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RESUMO

Os cogumelos sdo uma alternativa muito viavel na transformagdo de materiais
lignoceluloliticos em produtos uteis, resultam na geracdo de alimento rico em
proteinas, fibras, sais minerais, vitaminas, com baixo teor de lipideos e carboidratos.
Para a producdo do cogumelo é necessario obter a Spawn, que pode ser feito a
partir de um fragmento ou pseudotecido retirado do seu pileo. Para a fungicultura a
fase laboratorial é tdo importante quanto a fase no campo. O cultivo de cogumelos
gera uma grande quantidade de composto pés-cultivo (SMC — “spent mushroom
compost”). O presente trabalho buscou avaliar a influéncia da maturidade da Spawn
na produtividade do cogumelo Pleurotus ostreatus utilizando tempos distintos de
maturacao. Apos o cultivo do fungo foi testado o substrato exaurido na producédo de
mudas de alface, que foram levadas a campo para avaliar produtividade e analise
bioquimica. Para a avaliacdo da Spawn foram utilizados sete sacos de 2 Kg de
composto inoculado a cada trés dias, onde a primeira inoculacédo ocorreu no 13° dia
de maturacdo da Spawn e a ultima no 25° dia. Foram avaliados numero de cachos,
namero de cogumelos, peso dos cachos, massa média de cachos e cogumelos e
produtividade. Os maiores valores de produtividade foram obtidos pela 22 e 32
inoculacdo com 19,0 e 19,7 %, respectivamente, com 16 e 19 dias de maturacdo da
Spawn, apresentando uma curva muito semelhante a de crescimento microbiano em
geral, em fase Log. A primeira inoculacdo foi a menos produtiva, e as duas ultimas
inoculagdes com decréscimos na producdo. Conclui-se que o tempo de maturagao
da Spawn influencia no rendimento do cogumelo P. ostreatus, mostrando que a
producdo da Spawn é uma fase primordial para conseguir alcancar altas
produtividades. Em seguida, utilizou-se o residuo da producédo de P. ostreatus para
o cultivo de mudas de alface (Lactuca sativa L.) em doses de composto exaurido (50
%, 30 % e 10 %) misturadas ao substrato comercial Carolina soil®. Para
comparacao, foi utilizada uma testemunha com 100 % de substrato comercial.
Foram avaliados parametros de produtividade de mudas, como: comprimento da
parte aérea, comprimento de raiz, nimero de folhas, massa fresca e seca da parte
aérea e massa seca e fresca da raiz. As caracteristicas fisica e quimica do substrato
também foram avaliadas. O substrato exaurido apresentou uma elevagédo do pH e

condutividade elétrica quando usadas doses crescentes desse substrato,



prejudicando massa seca e fresca da parte aérea e comprimento de raiz. Para
baixas doses de comosto exaurido misturado ao substrato comercial ndo houve
diferenca estatistica entre os parametros avaliados. O composto exaurido de
cogumelo se apresentou viavel para a producdo de mudas de alface na proporcéo
de 10 % misturado ao composto Carolina soil®. Em doses altas de 30 e 50 % de
exaurido seus valores foram inferiores estatisticamente da testemunha. As analises
fisicas do substrato exaurido mostraram resultados positivos quanto ao parametro
retencdo de 4gua. Para a andlise quimica, o substrato possui uma quantidade alta
de macro e micronutrientes, se demonstrando um potencial para uso em plantas,
mas com necessidade de algumas adequacdes com relagdo a pH e condutividade
elétrica (C.E.). Foi avaliado a producado e alteracdes bioquimicas das mudas apos
serem levadas a campo. O cultivo das alfaces ocorreu na Fazenda experimental de
Sao Manuel, o delineamento utilizado foi de quatro tratamentos diferentes doses de
composto exaurido de cogumelo (50%, 30%,10% e 100% de substrato comercial
Carolina soil®) com seis repeticbes e dezesseis plantas por parcela. Foram
avaliados os parametros fisicos agrondmicos (diametro da planta, altura da planta,
numero de folhas, peso fresco de folhas, comprimento de raiz, peso fresco de raiz,
peso seco da raiz e folhas) e bioquimicos (compostos fendlicos e atividade
antioxidante enzimatica e ndo enzimatica). As alfaces produzidas em substrato com
maior quantidade de residuo de cogumelo apresentaram menores valores de
parametros fisicos avaliados (182,28 g) que as plantas cultivadas em substrato
comercial (255,03 g). Para a avaliacdo enzimatica tanto para a enzima peroxidase
guanto polifenoloxidase houve maior atividade das mesmas nas plantas produzidas
com maior quantidade de composto exaurido de cogumelo, esse mesmo padrao se
manteve para compostos fendlicos e atividade antioxidante. Concluindo que, 0 uso
de residuo de cogumelo ativa a inducdo de producdo de enzimas protetoras e

metabdlitos secundarios na planta, com um potencial indutor de resisténcia.

Palavras-chave: Qualidade de semente. Cogumelo ostra. Composto exaurido.
Resistencia. Horticultura.



ABSTRACT

Mushrooms are a very viable alternative in the transformation of lignocellulolytic
materials into useful products, resulting in the generation of food rich in proteins,
fibers, minerals, vitamins, low in lipids and carbohydrates. For the production of the
mushroom it is necessary to obtain the inoculum, which may be made from a
fragment or pseudotecido taken from the colonus thereof. For fungicide the
laboratory phase is as important as the phase in the field. Mushroom cultivation
generates a large amount of spent mushroom compost (SMC). The present work
aimed to evaluate the influence of the inoculum maturity on the productivity of the
Pleurotus ostreatus mushroom using distinct maturation times. After the fungus was
cultivated the exhausted substrate was tested in the production of lettuce seedlings,
which were taken to field to evaluate productivity and biochemical analysis. For the
evaluation of the Spawn, seven bags of 2 kg of inoculated substrate were used every
three days, where the first inoculation occurred on the 13th day of mycelial run and
the last on the 25th day. Number of bunches, number of mushrooms, weight of
bunches, average mass of bunches and mushrooms were evaluated as a parameter
for evaluation of productivity. The highest values of productivity were obtained by the
2nd and 3rd inoculation with 19.0 and 19.7%, with 16 and 19 days of seed
maturation. It is concluded that the time of maturation of the inoculum influences the
yield of the mushroom Pleurotus ostreatus, showing that the production of the
inoculum is a primordial phase to reach high yields. Then, the residue of the
Pleurotus ostreatus production was used for the cultivation of lettuce (Lactuca sativa
L.) seedlings at doses of depleted compound (50%, 30% and 10%) mixed with the
commercial substrate Carolina soil®. For comparison, a control with 100%
commercial substrate was used. Seed productivity parameters were evaluated, such
as: shoot length, root length, leaf number, fresh and dry shoot mass, and dry and
fresh root mass. The physical and chemical characteristics of the substrate were also
evaluated. The depleted substrate showed an increase in pH and electrical
conductivity when increasing doses of this substrate were used, damaging fresh dry
shoot mass and root length. For low doses of mushroom residue mixed to the
commercial substrate there was no statistical difference between the evaluated

parameters. The spent mushroom compound presented viable for the production of



lettuce seedlings in the proportion of 10% mixed with Carolina soil® compound. At
high doses of 30 and 50% depleted their values were statistically lower than the
control. Physical analyzes of the depleted substrate showed positive results
regarding the water retention parameter. For the chemical analysis, the substrate has
a high amount of macro and micronutrients, demonstrating a potential for use in
plants, but in need of some adjustments with respect to pH and electrical conductivity
(C.E.). The production and biochemical changes of the seedlings were evaluated
after being taken to the field. The lettuce cultivation was carried out at the San
Manuel Experimental Farm, the treatments used were four different treatments of
mushroom residue (50%, 30%, 10% and 100% commercial soil substrate Carolina
soil) with six replicates and sixteen plants per plot. Agronomic physical parameters
(plant diameter, plant height, leaf number, fresh leaf weight, root length, fresh root
weight, root dry weight and leaves) and biochemical parameters (phenolic
compounds and enzymatic antioxidant activity and not enzymatic). The lettuces
produced in substrate with higher amount of mushroom residue had lower values of
physical parameters evaluated (182.28 g) than plants grown in commercial substrate
(255.03 g). For the enzymatic evaluation for both the peroxidase enzyme and
polyphenoloxidase, there was higher activity of the same in the plants produced with
higher amount of mushroom residue, this same pattern was maintained for phenolic
compounds and antioxidant activity. In conclusion, the use of mushroom residue
activates the induction of the production of protective enzymes and secondary

metabolites in the plant, with a potential inducer of resistance.

Keywords: Quality of seed. Spent mushroom compost. Oyster mushroom.

Resistance. Horticulture.
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INTRODUCAO GERAL

A producéo de Pleurotus spp. e de outros fungos comestiveis cultivados se inicia
pela “semente” ou Spawn que seria o inéculo para colonizagdo do substrato, essa
fase da producao é feita em laboratorio para que ndo ocorram contaminagdes e que
a cepa desejada seja multiplicada isoladamente, reduzindo riscos de misturas de
linhagens e mantendo caracteristicas desejadas quanto a produtividade, resisténcia
a pragas e doencas, uniformidade, precocidade, etc (PACCOLA-MEIRELLES, 2002;
EIRA; MINHONI, 1997).

A producédo do inoculo se faz a partir de um fragmento do cogumelo, forma de
reproducdo assexuada dos fungos, evitando utilizar os esporos que seria a
reproducdo sexuada do mesmo. O fragmento de cogumelo apds se desenvolver
sera repicado, para que a partir de uma placa de Petri colozinada possa ser
inoculado em torno de 160 toneladas de substrato, aumentando a capacidade
produtiva (EIRA; MINHONI, 1997).

Hoje no Brasil, a producédo de cogumelo € segmentada, principalmente em trés
partes: fornecedores de insumos, produtores, distribuidores. A maioria dos
produtores do Brasil realizam somente a incubacdo do cogumelo, ndo conseguem
produzir seu insumo inicial na mesma propriedade, como in6culo e matéria prima
para 0 composto ou substrato, geralmente esses insumos vem de fontes externas,
caracterizando a fragmentacédo da cadeia.

Uma pesquisa realizada no Distrito Federal mostrou que entre sete produtores
de cogumelos somente dois produziam 100% das suas “sementes”, pois a produgao
do micélio requer um alto nivel tecnoldgico, os outros cinco importam de laboratérios
de outros estados, principalmente de Sdo Paulo (VARGAS, 2011).

Os laboratérios de producdo de inoculo sdo estruturados somente para a fase
laboratorial de multiplicacdo do fungo, uma parte do todo da cadeia, mas que nao
deixa de ser importante, afinal a importancia de se usar uma “semente” de qualidade
€ um fator critico na producdo e no sucesso do cultivo do cogumelo, sendo a
producdo extremamente dependente da qualidade do micélio (SANCHEZ, 2010;
EIRA; MINHONI, 1997).

Para que a producdo de cogumelos possua um ciclo fechado de produgdo sem

gerar residuos o seu poés-cultivo deve obter uma destinacdo correta. Apos a
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producdo dos cogumelos, o composto mais o micélio do fungo cultivado geram um
subproduto (BUSWELL, 1994). Alguns autores discordam chamar este composto de
subproduto e preferem menciona-lo como composto exaurido de cogumelo ou “spent
mushroom substrate - SMS” ou “spent mushroom compost”, devido a sua elevada
utilidade no meio agronémico e bioldgico (GERRITS, 1997).

A cada quilo de cogumelo produzido cinco quilogramas de composto exaurido
em média sdo descartados (WILLIAMS; McMULLAN; McCAHEY, 2001), pensando
gue as produgdes trabalham com mais de uma tonelada de substrato ou composto,
a cada ciclo a quantidade de residuo ¢é alta.

As preocupacdes ambientais com descarte e reaproveitamento de materiais vém
crescendo, cada vez mais o descarte correto e o mais longe da propriedade
preocupam os produtores, ndo manter esse material na propriedade evita 0 mau
cheiro por decomposi¢cdo, moscas que podem ovopositar nos substratos ainda em
cultivo ou a contaminacdo por outros fungos maléficos a producédo. Além disso, o
substrato ou composto quando é mal alojado, pode causar contaminagdo dos cursos
d’agua caso fiquem em contato com o solo apés chuva (AZEVEDO et al., 2009).

Pensando em utilidades para o substrato pds-cultivo o seu uso foi testado na
alimentacdo animal de aves e auxiliou no combate a patdgenos que causam
doencas e consequentemente perdas de producdo, sendo recomendado como
alternativa ao uso de antibigticos e como promotor de crescimento (AZEVEDO et al.,
2009; MACHADO et al. 2007).

Outra possibilidade de uso do substrato é como fertilizante organico (CASTELO-
GUTIERREZ et al., 2016), o substrato pés-cultivo de cogumelo ainda contém partes
do fungo envolvendo o mesmo, estudos mostraram que a espécie de L. edodes
apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias contaminantes de alimentos
(ISHIKAWA; KASUYA; VANETTI, 2001), podendo ser utilizado ndo somente como
fertilizante, mas também, como substrato devido seu efeito protetor, para o
fortalecimento de mudas de hortalicas.

Os efeitos benéficos do material organico sobre o solo, influéncia nas
caracteristicas fisicas e quimicas do mesmo, além de aumentar aeracao, densidade,
estrutura, capacidade de troca catidnica, aumentando o uso da adubacado orgéanica
no cultivo de hortalicas, pelos seus efeitos benéficos ao solo e incremento na
produtividade (SANTANA et al., 2012).
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Os compostos bioativos que estdo presentes no micélio e no corpo de
frutificacdo de basiomicetos, sdo ricos em polissacarideos do grupo B-glucanos
(MIZUNO et al., 1999), conhecidos por sua atuagdo como estimulantes da atividade
imunoldgica do hospedeiro, assim possibilitando o combate de fitopatégenos.

Diferentes tipos de moléculas podem ser utilizadas como elicitores, os quais
desencadeiam um sistema de sinais que determina a resposta da planta a infeccéo.
Os &cidos jasmobnico e salicilico sdo as substancias mais bem conhecidas como
mediadores desses sistemas de sinais (ZINOVIEVA et al., 2011). Produtos como
acibenzolar-S-metil e silicatos ja sédo indicados comercialmente para varios tipos de
culturas (KIIRIKA et al.,, 2013), enquanto que varios outros produtos vem sendo
testados nos ultimos anos, como oligo e polissacarideos obtidos a partir de fungos,
algas e animais (EL MODAFAR et al., 2012; KIIRIKA et al., 2013).

Alguns trabalhos relatam também a utilizacdo de microrganismos da rizosfera ou
do filoplano para a indugéo de resisténcia (FONTENELLE et al., 2011). Dentre esses
microrganismos, o Bacillus cereus, que é uma espécie comumente encontrada no
substrato de cultivo de cogumelos, apresentou capacidade de induzir resisténcia em
tomateiro contra varias espécies de patdégenos, tanto de origem bacteriana como de
origem fungica (ROMEIRO et al., 2010).

