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RESUMO

Dentre as 22 mil espécies de cogumelos conhecidas, mais de 2.000 sdo comestiveis e apenas
100 espécies sdo cultivadas mundialmente. Espécies de ocorréncia natural nas matas
brasileiras podem ser bastante promissoras para estudos de cultivo e futura insercdo no
mercado nacional de cogumelos comestiveis. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é
conhecer a diversidade de espécies do género Lentinus que ocorrem principalmente em
areas de Mata Atlantica e investigar os fatores de cultivo in vitro em meio de cultura e em
substrato de cultivo. Os isolados foram obtidos a partir de espécimes coletados
principalmente em areas da Mata Atlantica do Sudeste do pais e do Pantanal. A identificacdo
dos isolados do género Lentinus foi certificada por meio da amplificagdo e sequenciamento
da regido intergénica ITS (barcoding para fungos) do DNAr. Os isolados identificados
foram cultivados em meio de cultura BDA e submetidos a testes de crescimento micelial e
formacédo de biomassa em diferentes temperaturas (25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C e 45 °C). Os
isolados com melhor desempenho em meio de cultura foram crescidos em dois substratos
(serragem de eucalipto e palha de arroz) para determinacdo da velocidade de crescimento
in vitro em substrato de cultivo sob a melhor temperatura do teste em meio de cultura. Foram
identificadas duas espécies (L. concavus e L. scleropus), além de isolados que correspondem
a dois complexos de espécies: complexo L. berteroi e complexo L. crinitus. Os testes em
meio de cultura foram realizados com um isolado de L. concavus, nove isolados do
complexo L. berteroi e trés isolados do complexo L. crinitus. Para L. scleropus nédo foi
obtido isolado em cultura pura para os testes in vitro, mas sua ocorréncia no Brasil foi
confirmada a partir de estudos morfolégicos e moleculares. A melhor temperatura para
crescimento em meio de cultura das trés espécies foi 35 °C e o tempo de colonizacéo das
placas foi trés dias para L. berteroi e L. crinitus e quatro dias para L. concavus. Para o teste
de substrato foram selecionados os isolados que tiveram melhor resultado em meio de
cultura, e a melhor velocidade de crescimento micelial foi verificada no substrato a base de
palha de arroz para as trés espécies, sendo testados o isolado CCIBt3009 do complexo L.
berteroi, o isolado NMJ430 de L. concavus e o isolado MPCS96 do complexo L. crinitus.
Apesar do crescimento mais acelerado no substrato a base de palha de arroz, o isolado
CCIBt3009 do complexo L. berteroi formou basiodiomas apenas no substrato a base de
serragem de eucalipto. Os demais isolados testados nos substratos de cultivo ndo formaram
basidiomas. A pesquisa sobre o potencial de cultivo de cogumelos silvestres pode levar a
novas descoberta de espécies e isolados com maior produtividade e melhor adaptados as
condicbes de habitat local do que as linhagens exoticas de espécies comestiveis
comercializadas.

Palavras-chave: domesticacdo, Mata Atlantica, temperatura.



ABSTRACT

Among the 22,000 known species of mushrooms, more than 2,000 are edible and only 100
species are cultivated worldwide. Species occurring naturally in the Brazilian forests can be
very promising for cultivation studies and future insertion in the national market of edible
mushroom. Therefore, the objective of this work is to know the diversity of species of the
genus Lentinus that occur in areas of the Atlantic Forest and to investigate the in vitro factors
of cultivation in culture medium and cultivation substrates. The isolates were obtained from
specimens found in areas of the Atlantic Forest in the Southeast of the country and Pantanal.
The identification of the isolates of the genus Lentinus was certified through amplification
and sequencing of the ITS intergenic region (barcoding for fungi) of the rDNA. The
identified isolates were cultivated in PDA culture medium and evaluated on mycelial growth
and biomass formation tests at different temperatures (25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, and 45
°C). The isolates with the best performance in culture medium were cultivated in two
substrates (eucalyptus sawdust and rice straw) to determine the in vitro growth rate in
substrates for cultivation under the best temperature tested in culture medium. Two species
were identified (L. concavus and L. scleropus), in addition to isolates that include two
species complexes: L. berteroi complex and L. crinitus complex. Tests in culture medium
were performed with one isolate of L. concavus, nine isolates of the L. berteroi complex,
and three isolates of the L. crinitus complex. Lentinus scleropus was not isolated in pure
culture for in vitro tests, but its occurrence in Brazil was confirmed through morphological
and molecular studies. The best temperature for the three species was 35 °C and the plate
colonization time was three days for L. berteroi and L. crinitus and four days for L.
concavus. For the substrate test, the strains that had the best results in the culture media test
were selected, and the best mycelial growth rate was verified in the rice straw-based
substrate for the three species, with the tests conducted for the isolate CCIBt3009 of the L.
berteroi complex., the isolate NMJ430 of L. concavus, and the isolate MPCS96 of the L.
crinitus complex. Despite the faster growth in the rice straw-based substrate, the isolate
CCIBt3009 of L. berteroi complex formed basiodiomata only in the eucalyptus sawdust-
based substrate. The other isolates tested under the substrates for cultivation did not develop
basidiomata. Research on the potential for cultivating of wild mushrooms could lead to the
discovery new species and isolates with higher productivity and better adapted to local
habitat conditions than exotic strains of commercialized edible species.

Key words: domestication, Atlantic Forest, temperature
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1 INTRODUCAO

Uma estimativa recente trouxe o dado de que devem existir de 1,5 a 6,3 milhdes de
espécies de fungos no mundo (Niskanen et al. 2017), sendo que aproximadamente 148 mil
espécies sdo conhecidas atualmente (Antonelli et al. 2020). Dentre essas 148 mil espécies,
estdo incluidos os cogumelos, que representam um grupo de fungos que desenvolve estruturas
de reproducdo macroscopicas e estdo presentes, principalmente, em dois filos do reino Fungi:
Basidiomycota e Ascomycota. Estima-se a existéncia de cerca de 22 mil espécies de
cogumelos (Hawksworth 2001), sendo 2.189 sabidamente comestiveis e pertencentes a 56
géneros (Li et al. 2021), o que representa cerca de 10% das espécies de cogumelos conhecidas.

No Brasil, ja foram listadas 7.696 espécies de fungos, tendo na Mata Atlantica o
maior numero de registro de espécies, principalmente na regido Nordeste (Fungos 2023). No
que tange a diversidade de espécies de macrofungos em areas de Mata Atlantica do Brasil, ha
0 registro de aproximadamente 988 espécies das ordens Agaricales e Polyporales (Fungos
2023), que representam as ordens de Basidiomycota que incluem a maioria dos macrofungos
e das espécies comestiveis de cogumelos (Boa 2004, Li et al. 2021). Esses numeros, porém,
podem ser bem maiores, mas devido ao pouco investimento a pesquisa da biodiversidade
brasileira fora da regido costeira do Brasil (Magnusson et al. 2016), ainda pouco se sabe sobre
a diversidade desses organismos nas regifes mais ao norte do pais.

O consumo mundial de cogumelos aumentou significativamente nas Ultimas décadas,
sendo que a proporcdo de consumo que era, até 1997, de 1 kg pessoa/ano, passou, no ano de
2017, para 4,7 kg pessoa/ano (Royse et al. 2017). A industria mundial de cogumelos
movimentou, aproximadamente, 63 bilhdes de délares em 2013, sendo que a principal fonte
dessa renda advém dos cogumelos comestiveis cultivados, que representam 54% desse valor,
seguida dos medicinais, com 38%, e dos silvestres, com 8% (Royse et al. 2017).

A fungicultura no Brasil ainda é uma atividade em expanséo. O estado de S&o Paulo
é o lugar onde mais consome e produz cogumelos comestiveis no pais, com mais de 500
produtores espalhados por 93 municipios do estado e que ofertam, em sua maioria, trés grupos
de cogumelos comestiveis: Agaricus bisporus (J.E. Lange) Pilat, conhecido como
Champignon ou Portobello; Lentinula edodes (Berk.) Pegler, conhecido como Shiitake; e as
espécies do género Pleurotus (Fr.) P. Kumm, conhecidas no Brasil como Shimeji, Hiratake ou
Eryngii (Gomes et al. 2016, Ishikawa et al. 2017). Por mais que haja um aumento no consumo
e no desenvolvimento do setor de fungicultura no pais, ainda é pouco discutida e explorada a
possibilidade de cultivar especies de cogumelos comestiveis silvestres nativas ou de

ocorréncia natural nas matas brasileiras (Ishikawa et al. 2017).
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Os cogumelos silvestres, aqueles que ocorrem naturalmente nas matas, vém sendo
coletados e consumidos pelas populacdes do mundo h& milhares de anos (Boa 2004).
Civilizacdes antigas do Oriente e Ocidente europeu ja consumiam cogumelos antes do
nascimento de Cristo e, nos dias de hoje, os cogumelos ainda s&o bastante importantes para
alimentacdo e como fonte de renda (Boa 2004).

No Brasil, por outro lado, muito do conhecimento sobre cogumelos comestiveis
silvestres foi adquirido diretamente de comunidades indigenas (Fidalgo et al. 1967, 1986,
Prance et al. 1973) ou a partir de compilados de estudos etnomicolégicos, como o de Vargas-
Isla et al. (2013), que reuniu o conhecimento de doze grupos étnicos da Amazonia que
consomem e coletam cogumelos. Varios grupos Yanomami ja foram estudados com relacéo
ao consumo de cogumelos comestiveis silvestres e, de acordo com Vargas-Isla et al. (2013),
existe o registro de 34 espécies de cogumelos comestiveis utilizadas pelos povos indigenas da
Amazoénia. Além dessas 34 espécies, Sanuma et al. (2016) trouxeram o registro de mais sete
espécies nunca antes reportadas como alimento para a comunidade Yanomami da Amazonia
brasileira.

