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RESUMO

A produgdo de cogumelos ¢ uma alternativa para alivio da pobreza e desnutrigdao, gerando
alimentos nutricionalmente densos com baixa utilizagdo de area, acessivel a pequenos
produtores por meio de agroresiduos locais. A maior parte do consumo e a producao brasileira
restringem-se a poucas espécies introduzidas, embora o pais abrigue cerca de 400 espécies
comestiveis. Uma delas ¢ Phlebopus beniensis, que ocorre em grande parte do territdrio
nacional. Seu género inclui espécies consideradas iguarias em varias partes do mundo, com
representantes cultivados industrialmente na China. A espécie possui importancia ecoldgica por
suas relacdes com plantas e cochonilhas, formando galhas inseto-fungo em raizes,
influenciando as plantas associadas. No entanto, ha poucos estudos a seu respeito, evidenciando
potencial inexplorado. O objetivo deste estudo foi registrar a ocorréncia de P. beniensis no Rio
de Janeiro, descrever as caracteristicas de seu cultivo in vitro e axénico e investigar sua
interagdo ecologica tripartite. Em campo, foram obtidos o esporéforo (identificado macro,
microscopica € molecularmente), uma exsicata da planta associada e as raizes contendo as
galhas. A cultura do fungo foi obtida por clonagem de tecidos. Avaliou-se a morfologia da
colonia e os efeitos de diferentes temperaturas (20, 25 e 30 °C), pH (4 a 8) e meios de cultura
(BDA, PBDA, PLBDA, MEA, BCA, DAS e M1) na taxa de crescimento micelial (cm dia™),
avaliando um fator por vez. Realizou-se tentativa de cultivo axénico com trés substratos
(serragem, palhatserragem e palha), com camada de solo de cobertura, mas todos foram
contaminados por Trichoderma sp., permitindo apenas avaliar a taxa de crescimento nos
substratos. A analise estatistica utilizou ANOVA, teste de Tukey e regressdo no software R a
5%. O cogumelo foi identificado como P. beniensis, a planta como Mimosa bimucronata e as
cochonilhas como Pseudococcidae (familia), constituindo o primeiro registro de P. beniensis
no Rio de Janeiro e da interagdo tripartite entre essas espécies no mundo. A colonia de P.
beniensis ¢ heterogénea e coridcea, com efeito bactericida observado empiricamente. As
maiores taxas de crescimento micelial ocorreram a 30 °C, pH < 6, preferencialmente nos meios
BDA ou MI. A taxa de crescimento ndo diferiu significativamente entre os substratos, embora
o tratamento com palha tenha adquirido maior volume, atrasando a colonizagdo completa.
Conclui-se que Phlebopus beniensis ocorre no estado do Rio de Janeiro, realiza interagdes
ecoldgicas com Mimosa bimucronata e cochonilhas, apresenta maior taxa de crescimento in
vitro a 30 °C, pH < 6 e nos meios BDA ou M1, e coloniza substratos a base de serragem e palha,
sendo suscetivel a contaminagado por Trichoderma sp. Mais estudos sdo necessarios para refinar
as condi¢des ideais de cultivo, evitando a contamina¢do da camada de solo, e de indugao a
frutificacgao.

Palavras-chave: Phlebopus beniensis, interagdo tripartite, cultivo in vitro.



ABSTRACT

Mushroom production offers an alternative for alleviating poverty and malnutrition by
generating nutritionally dense food with low land use, accessible to small-scale producers using
local agricultural waste. Most Brazilian consumption and production are limited to a few
introduced species, even though the country is home to approximately 400 edible species. One
of these is Phlebopus beniensis, which occurs throughout most of the country. Its genus includes
species considered delicacies in various parts of the world, with representatives cultivated
industrially in China. The species is ecologically important due to its relationships with plants
and scale insects, forming insect-fungus galls on roots, thereby influencing associated plants.
However, few studies have been conducted on it, highlighting its untapped potential. The
objective of this study was to record the occurrence of P. beniensis in Rio de Janeiro, describe
the characteristics of its in vitro and axenic cultivation, and investigate its tripartite ecological
interaction. In the field, the sporophore (identified macroscopically, microscopically, and
molecularly), a dried specimen of the associated plant, and the roots containing the galls were
collected. The fungal culture was obtained by tissue cloning. Colony morphology and the
effects of different temperatures (20, 25, and 30 °C), pH (4 to 8), and culture media (BDA,
PBDA, PLBDA, MEA, BCA, DAS, and M1) on mycelial growth rate (cm day ') were evaluated
y one-factor-at-a-time method. An attempt at axenic cultivation was made using three substrates
(sawdust, straw+sawdust, and straw), with a layer of cover soil, but all were contaminated by
Trichoderma sp., allowing only the growth rate on the substrates to be evaluated. Statistical
analysis used ANOVA, Tukey’s test, and regression in R software at the 5% level. The fungus
was identified as P. beniensis, the plant as Mimosa bimucronata, and the mealybugs as
Pseudococcidae (family), constituting the first record of P. beniensis in Rio de Janeiro and of
the tripartite interaction among these species worldwide. The P. beniensis colony is
heterogeneous and leathery, with a bactericidal effect observed empirically. The highest
mycelial growth rates occurred at 30 °C, pH < 6, preferably in BDA or M1 media. The growth
rate did not differ significantly among substrates, although the straw treatment acquired greater
volume, delaying complete colonization. It is concluded that Phlebopus beniensis occurs in the
state of Rio de Janeiro, engages in ecological interactions with Mimosa bimucronata and
mealybugs, exhibits the highest in vitro growth rate at 30 °C, pH < 6, and in BDA or M1 media,
and colonizes sawdust- and straw-based substrates, being susceptible to contamination by
Trichoderma sp. Further studies are needed to refine the optimal conditions for cultivation,
avoiding soil layer contamination, and fruiting induction.

Keywords: Phlebopus beniensis, tripartite interaction, in vitro cultivation.
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1 INTRODUCAO

O consumo de cogumelos ¢ realizado pela humanidade ha milhares de anos, com
registros de ao menos ~ 19.000 anos atrds da alimentagdo com fungos da ordem Boletales,
dentre outras ordens (Power et al., 2015). Esse consumo nos dias de hoje ¢ responsavel pelo
volume expressivo de cogumelos comercializados mundialmente, exemplificado pelos dois
paises de maior producdo de cogumelos e trufas, China e Japao, que chegam a um valor de
mercado de respectivamente 50 e 24 bilhdes de dolares (FAO, 2024).

No Japao, o numero de espécies de cogumelos consumidas chegava, no século 20, a
cerca de 300 apenas micorrizicas e, se contando com as saprofiticas o numero poderia chegar a
500, sendo que hoje em dia gira em torno de 200 espécies selvagens consumidas e, dessas,
apenas 50 espécies foram selecionadas e desenvolvidas para o cultivo comercial ao longo do
tempo (Yamada, 2026). No Brasil podemos ter aproximadamente 400 espécies consideradas
comestiveis, sendo uma delas Phlebopus beniensis (Drewinski et al., 2024; Prado-Elias et al.,
2022). Nao obstante, em 2013 a producdo brasileira de cogumelos totalizava 12.050 t/ano e
estava concentrada em 4 espécies, Agaricus bisporus com 8.000 t, Pleurotus ostreatus com 2000
t, Lentinula edodes com 1.500 t e Agaricus subrufescens 500 t (Urben et al., 2017).

Apesar da sua atratividade como alimento, o consumo de cogumelos no Brasil ainda ¢
incipiente, Urben ef al. (2017) reportaram que o habitante médio brasileiro consome algo em
torno de 288 g/ano, contra 1,3 kg/ano na Italia, 2,0 kg/ano na Franca, 4,0 kg/ano na Alemanha
e 8,0 kg/ano na China, restando, portanto, espago para o aumento do consumo e entrada de
novas espécies.

Phlebopus ¢ um género de fungos inserido na ordem Boletales, que forma esporoforos
em sua maioria comestiveis, carnudos, de tamanho médio, de distribui¢do pantropical, com
alguns representantes em paises temperados (Raghoonundon et al., 2021). Ele possui
importancia ecologica pois debateu-se sobre seu status micorrizico (Kumla et al., 2016) por fim
concluindo que ndo se trata de micorrizico (Ji ef al., 2011) e sim que ele possui capacidade
saprofitica e de decomposicdo da matéria organica do solo e realiza interagdes tripartite entre
cochonilhas e plantas, onde forma galhas inseto-fungo sendo por esse motivo também de
importancia fitopatoldgica, considerado biotrofico facultativo ou obrigatorio (Zhang et al.,
2017; Campi et al., 2023). Também possui importancia econdmica, alimentar e medicinal pois
¢ consumido por populagdes tradicionais na China, Tailandia, Laos, Paraguai, Argentina dentre
muitos outros (Kumla et al., 2020; Luczaj et al., 2021; Putra et al., 2024; Campi et al., 2023),
e ¢ cultivado, através da espécie P. portentosus, em larga escala na China, representando uma
producdo de 16 t dia! mas que se projetava para 36 t dia™ até 2023 (Cao et al., 2021).

A espécie tropical Phlebopus beniesis possui registro em territorio nacional nos estados
de Sao Paulo, Espirito Santo, Goids, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Santa Catarina
(Magnago, 2018) e Parana (Watling and Meijer, 1997), sem registro formal no Rio de Janeiro,
porém agora registrado por este trabalho, e apenas uma descri¢do de suas interagdes biotroficas,
juntamente com relato de seu consumo por populacdes tradicionais do Paraguai (Campi et al.,
2023). Apesar de sua evidente relevancia, o género e essa espécie tém seus aspectos
agrondmicos, ecoldgicos e bromatoldgicos representados por poucos estudos em territorio
brasileiro (Prado-Elias et al., 2022; Barbosa-Silva & Wartchow, 2020; Magnago, 2018; Calaca
etal., 2018).