Para fins de estudo foi utilizada a alface (Lactuca sativa L.), pertencente a familia
Asteraceae (Composta), como uma planta testemunha as acfes do uso de
composto exaurido. A alface é definida agronomicamente como uma planta anual,
originaria de clima temperado, sendo uma das hortalicas mais populares e
consumidas no Brasil e no mundo, a qual se destaca devido sua elevada quantidade
de vitamina A nas folhas verdes. (HENZ; SUINAGA, 2009).

No Brasil, o cultivo da alface ocupa uma area de aproximadamente 35.000
hectares, produzidos tanto pelo sistema intensivo, quanto por produtores familiares,
gerando em torno de cinco empregos por hectare (SOUSA et al., 2014). Por ser uma
planta de ciclo curto, a cultura da alface € muito exigente em nutrientes, a cada ciclo
€ recomendado aplicacdes de adubos organicos para atender a demanda da cultura.
Entre os vegetais folhosos, a alface da variedade americana € a mais consumida,
com aproximadamente 40% do volume total comercializado (NETO et al., 2012).

Sendo assim os resultados encontrados em literatura guiaram na escolha do
presente estudo, em avaliar a produtividade de Pleurotus ostreatus a partir de

diferentes condi¢cbes de Spawn e verificar a influéncia do substrato exaurido no
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crescimento e qualidade bioquimica das plantas de alface, buscando um destino
adequado ao residuo da producdo de cogumelos e estudar sua atuacdo na planta
seja atrvés da disponibilidade de nutrientes ou bioldgicos, potencializando formas

naturais de protecdo na planta.
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CAPITULO 1: PRODUTIVIDADE DE Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm
UTILIZANDO SAPAWN COM DIFERENTES TEMPOS DE COLONIZAQAO

RESUMO

O consumo e a producado de cogumelo vém sendo difundido pelos paises latinos por
ser uma alternativa ao uso de residuos agroindustrias. Para o cultivo de cogumelo
existem duas bases iniciais, a producédo de composto ou substrato e a producédo de
in6culo, mundialmente conhecido pelo termo Spawn. A producdo de Spawn é
essencial para atingir alta produtividade, sendo necessarios mais estudos na area. O
presente trabalho buscou avaliar a influéncia da maturidade da Spawn na
produtividade do cogumelo P. ostreatus, utilizando tempos distintos de maturacéao,
onde cada repeticdo continha sete sacos de 2 Kg de composto o qual era inoculado
a cada trés dias, a primeira inoculacdo ocorreu no 13° dia de corrida do micélio e a
ultima no 25° dia. O namero de cachos, nimero de cogumelos, massa dos cachos,
massa média de cachos e cogumelos, foram utilizados como parametro de
produtividade. Os maiores valores de produtividade foram obtidos pela 22 e 32
inoculagdo com 19,0 e 19,7 %, respectivamente, com 16 e 19 dias de corrida do
micélio, apresentando uma curva muito semelhante a de crescimento microbiano em
geral, em fase Log. A primeira inoculacdo, apresentou baixa produtividade com
10,05%, representando a fase Lag de adaptacéo e as duas ultimas inoculagdes com
decréscimos na producdo, assim como a fase a estacionaria. Conclui-se que o
tempo de maturacdo da Spawn influéncia na produtividade de cogumelos Pleurotus
ostreatus, mostrando que a producdo da Spawn é uma fase primordial para
conseguir alcancar altas produtividades, onde as sementes entre 15° e 19° dia apés
inoculacédo foram as que apresentaram melhores resultados de produtividade neste

trabalho.

Palavras-chave: Qualidade de semente. Cogumelo-ostra. Micélio.

ABSTRACT

The consumption and the production of mushroom have been diffused by the Latin

countries for being an alternative to the use of agroindustries residues. For
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mushroom cultivation there are two initial bases, the production of compound or
substrate and the production of inoculum,r globally known by the term "Spawn". The
present work sought to evaluate the influence of the inoculum maturity on the
productivity of the Pleurotus ostreatus mushroom. Using different period of
maturation, where a consignment of seven bags of 2 kg of substrate was inoculated
every three days, where the first inoculation occurred on the 13th day of mycelial run
and the last on the 25th day. It was evaluated the number of bunches, number of
mushrooms, weight of bunches, average mass of bunches and mushrooms, as
parameter for evaluation of productivity. The highest values of productivity 19 and
19,8 %, were obtained by 2nd and 3rd inoculation, with 16 and 19 days of mycelial
running, presenting a curve very similar to that of microbial growth in general, where
the first inoculation, mycelium new was the least productive 10,5 %, the second and
third representing the Log state of the most productive microbial growth curve and
the last two inoculations with decreases in production, as well as the stationary
phase. It was concluded that the inoculum maturation time influenced the productivity
of Pleurotus ostreatus mushrooms, showing that the production of the inoculum is a

primordial phase to reach high yields.

Keywords: Spawn. Production. Mushroom-oyster. Mycelium.

1.1 INTRODUCAO

Para a producdo de cogumelos em geral sdo utilizadas “sementes” ou Spawn
gue seria um substrato colonizado pelo fungo de interesse. Esse Spawn serve como
um transporte do fungo para colonizar o substrato em campo. Essa fase da
producéo é feita em laboratorio para que ndo ocorram contaminacdes e que a cepa
desejada seja multiplicada isoladamente, reduzindo riscos de misturas de linhagens
(CHANG; MILES, 2004).

A producdo da Spawn se faz a partir de um fragmento do cogumelo, formando
um clone, a partir da reproducéo assexuada, desse fragmento o micélio do fungo vai
se desenvolver e colonizar a placa de Petri e seré feita repicagens sucessivas até
atingir uma grande quantidade de inéculo, aumentando a capacidade produtiva. Ao
ser repassado ao produtor o mesmo ir4 inocular seu substrato ou composto
(MINHONI et al., 2011).
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Como a cadeia de producdo de cogumelos no Brasil é fragmentada, a maioria
dos produtores adquirem sua Spawn de laboratérios idoneos, pois para a producao
da mesma € necessario um investimento alto de estrutura e tecnologia adequada
(DIAS, 2010). Porém, diversos sdo os fatores que podem alterar a qualidade da
semente como: temperatura, linhagem, umidade, pH do meio e pouco se sabe sobre
a relacdo do tempo de maturacdo ou comumente chamado de “corrida do micélio”,
necessario para se obter o melhor rendimento da Spawn (VARGAS, 2011; ROYSE,
2003).

O tempo de corrida do micélio é variavel de acordo com a espécie. Os registros
em literatura ndo estipulam um tempo exato, em média 15 dias, tempo suficiente
para que o0s grdos cozidos estejam visualmente colonizados, dependendo do
recipiente, do tipo de grdo utilizado e da quantidade de grdos nesse recipiente
(MINHONI et al., 2011; EIRA; MINHONI, 1997). Mas nao ha registros que mostrem a
diferenca em produtividade com relacéo a esse tempo.

Pela falta de pesquisas na area, a producdo da Spawn para venda é geralmente
realizada por encomenda; mas pela alta procura sempre & um estoque a pronta
entrega, que € mantido em uma refrigeracdo mais baixa de 4° a 5°C para que o
metabolismo do fungo diminua (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A escolha na compra de Spawn inoculadas ha 15 ou a 20 dias ndo € um fator
determinante na venda, apesar de um produtor de semente relatar que alguns
produtores no Estado de S&o Paulo possuem preferéncias por sementes mais
antigas e outros por sementes mais novas. Visualmente é dificil diferenciar o tempo
de maturacdo da semente, a ndo ser pela presenca de exsudatos que naturalmente
sdo produzidos pela atividade metabdlica do fungo, quanto mais tempo mantido no
substrato mais presenca de exsudatos vamos encontrar.

Buscando validar as poucas informacdes encontradas em literatura o presente
trabalho objetivou avaliar a influéncia do tempo de “maturagdo” do indéculo em
relacdo a produtividade em campo, enriquecendo a tematica da qualidade de

semente de producéo de cogumelo.

1.2 MATERIAL E METODOS

O experimento com o desenvolvimento das matrizes para a producéo de Spawn

e cultivo de P. ostreatus foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agréarias e
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Tecnolégicas —UNESP, campus Dracena- SP, junto ao Centro de Estudos em
Cogumelos — CECOG. A unidade possui uma infraestrutura de laboratério e

camaras de cultivo adequadas e necessarias para o desenvolvimento da pesquisa.

1.2.1 Processos para producéo de in6culo de cogumelo

A metodologia utilizada para a producao do indculo foi seguida segundo Minhoni
et al. (2011), dividida em quatro etapas: 1- matriz primaria: é adicionado o fragmento
do cogumelo em uma placa de Petri, 2- matriz secundéria: é repicada a placa Petri
com a matriz primaria ja colonizada para outra placa, 3- matriz terciaria: a placa Petri
ja colonizada com matriz secundaria € dividida em oito e um dos pedacos é
transferido para um vidro esterilizado com gréo cozidos, e 4- Spawn ou semente
propriamente dita: em torno de 2% de matriz terciaria ja colonizada é transferida
para um saquinho estéril com graos cozidos. Todo este processo € realizado a partir
do micélio dicariotico do fungo, pré-cultivado, podendo ser utilizado diversos tipos de
graos e meio de cultura (Figura 1).

Foram utilizadas duas linhagens de Pleurotus ostreatus para avaliagdo, uma
fornecida pelo laboratério Funghi e Flora® e outra de um produtor da regido de Mogi
das Cruzes, sendo a linhagem 1 pertencente ao laboratorio, codificada como POS

17/02 e a linhagem 2 referente ao produtor, codificada como POS 17/01.
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Figura 1- Esquema da producao de Spawn

. 0 s u

RN - 21
Mirella“s. Moreira-20018 F

A e B- Matriz priméria: € retirado um fragmento do pileo do cogumelo e adicionado a uma

placa Petri com meio de cultura para seu crescimento; C- Matriz secundaria: apés o
crescimento da matriz priméria é feita uma repicagem da placa para outra; D e E- Matriz
terciaria: Apds o crescimento da matriz secundéria a mesma é dividida em oito pedagos, cada
pedaco serdintroduzindo em um vidro com gréo cozidos e tratados; F- Spawn: em torno de 2%

de matriz terciéria ja colonizada é transferida para um saquinho estéril com gréos cozidos.

1.2.1.1 Isolamento e matriz priméria

Para o isolamento e obtengdo da matriz primaria foram coletados basidiomas
sadios de duas linhagens de P. ostreatus para avaliacdo do experimento. Em uma

camara de fluxo laminar, previamente esterilizada com lampada ultravioleta e alcool
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70%, o basidioma foi partido com a mdo e com o auxilio de uma pinga foram
coletados fragmentos do interior de seu pileo (pseudotecidos) evitando
contaminagdes e posterior transferéncia de esporos para 0 meio de cultura, os
fragmentos sdo depositados em uma placa de Petri com meio B.D.A. sélido, um
meio de cultura padrdo, onde possui na sua formulacdo batata, dextrose e &gar,
favoraveis para o crescimento do fungo.

Seu preparo foi realizado em laboratério adicionando a um frasco de Duran o
meio comercial desidratado de B.D.A., o qual foi completado com agua destilada,
posteriormente é autoclavado a 121°C por 30 min. Logo apés, verteram-se cerca de
20 ml de meio em placas de Petri.

A colonizagdo do fungo no meio de cultura ocorreu em temperatura de 25 °C em

B.O.D., durante 10 dias no escuro.

1.2.1.2 Matriz secundaria

Para o preparo da matriz secundaria foram utilizadas placas Petri com meio
B.D.A. Apds os dez dias de incubacédo da matriz primaria a placa ja se encontrava
completamente colonizada, a mesma foi levada para a camara de fluxo previamente
esterilizada. Com o auxilio de um vazador de 5 mm de diametro, cortou-se toda a
extremidade da placa em discos. Em seguida, com o auxilio de uma al¢a, cada disco
foi transferido para uma nova placa Petri com meio B.D.A. sdlido. Para cada placa
de matriz primaria foi possivel fazer no minimo dez placas de matriz secundaria. Os
procedimentos para o preparo do meio de cultura, inoculacdo e incubacao foram os

mesmos utilizados no preparo da matriz primaria.

1.2.1.3 Matriz terciaria

O substrato utilizado para a producdo da matriz terciaria foi o grdo de sorgo
(Sorghum bicolor), adquiridos na CATI de Lucélia-SP. Durante o preparo os graos de
sorgo foram imersos em um recipiente com agua mantida em fervura por um periodo
de 20 minutos, apds esse tempo conferiu-se 0 ponto de cozimento do gréo e a agua
foi escorrida (Figura 4). Os graos foram dispostos em uma recipiente para secarem e

em seguida homogeneizou-se 1 % de calcita em relacdo ao peso seco dos graos.
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Adicionou-se 90 g da mistura de graos cozidos e calcita em frascos de vidro, 0s
guais tinham em sua tampa filtro de papel para evitar contaminacdes. Estes foram
esterilizados em autoclave vertical, por vapor Umido (121 °C por 4h), com
resfriamento natural.

A placa Petri da matriz secundéria ja colonizada foi dividida em oito pedacgos do
tipo “pizza”. Os frascos foram levados para camara de fluxo previamente esterilizada
e inoculados com um fragmento da matriz secundaria em cada frasco, sobre o0s
grdos com o micélio voltado para baixo sobre os gréos. Incubados em B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand) a 25 °C no escuro por 12 dias, até completa

colonizagao dos gréos.

1.2.1.4 Producgé&o de Spawn

Com o intuito de produzir a Spawn ou inéculo propriamente dito para o substrato
do produtor, foi seguida a mesma metodologia da matriz terciaria, substituindo os
potes de vidro por sacos plasticos transparentes de polietileno de alta densidade,
contendo um filtro de algoddo no canto da abertura do saco plastico para trocas
gasosas. Para adicao do filtro foram separados pedacos de algoddao em média de
10 x 1 cm, os quais foram colocados em uma das laterais abertas do saco ja com
400 g de graos de sorgo cozidos e tratados, dobrado ao meio no sentido do seu
comprimento; posteriormente selou-se toda a abertura em seladora a quente. Foram
preparados dez sacos de cada linhagem, para que fosse possivel inocular o
substrato a cada trés dias, para avaliacdo da maturidade do micélio.

A esterilizacado foi feita em autoclave vertical por 4 horas a 121°C. A inoculacéo
ocorreu 24 horas depois, em camara de fluxo laminar asséptica no dia 31/10/2017.
Fez-se um corte na borda do saquinho esterilizado no sentido oposto ao filtro de
algodao, com auxilio de uma tesoura desinfetada em alcool 70 % e flambada na
chama da lamparina. Cada saquinho recebeu em média 9 g de grdos da matriz
terciaria, apds isso a borda cortada foi dobrada e selada.