No estado de Sao Paulo, cerca de 90 espécies de cogumelos comestiveis silvestres ja
foram registradas, sendo pelo menos 12 delas, aquelas relacionadas aos géneros de cogumelos
ja cultivados comercialmente, com potencial de cultivo (Ishikawa et al. 2017). Além dos
conhecimentos tradicionais, recentemente foram lancados guias de cogumelos que ocorrem
naturalmente no pais com indicacdo de espécies comestiveis, como 0s livros “Fancs de
Angatuba”, primeira e segunda edicOes (Trierveiler-Pereira 2019, 2022), Primavera Fungi:
guia de fungos do Sul do Brasil, primeira e segunda edi¢des (Timm 2018, 2021), o guia de
coleta “Primavera Fungi: Cogumelos Comestiveis no Brasil” (Timm 2022) e o livro
“Cogumelos comestiveis nativos no Distrito Federal” (Santos 2017).

Dentre 0s 56 géneros de macrofungos comestiveis listados por Li et al. (2021) e cujas
especies ocorrem no Brasil, damos destaque ao género Lentinus Fr., que inclui espécies de
distribuicdo tropical e 30 espécies comestiveis (Li et al. 2021), o que representa 54% das
espécies conhecidas para o género, de acordo com os numeros de He et al. (2019).

Fries (1821) inicialmente separou 12 espécies como subtribo, Lentiscyphi Fr., de
Agaricus Fr. tribo Omphalia Fr. com base na sua textura dura e coreécea. Esta tribo formou a
base para o género Lentinus, descrito em 1825 por Elias Magnus Fries (Fries 1825) e
inicialmente considerado na familia Tricholomataceae R. Heim ex Pouzar devido a seus
representantes apresentarem esporada branca e himendforo lamelar (Miller 1973). Rolf Singer

(1951), introduziu caracteristicas da trama do himenoforo e das camadas sub-himeniais em
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sua descricdo de Lentinus, sabendo que ambas sdo Uteis na classificagdo dos fungos
agaricoides. Singer (1961), aceitando a afinidade com Polyporus P. Micheli, transferiu da
familia Tricholomataceae para a familia Polyporaceae Fr. ex Corda o género Lentinus e
demais géneros da tribo Lentinae Imai (Phyllotopsis E.-J. Gilbert & Donk ex Singer,
Pleurotus, Panus Fr., Geopetalum Singer), mas considerando tais taxons em Agaricales
Underw.

Pegler (1971, 1972, 1975) desenvolveu essa abordagem mas aceitando
Polyporaceae, incluindo a tribo Lentineae, dentro da ordem Aphyllophorales e usando a
constituicao hifal do basidioma como base para a segregacao genérica. Pegler (1971, 1975)
mostrou que algumas espécies de Lentinus possuiam uma construcdo hifal dimitica, com hifas
generativas e ligativas de complexidade variavel, as vezes aproximando-se de um sistema
trimitico, ao contrario de grande parte dos membros de Agaricales que sdo tipicamente
monomiticos, compostos unicamente por hifas generativas. Kuhner (1980) também
considerou o valor dos sistemas de hifas como base para classificacdo, mas preferiu reconhecer
Lentineae como uma tribo dentro de Pleurotaceae Kuhn. Julich (1982) criou a familia
monotipica Lentinaceae Julich dentro de Polyporales Gaum. No entanto, anteriormente,
Corner (1981), considerando espécies de Lentinus, Panus e Pleurotus da Mal&sia, empregou
o sistema hifal como caracteristica fundamental para distincdo desses grupos, e os definiu
como géneros distintos, pois Lentinus e Panus apresentam sistema hifal dimitico com
diferentes composicdes, sendo Lentinus caracterizado por hifas ligativas e generativas e Panus
por hifas esqueléticas e generativas, enquanto Pleurotus contém principalmente hifas
generativas. Porém, Pegler (1983) considerou as espécies de Panus no género Lentinus, que
foi por ele classificado em dois subgéneros, Lentinus subg. Lentinus e Lentinus subg. Panus
(Fr.) Pegler.

Desde entdo, a maioria dos autores (Corner 1981, Rune 1994, Redhead & Ginns
1985, Singer 1986, Grand 2004) tem considerado Lentinus sensu Pegler (1983) em pelo menos
dois (Lentinus e Panus) ou até cinco géneros (Lentinus, Panus, Neolentinus Redhead & Ginns,
Pleurotus e Heliocybe Redhead & Ginns). Essas segregacdes foram baseadas principalmente
em caracteres morfologicos, como o sistema hifal do basidioma, a ontogenia lamelar, o tipo
de podridéo e a presenca de elementos estéreis no himénio (Corner 1981, Hibbett et al. 1993,
Pegler 1983, Redhead & Ginns 1985, Singer 1986). Grand (2004) utilizou sequéncias de LSU
(Ribosomal Large Subunit) do DNAr para determinar a relagdo molecular entre Lentinus e
Panus, alem de utilizar dados da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) para estudar a

circunscricdo e delineamento de espécies de Lentinus, e concluiu que Lentinus e Panus sdo



19

distintos em nivel genérico com base nos dados de sequéncias de LSU.

De forma geral, os representantes do género Lentinus crescem solitarios ou agregados
e sdo distribuidos principalmente em regiGes tropicais, sendo caracterizados
macroscopicamente por apresentarem basidiomas xeromorficos, com textura firme e perene,
pileo fibroso, infundibiliforme e com escamas marrons, estipe escamoso e lamelas amareladas
(Pegler 1983). As espécies do género apresentam desenvolvimento gimnocarpico com o
himendforo se desenvolvendo externamente nos primordios e permanecendo assim durante
todo o crescimento (Pegler 1983).

O género Lentinus (= Lentinus subg. Lentinus sensu Pegler 1983) é composto por seis
secOes definidas principalmente por suas caracteristicas morfologicas macroscépicas:
Lentinus sect. Lentinus, Lentinus sect. Tigrini Pegler, Lentinus sect. Dicholamellatae Pegler,
Lentinus sect. Rigidi Pegler, Lentinus sect. Lentodiellum (Murr.) Pegler e Lentinus sect.
Pleuroti Sacc. Nessa ultima secdo, Pegler (1983) classificou uma Unica espécie, a qual foi
recentemente combinada no género Neofavolus Sotome & T. Hatt. por Seelan et al. (2015,
2016), sendo aceita atualmente como Neofavolus suavissimus (Fr.) Seelan, Justo & Hibbett.
As demais cinco sec¢des descritas por Pegler (1983) apresentam as seguintes caracteristicas: i)
Lentinus sect. Lentinus — caracterizada pela superficie do pileo pilosa-estrigosa em direcdo a
margem, as vezes escamosa ou glabrescente no centro; ii) Lentinus sect. Tigrini — apresenta a
superficie do pileo sem pelos fibrilosos, mas frequentemente com escamulas comprimidas,
contexto constituido por hifas esquelético-ligativas e hifas generativas infladas, trama
himenoforal de estrutura descendente, borda da lamela dentada, hyphal pegs presentes e
basididsporos cilindricos; iii) Lentinus sect. Dicholamellatae — caracterizada por apresentar a
superficie do pileo ndo pilosa, mas verrucosa-escamosa, desenvolvimento velangiocarpico,
contexto constituido por hifas esquelético-ligativas e hifas generativas ndo infladas, trama
himenoforal de estrutura radiada, hyphal pegs presentes ou ausentes, himendforo furcado
dicotomicamente, sem lamélulas verdadeiras e basidioporos elipsoides a estreitamente
cilindricos; iv) Lentinus sect. Rigidi — apresenta a superficie pilear escamosa ou glabra,
himendéforo ndo furcado, contexto constituido por hifas esquelético-ligativas e hifas
generativas ndo infladas, himendforo com trama radiada, presenca de hyphal pegs e
basididsporos pequenos e pouco cilindricos; e v) Lentinus sect. Lentodiellum — caracterizada
por apresentar pileo esbranquicado e sem escamas, himendforo ndo furcado, contexto com
hifas esqueleto-ligativas com ramificacdes reduzidas e hifas generativas ndo infladas, auséncia

de hyphal pegs e basidiosporos cilindricos.
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O género Lentinus apresenta caracteristicas morfoldgicas bem proximas de alguns
poliporos, principalmente por conta do sistema hifal, dos basididsporos cilindricos a elipsoides
e a presenca de hyphal pegs (Seelan et al. 2015). Além disso, o himendforo subporoide em
algumas espécies (ex.: Lentinus tigrinus (Bull.) Fr.) sugere a possibilidade de haver um
poliporoide ancestral para o grupo, como ja indicado por Pegler (1983). Hibbett et al. (1993)
realizaram um trabalho focado na ontogenia do desenvolvimento do himendéforo de L. crinitus
(L.) Fr. e L. tigrinus, analisando desde a formacdo de primoérdios até o completo
desenvolvimento dos basidiomas, e notaram que o desenvolvimento do himendforo de
algumas espécies do género é homologo ao de alguns poliporos, mas sua morfologia difere
nos estagios iniciais do desenvolvimento. Seelan et al. (2015), ao estudar Lentinus,
Polyporellus e Neofavolus, afirmou que a constru¢cdo mais parcimoniosa das analises
filogenéticas sugere que a condicdo plesiomdrfica do himendforo no género é a presenca de
poros circulares.

As relacdes entre Lentinus e certos poliporos sdo suspeitadas ha muito tempo com
base em caracteristicas anatbmicas (Corner 1981, Pegler 1983) e analises filogenéticas com
amostragem diversa de diferentes espécies e marcadores moleculares (Hibbett et al. 1993,
Tage Roland 2001, Kruger et al. 2008, Sotome et al. 2008, Grand et al. 2011; Sotome et al.
2013). Atualmente, alguns representantes antes classificados em Polyporus ou Polyporellus
tém sido tratados no género Lentinus por fazerem parte do mesmo clado monofilético, tais
como: L. arcularius (Bastsch) Zmitr, L. brumalis (Pers.) Zmitr., L. ciliatus (Fr) Zmitr. e L.
tricholoma (Mont.) Zmitr. (Hibbett et al. 1993, Kruger et al. 2008, Zmitrovich 2010).