Portanto, exposto o potencial alimenticio, cultural e economico de Phlebopus beniensis
e considerando que ndo ha seu registro formal na literatura no estado do Rio de Janeiro,
tampouco estdo suas relagdes ecoldgicas totalmente esclarecidas e, também, ha uma lacuna na
literatura quanto a morfologia e as caracteristicas do seu cultivo in vitro, o objetivo desse estudo
foi registrar a ocorréncia de P. beniensis no Rio de Janeiro, descrever as caracteristicas do seu
cultivo in vitro e investigar sua interagdo ecoldgica tripartite.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historia e mercado de cogumelos como alimentos

A trajetoria dos cogumelos e suas relagdes com a humanidade caminham juntamente
com o habito de forrageamento humano. Isso ¢ evidente pelos registros de consumo de
cogumelos da ordem Boletales e outros agaricales proximos ha ao menos 18.700 anos, no
periodo paleolitico, identificado por pesquisadores ao analisar esporos presentes em calculos
dentais humanos preservados em registros fosseis na Europa (Power et al., 2015).

Com o caminhar da historia, as diferentes sociedades adquiriram o hdbito micofilico
(que ama cogumelos) ou micofobico (que teme cogumelos), a partir de inferéncias de
experiéncias e de relatos historicos atribuidos as propriedades dos cogumelos, sejam eles
entendidos como transformadores, nutritivos, naturais, toxicos ou até mesmo divinos
(Bertelsen, 2013).

Nos dias de hoje, o cultivo e desenvolvimento do mercado de cogumelos vém
transformando o conhecimento e aceitagdo popular a respeito, principalmente pela maior
compreensdo das suas propriedades bromatologicas e farmacologicas e de compostos bioativos
unicos que eles contém, além do desenvolvimento do seu uso em dreas como producdo de
biomateriais e estruturas, biorremediagdo, produgdo de circuitos bioldgicos, dentre outros.
(Roberts, 2022; Stamets, 2005)

O seu uso na alimentagdo ja se demonstrou benéfico apesar de superestimado por
diversas vezes. Sua composi¢cdo, que varia a depender das condi¢des de desenvolvimento,
armazenamento, preparo e da espécie em questdo, pode ser rica em potassio, fésforo, vitaminas
B, fibras como beta-glucanas, moléculas bioativas que desempenham papéis anti-inflamatorios
dentre diversos outros e, € baixa em gorduras e em proteina (se comparado in natura com carnes
por exemplo) apesar de possuir uma concentracdo proteica maior que a maioria dos vegetais
(Bell et al., 2022).

Com o aumento da busca do consumidor brasileiro por alimentos com baixo teor de
gorduras saturadas e colesterol e ricos em nutrientes, devido em parte aos indicios da associa¢ao
de lipidios saturados e LDL a um maior risco de desenvolvimento de problemas
cardiovasculares a longo prazo (Ference et al., 2017), ha uma oportunidade evidente para o
setor de cogumelos comestiveis. Porém, apesar da sua atratividade como alimento, o consumo
de cogumelos no Brasil ainda ¢ incipiente. Urben et al. (2017) reportaram que o habitante médio
brasileiro consome algo em torno de 288 g/ano, contra 1,3 kg/ano na Italia, 2,0 kg/ano na
Franca, 4,0 kg/ano na Alemanha e 8,0 kg/ano na China e que em 2013 a produgao total brasileira
era de 12.050 t/ano e estava concentrada em 4 espécies, Agaricus bisporus com 8.000 t,
Pleurotus ostreatus com 2000 t, Lentinula edodes com 1.500 t, e Agaricus subrufescens 500 t
(Urben et al., 2017), apesar de hoje saber-se que o Brasil possui ~ 400 espécies comestiveis
(Drewinski et al., 2024Db).

Ja por volta de 1980, diversas universidades agricolas e escolas técnicas na China
formaram seus cursos e departamentos de fungos comestiveis e, de 1985 a 95, a produgao de
fungos foi listada como item importante no “China Spark Program” levando a grande expansao
no que se tornaria o maior mercado de fungos e cogumelos do mundo, com a producao de
cogumelos na China saltando de 187.000 t equivalentes a 143 milhdes Yuan em 1980 para 4
milhdes de toneladas equivalentes a 23 bilhdes de Yuan em 1997 (Zhanxi & Zhanhua, 2001).
De acordo com dados da FAO (2024) o valor de mercado de cogumelos e trufas da producao
da China e Japdo, os dois maiores produtores globais, foi respectivamente 50 e 24 bilhdes de
dolares e abrange até 50 espécies cultivadas no caso do Japao (Yamada, 2026).



2.2 O género Phlebopus

As espécies do género Phlebopus (R. Heim) Singer, 1936 fazem parte da familia
Boletinellaceae P.M. Kirk, P.F. Cannon & J.C, que esta na ordem Boletales E.-J. Gilbert 1931,
e ¢ uma familia pequena com apenas mais um género, Boletinellus Murril (Calaga et al., 2018)
e compartilham diversas caracteristicas microscopicas € macroscopicas. As espécies desse
género encontram-se distribuidas principalmente em regides tropicais e subtropicais, ocorrem
no solo e muitas sdo comestiveis (Raghoonundon et al., 2021). Ao todo, de acordo com Index
Fungorum (2026), existem 18 espécies distintas, sendo P. roseus ainda invalido no banco de
dados.

Segundo Barbosa-Silva e Wartchow (2020), macroscopicamente, seus basidiomas sao
robustos e possuem as seguintes caracteristicas: um pileo glabro ou tomentoso ou aveludado,
um estipe espesso e central, ndo oco e nao reticulado com um himendéforo tubular de inser¢ao
adnato-deprimida. O contexto do pileo tem coloragdo palida, entre o amarelo-olivaceo para
amarelo ou creme, apresentando azulamento lento em algumas espécies quando exposto ao ar.
Microscopicamente, tem basidiosporos subglobosos a elipsoides, lisos, curtos e com hifas
contendo grampos de conexdo. As caracteristicas foram originalmente descritas por Singer,
Heinemann e Rammeloo, entre as décadas de 1930 e 1980.

Dessas, a0 menos 4 espécies sdo citadas no Brasil, sendo P. beniensis (Singer & Digilio)
Heinem. & Rammeloo, 1982, P. brasiliensis Singer, 1983, P. braunii (Bres.) Heinem., 1951 e
P. tropicus (Rick) Heinem. & Rammeloo, 1982 (Barbosa-Silva & Wartchow, 2020; Sulzbacher
et al.,2013; Neves & Capelari, 2007).

2.3 A espécie Phlebopus beniensis

Essa espécie ¢ registrada na regido neotropical, mais especificamente na Argentina,
Brasil, Costa Rica, Equador, Martinica, Porto Rico, Venezuela, Paraguai e Colombia
(Heinemann & Rammeloo, 1982; Ovrebo, 1983; Pegler, 1983; Singer ef al., 1983; Miller et al.,
2000; Guzman et al., 2007; Campi et al., 2023; Carmona-Valencia et al., 2025) e, em territorio
brasileiro, ela possui registro para os biomas da floresta Amazonica, floresta Atlantica e
Cerrado, nos estados Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Paraiba, Amazonas (Magnago, 2018), Sao Paulo, Bahia, Pernambuco (Prado-Elias et al., 2022)
e Parana (Watling and Meijer, 1997). Os esporoforos dessa espécie surgem majoritariamente
durante as épocas chuvosas do ano, mas ndo impossibilitados de ocorrerem nos periodos secos
ap6s chuvas eventuais, podendo ocorrer tanto em sub-bosque quanto em gramados (Nagy,
dados ndo publicados).

P. beniensis difere das espécies similares P. braunii € P. colossus por esporos menores,
em geral < 7,5 um, e difere de P. brasiliensis pela coloracdo do pileo sem tons olivaceos e com
a predominancia de tons marrons, amarelados, avermelhados e, a presenca de pleuro ou
queilocistidios varia entre diferentes avaliagdes, sendo encontrados mais proximos a borda dos
poros do que no interior dos tubos, muitas vezes relatados como inconspicuos, ou pouco
evidentes, restando a incerteza pela possibilidade de confundimento de cistidios com cistidiolos
no caso de cistidios ndo evidentes (Magnago, 2018).

Ha um relato de comestibilidade da espécie para o Brasil (Prado-Elias et al., 2022)
realizado pelas proprias pesquisadoras € ha um relato de consumo por populacdes tradicionais
do Paraguai, que afirmam consumi-lo ha mais de 30 anos (Campi et al., 2023). Nao existem
relatos do seu comportamento ¢ morfologia em meio de cultura in-vitro, tampouco do seu
cultivo.

Carmona-Valencia et al. (2025) observaram pela primeira vez suas relagdes ecoldgicas
com cochonilhas da familia Pseudococcidae, e pela primeira vez com Coffea sp., essa relagao
demonstrou ser prejudicial as plantas e a sua produtividade. Palacio et al. (2015) reportou
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encontrar a espécie proximo de plantas dos géneros Hymanaea, Andira e Bauhinia (Fabaceae)
em uma reserva florestal na Colombia, enquanto Sulzbacher et al. (2013) a encontraram
proxima a Laguncularia racemosa (Combretacae) e Hibiscus tiliaceus (Malvaceae).