Todos os saquinhos foram inoculados no mesmo dia e homogeneizados com
movimentos leves. Os saquinhos de Spawn foram mantidos em temperatura de 25°C
para a corrida do micélio ou colonizagdo do substrato, temperatura considerada

adequada para a espécie.
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1.2.1.5 Composto para cultivo

O composto pasteurizado utilizado no experimento foi doado por um produtor da
regido de Presidente Prudente- SP, que produz seu préprio composto em um
pasteurizador de alvenaria com fundo falso de madeira. Sua formulacéo € a base de
bagaco de cana (Saccharum officinarum), capim brachiaria (Brachiaria spp.), farelo
de trigo (Triticum aestivum), gesso e calcario, seguindo uma média de propor¢éo de
cada material de 60 %, 40 %, 6 %, 1 % e 3% respectivamente (em base seca), na
Tabela-1 esta a analise quimica do composto.

No preparo do composto 0s volumosos que sé&o o capim brachiaria e o bagaco
de cana sdo previamente umedecidos com uma mangueira, posteriormente Sao
misturados com auxilio de um garfo e adicionados os concentrados que séo o farelo
de trigo, gesso e calcario, em seguida sdo montadas as leiras com o auxilio de
maquinario. A compostagem dura em torno de 15 dias, seguida de reviradas para
homogeneizacdo do material e trocas gasosas uma vez por dia, durante quatro dias.
Apoés esse periodo, 0 composto € colocado no pasteurizador que atinge cerca de
60°C no seu interior através de vapor produzido por uma caldeira a base de lenha
por 12h, seguido de resfriamento lento. A pasteurizacéo é realizada para diminuir a
guantidade de microrganismos maléficos para a producdo, a temperatura atingida
pelo pasteurizador é ideal para manter somente microrganismos benéficos ao
composto, por isso, dever ser realizada uma pasteurizacdo homogénea e adequada.

Abaixo um esquema passo-a-passo do processo de compostagem (Figura 2).

Tabela 1- Andlise quimica do composto utilizado no experimento, provindo do

produtor da regido de Presidente Prudente- SP ao final da na fase Il de

compostagem
N P,0s5 K,0 Ca Mg S Umidade M.O.
------------------------------------- * 0% (a0 natural) -----------------mmmmmeee-
0,24 ND 0,44 0,77 0,48 0,28 6 80
Na B Cu Fe Mn Zn Rel. C/N pH
----------------- * mg/kg (ao natural)---------------
11 4 1109 202 26 187/1 7,0

N- nitrogénio; P205-F6sforo; K20- Potassio; Mg-Magnésio; S- enxofre; M.O-Matéria Organica; Na- sodio; B-
Boro, Cu- Cobre; Fe- Ferro; Mn- Manganés; Zn- Zinco; Rel. C/N- Relagdo carbono/ nitrogénio.



Figura 2- Processo de producéao do composto de cultivo semi-compostado

1° passo

\
» Misturar os volumosos (capim e bagaco de cana) e umedecer por 4
dias

2°passo

+ Adicionar os concentrados (os farelos, gesso e calcéario) e montar a
leira de compostagem

3° passo

» Compostar por 4 dias com reviradas uma vez ao dia

J

41° passo

\
» Colocar o material dentro do pasteurizador esperar até atingir 60°C e
manter essa temperatura por 12h

S

° passo

\
* Apos as 12h desligar a caldeira e deixar o composto resfriar sozinho
lentamente

S

1.2.1.6 Inoculacgéo

29

A inoculacdo dos substratos foi realizada de forma manual, com higienizacao

dos utensilios utilizados com alcool 70 %, o composto foi acondicionado em uma

embalagem plastica de polietileno de baixa densidade, incolor, translucido, virgem,

dimensao de 40 x 60 cm?2.

O composto foi pesado em 2 Kg por saco e adicionada uma porcédo 2 % de

Spawn, uma dose de 40g por saco, utilizando um copo dosador limpo (Figura 3).

A mistura do composto com a Spawn é feita manualmente, os sacos sao

prensando e fechados com fita transparente larga. Nas laterais dos sacos plasticos

foram feitos quatro cortes de 5 cm de comprimento no sentido vertical, permitindo

trocas gasosas e o futuro desenvolvimento do corpo de frutificacdo do fungo. Todos

os sacos foram numerados para identificacao.
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Figura 3- Processo de inoculagdo do composto A- Preparando sacos com dois

guilos de composto pasteurizado parainoculacéo; B- Inoculacdo do composto.

Foto: Mirella Santos Moreira- 2018

As inoculacdes ocorreram em diferentes datas para avaliacdo da maturidade da
Spawn e sua influéncia na produtividade, o procedimento foi o0 mesmo em todas as
inoculacdes. A primeira inoculacéo ocorreu ao 13° dia da corrida do micélio em gréo
de sorgo, no dia 13/11, a segunda inoculagdo ocorreu no dia 16/11, e assim por
diante, seguindo a diferenca de trés dias para cada inoculacéo até a 52 inoculacao,

gue ocorreu no dia 25/11 conforme Figura 4.

Figura 4- Esquema da distribuicdo dos tratamentos para avaliar os diferentes

tempos de colonizacao

1°inoculacao Com 13 dias de corrida do micélio
2° inoculagéo Com 16 dias de corrida do micélio
3°inoculacdo Com 19 dias de corrida do micélio
4° inoculagéo Com 22 dias de corrida do micélio
5° inoculacdo Com 25 dias de corrida do micélio
*A cada tratamento era inoculados sete sacos de duas linhagens
diferentes

O processo de colonizagao do substrato é conhecido como “Corrida do micélio”.
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1.2.1.7 Incubagéo

A “corrida do micélio” ou colonizacdo do composto foi realizada em camara
climatizada de alvenaria com controle da temperatura e umidade, o ar condicionado
foi regulado a 25°C e umidade de 80 %, com uso de aspersores aéreos. A camara
de cultivo possuia um termo higrdbmetro em seu interior, através do qual eram feitas
as medidas de temperatura e umidade. Os sacos foram dispostos ao acaso nas

prateleiras laterais da camara de cultivo.

1.2.1.8 Frutificacdo e Colheita

Os primordios de frutificacdo apareceram a partir do 17° dia apés inoculacdo do
substrato e a colheita foi realizada diariamente, de forma manual, fazendo-se uma
leve “tor¢ao” na base dos cachos, com os cogumelos no “ponto de colheita”, ou seja,
com o pileo parcialmente aberto, com as lamelas separadas, forma comercial de ser
colhida para aumentar seu tempo de pés-colheita (Figura 5). Em seguida, os cachos
foram dispostos em sacos plasticos identificados, pesados e submetidos a

determinacao de variaveis de producao.

Figura 5. Crescimento dos basidiomas de Pleurotus ostreatus em saco plastico

transparente, apos 17 dias de inoculacdo do composto

Foto: Mirella Santos Moreira- 2018

1.2.2 Variaveis referentes a producéao
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1.2.2.1 Massa

Os cachos colhidos diariamente de cada repeticdo experimental foram pesados
utilizando uma balanca digital de precisdo para posterior transformacéo dos dados e
calculo de produtividade, conforme o item 1.2.2.6.

1.2.2.2 NUmero de cachos

Realizou-se a contagem dos cachos de basidiomas por cada repeticéo
experimental ao longo do periodo de producéo.

1.2.2.3 Numero de cogumelos

Foi feita a contagem do namero de cogumelos de cada repeticdo experimental e
calculou-se ao final a média do numero de cogumelos por saco de 2 Kg de

substrato.

1.2.2.4 Massa fresca média dos cachos

Determinou-se a massa fresca média dos cachos de basidiomas produzidos em
cada repeticdo, estabelecida pela relacdo da massa fresca total e o namero de

cachos de basidiomas, conforme a seguinte equacéao:

Mfmc = ——
mc N

Onde:
Mfmc = Massa fresca média de cachos
Mfc = massa fresca de cachos

N = nUmero de cachos colhidos

Essa variavel pode ser encontrada em outros trabalhos com diferentes resultados
pela sua ampla forma de ser produzido, como em bolsas plasticas que foi a forma

utilizada neste trabalho, que podem variar o tamanho de 300 g a 12 kg, potes de
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vidro, que também podem variar o tamanho 600ml a 900ml. A area para frutificagédo
também pode interferir no tamanho do cacho, podendo ser utilizada toda a abertura
do pote ou os didmetros diferentes dos furos feitos no saco plastico e a quantidade
de furos (BELLETINI, 2014).

1.2.2.5 Massa fresca média de cogumelos

A massa fresca média de cogumelos foi determinada pela relacdo massa fresca
total pelo numero de cogumelos, conforme a equacéo:

Iy _mfc
fmc = N

Onde:
Mfmcg = Massa fresca média de cogumelos (g)
Mfc = massa fresca de cachos (g)

N = numero de cogumelos por cacho

1.2.2.6 Produtividade

Determinou-se a produtividade ao final do ciclo de cultivo, através da equacéao:

Mfb
P(%)=M—];_C x 100

onde:
P = Produtividade, %;
Mfb = Massa fresca total de cachos de basidiomas, em gramas.

Mfc = Massa fresca do composto ao final da Fase Il de compostagem, em gramas.

1.2.3 Delineamento Experimental

O delineamento utilizado foi ao acaso, com duas linhagens, cinco diferentes
maturacdes das sementes e sete repeticées cada. Os dados foram submetidos & um

fatorial. As médias foram comparadas no teste t (5 %). Foi utilizado o programa
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SISVAR 4.2 desenvolvimento pelo Departamento de Ciéncias Exatas, da
Universidade Federal de Lavras, MG (UFLA).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A escolha da linhagem é um dos fatores que podem influenciar na
produtividade, cepas diferentes podem demonstrar resultados distintos devido a sua
propria genética (CHANG e MILES, 2004; KUMAR, 2015).

O numero de cachos avaliado é referente a cada bloco de cultivo durante o ciclo
produtivo, onde segue o0 mesmo padrao observado na produtividade, para ambas as
linhagens avaliadas a maior quantidade de cachos foi encontrada na 22 e 32
inoculagdo, a primeira inoculagcdo apresentou 0 menor numero de cachos entre 0s
tratamentos, e as duas ultimas nao se diferenciaram estatisticamente entre a
primeira inoculagéo. A linhagem POS 17/1 apresentou maior numero de cachos

guando comparada a linhagem POS 17/2 na ultima inoculacdo (Tabela 2).

Tabela 2- NUmero de cachos por producdo de duas linhagens de Pleurotus
ostreatus em relacdo ao tempo de colonizacdo do inoculo. A
primeira inoculacdo do substrato ocorreu no 13° dia da corrida do

micélio com diferenca de dois dias entre as inoculacgdes.

~ Dias de maturacao Namero de cachos (n°)
Inoculacéao

POS 17/2 POS 17/1
12 13° 45bA 9,1bA
28 16° 12,2aA 13,7a A
32 19¢° 114aA 13,8a A
4a 22° 7,2ab A 85 bA
5a 250 6,8 ab B 12,7 ab A

Teste t a 5%. Letras minUsculas comparadas na coluna e mailsculas na linha.

Apresentaram maior quantidade de cogumelos o 22 e 32 tratamento, as duas
Ultimas inoculacdes apresentaram maior nimero de cogumelos que a primeira, para
as duas linhagens avaliadas. A linhagem POS 17/1 apresentou maior niumero de

cogumelos quando comparada a linhagem POS 17/2 na 52 inoculacéo (Tabela 3).
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Tabela 3- NUmero de cogumelos por producéo de duas linhagens de Pleurotus
ostreatus em relacdo ao tempo de colonizacdo do in6culo. A
primeira inoculagdo do substrato ocorreu no 13° dia da corrida do

micélio com diferenca de trés dias entre as inoculacdes

Dias de
Inoculacéo maturagéao Namero de cogumelos (n°)

POS 17/2 POS 17/1

12 13° 48,14 c A 66,0Cc A

22 16° 135,14 a A 157,4a A

32 19° 164,14 a A 156,71 a A

42 22° 109,5 ab A 96,57 bc A

52 25° 59,28 bc B 139,14 ab A

Teste t a 5%. Letras mindsculas comparadas na coluna e maiudsculas na linha.

lossi et al. (2018), testando o método de imersdo do substrato em agua com
calcéario para Pleurotus sapidus, encontrou maiores numeros de cogumelos para a
maior produtividade, porém, valores inferiores aos encontrados neste trabalho.
Considerando que o cogumelo ou corpo de frutificacdo é o interesse final da
producéo de fungos comestiveis, a quantidade em nameros ao final da producéo é
um fator relevante para o produtor.

Mshandete et al., (2013), testando substrato de sisal com esterco de vaca para
P. ostretus, obteve valores menores de niumeros de cogumelos comparados a este
trabalho, resultado este que pode estar relacionado ao valor nutricional e
composicao fisica do substrato utilizado.

As interacOes entre fatores ambientais, nutrientes presentes no substrato no
crescimento de cogumelos foram relatados com um papel importante na inducéo da
formacdo dos corpos de frutificacdo, o que pode resulta em variacbes no tamanho
dos cogumelos (REYES et al., 2009).

Na tabela 4 é apresentado o valor da massa média de cachos, em relacdo a todo
o ciclo de cultivo, avaliando a “maturidade” do inéculo entre duas linhagens.

A massa média de cachos é avaliada dividindo o peso total dos cachos de um
bloco pelo numero total de cachos colhidos no mesmo, assim o valor inversamente
proporcional a produtividade encontrado nesta variavel é referente ao maior nimero
de cachos colhidos na producgao da 22 e 32 inoculagéo, que em peso total superou 0s

outros tratamentos, apresentando uma produtividade maior, mas quando avaliamos
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sua massa média de cachos ela se apresenta menor, pelo maior niumero de cachos
encontrados, porém, com menor peso, ja para a linhagem POS 17/1 ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos.

Tabela 4- Massa média de cachos de duas linhagens de Pleurotus ostreatus
em relacdo ao tempo de colonizacdo do in6culo. A primeira
inoculagcdo do substrato ocorreu no 13° dia da corrida do micélio
com diferenca de trés dias entre as inoculagdes

Dias de
Inoculagso maturacao Massa média de cachos (g)

POS 17/2 POS 17/1
12 13° 39,80aA 21,53aB
22 16° 23,72b A 32,00a A
3 19° 26,78 ab A 31,99aA
42 22° 34,30 ab A 29,24 a A
52 25° 35,74 ab A 27,68 aA

Teste t a 5%. Letras minUsculas comparadas na coluna e maiusculas na linha.

O cogumelo P. ostreatus se difere um pouco dos outros cogumelos, pois, seu
crescimento ocorre com a unido do estipe (pé do cogumelo), colhendo o cacho
inteiro e ndo cada cogumelo solitario como ocorre no champignon e shitake, a venda
nao seria prejudicada quanto a producdo de cachos menores, ja que é feita
geralmente por peso. No caso o tamanho pode ocasionar uma escolha estética dos
cogumelos pelos consumidores, pois, dependendo da receita culindria a ser
realizada ha uma preferéncia por cogumelos maiores ou menores, tanto do shimeji
como outros, refletindo na venda do produto.