Para o Brasil, das espécies de Lentinus com himenoforo lamelar (Lentinus sensu
stricto), ja foram registradas dez espécies nos biomas brasileiros: na Amazénia ha registros de
quatro espeécies, L. badius (Berk.) Berk (Drechsler-Santos et al. 2008a, 2008b, Grandi et al.
1984, Jesus 1996), L. concavus (Berk.) Corner (Bononi 1992, Bononi et al. 2008, Fidalgo &
Prance 1976, Sanuma et al. 2016), L. glabratus Mont. (Fidalgo & Prance 1976) e L. swartzii
Berk. (Drechsler-Santos et al. 2012); na Caatinga ha registros de L. crinitus e L. swartzii
(Bononi et al. 1981, Bononi 1984, Bononi 1992, Bononi et al. 2008, Bononi et al. 2017,
Campos et al. 2005 Capelari & Maziero 1988, Cavalcante et al. 2021, Drechsler-Santos et al.
2012); para o Cerrado ha registros de L. berteroi (Fr.) Fr. e L. crinitus (Abrahéo et al. 2012,
Abrahéo et al. 2019, Bononi 1984, Bononi et al. 1981, Bononi 1992 Bononi et al. 2008,
Bononi et al. 2017, Campos et al. 2005, Capelari & Maziero 1988, Cavalcante et al. 2021,
Drechsler-Santos et al., 2012); a Mata Atlantica € o bioma com maior registros de espécies,

incluindo L. badius, L. berteroi, L. crinitus, L. patulus Lév., L. scleropus (Pers.) Fr. , L.
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striatulus Lév. e L. swartzii (Drechsler-Santos 2008a, b, Gaudichaud-Beaupré 1827, Grandi
et al. 1984, Hennings 1904a, b, Jesus 1996, Pereira 1988); e para o Pantanal ha registros de L.
badius, L. concavus, L. crinitus e L. swartzii (Fidalgo & Prance 1976, Drechsler- Santos et al
2008, Bononi et al 2008). Dessas dez espécies de Lentinus registradas para o Brasil, seis s&o
espécies que ja foram reportadas como alimento: L. berteroi, L. concavus, L. crinitus., L.
glabratus, L. scleropus, e L. swartzii (Fidalgo & Prance 1976, Fidalgo & Hirata 1979, Prance
1984, Sanuma et al. 2016, Timm 2018).

Recentemente, Silva-Neto et al. (2019) realizaram estudos bromatoldgicos com
espécimes de L. crinitus coletados em um sistema agroflorestal no Cerrado do Brasil e
verificaram que os basidiomas apresentam um grande potencial nutricional para serem
inseridos e consumidos na forma de produto de mercado, similar as espécies ja
comercializadas. Ha também estudos com L. crinitus evidenciando alto potencial antioxidante
(Umeo et al. 2015), antibidtico e antitumoral (Erkel et al. 1996, Wasser 2014), além dos
basidiomas dessa espécie serem capaz de bioacumular litio, 0 que o torna uma op¢do como
alimento funcional bioenriquecido (Faria et al. 2019). Espécies de Lentinus tém também um
grande potencial industrial para o desenvolvimento de produtos nutracéuticos, j& que 0s
espécimes silvestres geralmente possuem aminoacidos, &cidos graxos poliinsaturados,
compostos fenolicos e polissacarideos (Sharma et al. 2014).

Investir na domesticacdo de cogumelos comestiveis silvestres no Brasil apresenta um
futuro bastante promissor, principalmente se considerar a grande diversidade de espécies que
ainda ndo foram descritas ou registradas (Maki & Paccola-Meirelles 2002). A domesticacéo
dessas espécies silvestres incentiva a producdo e a comercializacdo de um produto nacional
adaptado ao clima tropical e com potencial de competir com os cogumelos exdticos ja
comercializados (Maki & Paccola-Meirelles 2002).

No entanto, existem dificuldades na producédo de cogumelos em clima tropical devido
a origem dos cogumelos ja comercializados serem de paises de clima temperado da Asia e da
Europa (Vargas-Isla & Ishikawa 2008). Por esse motivo, a domesticacdo de cogumelos de
ocorréncia natural no Brasil é de extrema importancia, tanto para o consumidor quanto para o
produtor, uma vez que o produto podera ser mais acessivel e mais simples de ser cultivado.

Um dos principais fatores a serem estudados para o cultivo de espécies silvestres € a
temperatura, que determina a distribuicdo dos fungos em diferentes nichos ecologicos (Magan
1997), e também o substrato, que sera a fonte dos nutrientes para o fungo (Alberté 2017). A
partir do estudo desses fatores, a producéo e a exploracéo comercial de cogumelos comestiveis

silvestres passam a ser vidvel (Maki & Paccola-Meirelles 2002). Assim, a busca por
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cogumelos comestiveis silvestres agrega o valor dos povos originarios em nossa cultura e
alimentacéo e, além disso, os estudos de cultivo e domesticacdo de cogumelos comestiveis
silvestres podem facilitar a diversificacdo dos habitos alimentares e sdo uma forma de
producdo sustentavel capaz de promover uma seguranca alimentar necessaria.

Nesse contexto, surge o objetivo deste projeto: identificar a diversidade e caracterizar
os isolados de Lentinus spp. principalmente de areas de Mata Atlantica do Sudeste do Brasil
e do Pantanal quanto aos seguintes parametros de cultivo in vitro, temperatura e substrato de

cultivo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETAE ISOLAMENTO

A partir de coletas previamente realizadas como parte de um projeto maior (Fapesp
2018/15677-0), os isolados de Lentinus spp. disponiveis no IFungiLab (Laboratério de Ensino,
Pesquisa e Extensdo em Micologia do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de
Sdo Paulo — IFSP, Campus S&o Paulo) e na Colecdo de Culturas (CCIBt) do Instituto de
Pesquisas Ambientais (IPA) foram recuperados para sele¢do de isolados viaveis para os
estudos moleculares e de cultivo. Devido & similaridade macromorfoldgica entre
representantes dos géneros Lentinus e Panus, isolados nomeados como Panus também foram
investigados a partir de analises moleculares para certificar a identidade genérica dos isolados
gue seguiram para os estudos in vitro. A recuperacdo dos isolados foi realizada a partir da
transferéncia de um pequeno fragmento da cultura pura para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA (Batata Dextrose Agar) e incubago a 25 °C até o completo crescimento micelial
(Bononi et al. 1999). Os isolados que cresceram nessa condi¢cdo foram selecionados para as
etapas seguintes do estudo. Foram também realizadas novas coletas, em sua maioria, no
dominio Mata Atlantica, mas também foram selecionadas amostras do Mato Grosso do Sul,
no bioma Pantanal. Na Figura 1 estdo indicados os locais de coleta e das culturas recuperadas
da CCIBt.

Em campo, foram realizados registros fotograficos e anotacGes das caracteristicas
gerais dos basidiomas. Os basidiomas coletados foram desidratados em secadora de frutas
(42°C) e armazenados em embalagens do tipo ZipLock. A partir do basidioma ainda fresco,
foram retirados fragmentos do contexto do pileo ou estipe que foram entdo inoculados em
placas de Petri contendo meio BDA estéril. As placas foram incubadas a 25 °C até o completo
crescimento micelial e entdo as culturas puras foram mantidas em geladeira com repiques a
cada trimestre (Bononi et al. 1999, Urben 2000).
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Figura 1: Areas de amostragem das coletas realizadas e origem das culturas recuperadas da CCIBt para este
trabalho. Fonte: Google Earth

2.2 ESTUDOS MOLECULARES E IDENTIFICACAO

A extracdo de DNA foi realizada a partir do micélio obtido em cultura liquida. O
meio de cultura utilizado para o cultivo liquido foi o Caldo Batata Dextrose, que foi distribuido
em Erlenmeyer (100 mL) e esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121°C. Apos 0
resfriamento do meio, foram inoculados cinco fragmentos de aproximadamente 10 mm de
didametro do micélio, provenientes do isolado em meio solido, e incubados durante 7-12 dias
em shaker a 26°C e 120 rpm (Vargas-Isla & Ishikawa 2008). Apds o crescimento, 0 micélio
foi filtrado em bomba de vacuo, armazenado em microtubos e congelado para futura extracao.

Para a extracdo de DNA foi utilizado o protocolo de Doyle e Doyle (1987)
modificado por Gées-Neto et al. (2005). A regido ribossomal intergénica (rITS1-5.8S-1TS2),
tida como barcoding para fungos, foi amplificada por meio de reacbes em cadeia da
polimerase (PCR) com os primers ITS1-F e ITS4-R (White et al. 1990). Os produtos
amplificados foram purificados e enviados para sequenciamento, usando 0s mesmos pares de
primers da amplificacdo, no Centro de Pesquisas sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco
da Universidade de S8o Paulo ou na Macrogen, em Seoul, Coréia do Sul.

As sequéncias consenso foram obtidas e editadas com auxilio do programa

Sequencher 5.2.4 (Gene Codes Corp, USA) e entdo submetidas ao método de busca por
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similaridade BLASTn (ncbi.nlm.nih.gov) a fim de verificar possiveis contaminacdes ou
confirmar a identidade das culturas como sendo do género Lentinus.