2.4 Relagdes ecologicas de Phlebopus

O status trofico do género Phlebopus ¢ motivo de pesquisa ha muitos anos, e ainda nao
estd completamente elucidado. A ordem a qual integra, Boletales, ¢ conhecida por ter fungos
ectomicorrizicos como Boletus edulis Bull. (1782) e, alguns trabalhos afirmam que Phlebopus
pode se tratar de um género ectomicorrizico, ou seja, que realiza associagdes mutualisticas com
plantas, sustentado pois P. portentosus formou estruturas similares a fungos micorrizicos
quando inoculado em espécies como Pinus kesiya Royle ex Gordon e seu perfil isotdpico para
N se aproxima mais de fungos ectomicorrizicos que saprofiticos, apesar de estar entre os dois
(Kumla ef al., 2016). No entanto, foi demonstrado também que P. portentosus € P. spongiosus
podem crescer e formar basidiomas na auséncia de qualquer planta hospedeira, ou seja, obtendo
nutrientes de forma saprofitica (Kumla et al., 2012, 2015 e 2020), por conta disso, acredita-se
que na realidade a espécie seja uma biotrofica obrigatdria ou facultativa e ndo seja micorrizica.

Esse género forma relagdes tripartite com plantas e cochonilhas. Um dos primeiros
registros dessa interagdo realizado no Brasil, na Baixada Fluminense, por Gongalves (1940) que
observou a presencga das ‘criptas’ ou galhas inseto-fungo acometendo Citrus sp. (laranjeira) e
dando origem ao cogumelo que ele identificou como P. tropicus.

No trabalho de Gongalves (1940), realizou-se uma extensa observa¢dao do fendmeno,
tragando as primeiras teorias de como se originam as criptas. Segundo ele, as cochonilhas da
espécie Pseudococcus comstocki Kuwana, 1902 eram conhecidas por habitarem as folhas das
laranjeiras e foram confirmadas também dentro de criptas, nas raizes. A presenca dessas
cochonilhas prejudicava a sua satde, causando depauperamento, diminui¢do de produtividade
e eventualmente, embora mais raramente, a morte dos vegetais. O autor observou a interagao
das cochonilhas com formigas-de-fogo (Solenopsis saevissima F. Smith) através da complexa
protecao oferecida por elas nas folhas e pela constru¢do de formigueiros e galerias. Observou-
se 0 movimento de descida da cochonilha pelo tronco ou transportadas pelas formigas para suas
galerias, que sdo ambientes escuros € mais ou menos protegidos.

Essa espécie de formigas forma basicamente dois tipos de formigueiros, os de coleto e
os de enxame. Os de coleto sdo localizados na base dos troncos, ja os de enxame no entorno
dos de coleto, ligados por galerias subterraneas. Em partes, os danos causados aos vegetais se
dao também pela presenca de formigueiros no coleto e por atividades desempenhadas
diretamente pelas formigas na planta, como danos as folhas e suc¢do de seiva. Além disso, o
autor cita também outras espécies de cochonilhas e insetos associados a formiga, tanto quanto
outras espécies de formigas associadas a cochonilha, mas ambos menos significativos na cultura
da laranjeira.

De acordo com Gongalves (1940), as criptas formadas pelo fungo podem ter de 1 a 50
cm de comprimento e de 1 a 3 cm de didmetro, com as raizes inclusas, e se formam pela
presenga das cochonilhas sob consentimento das formigas em uma raiz, que, sob o ato de suc¢ao
e exsudacdo violento de honeydew, uma substancia rica em cares simples, nas paredes do
entorno, inicia o crescimento do fungo, que possui hifas ou esporos no solo, € envolve com seu
micélio os pseudococcus. As criptas desenvolvem-se superficialmente, a at¢ 40 cm de
profundidade, sempre nas raizes de 3 — 10 mm, fibrosas, mas nunca nas raizes finas ou nas
raizes principais e coletos. Esse ataque pode causar a morte das raizes a partir das raizes mais
finas, o que finalmente causa a morte das cochonilhas, apodrecimento das criptas e, por fim,
apodrecimento das raizes, embora muitas vezes as criptas ndo causem a morte do vegetal e
possam durar anos.



O autor ainda cita que ja foram relatadas criptas contendo espécies de coccideos como
Coccus viridis (Green) dentre outras. Nao obstante, a sua ocorréncia se da também em outras
espécies de plantas, como na cultura da videira (na Palestina), na cultura do café (continente
africano e em Sao Paulo), em raizes de milho (Sao Paulo) e nas raizes de uma leguminosa
silvestre (Nova Iguacgu, Rio de Janeiro). A Figura 1 demonstra as criptas € os esporoforos
reportados por Gongalves (1940).

Figura 1. Presenca de Phlebopus tropicus em raizes de Citrus sp. (A) Espordforo de P.
tropicus. (B) Espordforo de P. tropicus sob criptas em raizes de Citrus sp., a esquerda,
espordforo maior proveniente de outra cripta subterranea. (C) Criptas envolvendo raizes de
Citrus sp. (Municipio de Nova Iguagu, Rio de Janeiro). Fonte: Adaptado de Gongalves (1940).

Outros autores também reportaram o fendmeno mais tarde, de acordo com Carmona-
Valencia et al. (2025) a formacgdo de galhas inseto-fungo pela espécie P. beniensis e
Pseudococcus elisae, Dysmicoccus neobrevipes, D. brevipes, and Pseudococcus nr. sociabilis
afeta a cultura cafeeira pois impede a absor¢ao de nutrientes e agua por parte das raizes que,
combinado a atividade de succdo das cochonilhas, podem causar clorose, defoliagdo e até
mesmo morte do vegetal. Na Colombia, trés espécies de Pseudococcidae estdo associados a
fungos basidiomicetos, sendo Dysmicoccus texensis (Tinsley, 1900), Pseudococcus elisae
Borchsenius, 1947, e Pseudococcus jackbeardsleyi Gimpel & Miller, 1996.

Foram relatados também a formagdo de esclerocios, ou seja, estruturas formadas pelo
enovelamento do micélio com fungdo de sobrevivéncia em periodos de condigdes desfavoraveis
como estiagem, sem a presenca de insetos dentro, em condigdes artificiais e naturais (Yang et
al., 2023). Portanto, acredita-se que o género Phlebopus pode obter recursos a partir de
diferentes estratégias, ligadas ou ndo a uma planta e/ou inseto hospedeiros, podendo
eventualmente causar efeitos negativos a plantas.

A espécie P. portentosus possui relato de interagdes tripartite envolvendo ao menos 37
espécies de plantas, 13 espécies de cochonilhas em quatro diferentes continentes e diversos
paises (Carmona-Valéncia et al., 2025; Bandala et al., 2004). Zhang et al. (2017) reportaram
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que P. portentosus tem preferéncia por solos com pH de 4,5 a 6,5 e ocorre majoritariamente na
época chuvosa.

2.5 Etnomicologia, comestibilidade e propriedades bromatologicas do género

Dentro do género Phlebopus, atualmente ao menos 8 espécies sdo consideradas
comestiveis, sendo P. braunii (Bres.) Heinem. 1951; P. bruchii (Speg.) Heineman &
Rammeloo; P. beniensis (Singer & Digilio) Heinem. & Rammeloo; P. marginatus Watling &
N.M. Greg.; P. portentosus (Berk. & Broome) Boedijn; P. roseus M. Yang, C.-Y. Liu & Y.
Wang; P. spongiosus Pham & Har. Takah; e P. sudanicus (Har. & Pat.) Heinem, como
representado na Tabela 1.

Tabela 1 — Espécies de Phlebopus indicadas como comestiveis seus nomes populares e regides
de consumo.

Espécie Nome popular Regido de consumo Referéncia
P. roseus - China Mei et al. (2020)
P. spongiosus - Vietna; Tailandia Nhi et al. (2017)
. Hongo de . Deschamps e Moreno
P. bruchii Coco Argentina (1999)
Zhang et al. 2017,
China, Tailandia, Laos e Kumla et al. 2020,
P. portentosus Black boletus Indonésia Fuczaj ef al. 2021,
Putra et al. (2024)
Chanéu-de- Prado-Elias et al.
P. beniensis bzll)iano Brasil, Paraguai (2022), Campi et al.
(2023)
la viande des Guissou; Sankara &
P. sudanicus Bobos Africa Guinko (2005),
Ducousso (2003)
P. marginatus - India Naik; Naika (2021)
. . Nohura (1999) apud
P. braunii - Argentina Campi (2023)

Fonte: Autor

Nos paises asiaticos, P. portentosus ¢ considerado uma iguaria, sendo muito apreciado
por formar esporoforos grandes e pelo seu sabor, o que o tornou um favorito das cozinhas locais
(Mortimer et al., 2012). Zhang et al. (2017) relataram que em Yunnan, China, a coleta
extrativista desse cogumelo pode gerar em torno de US$9.000/ano, e render de 10-20 kg ao dia
durante a estagdo dos cogumelos (chuvosa) e, em um pomar de Eriobotrya japonica (Thunb.)
Lindl (Nesperas) de 7 ha na temporada chuvosa € possivel colher de 100-150 kg por dia,
podendo gerar até¢ US$15.000 ao ano sendo uma fonte de renda importante para os agricultores
locais em ao menos 20 regides do sul da China.

P. beniensis ¢ considerada uma espécie comestivel, apesar de existirem poucos relatos
de sua comestibilidade, com apenas dois recentes no Brasil € um no Paraguai (Prado-Elias et
al., 2022; Menolli et al., 2025; Campi et al., 2023).
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No continente africano, populacdes locais de Burkina Faso e Senegal realizam o
consumo, secagem e armazenamento de P. sudanicus, apesar de existirem debates sobre sua
comestibilidade (Guissou et al. 2015).