A massa média de cogumelos foi avaliada referente ao bloco todo de tratamento
durante todo o ciclo de cultivo (Tabela 5).

Os resultados também se apresentaram inversamente proporcionais aos
resultados de produtividade para POS 17/2, que podem ser discutidos pelo maior
namero de cogumelos por cacho, na producdo da 22 e 32 inoculacdo, que em
namero de cogumelos por cacho superou 0s outros tratamentos, conforme a Tabela
3, mas quando avaliados em massa média de cogumelos 0s mesmo tratamentos
mais produtivos apresentam menor peso por cogumelo, resultado ja esperado

qgquando a avaliacdo de numeros de cogumelos por cacho se demonstra alta. O
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ultimo tratamento apresentou diferenca estatistica entre a linhagem POS 17/2 e POS
17/1, onde a linhagem POS 17/2 obteve maior massa de cogumelos pelo menor
nimero de cogumelos colhidos neste tratamento. N&o huve diferenca estatistica

entre os tratamentos da linhagem POs 17/1.

Tabela 5- Massa média de cogumelos de duas linhagens de Pleurotus
ostreatus em relacdo ao tempo de colonizacédo do in6culo por bloco.
A primeira inoculagdo do substrato ocorreu no 13° dia da corrida do

micélio com diferenca de trés dias entre as inoculacdes

Dias de
Inoculacao maturacao Massa media de cogumelos (g)

POS 17/2 POS 17/1
12 13° 3,20ab A 3,00aA
22 16° 2,10 bc A 2,70aA
32 19° 1,70 cA 2,80 aA
42 22° 2,19 bc A 2,70 aA
52 25° 3,97 aA 2,50 aB

Teste t a 5%. Letras minUsculas comparadas na coluna e maiulsculas na linha.

Os melhores resultados de produtividade foram para a segunda e a terceira
inoculacdo, que correspondem com o 16° e 19° dia de maturacdo da Spawn
respectivamente, para ambas as linhagens avaliadas, com valores de 13,2 e 14,02
% para a linhagem POS 17/2 e 19,00 e 19,75 % para a linhagem POS 17/1 (Tabela
6).

Os menores valores de produtividade corresponderam a primeira inoculacdo ao
13° dia de corrida do micélio com 7,45 e 10,05 % respectivamente, além da 4°
inoculacdo da linhagem POS 17/1 que sofreu com contaminacfes. A 42 e 52
inoculacdes ndo apresentaram diferenca estatistica significativa em relacdo a 22 e
32, porém, numericamente é observado valores menores. Foram encontrados o0s
menore valores de produtividade para a primeira inoculcdo, em ambas as linhagens.
A 52 inoculacéo da linhagem POS 17/1 demonstrou produtividade superior a 4° por
ter ocorrido menos contaminagbes entre as repeticdes, ocasionando em menor

perda de produtividade.
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Tabela 6- Produtividade de duas linhagens de Pleurotus ostreatus em relagao
ao tempo de colonizacdo do indculo. A primeira inoculagcdo do
substrato ocorreu no 13° dia da corrida do micélio com diferenca de

trés dias entre as inoculagdes

Dias de
Inoculag&o maturagao Produtividade (%)

POS 17/2 POS 17/1
12 13° 7,45 b A 10,05b A
22 16° 13,20a B 19,00 a A
32 19° 14,02 aB 19,75aA
4a 22° 11,8 ab A 11,65 b A
52 25° 11,3 ab A 15,14 ab A

Teste t a 5%. Letras mindsculas comparadas na coluna e maiusculas na linha.

Sonnenber et al. (2016) encontrou resultados positivos com relacdo a producéo
de cogumelo shitake e a presenca de exsudatos, onde uma boa producdo se
apresentou em tratamentos com maior presenca do mesmo, onde, quanto mais
exsudato presente mais tempo de coloniza¢do aquele substrato possui .

Royse (1985), testando o tempo de maturacdo de blocos de producao
inoculados com a espécie Lentinula edodes encontrou maiores producdes em maior
tempo de incubacdo do bloco, indicando que maior tempo de incubacdo dessa
espécie pode ser muito mais rentavel ao produtor, devido ao fato da producéo
chegar a duplicar.

Avaliando a producdo de Pleurotus cornucopiaeae, Royse (2002) discute que
uma quantidade superior de Spawn no substrato elevou a produc¢éo, explicando que
pode estar relacionado a maior biomassa micelial, enzimas produzidas e presentes
no substrato, aumentando solubilidade dos componentes, ou da combinacdo desses
fatores.

Além da porcentagem de Spawn adicionada ao substrato o tempo de maturacéo
da mesma pode influenciar a producdo, como mostra os resultados deste trabalho,
onde possivelmente micélios com maior tempo de incubacdo possam estar
relacionados com a melhor colonizag&o do substrato, obtendo alta produtividade.

Esses resultados podem estar ligados as fases do crescimento microbiano, onde
Lag representa a adaptacdo do microrganismo ao meio, com constante atividade

metabdlica. A fase Log € marcada pela constante divisdo celular que favorece o
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crescimento do microrganismo. A fase estacionaria possui uma divisdo celular
decrescente a um ponto em que o numero de producdo de novas células é igual ao
de células que morrem em sistema fechado (CARELI, DUARTE; PEREIRA, 2011).
As fases do crescimento microbiano em sistema fechado representam muito bem os
resultados obtidos, onde a primeira inoculagéo se assemelha a fase Lag, a segunda
e a terceira a fase Log e a quarta e quinta inoculacdo a fase estacionéaria, com a
diminuic&o do crescimento.

Através da microbiologia preditiva que estuda o crescimento microbiano, ao
longo de um tempo delimitado sob condi¢cdes de temperatura, pH e meio conhecidas
e controladas, é possivel utilizar equacdes matematicas para prever o tempo de
ajuste ao meio (fase lag) e/ou velocidade de crescimento (ANASTACIO, 2009), o
gual seria ideal para melhor expressar os resultados obtidos neste trabalho.

Di Lena et. al., (1994), buscando determinar a extenséo da colonizagéo fungica,
verificou que o fungo basidiomiceto Lentinula edodes produz baixos teores de
glucosamina em seu micélio quando comparado com micélios mais “velhos” com
trés dias de diferenca, cultivados in vitro, essa alteridade pode refletir uma parede
celular ainda néo totalmente desenvolvida. A glucosmina nada mais é que a
representacdo da quitina, um polimero estrutural da célula fangica. Mostrando que a
maturidade do fungo pode alterar resultados de producéo.

A linhagem 2 se destacou na producdo comparada a linhagem 1 na 22 e 32
inoculacdo. A produtividade mais alta avaliada entre os tratamentos foi de 19 %,
sendo que uma produtividade alta no Brasil para Pleurotus ostreatus chega em torno
de 20-25 %.

Colauto et al. (1998) trabalharam com uma mistura de bagaco de cana e palha
de feijdo na producédo de P. sajor-caju, obteve uma producdo de 113 g cogumelo
fresco por quilo de substrato fresco (produtividade 11,3 %).

A produtividade esta relacionada com o composto de cultivo, a linhagem utilizada
e as condi¢cdes ambientais durante a producéo. No trabalho de Vieira (2012), pode-
se observar a relacdo entre a formulacdo do composto com diferentes linhagens de
Pleurotus ostreatus, onde houve produtividades altas de 33 %, 22 %, 23 %,
produtividades médias de 13 %, 14 % e 15 % e até produtividades baixas de 2 %, 3

% e 5 %, de acordo com a linhagem e substrato utilizado.
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1.4 CONCLUSAO

Conclui-se que a inoculagdo de composto com Spawn no intervalo testado de
menos de quinze dias de incubacdo ndo sdo tdo produtivos e Spawn com mais de
vinte e dois dias de incubacdo apresentam baixa produtividade, onde o tempo de
maturacdo do inéculo influencia na irregular produtividade de cogumelos Pleurotus
ostreatus.

Além disso, observou-se que a linhagem POS 17/1 resultou em: numero de
cogumelos, nimero de cachos e produtividade maiores que a linhagem POS 17/2.
Assim, linhagens diferentes podem se adaptar melhor em determinadas regides e
formulagédo de composto, sendo o fator linhagem mais uma variavel a se considerar

na producéo de cogumelos.
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CAPITULO 2: QUALIDADE DE MUDAS DE ALFACE PRODUZIDAS EM
COMPOSTO EXAURIDO DO CULTIVO DE Pleurotus ostreatus (Jacqg.) P. Kumm

RESUMO

Ap6s a producdo de cogumelo comestivel, toneladas de substrato-pds cultivo séo
descartados, esse composto conhecido como Spent Mushroom Compost (SMC ou
SMS) ou composto de cogumelo exaurido, vem sendo estudado entre outras
aplicacbes como fonte alternativa para producdo de substrato de mudas de
hortalicas. Foi utilizado o residuo da producdo de P. ostreatus para o cultivo de
mudas de alface (Lactuca sativa L.) em doses de composto exaurido (50%, 30% e
10%) misturadas ao substrato comercial Carolina soil®. Para comparacédo, foi
utiizada uma testemunha com 100% de substrato comercial. A avaliagcdo foi
realizada utilizando parametros de produtividade de mudas, como: comprimento da
parte aérea, comprimento de raiz, numero de folhas, massa fresca e seca da parte
aérea e massa seca e fresca da raiz. Além de avaliar a fisica e quimica do substrato:
densidade, umidade, porosidade, retencdo de agua, macro e micro nutrientes, pH e
condutividade elétrica. O substrato exaurido apresentou uma elevacao do pH (média
de 8,3) e condutividade elétrica para doses crescentes do mesmo, prejudicando
massa seca e fresca da parte aérea e comprimento de raiz, para baixas doses de
residuo de cogumelo misturado ao substrato comercial ndo houve diferenca
estatistica entre os parametros avaliados. Para analise fisica o residuo demonstrou
boa retencdo de agua, mas alta densidade, diminuindo os macroporos, fator que
pode estar relacionado ao menor desenvolvimento de raiz. O composto exaurido de
cogumelo se apresentou viavel para a producdo de mudas de alface na menor
proporcdo de 10% da mistura de residuos de cogumelo e substrato comercial
Carolina soil, doses mais altas de 30 e 50 % obtiveram baixa produtividade quando
comparado a testemunha, onde massa seca da parte area ficou entre 0,039 g/planta
na testemunha e 0,006 g/planta nas maiores doses do residuo. As analises fisicas
do substrato exaurido mostraram resultados positivos quanto ao parametro retencao
de agua e macroporosidade. Para a analise quimica, o substrato possui uma
guantidade alta de macro e micronutrientes, se demonstrando um potencial para uso

em plantas, mas com necessidade de algumas adequacoes.
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Palavras-chave: Residuo. Cogumelo. Hortaligas.

ABSTRACT

After the production of edible mushroom, tons of substrate-post culture are
discarded, this compound is known as Spent Mushroom Substrate (SMS or SMC)
and has been studied as an alternative source for substrate production of vegetable
seedlings.The residue of the Pleurotus ostreatus production was used for the
cultivation of lettuce (Lactuca sativa L.) seedlings at doses of depleted compound
(50%, 30% and 10%) mixed with the commercial substratum Carolina soil. For
comparison, a control with 100% commercial substrate was used. The evaluation
was carried out using seedling productivity parameters, such as: shoot length, root
length, leaf number, fresh and dry mass of the shoot and dry and fresh root mass. In
addition to evaluating the substrate physics and chemistry: density, moisture,
porosity, water retention, macro and micro nutrients, pH and electrical conductivity.
The depleted substrate showed a pH elevation (mediun 8,3 pH) and electrical
conductivity for increasing doses of the same, damaging dry and fresh mass of shoot
and root length, for low doses of mushroom residue mixed to the commercial
substrate there was no statistical difference between the evaluated parameters. For
physical analysis the residue showed good water retention, but high density,
reducing the macropores, a factor that may be related to lower root development.
The depleted mushroom compound present viable for the production of lettuce
seedlings in the proportion of 10 mixed with the Carolina soil compound, did not
viable doses of 30 and 50% depleted, their values differ statistically. Where dry mass
of the area was between 0.039 g / plant in the control and 0.006 g / plant in the
highest doses of the residue The physical analysis of the depleted substrate showed
positive results regarding the water retention parameter and macroporosity. For the
chemical analysis, the substrate has a high amount of macro and micronutrients,

demonstrating a potential for use in plants, but in need of some adjustments.

Keywords: Spent mushroom compost. Mushroom. Horticulture.
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2.1 INTRODUCAO

A produgcdo de cogumelos no Brasil vem crescendo exponencialmente nos
ultimos anos. O cultivo de P. ostreatus € realizado por pequenas e grandes
propriedades, pela sua facilidade em se desenvolver em diversos materiais
organicos, como palhada e troncos de &rvore semi-compostado, geralmente
residuos agricolas o qual o Brasil possui em grandes quantidades e diversidade;
exige pouco frio comparado com outros géneros, considerado mais facil de produzir
e com possibilidade de cultivo com pouco investimento (DIAS, 2010).

O composto de cultivo de cogumelo apés ter sido usado na producdo é
descartado, mas € considerado por muitos autores como um sub-produto, conhecido
como “spent mushroom substrate” ou “spent mushroom compost” (SMS ou SMC) ou
substrato de cogumelo exaurido. O residuo da producao de cogumelos ndo deve ser
descartado na propriedade, pois, 0 mesmo atrai insetos capazes de transportar
doencas ou ele mesmo servir como fonte de inoculo de fungos antagonistas,
podendo contaminar outras producdes ainda presentes na propriedade, além de
causar poluicdo do ar e da agua por lixiviacdo (MARQUES et al., 2014).

Estudos com producédo de hortalicas utilizando substrato exaurido de cogumelo
vém demonstrando aumento de produtividade e alternativa viavel como fertilizante
organico (LOPES et al., 2015).

A producao de mudas é uma das etapas mais importantes do sistema produtivo
vegetal (Silva Junior et al., 1995). Buscando baixo custo e mudas sadias, 0 uso de
substratos alternativos vem se desenvolvendo para suprir as demandas de
producdo, por apresentar caracteristicas particulares, tanto quimicas como fisicas
para sua utilizacdo, porém, estudos prévios devem ser realizados.

A producdo de mudas de alface com o uso do substrato pés-cultivo de cogumelo
demostrou condicfes de crescimento e desenvolvimento; na producdo em campo as
plantas produziram bem, com boa formacdo de cabeca e alta produtividade
(MARQUES et al., 2014).