Sequéncias de Lentinus disponiveis no GenBank foram baixadas para, juntamente
com as sequéncias obtidas, compor a matriz de alinhamento. O alinhamento com as sequéncias
obtidas e as sequéncias selecionadas do GenBank foi realizado no MAFFT, utilizando a
estratégia de configuragdes avangadas E-INS-i (Katoh & Standley 2013).

As analises filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (MV) foram realizadas
utilizando o programa RAXML-HPC v.8 na plataforma CIPRES Science Gateway 3.1 (Miller
et al. 2011) com o modelo evolutivo GTRGAMMA e bootstrap (BS) de mil replicatas.

2.3 CRESCIMENTO E BIOMASSA MICELIAL EM MEIO DE CULTURA

Os isolados foram avaliados quanto a velocidade de crescimento e massa micelial em
meio de cultura BDA sob diferentes temperaturas. Apos o preparo do meio, foram depositados
em cada placa 30 mL do meio de cultura, sobre o qual foi inoculado no centro da placa um
fragmento da matriz com o micélio de cada isolado. As placas foram incubadas as
temperaturas de 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C e 45 °C em estufa BOD (Bio-Oxygen Demand).
A determinacdo do periodo minimo de colonizagdo (em dias) da placa de Petri para L. berteroi,
ou seja, quando ocorreu a completa colonizacdo do micélio por toda a placa de Petri em uma
determinada temperatura, foi baseada no Trabalho de Concluséo de Curso (TCC) da autora
(Corréa-Santos 2020). Para L. concavus e L. crinitus, a determinacdo do periodo minimo de
colonizacdo foi feito neste trabalho, seguindo as mesmas definicdes de Corréa-Santos (2020),
sendo trés dias para ambas as espécies. Uma vez determinado o periodo minimo de
colonizacdo micelial para cada espécie, o experimento foi realizado em dez replicatas para
cada isolado e cada temperatura. Para avaliacdo da massa micelial seca, no dia do periodo
minimo de colonizacdo micelial de cada espécie em uma das temperaturas, as placas com meio
de cultura foram aquecidas no micro-ondas durante 20 segundos para derreter 0 meio de
cultura e, a partir da placa com meio liquefeito, o micélio foi filtrado em bomba de vacuo,
lavado com agua destilada e a biomassa micelial foi desidratada a 75 °C até peso constante

para determinacdo da biomassa micelial seca (Vargas-Isla & Ishikawa 2008).

2.4 \VELOCIDADE DE CRESCIMENTO MICELIAL EM SUBSTRATO DE CULTIVO —IN
VITRO

Para a avaliagdo do crescimento micelial nos substratos de cultivo, os isolados foram



26

avaliados quanto a velocidade de crescimento micelial nos seguintes substratos: SE (serragem
de eucalipto), e PA (palha de arroz). O substrato & base de serragem foi adquirido na empresa
Yuri Cogumelos (Sorocaba, S&o Paulo, Brasil) que comercializa blocos para producdo de
shiitake e é composto por 80% de serragem de eucalipto e 20% de farelo de capim (trigo e
arroz), com teor de umidade de 68%. Ja o substrato a base de palha de arroz &€ composto com
70% de palha de arroz e 30% do substrato j& umido de serragem da empresa Yuri Cogumelos
e foi acrescentado 20mL de agua para umidade também chegar a 68%. Foram distribuidos
300g substrato SE em 15 frascos de vidro (600 mL) que foram fechados com tampa metéalica
com filtro de algodao e posteriormente esterilizados em autoclave a 121°C por duas horas. O
substrato PA também foi distribuido em 15 frascos de vidro em uma proporg¢do de 70% palha
de arroz e 30% do substrato SE ja umido totalizando 80g de substrato e esterilizado em
autoclave por 15 minutos a 121 °C para evitar a queima da palha de arroz (adaptado de Kalaw
2021).

Os isolados que tiveram os melhores resultados em meio de cultura em placa de Petri
foram selecionados para esta etapa de crescimento em substrato. Os substratos foram
inoculados com 1% de graos de trigo miceliados, que foi dividido em trés frac6es e inoculado
em trés porgoes na superficie dos substratos. Os frascos foram incubados em estufa BOD a
temperatura ideal previamente determinada pelo teste em meio de cultura BDA e seu
crescimento em profundidade foi acompanhado com medidas diarias. Depois da incubacdo e
completa colonizagdo, os frascos completamente colonizados foram abertos e mantidos por
90 dias em camara de cultivo a temperatura de 25 °C, com fotoperiodo luminoso de 24 horas
e umidade entre 90% e 100%, sendo umidificados continuamente para verificar a viabilidade

de formacéo dos primérdios dos basidiomas.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliacdo estatistica, os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk e entdo analisados usando o teste Two-way ANOVA. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, utilizando nivel de significancia de 0,05 (Vieira 1980). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software PAST (Bing et al. 2013).
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3 RESULTADOS

3.1 COLETAE ISOLAMENTO

A principio, havia disponivel 84 colecfes de cogumelos comestiveis dos géneros
Lentinus e Panus (Apéndice A). Dessas colec¢des, foram obtidos 34 isolados em cultura pura
que estavam mantidos em agua destilada (método Castellani, Castellani 1967) ou em placas
de Petri com meio de cultura BDA mantidas na geladeira. Desses 34 isolados, 15 tiveram o
micélio recuperado e continuaram viaveis para a realizagdo dos experimentos em meio de
cultura e nos substratos de cultivo (Tabela 1). Todos esses 15 isolados foram certificados
quanto a identidade com base nos resultados dos estudos moleculares e identificacdo,
conforme descrito abaixo. No Apéndice A, alguns espécimes nao utilizados nos experimentos
em meio de cultura e nos substratos de cultivo deste trabalho ainda estdo marcados como tendo
cultura pois ha cultura preservada em agua destilada, mas que nao foi possivel continuar as
tentativas de recuperacdo de crescimento devido ao cronograma deste trabalho; essas culturas

nao utilizadas estdo marcadas com um asterisco.

Tabela 1: Culturas recuperadas para os testes de temperatura e substrato.

Colecéo Voucher Fuungario/herbario Taxon
CCIBt2868 - - Lentinus berteroi
CCIBt3005 - - Lentinus berteroi
CCIBt3006 - - Lentinus berteroi
CCIBt3008 - - Lentinus berteroi
CCIBt3009 - - Lentinus berteroi
CCIBt3369 - - Lentinus berteroi
CCIBt4788 MPCS17 FIFUNGI457 Lentinus berteroi
CCIBt4796 MPCS88 FIFUNGI136 Lentinus berteroi
CCIBt4797 MPCS92 FIFUNGI151 Lentinus berteroi
CCIBt4792 NMJ430 FIFUNGI124 Lentinus concavus
CCIBt4795 MPCS74 FIFUNGI419 Lentinus crinitus
CCIBt4790 MPCS96 FIFUNGI153 Lentinus crinitus
CCIBt4791 MPD429 FIFUNGI22 Lentinus crinitus
CCIBt4793 NMJ456 - Lentinus crinitus
CCIBt4794 NMJ357 FIFUNGI63 Lentinus crinitus

3.2 ESTUDOS MOLECULARES E IDENTIFICACAO

A partir das 84 coleces selecionadas (Apéndice A), foram obtidas 40 sequéncias da

regido ITS, sendo 34 sequéncias de espéecimes do género Lentinus, uma do género Panus e
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cinco sequéncias que representam culturas de fungos contaminantes que ndo foram utilizadas
neste trabalho (Tabela 2). A partir do resultado da busca por similaridade BLASTn dessas
cinco sequéncias consideradas fungos contaminantes, evidenciou-se que as culturas
correspondem a representantes de Clonostachys sp. (micélio obtido do isolamento do
espéecime MPD330), Fusarium sp. (micélio obtido do isolamento do espécime MPCS94),
Tinctoporellus epimiltinus (Berk. & Broome) Ryvarden (micélio obtido do isolamento do
espécime MPCS97), Pestalotiopsis microspora (Speg.) Bat. Peres (micélio obtido do
isolamento do espécime MPCS81) e Phomopsis sp. (micélio obtido do isolamento do
espécime MPCS44) (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacéo por similaridade das sequéncias de ITS obtidas com sequéncias do GenBank.

N® de Taxon % N° de acesso do GenBank
coleta/Colecao similaridade
99,70% MK890046
B6MICIFSP11 Lentinus berteroi 99,70% GU207305
99,70% MKO036389
99,76% MK890046
CCiBt2511 Lentinus berteroi 99,76% MKO036389
99,76% GU207305
99,24% MK890046
CCIBt2868 Lentinus berteroi 99,22% MKO036389
99,20% GU207307
99,76% MK890046
CCIBt3005 Lentinus berteroi 99,76% MKO036389
99,76% GU207305
99,76% MK890046
CCIBt3006 Lentinus berteroi 99,76% MKO036389
99,76% GU207305
99,85% MK890046
CCIBt3008 Lentinus berteroi 99,84% GU207305
99,69% MKO036389
99,53% MK890046
CCIBt3009 Lentinus berteroi 99,51% GU207307
99,34% JQ955723 (L. crinitus)
99,85% MK890046
CCIBt3369 Lentinus berteroi 99,84% GU207305
99,53% MKO036389
99,70% MK408651
DAZ143 Lentinus berteroi 99,70% MK890046
99,70% MKO036389
99,55% GU053785
MPCS06 Lentinus concavus 99,55% MH915574
99,55% OL771748
100% MK641481 (Lentinus badius)
MPCS17 Lentinus berteroi 100% MT259232 (Lentinus sp.)
100% MT252557 (Lentinus squarrosulus)
98,64% GU207310
. 98,64% GU053785 (uncultured)
MPCS38 Lentinus scleropus