Deschamps ¢ Moreno (1999) relataram que P. bruchii ¢ consumido por populacdes
indigenas e locais, associado a arvore Zanthoxylum coco Gillies ex Hook. f. & Arn. Além disso,
essa espécie € a Unica do género listada na Lista Vermelha da IUCN para espécies ameacadas,
na categoria CR, ou criticamente ameacada, por ser a Unica espécie silvestre de fungo relatada
como coletada por essas populacdes locais, além de ter sofrido uma perda de até¢ 90% dos
fragmentos florestais onde ocorre (Robledo et al., 2022).

Ja a respeito das suas propriedades bromatologicas, cogumelos do género Phlebopus
estdo proximos de outras espécies de cogumelos. Pode-se observar uma quantidade de proteina
bruta por vezes quase o dobro das espécies comuns, para P. beniensis € P. colossos, ja P.
portentosus e P. spongiosus ficaram um pouco abaixo. Essas caracteristicas variam com as
condi¢des ambientais, de ponto de colheita, dentre muitas outras, € sdo apenas para fins de
comparagdo. Todos sdo baixos em gorduras e calorias. O valor nutricional de alguns cogumelos
do género em comparagcdo com espécies comumente encontradas no Brasil encontra-se na
Tabela 2.

Tabela 2. Comparagdo da composi¢ao aproximada em base seca (% do peso seco) de espécies
comestiveis secas de Phlebopus e espécies comumente encontradas no Brasil.

Cogumelos Cogumelos P. beniensis P. colossus P. portentosus P. spongiosus
. comuns no . RO A A s
desidratados . Paraguai  Tailandia Tailandia Tailandia
Brasil*
. Liaotrakoon &
A Rocha et al.  Campi et . Kumla et al.
Referéncias (2025) al. (2023) Liaotrakoon Kumla et al. (2021) (2022)
(2018)
Umidade 90 - 94 91.66+0.3 93.1+0.0 82.7+2 —
Cinzas 6-12 13£2.06 10.1£0.0 9.6+0.2 9.59 +£0.30
Proteina bruta 16 —22 39.2 38+0.2 19.6+0.4 28.03 £0.93
Gordura 2,5-3 4+0.14 1.4+0.0 1.0+ 0.1 2.15+0.09
Fibra alimentar 17 -43 20.05+0.0 — — —
Fibra bruta — — 5.8+0.1 63+1 6.67+0.3

Carboidratos 30-51 13.5+£0.5*% 44.9+0.1%* 54.8 £0.7%* 50.86 £ 1.19**

Valor
energético 200 — 300 245 344 2%** 306.6%** 334 9%**
kcal/100 g

*Faixa para fins de comparacdo de Lentinula edodes (Shiitake), Agaricus bisporus
(Champignon) e Pleurotus ostreatus (Shimeji). ** métodos diferentes dos empregados por
Campi et al. e *** calculado por Campi et al. Adaptado de Campi et al., (2023)

2.6 O cultivo de Phlebopus

O cultivo da espécie P. portentosus para comercializacao e consumo ¢ realizado na China,
com cogumelos produzidos artificialmente sob cultivo protegido e inoculacio em campo
(consorcio entre frutas e cogumelos) gracas ao desenvolvimento de tecnologias pioneiras pelo
Yunnan Institute of Tropical Crops of Jinghong, China, desde 2003 (Zhang et al., 2017; Ji et
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al., 2009) sendo a primeira espécie da ordem Boletales a ser cultivada, com ao menos 25 anos
de pesquisa realizada (Cao et al., 2021).

O cultivo de P. portentosus ¢ realizado principalmente em sacos de polipropileno ou
potes reutilizaveis, contendo entre 800 e 1300 g de substrato, composto por uma mistura, que
passa ou ndo por processo de compostagem, de fontes de carbono, nitrogénio e aditivos como
MgS0O4 e KH,PO4 e CaCOs, geralmente empregando serragem, palha, raspas de madeira e
bagagos como fontes ricas em carbono e farelos, fertilizantes minerais, graos, dentre outros
como fontes de nitrogénio. O crescimento do seu micélio € considerado lento levando em torno
de 40 a 50 dias para colonizacdo do substrato, que entdo deve ser coberto por uma camada de
solo ou substrato de cobertura. O substrato de cobertura, doravante denominado ‘casing’,
geralmente ¢ composto por materiais como solo vermelho, turfa, solo de pomar, solo de horta,
dentre outros, misturados a materiais organicos como turfa. H4 formulagdes de casing que
envolvem um tipo de solo compostado, utilizando solo e esterco, junto a aditivos frequentes,
MgSOs4 e KH2PO4 (Hu et al., 2017).

Nos primeiros ensaios de cultivo de P. portentosus Ji et al. (2011) testaram diferentes
solos nao esterilizados: solo vermelho nao cultivado, solo de pomar de manga e solo de jardim.
O solo de jardim foi superior, produzindo basidiocarpos com peso médio de 134,43 g, seguido
pelo solo de pomar (70,14 g) e pelo solo vermelho (21,43 g). Em vasos, a frutificacdo ocorreu
tanto na presenga quanto na auséncia de plantas hospedeiras, comprovando o carater saprobio
da espécie. Nenhum dos solos foi esterilizado.

Nao obstante, diversas patentes chinesas descrevem formulagdes de casing para o
cultivo de Phlebopus portentosus. Ji et al. (2012) propuseram um casing composto por solo de
floresta, horta ou pomar fermentado com esterco de galinha e de boi, misturado a turfa e
enriquecido com uma solucdo nutritiva a base de caldo de batata, actcar, extrato de levedura,
MgSO4 e KH2POs. JA Wang et al. (2015) desenvolveram uma solugo nutritiva contendo caldo
de batata, MgSOa., KH2POs, FeSOs, vitamina B, extrato de levedura e actcar, que ¢é pulverizada
diretamente sobre o casing para promover o crescimento micelial e inibir contaminantes.

Existe inclusive a possibilidade de um sistema de casing composto exclusivamente por
solo vermelho de subsolo (coletado a mais de 30 cm de profundidade) combinado a uma solucao
nutritiva enriquecida com mel, extrato de levedura, sais, tartarato de amonio e azeite de oliva,
cuja pelicula lipidica atua como barreira fisica contra fungos contaminantes (Wang et al., 2017).

Para além do cultivo de P. portentosus em ambiente controlado (sacos, garrafas ou toras
de serragem com casing), a patente Jiang et al. (2024) propde um método em campo. A técnica
consiste em selecionar uma area com arvores de Ficus sp. ou Sesbania sp. e aplicar sobre as
raizes superficiais dessas arvores um fermentado liquido preparado a partir de basidiocarpos
frescos de P. portentosus, arroz organico, agiicar mascavo e agua, fermentado por 4 semanas
com agitacao periddica. O solo ndo ¢ esterilizado, sendo aplicado diretamente no campo com
irrigacdo de 3—5 L por arvore, mantendo-se a umidade do solo entre 80 - 90% e aguardando-se
3—6 meses para a colheita. A patente ndo menciona a aplicagdo de tratamentos antifingicos
sobre o solo, contando com as condi¢des ambientais e a microbiota natural do campo para o
desenvolvimento do fungo.

Yang et al. (2024) escreve um método inovador no qual se cultivam mudas de plantas
hospedeiras diretamente em areas onde P. portentosus ja ocorre naturalmente ou em sitios de
cultivo estabelecidos. Apos 2 a 3,5 meses, as mudas desenvolvem raizes ja colonizadas por
micélio ou estruturas de galhas ou criptas, dispensando nova inoculagdo apds o transplantio. O
método alcanga taxas de frutificagdo superiores a 95% e permite producao continua por anos,
reduzindo custos operacionais.

Semelhante a P. portentosus no continente asiatico, P. beniensis, devido as suas
caracteristicas nutritivas e sabor agradavel (Campi et al., 2026), possui potencial para ser
consumida e cultivada em territorio brasileiro, portanto, seu cultivo deve ser desenvolvido.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Prospec¢iao em campo

No final de outubro de 2024, no inicio da época das chuvas, foi realizada a expedicao
para a coleta do cogumelo. A prospecc¢ao do basidioma foi realizada em Seropédica, estado do
Rio de Janeiro, dentro de uma area de baixada do campus da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ), em uma regido com um fragmento de capoeira envolto por pastagens
(22°46'14"S 43°40'44"W), com predominio do género Mimosa (Figura 2).
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Figura 2 — a-c. Localiza¢do da amostragem — a. localizac¢do da area de coleta em relacdo ao rio
de janeiro; b. uma visao proxima da area de coleta; c. fotografias da area de coleta na estagao
seca, apoOs queimadas sazonais (esquerda) e chuvosa (direita).

3.2 Coleta, isolamento e preservacio de amostras

Na ocasido foram tiradas fotografias da area de ocorréncia e dos cogumelos, ¢ foram
coletados alguns esporoforos jovens para a clonagem por cultura de tecidos e espordforos
desenvolvidos para as descrigdes macromorfologicas, que foram realizadas com os mesmos
frescos.

O solo foi escavado com auxilio de uma pé no local de surgimento de um esporoforo
em uma area de 20x20 cm e, ao encontrar a raiz com as galhas-inseto-fungo reportadas, a raiz
foi de forma cuidadosa escavada até o vegetal para confirmar a sua identidade. Duas amostras
de raizes foram levadas acondicionadas em papel manteiga para o Laboratorio de Quimica
Biologica do Solo, do Departamento de Solos da UFRRJ, limpas com um pincel e observadas
em um estereoscopio.



A identificagdo das cochonilhas foi realizada de forma rasa com base na morfologia
externa observada sob estereoscopio. O material foi preservado em etanol 70% para futura
identificacdo especifica e congelado para andlises moleculares e envio a especialista.