Pensando que a alface (Lactuca sativa L.) esta entre as hortalicas folnosas mais
consumidas no mundo, sendo a mais importante no Brasil (SALA; COSTA, 2012) e
possui vasto conhecimento cientifico em seu cultivo. E comumente utilizada como
planta-teste e com a ideia de oferecer um descarte apropriado para o residuo da

producdo de cogumelos, o presente trabalho estudou o potencial do residuo do
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cultivo de P. ostreauos sem preparos prévios como compostagem ou lavagem, como

substrato para a producéo de mudas de alface.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1 Producéo e avaliacdo das mudas de alface

A producgéo das mudas de alface foi conduzida em casa de vegetagao no viveiro
de mudas do Departamento de Ciéncias Florestais da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas de Botucatu- FCA, que possui cobertura de plastico transparente,
laterais em tela (sombrite) e irrigacdo por aspersdo, no periodo de Agosto a
Setembro de 2018.

Foram utilizadas bandejas descartaveis de 200 células, suspensas em bancadas
metalicas, irrigadas com 5 mm de agua quatro vezes ao dia, através de aspersores
suspensos na estufa. Para avaliagao do experimento foi utilizado a variedade “Vera”
de alface crespa, adaptada a temperaturas mais elevadas, uma semente por célula,
a semeadura foi realizada no dia 17/08/2018.

As 5 bandejas foram distribuidas ao acaso e preenchidas com as quatro doses
de substrato, separados por duas colunas de células vazias, para que nao houvesse
possiveis misturas dos tratamentos. Os tratamentos deste trabalho foram pensados
posteriormente a um teste, utilizando o substrato exaurido puro e sua mistura a 50%
de substrato comercial Carolina soil®, onde os resultados com substrato exaurido
puro nao foram favoraveis.

O substrato exaurido utilizado provém do pos-colheita do experimento anterior
(Capitulo 1) onde foram utilizados para formulacdo do composto: bagaco de cana
(Saccharum officinarum), capim brachiaria (Brachiaria spp.), farelo de trigo (Triticum
aestivum), gesso e calcario. O composto exaurido se encontrava em umidade ideal
para substrato, em torno de 50%. O composto exaurido foi triturado em um triturador
TRF 300, triturador de pastagens do Departamento de Bromatologia da Faculdade
de Zootecnia de Botucatu; apds, foi peneirado utilizando uma peneira de café, que

possui uma malha de 5,64mm para obter granulometria menor e padronizada.
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As misturas de composto exaurido e substrato comercial foram feitas por volume.
O substrato comercial Carolina Soil da classe interna V & composto de turfa,
vermiculita, residuo orgénico agroindustrial classe “A”, calcario e produto fabricado
por terceiros. O residuo organico agroindustrial classe “A” segundo a legislagéo
brasileira MAPA é todo material ou fertilizante organico que, em sua producéo, utiliza
matéria-prima de origem vegetal, animal ou de processamentos da agroindustria,
onde ndo sejam utilizados, metais pesados tbxicos, elementos ou compostos
organicos sintéticos potencialmente toxicos, sendo um produto de utilizacdo segura
na agricultura (Brasil, 2009).

Buscando obter uma resposta positiva, foi realizado um pré-teste utilizando o
composto exaurido, apartir dos resultados obtidos foram selecionadas as seguintes
misturas com diferentes doses de composto exaurido e substrato comercial para
serem testadas: (T1l) 50% de substrato exaurido + 50% de substrato comercial
Carolina soil®; (T2) 30% Substrato exaurido + 70% de substrato comercial Carolina
Soil®; (T3) 10% de substrato exaurido + 90% de substrato comercial de Carolina
soil®; (T4) 100% de substrato comercial Carolina soil®. No decorrer do experimento
as mudas néo receberam adicéo de fertilizantes.

O delineamento utilizado foi de blocos casualizados, com quatro tratamentos
(doses de substrato) e cinco repeticdes, sendo a unidade experimental representada

por 30 mudas (Figura 1).
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Figuras 1- Mudas de alface produzidas em diferentes doses de substrato

exaurido de cogumelo apo6s 28 dias de semeadura

1004% 0% 50
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2.2.1.2 Parametros fisicos de avaliacdo da qualidade das mudas

Apos 28 dias da semeadura, foram avaliadas as seguintes caracteristicas das
mudas: numero de folhas (NF); comprimento da raiz (CR), comprimento da parte
aérea (CPA) em centimetros com auxilio de régua graduada; massa fresca da raiz
(MFR), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da raiz (MSR), massa
seca da parte aérea (MSPA). O material foi secado em estufa de ar forcado a 60°C
até chegar a massa constante; para avaliar massa seca foi utilizado balanca

analitica de precisao.

2.2.2 Caracterizacéao fisica e quimica dos substratos

2.2.2.1 Estabilidade do torrao

A estabilidade do torrdo considerando a sua coesdo ao retirar a muda da
bandeja foi avaliada conforme escala de notas adaptada de Gruszynski (2002) onde
foram consideradas as seguintes notas 1 = mais de 50% do torrdo ficou retido no
recipiente; 2 = o torrdo se destacou do recipiente, mas, ndo permaneceu coeso e 3=

todo o torrdo foi destacado do recipiente e mais de 90% dele permaneceu coeso.
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2.2.2.2 Andlise de umidade do substrato

Para avaliacdo da umidade do substrato foram submetidas trés amostras de
cada tratamento em latinhas de aluminio previamente taradas em balanca, pesada
sua massa Umida e submetidas em estufa de ar forcado por 48h a 105°C; apds peso
constante foi anotada sua massa seca.

Submetidos os valores de massas na formula, a seguir obtivemos a umidade do

material em porcentagem.

] massa umida — massa seca
Umidade (%) = — x 100
massa umida

2.2.2.3 Andlise de porosidade, retencéo de agua e densidade aparente do
substrato

Para as caracterizagOes fisicas dos substratos utilizados no experimento foram
realizadas analises de porosidade: porosidade total, macroporosidade,
microporosidade e capacidade de retencédo agua, foi utilizada a metodologia descrita
por Guerrini e Trigueiro (2004) e Silva (2012); as avaliacdes foram realizadas no
Laboratério do viveiro de mudas do Departamento de Ciéncias Florestais, FCA-
UNESP.

Foram utilizados 12 tubetes de polipropileno com capacidade volumétrica de 50
cm®, os quais tiveram a abertura da base fechada com um bot&o de plastico para
evitar a perda de material durante a determinacdo dos atributos fisicos. Os
recipientes foram identificados, pesados e preenchidos manualmente com substrato,
o qual foi compactado, usando-se um equipamento que simula as batidas para o
adensamento das particulas, onde a acdo do seu préprio peso preenche os espacos
vazios do tubete, preenchendo ap6s as batidas com mais substrato, até que o
mesmo ndo possua mais espaco para adicionar substrato. Em seguida o substrato
foi submetido a saturacdo por agua.

Os tubetes foram encharcados em uma bacia com agua por 1 h; em seguida, 0s
tubetes foram pesados e colocados para drenagem por 30 min. Para a segunda

pesagem foi feita a drenagem. Logo apdés a segunda pesagem, o0 substrato é
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adicionado em capsulas de aluminio e mantido em estufa a 105°C por 24 h. Apoés
este periodo, as cdpsulas foram pesadas. Para determinar os atributos fisicos, foram

usadas as seguintes férmulas:

x 100

Macroporosidade (%) =

B E
Microporosidade (%) = — x 100

Porosidade total (%) = Macroporosidade + Microporosidade

Capacidade maxima de reten¢io de 4gua (ml 50cm™3) =B —D — E

(D-E)
C

Densidade aparente =

Onde:

A = peso do substrato encharcado;
B = peso do substrato drenado;

C = volume do tubete;

D = peso do substrato seco;

E = peso do tubete.

2.2.2.4 Caracterizacdo quimica dos substratos

Foi realizada uma caracterizacdo quimica dos substratos (Tabelas 1, 2 e 3). A
analise quimica baseou-se no método de fertilizantes organicos, a qual determina os
teores de nutrientes disponiveis contidos nos materiais analisados. Essas analises
foram efetuadas pelo Laboratorio de Analise de Fertilizantes e Corretivos do

Departamento de Ciéncia do Solo da Faculdade de Ciéncias Agronémicas de
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Botucatu, conforme orientacdo do Ministério da Agricultura (Brasil, 2017). Foi feito
também andlise quimica completa do composto exaurido de cogumelo, para melhor
compreender sua composi¢ao pos-cultivo; o residuo na propor¢cdo 100% nao foi
utilizado neste estudo, pois, foi realizado um estudo prévio onde o uso do residuo

puro nao favoreceu o crescimento das mudas.

Tabela 1- Caracterizagdo quimica de macronutrientes em solucdo disponivel
para a planta dos substratos utilizados no experimento

Analise quimica do substrato

Substratos N P K Ca Mg S Na
------------------ mg /L ---------=-mm-m-
100% SE 48 34 735 750 368 652,4 17,70
50% SE + 50% SC 41 20 412 450 269 475,0 17,70
30% SE + 70% SC 99 17 318 324 232 376,9 19,60
10% SE + 90% SC 109 15 215 155 153 202,4 19,70
100% SC 70 25 145 66 77 109,1 14,80

SE- substrato exaurido de cogumelo e SC- substrato comercial Carolina soil, propor¢cdes em volume
(v:v).N- Nitrogénio; P- fosforo; K — potassio, Ca- célcio; Mg- magnésio; S- enxofre; Na- Sodio.

Tabela 2- Caracterizacdo quimica de micronutrientes dos substratos utilizados no

experimento

Andlise quimica do substrato

Substratos B Cu Fe Mn Zn
------------------ mg /L --------m-m-me-

100% SE 1,43 0,05 0,40 2,20 0,08

50% SE + 50% SC 1,07 0,04 0,33 1,22 0,14

30% SE + 70% SC 1,04 0,05 0,14 0,61 0,21

10% SE + 90% SC 0,66 0,05 0,12 0,49 0,25

100% SC 0,26 0,06 0,69 0,52 0,21

SE- substrato exaurido de cogumelo e SC- substrato comercial Carolina soil, propor¢des
em volume (v:v).B- Boro; Cu- Cobre; Fe- Ferro; Mn- Mnaganés; Zn- Zinco.
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Tabela 3- Caracterizacdo quimica de pH e condutividade elétrica (C.E.) dos

substratos utilizados no experimento

Analise quimica dos substratos

C.E.
Substratos pH (mS.cm™®)
100% SE 8,37 5,61
50% SE + 50% SC 8,30 3,74
30% SE + 70% SC 8,42 3,16
10% SE + 90% SC 8,34 2,15
100% SC 6,99 1,38

SE- substrato exaurido de cogumelo e SC- substrato comercial Carolina
soil, propor¢cdes em volume (v:v).

2.2.3 Delineamento estatistico

O delineamento experimental utilizado para avaliagdo dos parametros fisicos de
gualidade de muda foi o inteiramente casualizado com cinco repeticbes e quatro
tratamentos, com diferentes doses de composto exaurido de cogumelo: (T1) 50% de
substrato exaurido + 50% de substrato comercial Carolina soil®; (T2) 30% Substrato
exaurido + 70% de substrato comercial Carolina Soil®; (T3) 10% de substrato
exaurido + 90% de substrato comercial de Carolina soil®; (T4) 100% de substrato
comercial Carolina soil®. com trinta plantas em cada parcela sendo avaliadas as dez
plantas centrais totalizando 200 plantulas. Foi utilizado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro, a transformacdo dos dados foi feita através da férmula raiz

guadrada de (x + 0,5) através do programa estatistico SISVAR® (Ferreira, 2000).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Houve melhores resultados para as mudas produzidas com menor dose de
composto exaurido (10%) e mudas produzidas em substrato comercial,
apresentando diferenca entre os outros dois tratamentos em todas as avaliagfes, se
diferenciando muito pouco entre o tratamento com 10% de composto exaurido e com
100% de substrato comercial (Tabela 4). As andlises de nuamero de folhas,
comprimento da parte area e comprimento de raiz apresentaram valores crescentes

conforme diminuia as doses de composto exaurido (Figura 2). O tratamento com
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50% de composto exaurido foi 0 menos eficiente, seguido pelo tratamento com dose
de 30% de exaurido. Com relagdo ao numero de folhas, comprimento da parte area
e comprimento de raiz, para massa fresca e seca ndo houve diferenca estatistica

significativa entre esses tratamentos.

Tabela 4- Parametros fisicos das mudas de alface produzidas a partir de
diferentes doses de substratos exaurido do cultivo de Pleurotus
ostreatus, 28 dias ap6s semeadura

Parametros fisicos das mudas de alface

NF CPA CR MFPA MFR MSPA MSR

Unid. cm cm g/planta g/planta
50% SE + 50% SC 10c 181c 4,68b 0,04b 0,03c 0,006b 0,004b
30% SE + 70% SC 20b 253b 535ab 0,10b 0,07b 0,013b 0,007 b
10% SE + 90% SC 294a 444a 590a 0,35a 0,16a 0,038a 0,014 a
100% SC 296a 4,79a 6,16a 0,35a 0,16a 0,039a 0,014 a
CV (%) 0,99 4,60 3,50 9,45 8,62 4,73 1,89

Substratos

Substratos- SE- substrato exaurido de cogumelo e SC- substrato comercial Carolina soil,
proporcdes em volume (v:v). Par@metros avaliados- Numero de folhas (NF), Comprimento da parte
aérea (CPA), Comprimento da raiz (CR), Massa fresca da parte aérea (MFPA), Massa fresca da
raiz (MFR), Massa seca da parte aérea (MSPA) e Massa seca da raiz (MSR). *Médias seguidas
por letras distintas nas colunas diferem entre si em nivel de significancia de 5% teste de Tukey.
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Figura 2- Tamanho de mudas de alface produzidas em substrato exaurido de

cogumelo apds 28 dias de cultivo

Foto: Mirella Santos Moreira- 2018

A-Tratamentol com 50% de substrato exaurido; B- Tratamento 3 com 10% de
substrato exaurido; C- Tratamento 2 com 30% de substrato exaurido; D-
Tratamento 4 com 100% substrato comercial.

O substrato exaurido de cogumelo vem sendo estudado para diversos fins, ja
gue apos o0 seu descarte ndo deve ser mantido na propriedade produtora de
cogumelo (MARQUES et al., 2014). Segundo Lopes et al., (2015) o uso de composto
exaurido de Agaricus subrufescens em mudas de tomate (Lycopersicon esculentum)
nao apresentou resultados positivos, sendo discutido pelo autor a possibilidade de
alguma deficiéncia na caracteristica fisica do substrato. Porém, quando as mudas
foram levadas a campo, os melhores resultados de producéo, tamanho e quantidade
de frutos foram obtidos com as mudas produzidas em 100% de composto exaurido,
indicando o uso desse residuo para producdo de mudas. O presente trabalho testou
0 composto exaurido de P. ostreatus e sem nenhum tipo de tratamento prévio e
foram encontrados resultados parecidos ao de Lopes et al., (2015).

Medina et al., (2009) testando composto exaurido de Agaricus bisporus e P.
ostreatus obteve resultados negativos para a producdo de diferentes mudas de
hortalicas, onde o residuo da producdo de Pleurotus se demonstrou inferior

comparado ao de Agaricus.
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Avaliando os resultados de Lopes et al. (2015) e Medina et al., (2009) é possivel
gue se melhore a producdo das hortalicas com o uso de composto exaurido da
producédo de cogumelo, se 0 mesmo for misturado ao solo, ou previamente
compostado com outros matériais, para que a troca de nutrientes entre o substrato e
planta seja facilitando.