97,97% KX580188 (L. striatulus)
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N® de Taxon % N° de acesso do GenBank
coleta/Colecéo similaridade
99,55% MK408649
MPCS43 Lentinus crinitus 99,55% MK408648
99,55% 00389414
98,80% MK408649
MPCS74 Lentinus crinitus 98,80% MK408648
97,82% 00389414
99,08% MK408649
MPCS83 Lentinus crinitus 99,08% MK408648
98,77% KX065949
99.65% JN153052
MPCS44 Phomopsis sp. 99.63% HQO008910
97.25% LC719239
99.70% PP102339
MPCS80 Panus strigellus 99.53% MT669137
99.68% JQ955724
100,00% MT597834
MPCS81 Pestalotiopsis microspora 100,00% MT588423
100,00% MKO050622 (Neopestalotiopsis sp.)
98,38% MH915574
MPCS84 Lentinus berteroi 98,21% 0OK393677
98,76% MK036389
100,00% MK408649
MPCS86 Lentinus berteroi 100,00% MK408648
100,00% MN602048
99,86% MH915574
MPCS88 Lentinus berteroi 97,05% 0OK393677
96,24% 00389414
94,67% MK408649
MPCS91 Lentinus crinitus 94,67% MK408648
94,67% MN602049
98,15% MH915574
MPCS92 Lentinus berteroi 98,24% 0OK393677
98,79% MK890046
100.00% MT093641
MPCS94 Fusarium sp. 100.00% MT093638
100.00% EF687948
100,00% MH915574
MPCS95 Lentinus berteroi 98,31% MN602050
98,12% MN602049
99,53% GU207295
MPCS96 Lentinus crinitus 99,53% GU207291
99,53% KX065949
99,19% MZ621213
MPCS97 Tinctoporellus epimiltinus 99,16% KJ654626
99,16% KJ654625
95,65% GU207310
MPD193 Lentinus concavus 95,64% GU053785
95,19% PP102338
99,86% MH915574
MPD248 Lentinus berteroi 97,08% 0OK393677
97,57% MK890046
99,25% MH681594
MPD330 Clonostachys sp. 99.25% EU552110
99.05% 0L661610
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N® de Taxon % N° de acesso do GenBank
coleta/Colecéo similaridade

99,65% GU207292
MPD429 Lentinus crinitus 99,47% GU207297
99,30% MK408649
97,99% MH915574
MPD367 Lentinus berteroi 98,66% OK393677
99,24% MK890046
98,30% MK408649
NCC132 Lentinus crinitus 98,30% MK408648
98,30% MH708513
93,32% MK408649
NMJ357 Lentinus crinitus 93,32% MK408648
92,63% 00Q389414
99,85% MK408649
NMJ358 Lentinus crinitus 99,85% MK408648
98,83% 0Q389414
90,71% MK408649
NMJ372 Lentinus crinitus 90,71% MK408648
90,71% MN602048
96,07% GU053785
NMJ430 Lentinus concavus 93,98% OL771748
93,90% MW577318
96,07% GU053785
NMJ433 Lentinus concavus 93,98% OL771748
93,90% MW577318
100% MK408649
NMJ456 Lentinus crinitus 100% MK408648
100% MN602048
99,30% GU207295
PNT2 Lentinus crinitus 99,30% GU207291
99,13% KX065949

Das 34 sequéncias de espécies de Lentinus obtidas, trés foram obtidas diretamente de
fragmentos do basidioma desidratado (DAZ143, MPCS38 e NMJ456), para os quais ndo ha
cultura pura disponivel, enquanto as demais 31 sequéncias foram todas obtidas a partir da
cultura pura, incluindo as 15 culturas que permaneceram viaveis e que seguiram para 0S
experimentos em meio de cultura e nos substratos de cultivo.

Com base nas analises filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (MV) de
sequéncias da regido ITS de representantes de Lentinus (Figura 2), cinco das amostras aqui
obtidas representam duas espécies bem delimitadas do ponto de vista filogenético (L. concavus
e L. scleropus), enquanto as demais 29 amostras representam dois complexos de espécies aqui
denominados ‘L. berteroi complex’ e ‘L. crinitus complex’. A identificacdo de L. concavus e
L. scleropus se baseou na morfologia (Figuras 3 e 4), conforme descrito por Pegler (1983),
enquanto para o reconhecimento dos clados ‘L. berteroi complex’ e ‘L. crinitus complex’ foi
seguida a delimitacdo sugerida por Grand et al. (2011), visto que a plasticidade morfoldgica

dos representantes desses clados é bastante ampla (Figuras 5 e 6).
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Na andlise filogenética de MV (Figura 2) foram incluidas também sequéncias de
espécimes poroides, uma vez que trabalhos recentes t€m mostrado a relagao filogenética de
Lentinus com algumas espécies do grupo Polyporus/Polyporellus que sdo suportadas pelas
analises moleculares e também devido a algumas semelhancas macromorfologicas
(himenoforo) e micromorfoldgicas (sistema hifal) (Pegler 1983, Seelan et al. 2015, Zmitrovich
2010). Em nossa analise (Figura 2), foi possivel confirmar essa relagdo a partir da formacao
de um clado bem suportado (100% BS) que inclui representantes tradicionalmente tratados
em Lentinus (ex.: L. badius, L. berteroi, L. concavus, L. crinitus, L. glabratus, L. scleropus,
L. squarrosulus, L. swartzii e L. tigrinus), além também de outros tradicionalmente tratados
em Polyporus/Polyporellus (p. exe.: L. brumalis, L. arcularius e L ciliatus). Neste trabalho,
analisaremos apenas os representantes de Lentinus tradicionalmente classificados em Lentinus
subg. Lentinus sensu Pegler (1983).

Lentinus subg. Lentinus sensu Pegler (1983) foi recuperado como um grupo
parafilético (Figura 2), incluindo também representantes de Polyporus/Polyporellus entre os
clados correspondentes as se¢des de Lentinus subg. Lentinus sensu Pegler (1983). Das cinco
secdes de Lentinus subg. Lentinus sensu Pegler (1983) mantidas no género Lentinus, trés delas
foram recuperadas como grupos monofiléticos bem suportados (Figura 2): Lentinus sect.
Tigrini (88% BS), Lentinus sect. Lentodiellum (98% BS) e Lentinus sect. Dicholamellatae
(100% BS). Os representantes de Lentinus sect. Rigidi formaram grupos parafiléticos,
enguanto os representantes de Lentinus sect. Lentinus formaram um grupo monofilético, mas
sem suporte de bootstrap (Figura 2).

As sequéncias dos espécimes amostrados neste projeto estdo em Lentinus sect.
Lentinus e em Lentinus sect. Lentodiellum (Figura 2). Em Lentinus sect. Lentinus estdo
presentes os representantes de ‘L. berteroi complex’ e ‘L. crinitus complex’, além de uma
sequéncia (MN192922) de um fungo endofitico de Paullinia cupana var. sorbilis Mart.
(Ducke) identificado como L. swartzii e que agrupou com outras sequéncias de material
identificado como L. swartzii das Filipinas e da Costa Rica (Apéndice B). Sequéncias de
espécimes identificados como L. berteroi e L. crinitus agruparam em dois clados principais,
aqui nomeados como ‘L. berteroi complex’ e ‘L. crinitus complex’, mas ambos sem suporte,
sendo, ainda, o grupo formado majoritariamente por representantes de L. berteroi um grupo
monofilético. Alem disso, no clado ‘L. crinitus complex’, formado majoritariamente por
sequéncias identificadas como L. crinitus, ha também sequéncias nomeadas como L. berteroi
e vice-versa.

Em Lentinus sect. Lentodiellum estdo presentes L. concavus, L. scleropus e L.
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striatulus (Figura 2). De acordo com Pegler (1983), as espécies dessa se¢do sao caracterizadas
pela auséncia ou pela pouca quantidade de pelos no pileo. Lentinus striatulus, que possui tipo
da Guiana Francesa (Pegler 1983), foi recuperado como um clado (96% BS) com sequéncias
da India e da Costa Rica, enquanto L. scleropus, que possui tipo de Brasil (Pegler, 1983), foi
recuperado como dois terminais ndo monofiléticos, incluindo uma sequéncia de material do

México (GU207310) e outra a partir de um material amostrado neste estudo (MPCS38).
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Figura 2: Arvore filogenética do género Lentinus baseada em sequéncias de ITS e no método de Maxima
Verossimilhanca (MV). As sequéncias em negrito representam as sequéncias geradas neste trabalho. Os nimeros
a frente do nome das espécies de cada clado colapsado representam a quantidade de sequéncias amostradas para
este clado. Os nimeros acima dos ramos representam o valor de bootstrap (> 70%). Os ramos com trago espesso
representam valor de bootstrap igual a 100%. As sec¢des indicadas sdo com base em Pegler (1983) para Lentinus

subg. Lentinus.
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Figura 3: Representante de Lentinus concavus coletado em Cananeia — SP (Parque Estadual da Ilha do Cardoso
— Nucleo Perequé). A-B. MPCS06. Fotos: Corréa-Santos, M.P.

