61 15,68
x 15,40 14,45 14,20 14 97
CV (%) 24,07

Letras minusculas comparam os resultados na mesma coluna; Valores
seguidos pela auséncia de letras nao diferem estatisticamente pelo teste T a
5% de probabilidade, bem como aqueles seguidos por letras iguais. Fonte:
dados da pesquisa, 2021.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados relativos a analise da variavel massa média (g) podem ser
conferidos abaixo (Figura 17), no qual constata-se a relevancia da aplicacdo das
doses de 1% e 2% de carbonato de calcio, sem a necessidade de aplicacdo de gesso
(dose 0%) durante o primeiro periodo do experimento (A). Em sequéncia, os dados
referentes ao segundo experimento (B) demonstram a importancia da utilizacdo da
dosagem de 1% de carbonato de calcio, sendo também possivel obter maiores
massas médias (g) com a aplicacdo de 2% de carbonato, variando a utilizagdo de
tratamentos com gesso, sendo analisado uma interagcdo positiva quando sé&o
associadas as doses maximas de carbonato (a 3%) e gesso (a 2%), a qual apresentou
um resultado médio de 16,61 gramas. Dessa forma, € interessante ressaltar que os
tratamentos mencionados podem ser recomendados para os produtores que buscam

produzir cogumelos maiores.
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Figura 17. Massa média de basidiomas (g) entre o primeiro (A) e segundo (B) periodos
em funcéo dos tratamentos aplicados com as varia¢cdes nas doses de carbonato de
calcio (%) e gesso (%).
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados analisados e da significancia dos mesmos, conclui-se
que os tratamentos aplicados ao inéculo para a producdo e cultivo de Agaricus
subrufescens podem apresentar-se responsivos ou nao em relacdo a dose de
carbonato de célcio e gesso que séo utilizados. No decorrer dos periodos de estudos
experimentais em busca da formulacao ideal para a recomendacao de producéo do
indculo, pbde-se inferir que diante das variaveis de produtividade e numero de
basidiomas, as dosagens de 0 a 2% de gesso associadas a 1%, 2% e 3% de
carbonato de calcio sdo promissoras, atingindo bons resultados quando comparadas
as demais dosagens estudadas. Para a varidvel massa média, observou-se que a
adicao de doses de gesso entre 0% a 2%, em associacao a 1% de carbonato de célcio,
deve ser indicada para obtencdo de cogumelos maiores, sendo um fator interessante

aos produtores que visam a comercializacao destes.
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