O composto para producdo de Agaricus bisporus é formulado com esterco de
galinha, palhada, bagaco de cana e uma camada de terra, sendo compostado até
atingir um valor de C/N de 25/1, muito mais rico quando comparado com composto
utilizado para producédo de P. ostreatus. Essa € possivelmente a principal diferenca
guanto a resposta das mudas cultivadas em composto exaurido de Agaricus, onde a
utilizagdo de solo na mistura do residuo pode favorecer a troca de nutrientes entre o
substrato e a planta. A escolha da matéria prima e a mistura desses materiais
podem variar, de regido para regiao (Vieira, 2012), podendo alterar possiveis
resultados sobre testes de producao das mudas.

Os valores de massa fresca e seca da parte aérea do tratamento com menor
guantidade de substrato exaurido e o tratamento com 100% de composto comercial
foram positivas, sendo encontrados valores semelhantes e até inferiores em outros
trabalhos. De Medeiros et al., (2007) testou diferentes substratos alternativos: areia
lavada e humus; Gold mix 11; areia lavada e composto organico, os resultados deste
trabalho foram inferiores para massa seca da parte aérea, menos quando
comparado ao composto organico, considerando que o0s autores utilizaram
biofertilizante como adubo foliar durante a producéo das mudas.

Gomes et al., (2008) também obteveram resultados menores de massa seca da
parte aérea quando comparado aos tratamentos mais eficientes deste trabalho,
utilizando himus de minhoca, casca de arroz carbonizada em diferentes propor¢cdes
e distintas adubacdes. O substrato utilizado como controle foi o Bioplant que
também apresentou massa seca da parte aérea inferior a alguns tratamentos deste
estudo.

Para os parametros de comprimento de raiz, massa fresca e seca da raiz foi
obtida baixa resposta para os tratamentos com maior dose de substrato exaurido,
representando que as caracteristicas fisicas e ou quimicas do substrato exaurido
influenciaram no desenvolvimento radicular das mudas, sendo necesséria alguma

alteracdo para adequar 0 mesmo para 0 uso na producdo de mudas, j4 que
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formacdo de raizes maiores permite as plantulas explorarem melhor o volume de
substrato, possibilitando maior absorcéo de dgua e nutrientes (SOUZA et al., 2013).

Cunha et al.,(2014) estudaram diversas misturas de substrato alternativo, os
tratamentos que receberam alguma propor¢ao de palha de café apresentaram baixo
valor de massa seca de raiz, sendo inferiores até mesmo aos valores do primeiro e
segundo tratamento desse trabalho. Por outro lado, Cabral et al., (2011) obtiveram
melhor desempenho de plantulas de alface utilizando um composto de esterco
bovino com palhada de feijao (1:1) comparando aos resultados proporcionados pelo
substrato comercial.

Para o pardmetro de nuamero de folhas, assim como os valores de peso de
matéria seca da parte aérea, apresentaram nos tratamentos com menores doses de
substrato exaurido os maiores valores (Tabela 4). Somente parte da energia solar
absorvida pelas folhas é convertida em biomassa, reduzindo a eficiéncia do
processo todo entre 1% e 3% (GLIESSMAN, 2000). As folhas sdo responsaveis pela
fotossintese na planta, sendo essencial para o melhor desenvolvimento da planta,
um importante parametro de avaliacdo de produtividade.

Trani, et al., (2004) trabalharam com diferentes bandejas e substratos comerciais
para producédo de mudas de alface, o niumero de folhas encontrado pelos autores foi
inferior ao deste trabalho, mesmo trabalhando com substratos comerciais, porém,
ambos resultados estdo dentro dos padrdes estabelecidos para o transplantio de
mudas. O uso de bandejas com maior nimero de células pode influenciar no
desenvolvimento radicular e consequentemente na parte aérea das mudas. Segundo
Marques et al., (2003) e Trani et al. (2004) mudas com maior numero de folhas
foram produzidas em bandejas de 128 células, podendo explicar os resultados
obtidos neste trabalho.

A fase inicial de mudas é uma das fases mais importantes da producdo de
hortalicas, com um custo elevado no uso de composto comercial para producéo
(MARQUES et al., 2014), para isso estudos com materiais alternativos que sejam de
facil acesso, custo baixo e que favoreca o crescimento de mudas sadias e
comercializaveis, vém sendo realizados. Os resultados obtidos neste trabalho, com
10% do uso de composto exaurido de cogumelo junto ao composto comercial, foi
positivo, considerando um material residual, ou seja, baixo custo representa uma

opgao para economizar no sistema de producdo de mudas de hortaligas.
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Além disso, sugere-se que mais trabalhos semelhantes a este sejam realizados,
compostando o residuo da producdo de Pleurotus antes de ser colocado a producéo
de mudas, visando aproveitar melhor seus nutrientes e disponibiliza-los mais
facilmente as mudas, buscando favorecer o processo, sempre com 0 objetivo de
obter mudas de qualidade e reduzindo os custos de producao.

Avaliou-se a formacao de torrdo do substrato com doses de composto exaurido,
a partir de notas de 1 a 3 como consta na metodologia no item 2.2.2.1. A melhor
formacdo de torrdo facilita no transplantio das mudas pois, esta relacionado com

tamanho de particula e porosidade do mesmo (Figura 3).

Figura 3- Estabilidade de torrdo em mudas de alface produzidas em substrato

exaurido de cogumelo

A-Tratamentol com 50% de substrato exaurido; B- Tratamento 2 com 30% de
substrato exaurido; C- Tratamento 3 com 10% de substrato exaurido; D- Tratamento 4
com 100% substrato comercial. Notas: 1 = mais de 50% do torrdo ficou retido no
recipiente; 2 = o torrdo se destacou do recipiente, mas, ndo permaneceu coeso e 3=
todo o torrdo foi destacado do recipiente e mais de 90% dele permaneceu coeso.

Os melhores resultados para formagéo de torrédo foram obtidos com as menores
doses de substrato exaurido, onde maior quantidade de mudas foi facilmente

retirada das células e as raizes das mesmas tomaram todo o substrato, impedindo
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gue ao retira-lo, o torrdo se desmanchasse. Quanto maior a quantidade de substrato
exaurido utilizado, mais os torrdes se desmancharam, possivelmente pela maior

porosidade (Tabela 5), dificultando sua agregacéo pelas raizes.

Tabela 5- Parametros de notas de um a trés para os diferentes substratos
utilizados, de acordo com a quantidade de substrato que fica retido
na célula da bandeja

Nota de substrato para mudas

Substratos Nota substrato
50% SE + 50% SC 2,74 b
30% SE + 70% SC 2,82 ab
10% SE + 90% SC 30a
100% SC 30a

CV (%) 1,51

SE- substrato exaurido de cogumelo e SC- substrato
comercial Carolina soil, propor¢ces em volume (viv).
Notas: 1 = mais de 50% do torrdo ficou retido no
recipiente; 2 = o torrdo se destacou do recipiente, mas,
nao permaneceu coeso e 3= todo o torrdo foi
destacado do recipiente e mais de 90% dele
permaneceu coeso. *Médias seguidas por letras
distintas nas colunas diferem entre si em nivel de
significancia de 5% teste de Tukey.

Cabra et al., (2011) utilizaram substratos alternativos de esterco bovino com
palha de feijdo e esterco bovino, serragem e terra de barranco em comparacéo ao
substrato Plantmax, encontraram notas de formacdo de torréo entre 2,5; 2,4 e 2,3,
respectivamente, valores inferiores aos encontrados neste trabalho para a mesma
metodologia de avaliagéo.

Trani et al., (2004) trabalhou com diferentes substratos e bandejas no cultivo de
alface e avaliou que bandejas com maior nimero de células proporcionaram um
torrdo mais coeso, pelo menor espaco para o crescimento radicular das plantas e
maior agregacao entre o substrato e a raiz.

A densidade do substrato (Tabela 6) esta ligada ao teor de macroporos presente
no mesmo, o qual facilita o desenvolvimento do sistema radicular pela maior
aeracdo. A guantidade e qualidade de poros determina a distribuicdo de solidos,
agua e ar no substrato (GUERRINI e TRIGUEIRO, 2004). Os resultados de
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densidade do substrato se apresentaram maiores para as misturas com residuo da
producéo de cogumelo.

A umidade do substrato exaurido de cogumelo misturado com substrato
comercial apresentaram maior umidade (Tabela 6), o que pode estar envolvido com
0s maiores valores de retencdo de agua (Tabela 7), junto com os dados de macro e

microporosidade que envolvem essa relagcdo agua, particulas solidas e ar.

Tabela 6- Caracteristicas fisicas de umidade e densidade umida dos substratos

utilizados no experimento

Densidade Umidade
Substratos aparente %)
g.cm? (%
100% SE 0,182 a 57,94 b
50% SE + 50% SC 0,136 b 61,87 a
30% SE + 70% SC 0,129 ¢ 61,59 ab
10% SE + 90% SC 0,118d 62,80 a
100% SC 0,114 d 51,53 ¢
CV (%) 2,84 2,31

SE- substrato exaurido de ogumelo e SC- substrato comercial
Carolina soil, propor¢cdes em volume (v:v). Médias seguidas por
letras distintas nas colunas diferem entre si em nivel de
significancia de 5% teste de Tukey.

As variaveis de porosidade total se apresentaram dentro do padrdo ideal
segundo Verdonck, et al. (1983), onde a porosidade total deve ter um valor de no
minimo 85%, os maiores valores de porosidade encontram-se na avaliagdo do
composto exaurido puro, que apesar de se apresentar como O composto mais
poroso, apresentou maior capacidade de retencdo de agua, diferindo dos resultados
encontrados por Medina et al., (2009) e os apresentados pela Tabela 7 deste
trabalho. Os outros valores de porosidade se apresentaram inferior ao considerando
ideal para um substrato, porém valores muito proximos ao ideal, onde a utilizacdo do
residuo de cogumelo em qualquer proporcdo favoreceu na porosidade total do
substrato.

Para Gruszynski (2002), alguns aspectos principais de um substrato estdo na
propriedade fisica, a forma como é manuseado, preenchido o recipiente, o qual

determina a porosidade total e o tamanho dos poros.
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Segundo Drzal et al., (1999) e Schmitz et al. (2002) a capacidade do substrato
em reter 4gua estd correlacionada a distribuicdo dos poros por tamanho. Os
macroporos nao retém agua sob forga gravitacional, sdo responsaveis pela aeracdo
das raizes (DRZAL et al., 1999). Ballester-Olmos (1992) explica que os microporos
sdo responsaveis pela retencdo de agua no substrato. Por isso, os resultados com
valores mais altos de retencdo de agua foram para o substrato exaurido, pois
apresentou maior quantidade de microporos.

Os resultados obtidos por Guerrini e Trigueiro (2004) mostra que a capacidade
de retencdo de agua do substrato a partir de biossélidos e casca de arroz
carbonizada foi maior conforme as doses de biossolido no substrato aumentava;
porém, em substratos com altas doses de biossélidos, observou-se alta densidade,
resultado semelhante ao encontrado neste trabalho, o que representa a reducéo da
proporcdo de macroporos, fato este que dificulta a aeracdo dos substratos,

prejudicando o desenvolvimento do sistema radicular.

Tabela 7. Caracterizacdo fisica de porosidade (macroporos, microporos e
porosidade total) e retencdo de agua dos substratos utilizados no

experimento

Parametros fisicos dos substratos

Porosidade (%) Retencao
Substratos
Macroporos Microporos Total ml 50cm3
100% SE 32,68 b 52,54 a 85,22 a 27,37 a
50% SE + 50% SC 34,81 a 48,45 b 83,27 Db 25,18 b
30% SE + 70% SC 32,36 b 49,21 b 81,57 c 25,57 Db
10% SE + 90% SC 33,82 ab 46,54 ¢ 80,37 c 24,17 c
100% SC 32,05b 44,29 d 76,34 d 23,11 d
CV (%) 4,76 1,90 1,42 1,84

SE- substrato exaurido de cogumelo e SC- substrato comercial Carolina soil®, propor¢des em
volume (v:v). Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si em nivel de
significancia de 5% teste de Tukey.

Medina et al. (2009) observaram o aumento do pH, da condutividade elétrica e
da concentracdo dos macronutrientes nos substratos de residuo de cogumelo.
Lopes et al., (2015) encontrou valores de condutividade elétrica (C.E.) e pH mais

altos, ao utilizar o composto exaurido de A. superfescins, o que corrobora com 0s
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resultados obtidos neste trabalho (Tabela 3), onde doses mais altas de composto
exaurido resultaram na elevagéo de pH e da CE.

Cavins et al, (2000) consideram uma condutividade elétrica ideal para
substratos, valores entre 0,76 dS m™ e 1,25 dS m™, para a maioria dos cultivos, o
gue pode explicar os resultados obtidos neste trabalho (Tabela 3) com valores entre
2,15 a 5,61 Ms cm™ quando misturado composto exaurido ao substrato, atingindo
valores superiores aos considerados ideais, explicando possiveis efeitos na altura
das mudas e comprimento de raiz.

Maas (1984), mencionam a alface ser “moderadamente sensivel” a salinidade,
sofrendo um decréscimo de 13% na producdo a cada aumento unitario de
condutividade elétrica (C.E.) do extrato de saturagcéo acima de 1,3 dSm-1.

Andriolo et al., (2005) observaram reducdo no crescimento e na producdo de
massa fresca de plantas de alface cv. Vera quando os niveis de salinidade foram
superiores a 2,0 e 2,6 dSm-1, respectivamente.

Para Viana et al., (2001) a muda responde de duas formas diferentes ao efeito
da salinidade, a parte aérea decresce com o aumento da C.E., mas, o sistema
radicular sé é prejudicado quando a C.E. excede a 2,54 dS m™.

Gomes et al.,, (2008) também encontraram condutividade elétrica alta dos
substratos alternativos utilizados, o qual segundo o autor, refletiu diretamente na
producdo de massa fresca e seca da parte aérea.

Apesar da analise de condutividade elétrica ter sido realizada no dia da
semeadura e possivelmente com as irrigacbes os valores diminuiram, houve
diferenca nos resultados avaliados de desenvolvimento de muda.

Sao considerados valores ideais de substrato de 5,5 a 6,5, faixa que ocorre a
maior disponibilidade da maioria dos nutrientes, porém, isso pode variar muito de
acordo com a espécie (FARNHAM et al., 1985)

Kampf (2000) considera um valor ideal de ph situado entre 5,2 e 5,5 para
substratos de base organica e entre 6,0 e 7,0 para aqueles de base mineral. Ludwig
et al., (2014) obteve resultados de reducdo de ferro, que refletiu em menor
intensidade de cor verde das folhas utilizando substratos com pH acima de 7,0 e
plantas conduzidas em substrato com pH abaixo de 5,0 apresentaram niveis toxicos
de manganés e menor fitomassa seca.