Figura 4: Representante de Lentinus scleropus coletado em Sdo Paulo — SP (Instituto Federal de Educagdo,
Ciéncia e Tecnologia de Sao Paulo, Campus Sao Paulo). A-B. MPCS38. Fotos: Pimentel, L.
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Figura 5: Representantes do complexo de espécies Lentinus berteroi. A. DAZ143. B. MPCS17. C. MPCS84. D. MPCS88.
E. MPCS92. F. MPCS95. G. MPD248. H. MPD367. Fotos: B, C, D, E, F, G — Corréa-Santos, M.P.; G — Drewinski, M.P.;
A — Zabin, D.A. Locais de coleta: A. Limeira — SP (Bairro dos Pires); B. llhabela — SP (Trilha do Bonete); C-F.
Caraguatatuba — SP (Parque Estadual da Serra do Mar — Nucleo Caraguatatuba). G. Iporanga — SP (Parque Estadual Turistico
do Alto da Ribeira — Ndcleo Santana). H. Cananeia — SP (Ilha do Cardoso — Nucleo Maruja).
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Figura 6: Representantes de ‘L. crinitus complex’. A-B. MPCS43; C. MPCS74; D. MPCS83; E. MPCS86; F.
MPCS91; G. MPCS96; H. NCC132. Fotos: A: Menolli Jr, N.; C—G: Corréa-Santos, M.P.; B, H: Nascimento,
C. C. Locais de coleta: A. Iporanga — SP (Parque Estadual Turistico do Alto da Ribeira — Nucleo Santana, trilha
do Rio Betari); B. Paraty — RJ (Fazenda Bananal); C. Sdo Paulo — SP (Parque Estadual da Cantareira — Nucleo
Pedra Grande, Trilha da Bica); D. Ilhabela — SP (Trilha do Bonete); E. S&o Paulo — SP (Parque Estadual Fontes
do Ipiranga); F. Caraguatatuba — SP (Parque Estadual da Serra do Mar — Ndcleo Caraguatatuba); G.
Caraguatatuba — SP (Parque Estadual da Serra do Mar — Nucleo Caraguatatuba, Trilha Jequitibd). H. Séo Paulo
— SP (Instituto Federal de Ciéncia, Educagdo e Tecnologia de Sdo Paulo, Campus S&o Paulo).
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3.3 CRESCIMENTO E BIOMASSA MICELIAL EM MEIO DE CULTURA E EM
SUBSTRATO DE CULTIVO

O experimento de crescimento micelial foi realizado com nove isolados de ‘L.
berteroi complex’ (CCIBt2868, CCIBt3005, CCIBt3006, CCIBt3008, CCIBt3009,
CCIBt3369, MPCS17, MPCS88 e MPCS92), um isolado de L. concavus (MPCS430) e cinco
isolados de L. crinitus complex’ (MPCS74, MPCS96, MPD429, NMJ357 e NMJ456).

O experimento piloto para determinagao do periodo minimo de colonizagdo (em dias)
da placa de Petri revelou a completa colonizacdo, por pelo menos um dos isolados, em trés
dias para ‘L. berteroi complex’ a 35 °C (Corréa-Santos 2020), quatro dias para L. concavus a
35 °C e trés dias para ‘L. crinitus complex’ a 35 °C.

Considerando os dados do experimento piloto, foram entdo conduzidos o0s
experimentos de crescimento micelial e determinagédo da biomassa micelial seca em meio de
cultura BDA em diferentes temperaturas (25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C e 45 °C) para os isolados
de ‘L. berteroi complex’, L. concavus e ‘L. crinitus complex’. Os resultados para cada espécie

e complexo de espécies sdo apresentados a seguir.

3.3.1 ‘Lentinus berteroi complex’

Para os nove isolados de ‘L. berteroi complex’, a média geral de crescimento foi
maior (p < 0,05) a 35 °C (Figura 7A), tendo pelo menos sete isolados (CCIBt3009,
CCIBt3005, CCIBt3008, CCIBt3006, CCIBt2868, CCIBt3369 e MPCS17) completado o
crescimento no meio de cultura na placa de Petri em trés dias. Os isolados CCIBt3006,
CCIBt3009, CCIBt2868 e CCIBt3369 apresentaram um bom crescimento micelial também a
30 °C, sendo que os valores médios de crescimento desses isolados a 30 °C e a 35 °C néo
apresentaram diferenca estatistica significativa (p > 0,05).

Com relacdo aos valores de biomassa micelial seca, o0 melhor resultado (p < 0,05) da
média geral (200,32 mg + 11,32) para todos os isolados foi a 35 °C. O isolado CCIBt3009 se
destacou (p < 0,05) em relacdo aos valores de biomassa obtidos para os demais isolados a 35
°C, sendo a meédia da biomassa micelial seca do isolado CCIBt3009 a 35 °C igual a 333,61
mg (x 12,21). Baseado nesses resultados, o isolado CCIBt3009 foi selecionado para o teste de

crescimento micelial em substrato de cultivo a temperatura de 35 °C.
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Figura 7: Crescimento micelial de nove isolados silvestres de ‘Lentinus berteroi complex’ no terceiro dia de
incubacdo em meio de cultura BDA sob diferentes temperaturas. A. Didmetro micelial (mm). B. Peso seco
micelial (mg). Letras minGsculas comparam diferentes isolados em uma mesma faixa de temperatura. Letras
mailsculas comparam o mesmo isolado em diferentes faixas de temperatura. Letras mailsculas sublinhadas
comparam as médias gerais de todos os isolados em diferentes faixas de temperatura. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. A auséncia de letras mindsculas
sobre as barras indica diferenca nédo significativa.

No teste de crescimento micelial em substrato de cultivo in vitro a 35 °C, o isolado
CCIBt3009 apresentou desenvolvimento micelial a partir do primeiro dia no substrato SE e a
partir do segundo dia no substrato PA (Figura 8). O isolado, porém, se desenvolveu
rapidamente em PA e o colonizou completamente em 10 dias (Figura 9A), sendo que o
substrato SE foi completamente colonizado em 13 dias (Figura 9B). A média de crescimento

micelial durante os dias de colonizagdo no substrato PA foi maior (p < 0,05) do que no
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substrato SE, com crescimento médio por dia de 13,51 mm (x 2,21) em PA e 8,16 mm (£ 1,25)
em SE. Apds o quarto dia de crescimento, foi possivel notar diferenga do micélio desenvolvido
nos dois substratos, sendo que o micélio em PA passou a crescer mais rapido, apesar de menos
denso e vigoroso, enquanto o micélio no substrato SE se desenvolveu de forma mais lenta,
porém mais vigorosa.

Apos a colonizacgéo completa do substrato, as tampas dos frascos foram retiradas e eles
foram mantidos em camara de cultivo com condicdes que variaram de 640-840 ppm de CO»,
25-35°C e 80-90% de umidade. Apos 20 dias na camara de cultivo, foi possivel observar a
formacéo de primordios no substrato SE em seis de 15 réplicas (Figura 9C-D), sendo que 0s
basidiomas estavam maduros cinco dias apds o inicio dos primoérdios (Figura 9E-F). Os
basidiomas formados apresentaram pileo com tamanho entre 30 e 70 mm de didmetro e estipe

de 40 a 80 mm de comprimento.
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Figura 8: Crescimento micelial acumulativo do isolado silvestre CCIBt3009 de ‘Lentinus berteroi complex’ em
substratos a base de serragem de eucalipto e a base de palha de arroz a 35 °C. Letras maiGsculas comparam 0
crescimento micelial no décimo dia em diferentes substratos. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 9: Crescimento micelial em substrato de cultivo e formacdo de basidiomas do isolado silvestre
CCIBt3009 de ‘Lentinus berteroi complex’. A. Crescimento micelial em substrato & base de palha de arroz no
10° dia & temperatura de 35 °C. B. Crescimento micelial em substrato a base de serragem de eucalipto no 13° dia
a temperatura de 35 °C. C-D. Formacgédo de primddio ap6s 20 dias na cAmara de cultivo. E-F. Basidioma em
ponto de colheita ap6s cinco dias da apari¢do dos primordios. Fotos: Corréa-Santos, M.P.

3.3.2 Lentinus concavus

O isolado NMJ430 de L. concavus apresentou melhor (p < 0,05) crescimento micelial
a 35 °C (Figuras 10, 12A), tendo completado o crescimento no meio de cultura na placa de
Petri em quatro dias. Em relacdo a biomassa micelial, no quarto dia de crescimento, 0 peso
seco da biomassa micelial produzida pelo isolado NMJ430 foi maior (p < 0,05) a 35 °C (Figura
11B), com média de 130,4 mg (+ 9,91).

Figura 10: Crescimento micelial do isolado silvestre NMJ430 de Lentinus concavus em meio BDA no quarto
dia. (A) 25 °C. (B) 30 °C. (C) 35 °C. (D) 40 °C. (E) 45 °C. Barras de escala = 3 cm. Fotos: Corréa-Santos, M.P.
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Figura 11: Crescimento micelial do isolado silvestre NMJ430 de Lentinus concavus no quarto dia de incubacéo
em meio de cultura BDA a diferentes temperaturas. A. didmetro micelial (mm). B. Peso seco micelial (mg).
Letras mindsculas comparam o isolado em diferentes temperaturas. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

No teste de crescimento micelial em substrato de cultivo in vitro a 35 °C, o isolado
NMJ430 de L. concavus colonizou completamente o substrato PA em nove dias e o substrato
SE em 14 dias. A média de crescimento diario foi de 11 mm (£ 4,07) em PA e de 6,12 mm (+
2,42) para o substrato de SE; esses valores foram significativamente diferentes entre si (p <
0,05%). O isolado apresentou as mesmas caracteristicas de micélio que as observadas para o
isolado CCIBt3009 de ‘L. berteroi complex’ nos dois substratos, ou seja, 0 micélio em SE se
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desenvolveu bem vigoroso e denso, ao contrario do micélio desenvolvido em PA. Apés a
completa colonizagdo dos substratos, os frascos foram abertos e colocados na camara de
cultivo, porém ndo houve formacdo de primoérdios em nenhum dos substratos para L.
concavus. Os frascos foram mantidos na cdmara de cultivo por 60 dias e as condi¢des variavam
entre 640-840 ppm de CO», 25-35°C de temperatura e 80-90% de umidade.
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Figura 12: Crescimento micelial acumulativo do isolado silvestre NMJ430 de Lentinus concavus em substratos
a base de serragem de eucalipto e a base de palha de arroz a 35 °C. Letras maidsculas comparam o crescimento
micelial no nono dia em diferentes substratos. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Figura 13: Crescimento micelial em substrato de cultivo do isolado silvestre NMJ430 de Lentinus concavus. (A)
Substrato a base de palha de arroz no nono dia a temperatura de 35 °C. (B) Substrato a base de serragem de
eucalipto no 13° dia a temperatura de 35 °C. Barras de escala = 3 cm. Fotos: Corréa-Santos, M.P.