Também foram coletadas exsicatas da planta que possuia as galhas em suas raizes, sendo
a sua identificacdo realizada por um especialista do Jardim Botanico da UFRRJ. A exsicata foi
depositada no RBR — Herbario do Departamento de Botanica da UFRRJ sob o codigo RBR
63113.

As amostras fngicas e raizes com as criptas foram armazenadas em sacos de papel,
posteriormente desidratadas a 45 °C numa estufa de secagem com circulagao de ar (Labtec Lb
82-180) e armazenados em sacos de plastico herméticos a temperatura ambiente. O exemplar
de P. beniensis encontra-se depositado na cole¢do Herbario Fitopatologico da UFRRJ
“Verlande Duarte Silveira” sob o codigo UFRJ1564.

O seu isolamento in vitro se deu em laboratorio por clonagem de seu tecido interno
fresco a partir de fragmentos que foram inoculados em placas de Petri contendo o meio de
cultura Batata-dextrose-dgar (BDA), em uma BOD incubados a 25 °C sem iluminagao.
Fragmentos da cultura do fungo foram armazenados a temperatura ambiente em agua destilada
e por repicagem da cultura matriz para novas placas com BDA a cada 2 meses. Foram
registradas as caracteristicas da col6nia macroscopicas e microscopicas, além do seu
crescimento em cm dia! a partir da medi¢io do didmetro da colonia a cada 48h.

A cultura do fungo encontra-se registrada e depositada na cole¢do de culturas de fungos
do Laboratério de Quimica Bioldgica do Solo (LQBS) sob o codigo PHB281024.

Para analises microscopicas secc¢oes feitas a mao livre dos espécimes desidratados com
auxilio de um estereoscopio e reidratadas em KOH 5% foram utilizadas, com lente de imersao
em Oleo (100x), reagente de Melzer foi utilizado para testar a amiloidia dos esporos. Medicdes
e estatisticas das caracteristicas microscopicas se basearam em ao menos 50 estruturas, quando
possivel.

Foi realizada a sua identificacdo de acordo com a literatura disponivel (Magnago, 2018;
Calaga et al., 2018; Miller et al., 2000; Palacio et al., 2014)

Os dados de basidiosporos estdo divididos em: Q = razado entre largura e altura na forma
de um intervalo de todos os basidiésporos medidos, e Qm = o valor Q médio de todos os
basididsporos medidos.

3.3 Extracao de DNA e identificagdo molecular

O DNA foi extraido a partir de micélio provindo de uma cultura liquida (PDB), agitada
com barra magnética em um Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de meio. Apos a trituracao
do micélio com a agitagdo didria com a barra magnética, o micélio foi filtrado utilizando uma
bomba de vacuo acoplada a um kitassato contendo um funil de ceramica com filtro de papel,
por onde o meio liquido foi filtrado. O filtrado resultante foi coletado sob condi¢des nao-estéreis
e acondicionado em tubos Eppendorf de 1,5 ml e imediatamente levado ao congelador de uma
geladeira (-20 °C). A extragdo se deu no laboratorio de Bacteriologia do Prédio de Sanidade
Animal da UFRRIJ e ainda se encontra em processo de depdsito no GENBANK sob o codigo
SUB16230156.

Foi realizada a extragdo sob método CTAB padronizado para extracdo de fungos
filamentosos (Goes-Neto; Loguercio-Leite; Trindade Guerrero, 2005). O DNA resultante foi
ressuspendido em agua ultrapura e deixado no congelador. Foi amplificado nuc rDNA ITS1-
5.8S-ITS2 (ITS) por meio da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR), utilizando os
primers ITS1 e ITS4. As reacdes foram preparadas em microtubos de 0,2 mL contendo volume
final de 25 pL, composto por tampao de reacdo (1X), Taq DNA polimerase (1 U), MgClz (2,5

10



mM), dNTPs (0,2 mM), primers ITS1 e ITS4 (0,4 uM cada), 2 uL. de DNA molde e dgua
ultrapura estéril para completar o volume final.

As amplifica¢des foram conduzidas em termociclador utilizando o seguinte programa:
desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 min; 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 s, anelamento
a 55 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por 1 min; seguidos de extensdo final a 72 °C por 7 min.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% para
confirmagdo da amplificagcdo da regido ITS dos fungos. O DNA foi sequenciado na Plataforma
de Sequenciamento de DNA (PSEQDNA) da UFRJ pelo método Sanger.

Andlises filogenéticas e de evolugdo molecular foram conduzidas usando o MEGA
versao 12.1 (Kumar et al., 2024). Foram utilizadas sequencias obtidas em trabalhos anteriores
no GENBANK (Magnago, 2018). As amostras foram alinhadas com o algoritmo ClustaW com
os parametros padrdo e entdo corrigidos manualmente quando necessario, as regioes de
consenso entre todas as espécies, mas que apresentavam lacunas nas sequéncias obtidas para o
taxon em estudo foram preenchidas com os nucleotideos correspondentes meticulosamente.

As distancias evolutivas foram calculadas usando o método de Miéxima
Verossimilhanga Composta e estdo em unidades de niumero de substituigdes de bases por sitio.
O procedimento analitico abrangeu 15 sequéncias de nucleotideos. A opcao de exclusdo de
pares foi aplicada a todas as posi¢des ambiguas para cada par de sequéncias, resultando em um
conjunto de dados final com 826 posi¢des. A porcentagem de arvores replicadas em que os
taxons associados se agruparam no teste de Bootstrap (1.000 réplicas) ¢ mostrada ao lado dos
ramos. A arvore estd desenhada em escala, com os comprimentos dos ramos nas mesmas
unidades das distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética.

3.4 Avalia¢ao de crescimento do micélio

Foram avaliados o crescimento e morfologia da cepa PHB281024 sob diferentes
condigdes. A reativacdo da cultura a partir de uma amostra de micélio armazenada em agua
destilada a temperatura ambiente (~25 °C) se deu em placas de Petri de acrilico de 9 cm de
diametro contendo 20 ml de meio de cultura BDA (KASVI) autoclavado por 20 min a 121 °C.
Ap6s 14 dias de crescimento a 30 °C, foram retirados discos de 6 mm de didmetro e transferidos
para os meios avaliados, tomando cuidado para aleatorizar os discos das diferentes placas entre
os tratamentos. As placas foram fotografadas utilizando-se uma camera Sony NEX-3N.

Inicialmente, seguindo um rigoroso padrao de fotografias a cada 48 horas, o efeito da
temperatura foi avaliado. Apds a avaliagdo da temperatura ser completada, foi montado o
experimento para avaliar o efeito do pH no crescimento do micélio, porém, ele foi aferido a
cada 72 horas. Por fim, avaliou-se sob a temperatura e pH de crescimento mais rapido diferentes
meios de cultura solidos, dessa vez aferidos a cada 96 horas, essa diferenca nos tempos de
afericdo foi implementada visando diminuir a quantidade de fotografias tiradas e facilitar o
trabalho, devido ao crescimento mais lento demonstrado nos dois primeiros experimentos,
porém posteriormente, na analise de dados, essa diferenca de tempo afericdo revelou,
inesperadamente, um outro aspecto do micélio que nao havia sido planejado.

Foram medidos até no minimo 18 dias, a depender da resposta do fungo a medigao se
estendeu até os 23 dias. Cada tratamento dispds de 5 repetigoes.

Para medicdo do didmetro e da area da col6nia foram aplicadas técnicas de visdo
computacional baseadas em inteligéncia artificial. Adotou-se o modelo YOLO (You Only Look
Once) para a tarefa de deteccao de objetos, juntamente com a escala em pixels/cm para cada
imagem a partir de uma escala fotografada junto das placas. As imagens foram previamente
rotuladas com a plataforma Label Studio, que permitiu a sele¢do manual das colonias de
interesse, para que o modelo as selecionasse previamente.
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A partir das colonias foram geradas caixas delimitadoras pelo modelo treinado, tornando
possivel calcular o didmetro médio entre os diametros dos eixos X € y, como também a area
ocupada por cada coldnia em centimetro quadrado, que entdo foram utilizadas para calcular as
taxas de crescimento a partir da formula 1:

Formula 1:

Ad

tc = At

Onde:

tc = Taxa de crescimento em cm dia™!

Ad = Diferenca entre didmetro do ultimo e primeiro dia de medigao.

At = Diferenga entre o tltimo e primeiro dia de medigao.

3.5 [Efeito de diferentes meios de cultura

Os meios utilizados para o crescimento micelial de P. beniensis avaliados foram batata
dextrose agar (BDA), peptona batata dextrose agar (PBDA), peptona levedura batata dextrose
agar (PLBDA), peptona extrato de malte agar (MEA), batata dextrose borra de café dgar (BCA),
serragem batata dextrose agar (DAS) e o meio M1 obtido da patente de Ji et al., (2009). A
composi¢ao dos meios encontra-se na Tabela 2. Todos os meios foram ajustados para pH 5,5
utilizando 1 N HCI ou 1 N NaOH antes da esterilizacdo. A incubagdo se deu a 30 °C em
ambiente sem luz. O meio de cultura com a taxa de crescimento mais rapida foi selecionado
para os testes seguintes.

Tabela 2. Concentragdes dos componentes dos meios de cultura sélido.

Quantidade (g/1)
Componente BDA PBDA PLBDA MEA BCA DAS Ml
Batatas 200 200 200 200 200 200 200
Dextrose 20 20 20 20 20 20
Maltose 10
Extrato de Levedura 2 2 1
Peptona 1 1
Borra de Café 50
Serragem fina (< 0.5 mm) 5
K>POy4 1
MgSO4 1
Agar 20 20 20 20 20 20 20

Legenda: batata dextrose agar (BDA), peptona batata dextrose agar (PBDA), peptona levedura
batata dextrose agar (PLBDA), peptona extrato de malte dgar (MEA), batata dextrose borra de
café agar (BCA), serragem batata dextrose agar (DAS) e meio M1 (Ji et al., 2009).