Assim, os resultados deste trabalho demonstraram que o substrato utilizado a

partir do residuo da producéo de Pleurotus, apresenta alta condutividade elétrica e
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alto valor de pH, devido provavelmente a alta concentragcdo de minerais, essa
caracteristica quimica do substrato acarretou em baixa produtividade de mudas de
alface. Assim conclui-se que o residuo deve ser compostado ou misturado a outros
substratos inertes ou nao para ser utilizado em plantas, por apresentar valores altos
de ph e C.E.

2.4. CONCLUSAO

Entre as doses testadas de composto exaurido (50, 30 e 10 %) apenas a dose
de 10% apresentou-se viavel para a producdo de mudas de alface.

As analises fisicas do substrato exaurido utilizado em diferentes proporcdes
junto a um substrato comercial mostraram resultados positivos quanto ao parametro
retencdo de agua.

Com relacédo a andlise quimica o substrato se demonstra um potencial para uso
em plantas, porém deve ser testado apds uma prévia compostagem, para melhor

adequar seu pH e condutividade elétrica.
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CAPITULO 3: INFLUENCIA DO RESiDUO DE COGUMELO NO CRESCIMENTO E
NAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DA ALFACE (Lactuca Sativa L.)
PRODUZIDA A CAMPO

RESUMO

No Brasil a folnosa mais consumida é a alface, pela sua importancia nacional a
busca por melhores produgdes e, com menos gastos, sdo sempre bem-vinda, como
o uso de residuos agricolas, que vem sendo empregado nos campos. O residuo da
producdo de cogumelos ja vem sendo estudado e mostrando que tanto no
basidiocarpo quanto no miceélio de diferentes cogumelos existem substancias com
potencial para o controle de patdgenos por ativacdo de mecanismos naturais de
defesa na planta. A partir disso, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a
producéo e alteracdes bioquimicas nas alfaces provindas de mudas produzidas com
substrato a base de diferentes doses de residuo de cogumelo. O cultivo das alfaces
ocorreu na Fazenda experimental de Sdo Manuel, o delineamento utilizado foi de
guatro tratamentos (substrato com 50% de residuo de cogumelo; 30% de residuo de
cogumelo; 10% de residuo de cogumelo e 100% de substrato comercial Carolina
soil®) com seis repeticbes e dezesseis plantas por parcela. As mudas foram
transplantas com 28 dias ap0s semeadura. Foi avaliado os parametros fisicos
agrondémicos (diametro da planta, altura da planta, numero de folhas, peso fresco de
folhas, comprimento de raiz, peso fresco de raiz, peso seco da raiz e folhas) e
bioquimicos (compostos fendlicos e atividade antioxidante enzimatica e nao
enzimatica). As alfaces produzidas em substrato com maior quantidade de residuo
de cogumelo apresentaram menores valores de peso fresco de folhas (182,28 g)
gue as plantas cultivadas em substrato comercial (255,03 g). Para a avaliacéo
enzimatica tanto para a enzima peroxidase quanto polifenoloxidase houve maior
atividade das mesmas nas plantas produzidas com maior quantidade de residuo de
cogumelo, esse mesmo padrdo se manteve para compostos fendlicos e atividade
antioxidante. Concluindo que, para a producdo de alface utilizando o residuo de
cogumelo como substrato, adequagbes devem ser feitas para nado prejudicar a
producdo em campo. O uso de residuo de cogumelo ativa a indugéo de producéo de
enzimas protetoras e metabdlitos secundarios na planta, com um potencial indutor

de resisténcia.
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Palavras-chave: Horticultura. Metabdlitos secundarios. Resiténcia. Residuo de

cogumelo.

ABSTRACT

In Brazil the most consumed hardwood is lettuce, because of its national importance
the search for better productions and, with less expenses, are always welcome, such
as the use of agricultural waste, that is being used in the fields. The residue of the
mushroom production has already been studied and shows that both in the
basidiocarp and in the mycelium of different mushrooms there are substances with
potential for the control of pathogens by activation of natural defense mechanisms in
the plant. From this, the present work had as objective to evaluate the chemical
production and changes in the lettuce from seedlings produced with substrate based
on different doses of mushroom residue. The lettuce cultivation was carried out at the
Sdo Manuel experimental farm, with four treatments (substrate with 50% of
mushroom residue, 30% of mushroom residue, 10% of mushroom residue and 100%
of commercial substrate Carolina soil®) with six replicates and sixteen plants per
plot. The seedlings were transplanted 28 days after sowing. Agronomic physical
parameters (plant diameter, plant height, leaf number, fresh leaf weight, root length,
fresh root weight, root dry weight and leaves) and biochemical parameters (phenolic
compounds and enzymatic antioxidant activity and not enzymatic). The lettuces
produced in substrate with higher amount of mushroom residue had lower values of
physical parameters evaluated (182.28 g) than plants grown in commercial substrate
(255.03 g). For the enzymatic evaluation for both the peroxidase enzyme and
polyphenoloxidase, there was higher activity of the same in the plants produced with
higher amount of mushroom residue, this same pattern was maintained for phenolic
compounds and antioxidant activity. Concluding that, for the production of lettuce
using the mushroom residue as a substrate, adjustments should be made to avoid
harming the field production. The use of mushroom residue activates the induction of
the production of protective enzymes and secondary metabolites in the plant, with a

potential inducer of resistance.

Keywords: Secondary metabolites. Resistance. Pleurotus. Spent mushroom
compost. Horticulture.
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3.1 INTRODUCAO

No Brasil a folhosa mais consumida € a alface, esta entre tanto, ocupa o terceiro
lugar entre as hortalicas em volume de produgdo, a melancia e o tomate estdo em
primeiro e segundo lugar respectivamente. O mercado da alface movimenta em
média R$ 8 bilhdes ao ano apenas no varejo, com uma producao de 1,5 milhdes de
toneladas/ano (ABCSEM, 2012). Pela sua importancia nacional a busca por
melhores produgdes com menos gasto sdo sempre bem-vinda pelos produtores, e
um dos papéis da pesquisa € validar novos métodos e verificar se sédo rentaveis.

O uso de residuos agricolas vem sendo empregado nos campos, buscando
produzir com menor custo, o residuo da producdo de cogumelos é um potencial no
guesito introducdo de matéria organica ao solo, favorecendo a quimica, fisica e
biorremediacdo de solos, vem sendo usado na producdo de diversas hortalicas:
folhosas, frutos, flores, usado na alimentacdo de animais e no controle de doencas,
pelo seu poder indutor de resisténcia em plantas e animais (RINKER, 2002).

Muitos autores ja vém estudando e mostrando que tanto no basidiocarpo quanto
no micélio de diferentes cogumelos existem substancias com potencial para o
controle de patdégenos por ativacdo de mecanismos naturais de defesa (SILVA et al.,
2007; DI PIERO, 2003). Essas substancias podem ser caracterizadas como
elicitores de ativacao de defesa na planta, podendo ser inUmeras substancias desde
lipideos, proteinas, acidos graxos entre outros, a planta ao perceber esses sinais
ativa seus mecanismos de defesa através da biossintese de fitoalexinas, acimulo de
proteina (SMITH, 1996).

A peroxidase e a polifenoloxidase sdo enzimas presentes nas plantas com
importantes funcdes como: ligacdes de polissacarideos, oxidacdo do acido indol-3-
acético, ligacdes de mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos, oxidacao
de fendis, defesa de patdgenos, regulacdo da elongacdo de células e outras
(GASPAR et al., 1982; KAO, 2003); além de estar presente em outros mecanismos
de defesa, na senescéncia (AGRIOS, 1997).

Além das enzimas, outra forma de defesa natural da planta € a partir da
producdo de compostos fendlicos, que podem estar envolvidos nos mecanismos
bioquimicos e estruturais de resisténcia em plantas (NICHOLSON &
HAMMERSCHMIDT, 1992; NICHOLSON, 1995).
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A partir disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a producdo e
alteracdes bioguimicas nas alfaces provindas de mudas produzidas com substrato a
base de diferentes doses de composto exaurido de cogumelo.

3.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas diferentes andlises nas alfaces cultivadas a campo, provindas
de mudas produzidas em viveiro utilizando diferentes doses de substrato exaurido
de cogumelo, referente ao estudo do capitulo anterior. As alfaces foram avaliadas
guanto a sua produtividade, analise de metabdlitos secundarios e reagfes de

atividades enzimaticas.

3.2.1 Producéao de alface a campo

O experimento foi conduzido a campo na Fazenda Experimental S&o Manuel
pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrondémicas (UNESP), campus de
Botucatu/SP, localizada no municipio de Sdo Manuel-SP, durante os meses de
setembro e outubro de 2018. As coordenadas geograficas da area sdo: 22° 46’ de
latitude sul, 48° 34’ de longitude oeste e altitude de 740m.

O solo da fazenda é caracterizado como um Latossolo Vermelho Distréfico
Tipico, que apresentou 0s seguintes resultados em analise quimica: pH(CaCl2 )=
5,7; Presina= 2 mg dm-3; matéria organica= 12 g dm-3; V%= 70; e os valores de
H+Al; K; Ca; Mg; SB e CTC, expressos em mmolc dm-3, respectivamente de: 19; 2;
35;7; 44 e 63.

O preparo do solo foi feito com aracdo, encanteirador mecanico e posterior
transplante das mudas. N&o foi realizada, em nenhum tratamento, a calagem do solo
e todos os canteiros receberam 30 dias antes do transplantio, 1 Kg de torta de
mamona, conforme recomendado para agricultura organica, um adubo rico em
nitrogénio. A irrigacdo foi realizada por aspersores, duas vezes ao dia se nédo
houvesse chuva.

As mudas das hortalicas foram produzidas em casa de vegetagdo coberta com

plastico e laterais fechadas com tela de sombrite. A semeadura foi feita em bandejas
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de pléastico de 200 células conforme tratamentos. Foi utilizado alface crespa cultivar
Vera, transplantadas em setembro de 2018, no espacamento de 0,25 entre plantas
em parcelas de um metro. Foram consideradas para as avaliagdes as quatro plantas
centrais.

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso, com quatro
tratamentos (doses de composto exaurido utilizado na producdo das mudas,
referente ao capitulo anterior) e seis repeticdes, com dezesseis plantas por parcela.

A colheita da alface foi realizada aos 40 dias de transplantio (Figura 1). As
plantas foram cortadas logo abaixo das folhas basais, bem rentes ao solo. Para a
determinacdo da massa fresca total da alface, as raizes foram retiradas com auxilio
de uma cavadeira e pa pequena. As plantas foram medidas em altura e diametro,
retirada todas as folhas até 3 cm, lavadas, deixadas para escorrer e pesadas em
balanca de precisédo. Para as raizes foram realizadas medi¢bes de comprimento de
raiz e peso fresco apds lavagem e secagem a temperatura ambiente. Apds a
primeira avaliacdo de massa fresca da parte aérea e raiz as amostras foram levadas
para estufas de secagem com ar forcado a temperatura de 60°C, até atingirem peso
constante, onde foram disposta aleatoriamente e mudadas de lugar diariamente para

se obter padronizacao dos resultados.
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Figura 1- Alfaces em campo com 38 dias de plantio
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3.2.2 Andalise de enzimas e metabdlitos secundarios nas folhas de alface

Foram colhidas trés alfaces de cada tratamento, separadas as folhas medianas,
livres de injurias, lavadas com agua destilada e deixadas secarem em temperatura
ambiente, as folhas foram maceradas com o auxilio de um cadinho com nitrogénio
liquido, apés maceradas foram armazenadas em eppendorf cada tratamento
separado e posteriormente mantidos em freezer até o dia da analise.

Todas as anadlises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Quimica e
Bioquimica vegetal- LOBV no Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”-UNESP campus de Botucatu- SP.

Para atividade especifica da Peroxidase (EC 1.11.1.7) e Polifenoloxidase (EC
1.10.3.1) foi separado 500mg de amostra fresca, homogeneizadas em 5 ml de
tampéo fosfato de potassio pH 6,7 a 0,2M, e centrifugada a 10.000 rpm por 5-10
minutos em centrifuga refrigerada a 5 °C. O sobrenadante foi utilizado para
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determinar a enzima peroxidase (POD) de acordo com Lima (1994) e a enzima
polifenoloxidase (PPO) adaptado de Kar e Mishra (1976). Para a medicdo da
atividade especifica das enzimas, foi realizado a medi¢éo do teor de proteina soltvel
(BRADFORD, 1976). A atividade especifica da peroxidase POD foi expressa em
umol de H,O, decomposto. minuto™ mg de proteina. A Atividade especifica da PPO
foi expressa em pmol catecol transformado. min™ massa frsca de proteina.

O conteudo de compostos fendlicos nos extratos foi determinado por
espectrofotometria utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI,
1965). Em tubos de ensaio adicionou-se 0,5 mL de agua deionizada, seguido de 0,5
ml de sobrenadante da amostra e mais 2,5 ml de carbonato de sodio a 20% (no
branco utilizou-se acetona no lugar da amostra). Posteriormente, adicionaram-se 0,5
mL do reativo Folin-Ciocalteau puro, agitando com vigor para homogeneizacdo da
mistura. A mistura foi mantida em repouso ao abrigo da luz por 1 hora. Apos esse
tempo, mediu-se a absorbancia no comprimento de onda 725 nm em
espectrofotdmetro.

A quantificacdo dos fendlicos foi feita pelo método adaptado de Singleton,
Orthofer e Lamuela-raventé (1999), pela interpolacdo das absorbancias utilizando
uma curva padrao de acido galico construida previamente e os valores expressos
em mg de equivalente acido galico por 100 g de peso fresco (mg GAE/100 g).

Para o conteudo de flavonoides utilizou-se do método de Awad, De Janger e Van
Westing (2000). Usou-se 4 mL da amostra com 1mL de cloreto de aluminio, para o
branco utilizou 4mL de metanol acidificado (extrator) e 1mL de cloreto de aluminio. A
leitura foi realizada em comprimento de onda de 425 nm em espectrofotometro. Para
o célculo foi realizado em cima de uma curva padréo de quercetina.

A capacidade sequestradora do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por
antioxidantes foi determinada segundo o método adaptado por Rossetto, Vianello,
Rocha e Lima (2009). Adicionou-se em um tubo de ensaio 500 pL do sobrenadante,
3 mL de etanol P.A. e 300 pL de uma solucdo contendo radicais DPPH (para o
branco substitui o sobrenadante pelo extrator). Apds agitacédo, a mistura foi colocada
no escuro durante uma hora. Apos esse periodo, determinou-se as absorbancias a
517nm em espectrofotometro. O efeito bloqueador do radical DPPH foi avaliado

através da seguinte equacgao:

Abs Branco—Abs Amostra

% DPPH reduzido = x 100

Abs branco
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Para o célculo foi realizado em cima de uma curva padrdo de Trolox, expresso em

umol TEAC g™ peso fresco.