3.3.3 “Lentinus crinitus complex’

Para os cinco isolados de ‘L. crinitus complex’, a maior média geral de crescimento
micelial se deu a temperatura de 35 °C (p < 0,05), com destaque para o0s isolados MPCS96,

MPD429 e NMJ357 que se desenvolveram melhor (p < 0,05) que os demais isolados a 35 °C.
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O isolado MPCS96 obteve melhor desempenho a 35 °C (76,95 mm + 1,73) e a 40 °C (73,55
mm + 3,24), ndo havendo diferenca estatistica (p > 0,05) em ambas temperaturas (Figura 14A,
Figura 15). Os valores de crescimento micelial a 35 °C dos isolados MPD429 (79,55 mm +
1,87) e NMJ357 (77,50 mm + 1,58) foram iguais estatisticamente (p > 0,05) entre si e também
iguais (p > 0,05) aos valores observados para o isolado MPCS96 nessa mesma temperatura.

Em relacdo a biomassa seca, o melhor resultado (p < 0,05) da média geral dos
isolados foi a 40 °C (124,93 + 10,63 mg) com destaque ao isolado MPCS96, que apresentou
0 maior (p < 0,05) valor de biomassa micelial seca (157,1 mg + 16,61) (Figura 14B). Baseado
nesses resultados, o isolado MPCS96 foi selecionado para o teste de crescimento micelial em
substrato de cultivo a temperatura de 40 °C.
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Figura 14: Crescimento micelial de cinco isolados silvestres de ‘Lentinus crinitus complex’ no terceiro dia de
incubacdo em meio de cultura BDA a diferentes temperaturas. A. Diametro micelial (mm). B. Peso seco micelial
(mg). Letras mintsculas comparam diferentes isolados em uma mesma faixa de temperatura. Letras maidsculas
comparam o mesmo isolado em diferentes faixas de temperatura. Letras maidsculas sublinhadas comparam as
médias gerais de todos os isolados em diferentes faixas de temperatura. As médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As auséncias de letras mintsculas sobre as
barras indicam diferengas néo significativas.
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Figura 15: Crescimento micelial do isolado silvestre MPCS96 de ‘Lentinus crinitus complex’ em meio BDA no
terceiro dia. (A) 25 °C. (B) 30 °C. (C) 35 °C. (D) 40 °C. (E) 45 °C. Barras de escala = 3 cm. Fotos: Corréa-
Santos, M.P.

No teste de crescimento micelial em substrato in vitro a 40 °C (Figuras 16 e 17), o
isolado MPCS96 colonizou completamente o substrato PA em 15 dias com uma média de
crescimento diario de 5,02 mm (£ 1,40), enquanto no substrato SE a média do crescimento
diario foi de 3,97 mm (x 1,69), apresentando diferenca estatistica entre os substratos (p <
0,05). Assim como nos isolados de L. berteroi e L. concavus, houve diferenga no crescimento
micelial nos dois substratos. Em todas as réplicas, 0 micélio que cresceu no substrato SE se
mostrou muito mais vigoro, apesar de um lento crescimento, diferente do que se observou no
substrato PA, no qual o crescimento micelial foi mais rapido, apesar de menos vigoroso.

Para estimular o desenvolvimento de primordios, os frascos foram abertos ap6s a
completa colonizagédo do substrato e mantidos na camara de cultivo por 60 dias, com 640-840
ppm de CO2, 25-35 °C de temperatura e 80-90% de umidade, porém formaram primordios

até 61 dias apds a abertura dos frascos.
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Figura 16: Crescimento micelial acumulativo do isolado silvestre MPCS96 de ‘Lentinus crinitus complex’ em
substratos a base de serragem de eucalipto e a base de palha de arroz a 40 °C. Letras mailsculas comparam o
crescimento micelial no décimo quinto dia em diferentes substratos. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 17: Crescimento micelial em substrato de cultivo do isolado silvestre MPCS96 de ‘Lentinus crinitus
complex’. (A) Substrato a base de palha de arroz no 15° dia a temperatura de 40 °C. (B) Substrato a base de
serragem de eucalipto no 21° dia a temperatura de 40 °C. Barras de escala = 3 cm. Fotos: Corréa-Santos, M.P.
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4 DISCUSSAO

Das dez espécies de Lentinus reportadas para o Brasil, foi possivel confirmar o
registro com base molecular de duas espécies de Lentinus sect. Lentodiellum, L. concavus e L.
scleropus, além da evidéncia de que L. berteroi e L. crinitus representam dois complexos de
espécies de Lentinus sect. Lentinus. Lentinus sect. Lentodiellum foi recuperado como um clado
monofilético (BS 96%), incluindo sequéncias de L. concavus, L. scleropus e L. striatulus.
Foram geradas as primeiras sequéncias de DNA de L. concavus e a primeira sequéncia de L.
scleropus a partir de um material do pais do holo6tipo. Os primeiros registros de coleta de L.
scleropus para o Brasil foram realizados em Manaus, em 30 de setembro de 1957, por Chagas,
e no Rio de Janeiro, por Gaudichaud (Pegler 1983). O espécime da sequéncia gerada neste
trabalho foi coletado em Sao Paulo, em uma arvore morta no jardim do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Sdo Paulo, Campus Sao Paulo. Uma sequéncia de material
do México (GU207310) identificado como L. scleropus ndo agrupou com a sequéncia do
material brasileiro em nossas analises filogenéticas (Figura 2), sendo necessarios estudos
morfolégicos complementares para certificar a identidade desse material, que deve representar
uma espécie distinta de L. scleropus e mais relacionada a L. striatulus. Os quatro espécimes
de L. concavus sequenciados neste trabalho foram coletados em areas preservadas de Mata
Atlantica do estado de S&o Paulo, trés na regido de Iporanga (MPD193, NMJ430, NMJ433) e
um da llha do Cardoso (MPCS06). Lentinus striatulus esta representado por sequéncias da
india e da Costa Rica. Morfologicamente, as espécies de Lentinus sect. Lentodiellum sio
separadas das demais secOes de Lentinus pela auséncia de hyphal pegs no himénio (Grand et
al. 2011)

Lentinus sect. Lentinus foi recuperada em um clado monofilético, porém sem suporte
de bootstrap, incluindo sequéncias de material identificado como L. berteroi, L. crinitus e L.
swartzii (Figura 2). Lentinus berteroi e L. crinitus foram evidenciados como dois complexos
de espécies que sdo facilmente confundidas macromorfologicamente. A alta plasticidade
morfologica dentro do grupo pode, de acordo com Pegler (1983), estar relacionada a
localizacdo geografica, cuja distribuicdo, segundo esse autor, vai desde a Costa do Golfo dos
Estados Unidos, passando pelo México e ilhas do Caribe, até Buenos Aires, na Argentina.
Pegler (1983) distinguiu morfologicamente L. berteroi de L. crinitus principalmente por
apresentarem uma diferenca na densidade de pelos no pileo, caracterizando L. berteroi com
um pileo densamente, piloso principalmente nas margens, ja L. crinitus apresenta um pileo

com poucas fibrilas nas margens e glabrescente no centro.
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O primeiro autor a nomear e delimitar com dados moleculares esses clados como
sendo L. berteroi e L. crinitus foi Grand et al. (2011) com base em amostra das Américas,
embora os autores jA haviam reportado a dificuldade de distinguir ou segregar os
representantes desses taxons pelas caracteristicas macromorfologicas, o que sugere que 0
grupo seja um complexo de espécies, incluindo taxons cripticos. No entanto, corroborando os
apontamentos de Grand et al. (2011), verificamos que os espécimes aqui estudados (Figuras
3 e 4) agrupados em ambos os clados tém caracteristicas macromorfoldgicas que se sobrepdem
aos conceitos morfologicos de L. berteroi e L. crinitus sensu Pegler (1983). Por esses motivos,
estamos tratando esses clados como ‘L. berteroi complex’ e ‘L. crinitus complex’, e as culturas
selecionadas para os testes de temperatura e substrato cujas sequéncias agruparam em um
desses clados foram analisadas como complexos, em dois grupos de tdxons cripticos.

Nas analises do presente estudo (Figura 2), o clado ‘L. crinitus complex’ nao teve
suporte, porém, a amostragem desse clado inclui representantes de Belize, do Brasil, da Costa
Rica, do Equador, dos Estados Unidos (incluindo Porto Rico), da india, de Madagascar, da
Republica Dominicana, da Russia e da Venezuela, sendo possivel inferir uma distribuigéo
pantropical ou mesmo cosmopolita da espécie. O hol6tipo de L. crinitus é da Jamaica (Singer
1961). Em relacdo as colecdes deste estudo cujas sequéncias agruparam no clado identificado
como ‘L. crinitus complex’, a maioria possui caracteristicas macromorfologicas semelhantes
a descricdo de Pegler (1983) para L. crinitus, exceto o espécime NCC132, que
morfologicamente é muito mais semelhante a descricdo de Pegler (1983) para L. berteroi
(Figuras 5 e 6).

Nas analises das cole¢des que se agruparam no clado ‘Lentinus berteroi complex’, as
colecbes DAZ143 e MPD248 (Figura 5) sédo as que mais se aproximaram da descrigdo de
Pegler (1983) para L. berteroi. Nesse clado, a sequéncia da colecdo MPD248 agrupou em um
subclado bem suportado (100%BS), juntamente com as colegcdes MPCS88 e MPCS95, que
podem representar uma espécie distinta das demais. Todos 0s espécimes recuperados no clado
‘L. berteroi complex’ sdo provenientes da Argentina, do Brasil e da Reptblica Dominicana
(Figura 2), de forma que podemos inferir que talvez L. berteroi ocorra apenas no Neotrdpico.
O holé6tipo de L. berteroi é de Guadalupe, uma ilha do Caribe (Singer 1961).