3.6 Efeito de diferentes temperaturas e pHs

O crescimento se deu a partir do meio de cultura com melhor desempenho, sob as
temperaturas 25, 30 e 35 °C. Apo6s a conclusdo dos testes de temperatura, novos meios de cultura
foram ajustados para o pH 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5 e 8 antes da autoclavagem utilizando 1 N
HCl ou 1 N NaOH, e incubados na temperatura ideal obtida no experimento anterior. Esses dois
fatores, com 5 repeticdes por tratamento, totalizaram 15 e 45 unidades experimentais,
respectivamente.
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3.7 Cultivo axénico

Inicialmente, foram preparados 150 ml de meio liquido PDB em um Erlenmeyer de 250
ml, ajustado para pH 4, que foi esterilizado por 20 min a 120 °C e inoculado com um disco de
micélio e incubado por 20 dias sob agitacdo eventual. Graos de trigo foram deixados de molho
por 24 h e entdo cozidos por 20 minutos quando o interior dos graos ndo estava mais branco.
Foram entdo deixados escorrer o excesso de agua, acrescidos de 1,5% (p/p) de CaSOg,
homogeneizados e divididos em potes de vidro com tampa permeavel ao ar de 500 ml com 250
g de grao em cada. A esterilizag¢do se deu a 120 C° por 60 minutos. Apods 20 dias de incubagao
sem indug¢do luminosa a 30 °C, os graos foram utilizados para inocular os sacos de substrato.

Foram utilizados 3 tratamentos para avaliar diferentes formulagdes de substrato. As trés
formulagdes de substrato testadas empregaram componentes lignocelulosicos e fontes
complementares de nutrientes.

A composicao dos substratos encontram-se na Tabela 3. A palha utilizada foi de arroz,
triturada, e a serragem de Eucalyptus sp. Apds homogeneizacdo dos materiais secos e adi¢ao
do agucar em solucdo diluida, adicionou-se agua até atingir 65% de umidade.

Tabela 3. Composi¢do dos substratos utilizados para verificagdo do cultivo de P.
beniensis.

Tratamento Serragem Palha Vef;zho Farelo de Sulfato de calcio Acucar
(%) (%) (%) trigo (%) (CaS) (%) (%)
T1(S) 58 - 20 20 1 1
T2 (SP) 29 29 20 20 1 1
T3 (P) - 58 20 20 1 1

O substrato foi acondicionado em sacos de polipropileno com filtro de ar, com 500 g
em cada, submetido a esterilizagdo a 121 °C por 60 min. Apos o resfriamento, realizou-se a
inoculagdo com o in6culo de graos de trigo em cdmara de fluxo laminar a uma proporgao de
5% de in6culo (p/p) e entdo foram selados e incubados a 25 + 2 °C até a colonizacdo completa.

Para cobertura dos substratos foi utilizado solo de sub-bosque peneirado para remover
galhos e folhas ajustado para 20% de umidade sob o peso do solo seco ao ar. Foi feita uma
camada de aproximadamente 2 cm sob o substrato o que totalizou cerca de 200g por bloco,
similar ao utilizado por Ji et al. (2011) no uso de solo local nao esterilizado.

A temperatura da estufa foi mantida a 24 - 30 °C com umidade 80 - 90% para a
colonizagdo da camada de cobertura pelo fungo. Apds a colonizagdo completa, seria elevada a
umidade para 90-100% e o CO- ajustado para 500 - 750 ppm através de maior ventilacdo da
estufa.

Apbs a adicdo do solo, as camadas de cobertura de todas as repeticdes foram
contaminadas pelo fungo Trichoderma sp., ocasionando a interrupcdo do experimento de
cultivo prematuramente.

De cada unidade experimental foram coletados dados referentes ao tempo de
colonizacdo completa do substrato. Foi utilizada a diferenga de crescimento, em centimetros,
entre 2 dias consecutivos para avaliar a taxa de crescimento nos substratos.

3.8 Analise estatistica

Todos os resultados foram analisados com auxilio da estatistica descritiva, analise de
varidncia (ANOVA), teste de Tukey a 5% de probabilidade e regressdo linear utilizando o
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software RStudio. A visualizagdo grafica foi feita utilizando pacotes em Python no software
Visual Studio Code.

3.9 Utilizacao de Inteligéncia Artificial

Durante a execucdo deste trabalho, foi utilizado um assistente de linguagem natural
baseado em inteligéncia artificial generativa (Deepseek) exclusivamente para tarefas de suporte
a redacao cientifica. Especificamente, a ferramenta foi empregada para revisdo gramatical e de
estilo dos textos escritos em portugués e inglés, sem alteracao do conteudo cientifico original e
padronizagdo das referéncias bibliograficas de acordo com as normas ABNT NBR 6023, com
auxilio na corregdo de abreviagdes e inclusao de DOIs e links de acesso;

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Area de coleta e Identificacio Taxondmica

Os esporoforos foram coletados em uma area de capoeira com predominio de espécies
arboreas identificadas como Mimosa bimucronata (marica), cercada por pastagens e com
presenga de gado, com ambiente proximo alagado periodicamente e solo com textura arenosa.
Os cogumelos ocorrem sob a copa das espécies de M. bimucronata em alguns pontos da
paisagem nao alagadigos, de forma gregaria, com maior recorréncia de aparigdes nos meses
chuvosos. Essa populagdo de P. beniensis ocorre no mesmo local a a0 menos 5 anos, surgindo
em locais diferentes, sob a sombra das arvores.

Phlebopus beniensis (Singer & Digilio) Heinem. & Rammeloo, Mycotaxon 15: 390
(1982).

Figuras. 3a-c; 4

Tipo: R. Singer B1613, Bolivia, Guayaramerim (LIL) (como citado por Heinemann &
Rammeloo 1982).

Pileo de 50-170 mm de diametro, hemisférico com a margem levemente encurvada
quando imaturo, se tornando plano-convexo e com depressdes no centro e distribuidas
irregularmente no pileo; Superficie seca e lisa e de cor amarelo acastanhado ou castanho
avermelhada (Figura 1(A)); Margem distinta e livre de poros; Contexto com 15—39 mm,
macio, amarelo claro, se tornando levemente azulado com a exposicao ao ar, especialmente na
metade do contexto proxima aos tubos, mudando para levemente avermelhado com KOH 5%;
Himendforo subdecurrente a depresso perto do estipe, com tubos de até 1,7 mm de altura, de 2
- 3 poros/mm? e de cor amarelo-claro a amarelo especialmente préximo a margem do pileo e
conexao com estipe, se tornando marrom-amarelado 4 marrom escuro quando amassado; Estipe
25-70 mm de comprimentoe 15-26 mm de largura, central, subigual ou clavado, soélido,
superficie seca, amarela proximo ao pileo se tornando marrom amarelada 4 preta acinzentada
proximo a base, ficando mais escuro onde manipulado, contexto de marrom na superficie a
amarelo creme no centro, com forte reacdo de azulamento perto da base em algumas amostras
(Figura 1(B — C)); O micélio da sua base era marrom; Carimbo de esporos de cor marrom
amarelado a marrom oliva. Odor e sabor ndo determinados.

Basidiosporo (6,6) 6,7—17,5 (7,7) X (4,4) 4,8 - 5,2 (5,4) um, Q=1.4 - 1.5, N =50, Me
= 7.1 x 49 um, Qe = 1.4, elipsdide a curto-elipsoide, castanho-amarelado em KOH 5%,
inamiloide, de parede ligeiramente espessa, apresentando superficie lisa sob microscopia de
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luz, com presenga de gutulas largas, presenca de apéndice hilar sublateral perceptivel. Basidios
19,9-26,7 x 8,1-13,3 um (Qm = 2,2), clavados, de parede fina, hialinos, com 4 esterigmas
medindo de 2,5-6 um de comprimento, eventualmente com gutulas oleaginosas (Figura 1(D)).
Queilocisticios observados, apenas realmente nas pontas externas dos tubos, sendo clavados e
bastante arredondados e perceptiveis, com o dobro da largura dos basidios. Pleurocistidios ndo
observados no tubo ou inconspicuos, presenca de elementos clavados a subclavados junto aos
basidios e de mesmas dimensdes; trama do himendéforo boletoide, com estrato médio
gelatinizado formado por hifas estreitas, irregulares a divergentes, 2—4,5 um de largura,
hialinas, hifas oleiferas ndo observadas. Pileipellis do tipo tricodérmico, com elementos
terminais de 2—10 um de largura, com elementos mucronados, fusiformes e cilindrico-clavados,
lisos, de parede fina. Trama do pileo entrelagada, com hifas de 5—14 pm de largura, hialinas,
eventualmente com pigmento ambar e infladas. Estipitelipelis composta por caulocistidios ou
cistididlos clavados, cilindricos, mucronados a inflados, de 3—10 um, de parede fina, hialinos,
com presenca rara de caulobasidios, similares aos basidios. Trama do estipe formada por hifas
dispostas longitudinalmente, cilindricas, de 4—9 um de largura, hialinas. Conexdes em fivela
presentes em todos os septos.

Material examinado: Seropédica, Campus da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Campo atrds do Colégio Técnico da UFRRIJ, 24 outubro 2024, Nagy et al. PHB2810.
UFRJ1564.

Figura 3 — a-c. Espor6foros de Phlebopus beniensis. a. pileo, himénio, e espordéforo pouco
desenvolvido, em vermelho visao aproximada do himénio; b. insercao do estipe no pileo; c.
Reacgdo azul-esverdeada na base do estipe. d. da esquerda para direita: basidios, esporos e
elementos terminais da pileipelis.