3.2.3 Andlise estatistica

Os valores das caracteristicas avaliadas foram submetidos a analise de variancia,
utiizando-se o programa SISVAR (FERREIRA, 2000) e as meédias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1 Producéao de alface a campo

O presente trabalho utilizou mudas de alface produzidas em substratos com
diferentes proporcdes de residuo do cultivo de cogumelo para producéo a campo e
resultados positivos foram encontrados.

As plantas adultas colhidas aos 40 dias ap0s transplantio apresentaram todas
tamanho e peso comercializavel, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
guanto ao didametro da planta e peso seco das folhas entre as propor¢cdes de
substratos (Tabela 1). Obteve resultados decrescentes quanto a altura da planta,
comprimento de raiz, peso fresco da raiz, peso seco da raiz e numero de folhas,
onde a menor proporcdo do residuo misturado ao substrato comercial foi a mais
favoravel.

Para as raizes o comprimento ndo apresentou diferenca estatistica significativa
entre os diferentes tratamentos (Tabela 1), entretanto, para o peso fresco e seco de
raiz o uso do residuo de cogumelo foi inversamente proporcional, quanto menor a
dose maior o peso de raiz.

Assim, como os resultados do capitulo anterior, as doses elevadas de residuo de
cogumelo desfavoreceu a producdo de mudas em bandeja. Essas mesmas mudas
foram levadas a campo ao mesmo tempo, sendo uma maior que a outra, produziram
bem, porém, apresentaram alguns resultados de parametros fisicos agrondmicos de

produtividade inferiores com relacdo as mudas produzidas em substrato comercial,
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provavelmente decorrente ao fato de ser transplantads mudas no campo com

grande diferenca de desenvolvimento.

Tabela 1- Caracteristicas fisicas de producdo a campo de plantas de alface,
cultivadas anteriormente em bandeja com diferentes proporcdes de residuo de

cogumelo

Parametros fisicos

NF DI ALT CR PFF PFR PSF PSR

Substrato
Unid. cm g g

50% SC+50% SE 19,2c 26,1a 206b 124a 1822b 90b 9,1a 10b
70% SC+30% SE 22,2bc 25,9a 22,3ab 126a 2152ab 144a 9,4a 15ab
90% SC+10% SE 26,7 ab 26,8a 23,6a 12,1a 2622a 17,8a 11,7a 19a
100% SC 27,2a 252a 240a 124a 2550a 16,7a 114a 18a

CV % 11,7 7,55 6,49 11,87 15,87 20,25 15,02 24,6

SE- substrato exaurido de cogumelo e SC- substrato comercial Carolina soil®, proporcdes em
volume (viv). Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si a nivel de
significancia de 5% teste de Tukey. NF- nimero de folhas, DI- didmetro da planta, ALT- Altura
da planta, CR- comprimento de raiz, PFF- peso fresco de folha, PFR- peso fresco de raiz, PSF-
peso seco de folha, PSR- peso seco de raiz.

Lopes et al., 2005 utilizando lodo de esgoto como adubo para alface encontrou
valores de peso fresco de folhas entre 3,4 e 3,5 g e para peso seco de folhas 0,27 e
0,28, valores inferiores aos encontrados neste trabalho.

Contudo o maior valor de massa fresca das folhas foi de 262,21 g, inferior a
massa fresca de alface observada em outros trabalhos desenvolvidos na regido de
Seropédica-RJ (OLIVEIRA et al., 2006) e Sdo Roque-SP (BRANCO et al., 2010),
com valores para massa fresca de 348 g planta’ e 696,26 g planta™,
respectivamente, que sdo comercializadas como unidade.

Lopes et al., 2015, utilizando residuo de composto do cogumelo A. subrufescens
obteve resultados desfavoraveis para a producdo de mudas, porém, obteve
resultado inverso em campo, com maior producao de tomate quanto maior foi a dose
utilizada do residuo nas mudas, o autor considerou que quanto maior a quantidade
de matéria organica disponivel no inicio do crescimento da planta mais favoravel foi
para a producédo dos frutos de tomate, mesmo sem uso de qualquer adubacao
sintética. Resultado diferente foi encontrado neste trabalho, onde as doses de

composto ndo beneficiaram o crescimento das plantas de alface, tanto em estadio
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de muda quanto no momento da colheita. A producdo em campo ndo atingiu
redimento baixo comercialmente falando, é observada uma diferenca estatistica
entre os tratamentos, mas todos obtiveram resultado comercial.

Os tratamentos com resultados menores foram para a maior dose de composto
exaurido utilizado na producdo das mudas, o qual apresentou em avaliacao anterior
mudas menores, fato que deve estar relacionado a resposta a campo, onde mudas
menores se desenvolveram ao mesmo tempo ao lado de mudas maiores e por isso
apresentaram baixa resposta a campo. Ndo é uma regra mudas menores se
manterem menore a campo, mas essa variacdo pode estar relacionada a diversos

fatores, espécie, clima, solo entre outros.

3.3.2 Analise de enzimas e metabdlitos secundarios em folhas de alface

Para analise da atividade da peroxidase houve diferenca estatistica entre os
tratamentos, as mudas produzidas com maior dose de residuo foram as que
apresentaram maiores resultados, com maior producdo de peroxidase em suas
folhas quando adultas (Grafico- 1).

A peroxidase € uma enzima que esta relacionada com processo de lignificacao
de células vegetais e polimerizacdo dos compostos fendlicos junto a lignina,
podendo esta influenciar na inducdo de resisténcia em plantas, com bloqueios
fisicos ou através de liberacdo de compostos toxicos aos patdgenos encontrados no
ambiente (GASPAR et al., 1982).
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Gréfico 1- Atividade especifica (umol H202 decomposto.min™.g™ prot.) da
enzima peroxidase em folhas de alface (Lactuca sativa) tratadas em estadio de
muda com diferentes doses de residuo de cogumelo como substrato
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Tem sido constatada em outros rabalhos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
AKULA; RAVISHANKAR, 2011) que a ocorréncia de algum estresse a planta seja
ele por meio de adubacéo, aplicacdo de compostos naturais ou nao, controle de
fatores ambientais como estresse hidrico entre outros, a atividade da enzima
peroxidase € induzida.

Para o controle de alguns patégenos autores vém testando extratos de
diferentes cogumelos comestiveis para verificar a inducédo de resisténcia na planta;
Di Piero e Pascholati (2004) verificaram elevacdo na sintese de peroxidase e
guitinase, sugerindo que o extrato pode ter atuado sobre o hospedeiro e contribuindo
para sua defesa contra patdgenos. No presente trabalho, foi verificado uma inducéo
da enzima peroxidase ao utilizar o residuo de cogumelo, sugerindo alguma inducéo
de defesa na planta.

As respostas da enzima polifenoloxidase foram semelhantes ao da
peroxidase, os valores mais altos foram encontrado para as plantas cultivadas em

maior concentracdo de residuo de cogumelo (Gréfico- 2). Tal alteracdo no substrato
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possivelmente proporcionou um estresse na planta, aumentando a atividade
enzimatica, que esta relacionada a protecdo vegetal contra danos nos tecidos, mas
também, ao processo oxidativo de compostos organicos, causador de uma
coloracdo amarronzada indesejada pelo produtor e consumidor (ZHANG et al.,
2005).

Gréfico 2- Atividade especifica (umol catecol transformado.min™.g™ mfprot) da
enzima polifenoloxidase em folhas de alface (Lactuca sativa) tratadas em
estadio de muda com diferentes doses de residuo de cogumelo como

substrato
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probabilidade. As barras representam o erro padrdao da média. * SE- substrato

exaurido de cogumelo.

Galati, 2015 testou o uso de silicio em alface minimamente processada e
verificou o efeito da adubacéo no pds-colheita, onde encontrou maior atividade da
enzima polifenoloxidase e peroxidase, possivelmente causado pelo estresse do
manuseio necessario para o preparo sanitario e para embalar a alface minimamente
processada; outro resultado observado pela autora sdo as maiores atividades
enzimaticas em tratamentos com maiores doses de silicio, onde explica que as
alteracdoes feitas no campo alteraram o produto final. Como observado neste

trabalho, o uso de substrato com residuo de cogumelo na produgcdo das mudas de
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alface possivelmente causaram alguma inducédo na planta alterando sua atividade
enzimatica.

Avaliando a quantidade de fendis totais nas alfaces foi observado que houve
também um aumento da producdo desses metabdlitos secundarios pelas plantas
gue receberam maior quantidade de residuo de cogumelo como substrato na sua

fase de muda (Grafico- 3).

Grafico- 3 Compostos fendlicos totais presentes nas folhas de alface (Lactuca
sativa) tratadas em estadio de muda com diferentes doses de residuo de

cogumelo como substrato
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Melo et al. (2006) analisaram a capacidade antioxidante e o teor de fendlicos de
14 hortalicas adquiridas em Séo Paulo, para as amostras de alface crespa e lisa 0s
teores de compostos fendlicos foram de 22,6 e 13,85 mg/100 g, respectivamente,
valores muito inferiores aos encontrados neste trabalho.

Sousa (2017) encontrou para alface crespa, americana e roxa diferentes
guantidades de compostos fendlicos em suas folhas, comparando os sistemas de
cultivo convencional e organico, onde a maior quantidade foi encontrada para
plantas cultivadas em sistema organico com 1219,75, 229,46 e 1282,69 (mg/100g

amostra) respectivamente, para o sistema convencional obteve valores de 275,25,
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333,68 e 808,83 (mg/100g amostra), respectivamente. Os valores encontrados no
presente trabalho sdo superiores aos apresentados por Sousa, 2017 para alface
crespa em cultivo convencional, mas inferiores para a alface crespa produzida em
sistema orgéanico.

O nédo uso de produtos fitossanitarios no cultivo orgéanico € relatado em literatura
como um dos fatores que induzem as plantas a ativarem seus mecanismos naturais
de defesa contra-ataques de insetos e microorganismos, ou retardam a sua
infestacdo, esses mecanismos estdo relacionados a producdo de metabdlitos
secundarios nas plantas (COPETTI, 2010)

Os fatores ambientais também sao um dos responsaveis nas modificacdes de
compostos fenolicos em plantas, segundo Llorach et al. (2008) e Tiveron (2010),
dentre eles estdo a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacao
ultravioleta, adicdo de nutrientes, poluicdo atmosférica, danos mecanicos, ataques
de patdégenos, bem como as proprias condicdes agronémicas e ambientes.

Os flavonoides s&o uma classe dos compostos fendlicos presente na maioria dos
vegetais, neste trabalho observou que a quantidade de flavonoides encontrada nas
folhas de alface seguiu o padrdo dos resultados de fendis totais, onde as mudas
cultivadas em maiores doses de residuo de cogumelo produziram maior quantidade
desse metabdlito secundario (Gréfico-4).

Nos resultados de Sousa (2017), as alfaces crespas cultivadas em sistema
organico apresentaram valores mais elevados (718,21 mg/100g) que os encontrados
neste trabalho (161,31 mg/100g), mas quando comparado com os valores das
alfaces crespas produzidas em sistema convencional (3,97 mg/100g), os resultados

do presente trabalho foram superiores.
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Grafico 4- Flavonoides totais presentes nas folhas de alface (Lactuca sativa)
tratadas em estadio de muda com diferentes doses de residuo de cogumelo

como substrato
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Para analise de antioxidante da alface, foi utilizado o método de DPPH, que
avalia a capacidade de sequestrar o radical livre. Os resultados foram mais positivos
para as plantas produzidas em maior quantidade de residuo de cogumelo, com uma
capacidade média de 72% de sequestro de radicais livres, as plantas produzidas em
substrato comercial foram as que menos apresentaram capacidade antioxidante,
com uma meédia 47% de sequestro do radical. Os resultados de atividade
antioxidante podem estar relacionados a producédo de alguns compostos fendlicos,

mantendo o mesmo padrao de resultado entre os diferentes testes.
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Gréfico 5- Atividade antioxidante pelo método DPPH (umol TEAC g™ peso
fresco) presente nas folhas de alface (Lactuca sativa) tratadas em estadio de
muda com diferentes doses de residuo de cogumelo como substrato
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Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. As barras representam o erro padrdo da média.
* SE- substrato exaurido de cogumelo.

*TEAC: capacidade antioxidante equivale ao Trolox

Os valores obtidos de atividade antioxidante por Sousa, 2017, foram de 1055,86
(umol TEAC/100g) para alface crespa em cultivo convencional e para o cultivo
organico a alface apresentou mais de 2000,0 (umol TEAC/100g), valores superiores
ao encontrado neste trabalho, onde as maiores atividade antioxidante foram
encontradas no uso 30% de residuo de cogumelo, uma média de 998,89 (umol
TEAC/100g).

Resultados semelhantes foram encontrados quando se utilizou borra de café em
diferentes doses para adubar alface, as doses mais elevadas de borra de café foram
as que proporcionaram maior atividade antioxidante na planta (FERREIRA, 2011). A
atividade antioxidante esta relacionada aos compostos fendlicos produzidos pelas
plantas, por isso, como a borra de café o residuo de cogumelo utilizado nas plantas
pode ter causado algum estresse, originando uma maior producdo de compostos

com atividade antioxidante.
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3.4 CONCLUSAO

Concluindo que o uso de residuo de cogumelo ativa a inducédo de producéo de
enzimas protetoras e metabdlitos secundéarios na planta, com um potencial indutor
de resisténcia.

Recomenda-se que para a producéo de alface utilizando o residuo de cogumelo
como substrato, adequacOes devem ser feitas para ndo prejudicar a producédo em

campo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para a produgédo de cogumelo o uso de “Spawn” de qualidade e mais estudos
sobre as variaveis que permeiam a producdo da mesma, resulta em mais beneficios
ao produtor, como maior produtividade e mais economia na inoculagéo. Além disso,
o conhecimento sobre linhagens adequadas também podem influenciar muito uma
producéo. As informacfes geradas pela pesquisa devem suprir a necessidade no
campo, ainda que de forma falha, é através da pesquisa que alguns problemas sdo
solucionados, o estudo e uso adequado da tecnologia é o que potencializa as
producbes, devemos buscar de forma racional e inteligente a energia natural
disponivel a nossa volta e fazer chegar a quem precisa os resultados produzidos.

Para o uso do composto exaurido de cogumelos, ainda mais testes devem ser
feitos para melhor adequa-lo como substrato para hortalicas, mas através de dados
apresentados pode-se afirmar que ha um grande potencial nesse sub-produto, que
deve ser disfrutado de diferentes formas, afim de agregar mais matéria organica ao
solo, substituir insumos externos e conseguir diminuir o uso de agrotoxicos.

A fim de potencializar as plantas, em sua estrutura celular, o estresse causado
pelas hifas presentes no composto podem ajuda-la a combater insetos e outros
microrganismos causadores de doenca, ainda mais estudos devem ser realizados

para tais afirmacdes, mas muito ja diz os resultados deste trabalho.
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