As caracteristicas encontradas vdo de encontro as descritas para P. beniensis na
literatura (Calaga et al., 2018; Magnago, 2018), principalmente no tamanho dos esporos, que
sdo em sua grande maioria < 7,5 pm, cor do pileo castanho amarelada 4 avermelhada, tamanho
de poro de até 0,5 mm e pleurocistidios inconspicuos ou muito raros, a presenc¢a ou auséncia de
cistidios pode variar de acordo com a interpretacao do taxonomista, pois podem ser confundidos
com cistidiolos tendo em vista que outras espécies do género possuem auséncia de cistidios. No
Brasil sdo registrados a ocorréncia de até 4 -5 espécies, porém, todas diferem ou no tamanho de
poro, de esporos, na cor e textura do pileo, dentre outras, além disso, Magnago (2018)
demonstrou também, por meio de métodos moleculares, que variagdes na cor do pileo e reagdes
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de azulamento no contexto sdo caracteristicas que variam dentro da espécie P. beniensis, e que
ele possui poucos cistidios. Foram encontrados, porém, queilocistidios na ponta dos tubos, o
que também vai de encontro com a literatura, que atesta a sua presenca apensas nessa
localizagao, foi bastante dificil realizar sua visualizagao no material desidratado, necessitando
realizar cortes a mao livre em material coletado fresco para conseguir observar.

Para além disso, aqui propde-se a possivel consideragao de que a espécie descrita como
Boletus tropicus por Gongalves (1940), onde hoje ¢ o municipio de Nova Iguagu,
provavelmente se tratava de P. beniensis. Embora nao seja possivel confirmar a identidade do
material analisado por Gongalves (1940) devido a auséncia de descricdo microscopica, a
localidade (Baixada Fluminense) e o hospedeiro (Citrus sp.) sdo compativeis com a ocorréncia
de P. beniensis. Estudos futuros com coletas na mesma regido poderdo esclarecer essa questao.

Esse registro representa o primeiro registro formal da presenca de Phlebopus beniensis
para o estado do Rio de Janeiro, embora a probabilidade deste fato era alta por ja apresentar
registros para Amazonas, Bahia, Espirito Santo, Goias, Paraiba, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul
e Parana (Prado-Elias et al, 2022; Magnago, 2018).

4.2 Analise filogenética

Foi obtida a partir do sequenciamento dos fragmentos resultantes da PCR uma sequéncia
de nucleotideos de 585 pb. Houve um agrupamento do material estudado préximo de P.
beniensis sequenciadas por Magnago (2018). As outras espécies se agruparam em bracos
diferentes da arvore filogenética, que se encontra na Figura 4.

ss| MG996743.1 Phlebopus beniensis voucher ACM 267
24| MG996742.1 Phlebopus beniensis voucher ACM 265
381 MG996746.1 Phlebopus beniensis voucher DLK 1024
8l MG996745.1 Phlebopus beniensis voucher ACM 288
0L MG996747.1 Phlebopus beniensis voucher MAN 357
af MG996744.1 Phlebopus beniensis voucher ACM 285
w | MG996748.1 Phlebopus beniensis voucher DS 1056
68 L @ Phlebopus sp. UFRJ 1564
PV715675.1 Phlebopus bruchii voucher PLHE4
99 u KM675999.1 Phlebopus mexicanus voucher FCME:J.Cifuentes and S.Cappello 2009-233
% | KMB76000.1 Phlebopus mexicanus voucher UJAT:S.Cappello 2507
EU718109.1 Phlebopus marginatus isolate REH 8883

% KJ439037.1 Phlebopus portentosus voucher CY 421
MG996741.1 Boletinellus rompelii voucher AH 01 outgroup
b OR030334.1 Buchwaldoboletus xylophilus strain YITC-BU0O03

0.05

Figura 4. Arvore Maxima Verossimilhanga Composta (NJ) baseada em sequéncias rnITS. Valores de
bootstrap ao lado dos ramos em porcentagem. Simbolo circulo preto: taxon estudado. O codigo de acesso
do GENBANK encontra-se antes do nome da espécie. “outgroup” = grupo externo.

A sequéncia obtida apresentou maior similaridade com Phlebopus beniensis, porém o
isolado ndo se agrupou diretamente dentro do clado desta espécie na analise filogenética. Esse
padrdo pode estar associado a baixa qualidade da sequéncia obtida, com bases sobrepostas no
cromatograma, que pode introduzir erros na inferéncia filogenética, como lacunas ou ruido.
Apesar disso, a morfologia aponta para P. beniensis ¢ 0 DNA sugere a mesma espécie, mas
com baixa resolucao.
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4.3 Interacdo tripartite Fungo-Planta-Inseto

Foram encontradas duas raizes da Mimosa bimucronata (Maricd) com estruturas
fingicas, uma sob o local de surgimento de alguns esporéforos e a outra sem a presenga de
esporoforos, representando o primeiro registro dessa leguminosa com P. beniensis. As galhas
fingicas tinham 5 x 1,5 cm, envolviam as raizes secunddrias e mais finas da planta, com no
maximo 3 a 5 mm de espessura, ¢ continham dezenas de cochonilhas (Pseudococcidae) em
diversos estagios de desenvolvimento, como representado na Figura 5.

i

Figura 5. a-d. Galhas de Phlebopus beniensis associados as raizes de Mimosa bimucronata
contendo insetos da familia Pseudococcidae; a. raiz principal e secundaria, contendo o
esclerocio; b. Esclerdécio com abertura lateral demonstrando as cochonilhas. c¢. sec¢ao
transversal da raiz e da cripta; d. visdo lateral; os circulos vermelhos em ¢ e d destacam as
cochonilhas.

O interior das criptas tinha cor branca a amarelo claro ou castanho, se tornando castanho

escuro quase preto no exterior, sendo nao muito resistentes quando imidas, mas bastante
resistentes quando desidratadas. A planta em questdo apresentava colonias de formigas na base
do seu coleto/tronco. Nao se pode afirmar sobre os efeitos das galhas sob a saude do vegetal,
porém o mesmo coincidentemente ou ndo se encontra bastante afetado pelo que parecem ser
efeitos de ventos intensos, com queda de alguns galhos.
Nao obstante, acredita-se que as raizes envoltas pelas galhas estariam com menor
disponibilidade de 4gua, nutrientes e sob succdo das cochonilhas, sendo prejudicial. Algumas
das colonias e olheiros presentes nos arredores hoje em dia sdo de formigas do género Atta,
porém acredita-se que no passado abrigou formigas do género Solenopsis, ou formigas de fogo,
como sao mais conhecidas.

Sabe-se que a ocorréncia desse cogumelo se d4 ao longo do fragmento inteiro, se
estendendo para fragmentos de M. bimucronata mais distantes. Registrou-se, portanto, pela
primeira vez a interacdo entre Mimosa bimucronata e o género Phlebopus. Esse fato corrobora
com a literatura, que ja em 1940 (Gongalves) descrevia a presencga do género associado, porém
ndo restrito, a leguminosas.

E importante ampliar estudos da sua relagio ecoldgica para abrir o caminho para
entender melhor os métodos de cultivo biomiméticos, ou seja, em campo, dessa espécie.

4.4 Colonia cultivada

A colonia apresentou um crescimento relativamente lento se comparado a outros
basidiomicetos saprofitas, com 0,2 a 0,35 cm dia™'. Sua aparéncia macroscopica, era coriicea,
relativamente resistente, com presenca de pequenas protuberancias irregulares e eventualmente
gotas de exsudatos alaranjadas ou amareladas. As partes mais antigas adquiriram cor marrom,
ja as partes mais novas tinham cor amarelo-amarronzada. Apresentou também superficie
irregular, com eventualmente a presenga de sulcos. Os meios de cultura cultivados com P.
beniensis apresentaram forte mudanga de coloracdo, com um pigmento amarelo a amarelo-
avermelhado, podendo ficar bem escuro em alguns casos.
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O crescimento da coldnia possuia reentrancias no meio de cultura sélido, como uma
tentativa do fungo de “entrar” ou “escavar” o meio de cultura, quase sempre descolando o meio
de cultura do fundo da placa de Petri e formando uma espécie de protuberancia ou elevagao no
meio da colonia. A colonia e microscopia encontram-se na Figura 6.

A coldnia apresentou grande variagdo morfoldgica, apresentando texturas e formas com
grande diferenca entre si sem variacdo aparente das condi¢cdes ambientais ¢ de cultura. A
repicagem da colonia foi dificultada pela sua natureza coridcea, o que pode ter gerado
fragmentos irregulares que levaram ao crescimento diferenciado posteriormente, porém
somente a irregularidade do inoculo inicial provavelmente ndo explica toda a variacao de cores,
exsudagao, padroes de textura encontrados.

Bactérias contaminantes no meio de cultura tiveram seu crescimento visivelmente
inibido e crescimento cessado. A bacteriostase em meio de cultura ¢ um indicativo da producdo
de substancias antibioticas e difusdo das mesmas no meio, uma caracteristica presente em outras
espécies da familia (Madhosingh, 1966) como Buchwaldoboletus lignicola (Kallenb.) e
Chalciporus sphaerocephalus (Barla).

Figura 6. a-c. Colonia in vitro de Phlebopus beniensis - a. macromofologia do micélio
vegetativo em meio BDA; b. fragmentos inflados da colonia mostrando um grampo de conexao
(fibula) (circulo preto); c. Hifas finas e infladas, com a presenga de grampo de conexao duplo
(circulo preto).

A andlise microscopica revelou constante presenga de grampos de conexdao com um e
dois grampos, similar ao reportado na literatura (Thongklang ef al., 2011). Além disso
elementos de hifas inflados foram encontrados, tanto nas bordas quanto no centro das coldnias,
um fato ainda ndo reportado para a espécie.

4.5 Crescimento do micélio em diferentes temperaturas, pHs e meios de cultura

A taxa de crescimento do micélio foi mais rapida na temperatura de 30 °C, em seguida
25 e 35 ° (Figura 7). A faixa de pH que apresentou o crescimento significativamente mais lento
foram os pHs > 6,5, além da regressdo linear significativa também indicar que existe uma
tendéncia de crescimento mais acelerado em pHs mais 4cidos. Os meios de cultura com as
maiores taxas de crescimento foram BDA e M1 (Figura 10), sendo o meio DAS o de
crescimento mais lento.
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Figura 7. Efeitos da temperatura na taxa de crescimento da linhagem selvagem PHB-281022
Phlebopus beniensis aos 20 dias. Os boxes com letras diferentes diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O efeito da temperatura e essa faixa de 30 °C como sendo a ideal também ¢é observado
em outras espécies de géneros distantes, como por exemplo Auricularia cornea (Drewinski et
al., 2024a) que também prefere 30 °C. Essa temperatura ¢ muito encontrada em espécies
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Figura 8. Efeito do pH do meio de cultura na taxa de crescimento do micélio de Phlebopus

beniensis. Os boxes com letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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As taxas de crescimento obtidas na verificagdo dos diferentes meios de cultura maxima
foi em média de 0,35 cm dia™!, uma taxa similar ao encontrado na literatura para o género,
equiparando-se as mais rapidas. As taxas de crescimento da temperatura e pH foram de 0,22 ¢
0,28 cm dia!, respectivamente em média, que ¢ um resultado mais lento se comparado ao
observado no experimento de meios e nao obstante mais proximo da literatura.

Conforme os diferentes experimentos foram conduzidos, o tempo de coleta foi
modificado, no de temperatura fotografou-se a cada 48 h, pH a cada 72 h e meios a cada 96 h,
isso causa diferentes exposi¢des a luz no momento de realizar a fotografia, isso poderia explicar
a maior taxa de crescimento no experimento de meios de cultura, embora ele tenha realizado
utilizando o mesmo meio e nas melhores condi¢des das etapas anteriores. A sensibilidade a luz
de P. portentosus ja ¢ reportada na literatura, com uma maior taxa de crescimento no escuro
(He et al., 2009).

O género Phlebopus possui afinidade com amido e xilana, evidenciada pelo seu aparato
genético-enzimatico (Kang et al., 2025; Wan et al., 2021) que talvez possa ajudar a explicar o
desempenho lento do fungo quando adicionada a serragem no meio, talvez por uma baixa
capacidade enzimatica para degradacao de lignocelulose do género.

Os resultados obtidos para pH, temperatura e meios de cultura sdo muito similares aos
encontrados na literatura, sendo 30 °C e pHs mais acidos ligados a maiores taxas de crescimento
e producao de biomassa. Os resultados de crescimento mais rapido obtidos por outros autores
em meios de cultura s6lidos para espécies proximas encontra-se sumarizado na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas e parametros de crescimento e suas respectivas taxas de crescimento
de espécies de Phlebopus reportadas na literatura.
Taxa de

Espécie crescimento  pH Meio Temlz cratura Referéncia
- ¢ 0
(cm dia™)
Thongklang et
P. portentosus - 4 MEA 30 al. (2011
P. portentosus 0,35 4 - 30 He et al. (2009)
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Kumla;

P. spongiosus 0,32 5 MS, L-MMN 30 Suwannarach &
Lumyong (2020)

P. spongiosus 0,28 4,5 MS 30 Nhi et al. (2017)
P. roseus 0,3 - PDA 24 Mei et al. (2020)

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: MEA (Extrato de malte dgar), MS (Murashige and
Skoog agar), L-MMN: modified Melin-Norkans agar.

Em muitos casos, as taxas de crescimento indicam linhagens que demonstraram o
crescimento mais rapido. Outras linhagens obtidas de P. beniensis (dados ndo publicados,
Nagy, 2026) demonstram taxa de crescimento desacelerado e morfologia da colonia
heterogénea por causas desconhecidas, provavelmente inerentes a linhagem ou fatores externos.
Isso pode indicar que possuimos uma linhagem promissora para formar a base para o
melhoramento genético e cultivo em grande escala.

4.6 Cultivo axénico

T2: Serragem
+ Palha

Figura 11. Cultivo axénico de P. beniensis em substratos a base de serragem de Eucaliptus sp.
e palha de Oryza sp. Abaixo, linha de coloniza¢do do micélio no substrato.

O substrato demorou cerca de 50 dias até a colonizagdo completa, similar ao reportado
de 45 — 60 dias por Thongklang et al. (2011), porém, ainda hd muito espago para melhorar a
velocidade de colonizagdo do substrato. No caso desse experimento o micélio cresceu no
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sentido de menor dimensao do substrato, além de possuir menos substrato como um todo, com
apenas 500 g, tendo em vista que geralmente ¢ utilizado 800 — 1300 g em cultivos comerciais
de P. portentosus e que levam em torno desse tempo, ha por exemplo uma técnica de perfurar
o substrato para aumentar a cobertura de micélio inicialmente acelerando a colonizagao, que
poderia ser utilizada em experimentos futuros que se aproximem mais dos empregados na
industria de produgao desse cogumelo.

A taxa de crescimento ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos
ficando em torno de 1 cm dia™!, porém, os substratos que apresentaram palha adquiriram um
volume maior apds o envasamento, gerando entdo uma superficie maior para o micélio
percorrer, atrasando a colonizagdo desses tratamentos no tempo, mas ndo em termos de taxa de
crescimento. A aparéncia do micélio nos substratos a base de serragem pareceu mais densa. O
crescimento de 1 cm dia™! ¢ maior que o encontrado de 0,35 cm dia™! em placas, sugerindo uma
maior afinidade pelo substrato.

A superficie do substrato aparentava estar ressecada no momento de adi¢do da camada
de cobertura, enquanto a parte de baixo aparentava estar umida, isso pode ter prejudicado a
colonizacdo do casing, porém, ndo foi o maior impedimento, tendo em vista a contaminagao
geral por Trichoderma sp. Esse resultado ocorreu por diversos fatores, levando em consideragao
o ambiente, as condi¢des do solo e 0 ndo conhecimento da resisténcia a patogenos da linhagem
estudada, h4d a necessidade de realizar o experimento utilizando casing esterilizado como
comparagdo, € também aplicar estratégias citadas na literatura para diminui¢do de
contaminagoes, como adicao de turfa, solugdes nutritivas, coleta de solo de camadas do subsolo
com menos microrganismos ou microrganismos selecionados, compostagem do solo, dentre
outras alternativas. Deve-se também procurar imitar o recipiente de cultivo otimizado asiatico,
visando uma taxa de colonizag@o mais rapida e menos diferenca de idade entre o micélio inicial
e o do final da colonizagdo, evitando seu ressecamento.

4.7 Perspectivas futuras

Hé a necessidade de se intensificar as pesquisas da espécie P. beniensis acerca das
capacidades de diferentes linhagens em diferentes substratos de produzir cogumelos, criando
uma base de comparagdo para o estudo do cultivo dessa espécie. Sera necessario a colecdo de
linhagens de diferentes partes do pais e realizagdo de uma bateria de avaliagdes como as deste
estudo, e do correto e seguro armazenamento delas, possibilitando estudos de melhoramento
genético.

O avango no cultivo devera vir acompanhado de estudos avaliando a aceitagao do
cogumelo pela populagdo brasileira, e se o seu sabor ¢ realmente apreciado e poderia ter
demanda de mercado, o que ¢ muito provavel devido a grande procura do género Phlebopus na
Asia e na Argentina, por exemplo, que motivou extensivos investimentos no desenvolvimento
da sua cultura na China.

Para realizar essas ag¢des € necessario um maior direcionamento e captagdo de recursos
para formacao de técnicos e profissionais habilitados para pesquisar a respeito do cultivo de
cogumelos comestiveis e seu aproveitamento, similar ao desenvolvido a décadas em paises
asiaticos, como um processo de valorizagdo de mais um setor da biodiversidade brasileira.

5 CONCLUSAO
Este estudo registrou primeira vez a ocorréncia de Phlebopus beniensis no estado do Rio de
Janeiro.
Pela primeira vez no Brasil observou-se a interagcdo ecoldgica tripartite, € de forma pioneira no
mundo entre as espécies Mimosa bimucronata, P. beniensis ¢ Pseudococcidae sp., sendo a
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segunda interacdo registrada para a espécie fungica, trazendo também mais uma contribui¢do
para a escassa literatura a respeito.

Este estudo descreveu pela primeira vez as caracteristicas morfologicas e de desenvolvimento
de uma linhagem de P. beniensis in vitro sob diversas condi¢des ambientais.

As condigdes in vitro para a espécie P. beniensis de maior taxa de crescimento (30 °C, pHs
acidos e meio M1) foram elucidadas pela primeira vez através da linhagem PHB281024,
inclusive com a tentativa de cultivo inédita sob método axénico.

Pode-se concluir, portanto, que P. beniensis ¢ uma espécie com importante potencial
alimenticio, agrondmico e cultural, restando a necessidade de mais estudos para elucidar melhor
suas interagdes ecologicas e seus potenciais danos & culturas agricolas, além disso elucidar
também as condicdes para formacao dos seus espordforos sob cultivo artificial, o que
proporcionaria a possibilidade de avaliacdo do seu cultivo em grande escala para o mercado
brasileiro.
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