O conhecimento sobre a comestibilidade de algumas espécies do género Lentinus
incentiva o estudo das condi¢des de cultivo das espécies desse género. Existem registros de
estudos de domesticacao para as seguintes espécies: L. crinitus (Bertéli et al. 2021, Colla et
al. 2020), L. sajor-caju (Dulay et al. 2012, Niazi 2022), L. tigrinus (Dulay et al. 2012, Niazi
2022), L. squarrosulus (Leon et al. 2017), L. swartzii (Dulay et al. 2017) e, agora, neste
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trabalho, representantes de L. concavus e do complexo de espécies L. berteroi.

Compreender as preferéncias fisiologicas e nutricionais para o cultivo dos fungos é
fundamental como parte do processo de domesticacdo (Zerkavis et al. 2001). Colla et al.
(2020) afirmaram que, durante o periodo de colonizacdo micelial é quando se padroniza e
melhor se aproveita o substrato, sendo possivel também o controle de contaminantes. O
controle de contaminantes é bastante importante no ponto de vista econémico, uma vez que
um substrato que demora a ser colonizado estd mais propicio a contaminagao por fungos ou
bactérias (Zerkavis et al. 2001). Colla et al. (2020), afirmam que uma boa producéo micelial
depende de recursos fornecidos pelo substrato e uma faixa de temperatura adequada ao
crescimento do micélio. Por estes motivos, a partir dos resultados obtidos, a selecdo dos
isolados foi baseada nessas variaveis, crescimento e vigor micelial, esse ltimo expresso pela
biomassa seca

Os experimentos realizados em meio BDA em diferentes temperaturas evidenciaram
um melhor desenvolvimento micelial para todas as espécies de Lentinus em temperaturas
acima de 25 °C. Marim et al. (2018) estudaram duas cepas do Parana identificadas como L.
crinitus e obteviveram os melhores resultados em relacdo a producdo de biomassa nas
temperaturas de 28 °C e 37 °C, com uma diferenca de 225% a mais de biomassa a 37 °C do
que a 28 °C. Colla et al. (2020) testaram uma cepa de L. crinitus em relagdo a temperatura e
biomassa, numa faixa de temperatura de 19 a 40°C, sendo as temperaturas com os melhores
resultados (p < 0,05) foram de 31 °C a 34 °C. Para o complexo de espécies L. crinitus, 0s
melhores resultados de crescimento micelial ocorreram as temperaturas de 35 °C e 40 °C, com
destaque para o isolado MPCS96 que nao apresentou diferenca estatistica (p > 0,05) de
crescimento nas duas temperaturas. Em relacdo a biomassa, destaca-se a temperatura de 40
°C, em que o isolado MPCS96 alcancou o maior valor (188,1 mg £ 36,39) entre os demais
isolados (p < 0,05). Esses resultados demonstram que de L. crinitus é uma espécie bastante
versatil, que tolera variacOes de temperaturas durante seu crescimento.

Resultados semelhantes aos de L. crinitus foram registrados para os isolados
silvestres do complexo L. berteroi, sendo que sete (CCIBt3009, CCIBt3005, CCIBt3008,
CCIBt3006, CCIBt2868, CCIBt3369 e MPCS17) dos nove isolados estudados completaram a
colonizagdo das placas de Petri com meio BDA em trés dias a 35 °C, com destaque para o
isolado CCIBt3009 que apresentou 0 maior valor (p < 0,05) de biomassa seca (327,7 mg *
114,38). Para L. concavus, a melhor temperatura de crescimento micelial também foi 35 °C,
com média de biomassa micelial produzida nessa temperatura chegando a 137,4 mg (£ 41,69).

Este estudo € o primeiro a registrar para L. concavus o crescimento e biomassa micelial em
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funcdo da temperatura e o crescimento micelial em substrato de cultivo. Esses resultados sao
importantes para direcionar as estratégias de producédo de L. concavus e para o conhecimento
geral das condicGes basicas de cultivo dessa espécie.

A diferenca de tempo de crescimento de micélio registradas entre os substratos pode
ser explicada a partir dos requisitos nutricionais dos fungos que decompdem celulose e lignina,
que é o caso dos fungos do género Lentinus (Kendrick 2017). Fisiologicamente, a palha de
arroz apresenta uma porcentagem maior de lignina e celulose do que a serragem de eucalipto
(Gomide et al. 2004, Azevedo et al. 2016), o que justifica o tempo de crescimento do micélio
ter sido menor no substrato de palha de arroz, uma vez que o fungo obtém uma maior
quantidade de celulose e lignina para decompor. Kendrick (2017) prop0s que existem quatro
estagios de crescimento do fungo no substrato: a) estagio de laténcia, quando o crescimento
comeca lentamente e depois acelera gradualmente; b) o estagio exponencial, quando o
crescimento continua a um ritmo elevado e constante; c) o estagio de declinio, a medida que
0 crescimento abranda e finalmente para; e d) morte, acompanhada por graus de autdlise.
Podemos notar que nos testes de substratos com isolados do ‘L. berteroi complex’ e L.
concavus houve um estagio de laténcia comparando os dois substratos, pois o crescimento no
substrato de palha de arroz comecou lento e apds trés ou quatro dias o crescimento acelerou
gradualmente. Em relacdo ao vigoror, Rossi et al. (2003) associaram a presenca de
suplementacdo no substrato com maior ou menor vigor do micélio. Os autores notaram que
no substrato que havia um aporte maior de suplemento de farelo de arroz o micélio crescia
mais vigoroso do que o no substrato que a quantidade de suplemento era menor. No presente
trabalho, os substratos com 70% palha de arroz e 30% serragem de eucalipto foi utilizado
apenas o suplemento ja presente na serragem de eucalipto, que talvez ndo tenha sido suficiente
para maior vigor do micélio nesse substrato.

Comparado com outras espécies de Lentinus que ja foram testadas in vitro com
relacdo a biomassa e/ou ao crescimento micelial em funcdo da temperatura, a maioria
apresentou bom desenvolvimento acima de 30 °C. Dulay et al. (2015) testaram isolados
silvestres de L. tigrinus e L. sajor-caju das Filipinas, e ambas espécies apresentaram melhor
rendimento em temperaturas acima de 30 °C. Niazi et al. (2022) testaram L. tigrinus do
Paquistéo, e todos os isolados tiveram bom rendimento a 35 °C. Leon et al. (2017) testaram
cepas de L. squarrosulus das Filipinas, e os resultados também foram melhores em
temperaturas acima de 30 °C. Muitas das espécies de cogumelos tropicais crescem
rapidamente a 25 °C ou sob temperaturas mais altas, sendo produzidos mais rapidamente nas
regides tropicais do que aqueles que sdo de regides de clima temperado (Klomklung et al.,
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2012).

Em relacé&o aos testes de substratos in vitro, os substratos foram escolhidos devido ao
uso comum de serragem de eucalipto para a producdo de cogumelos comerciais e o teste neste
substrato poderia indicar se a serragem também seria um bom substrato para os isolados de
especies silvestres. A escolha da palha de arroz foi devido aos resultados apresentados por
Kalaw et al. (2021), em que L. sajor-caju, L. squarrosulus e L. swartzii apresentaram maior
eficiéncia bioldgica em substrato com 70% de palha de arroz e 30% serragem.

Neste trabalho, o isolado CCIBt3009 do complexo L. berteroi foi o Gnico que, nos
substratos testados, formou primérdios (20 dias apds os frascos serem abertos e mantidos a 35
°C na cadmara de cultivo) e basidiomas (quatro dias apds o aparecimento dos primérdios) no
substrato SE. Kalaw et al. (2021) cultivaram basidiomas de L. swartzii e L. sajor-caju a9 °C,
23 °C e 30 °C, com 80-90% de umidade, em serragem e palha de arroz e serragem (7:3), sendo
que todos os isolados apresentaram alto crescimento micelial e micélio espesso a 30 °C. Os
isolados das trés espécies avaliadas neste trabalho tiveram caracteristicas de crescimento
semelhante em relacéo aos substratos testados, sendo que todos apresentaram um crescimento
mais lento em SE, porém, bastante vigoroso, enquanto no substrato PA o micélio cresceu em
um periodo menor de tempo, mas pouco vigoroso.

A temperatura 6tima do género Lentinus € maior do que as temperaturas registradas
para cogumelos comestiveis comerciais, como, por exemplo, o Shiitake (Lentinula edodes
(Berk.) Pegler), o Champignon (Agaricus bisporus) e o Shimeji (espécies do género
Pleurotus), que crescem a 25 °C (Eira et al. 2005, Navarro & Savoie 2013, Hoa & Wang
2015). Para Chang e Miles (2004), os basidiomicetos podem ser classificados em trés grupos
de acordo com a temperatura de crescimento: os psicrofilos, com temperatura minima inferior
a 0 °C, temperatura 6tima em torno de 17 °C e falta de crescimento acima de 20 °C; os
mesofilos, com temperatura minima acima de 0 °C, temperatura maxima abaixo de 50 °C e
temperatura étima entre 15 e 40 °C; e os termdfilos, com temperatura minima acima de 20 °C,
temperatura maxima igual ou superior a 50 °C e temperatura 6tima em torno de 35 °C ou
superior. Segundo essa classificacdo, o género Lentinus estd na faixa de temperatura proximo
aos termofilos.

Os fungos do género Lentinus crescem em ambientes tropicais com altas
temperaturas. Além disso, de acordo com Mswaka & Magan (1999), uma temperatura de 35
°C € normalmente registrado ao meio-dia no interior dos troncos das arvores. Assim, 0sS
resultados de crescimento in vitro do nosso estudo estdo proximos daqueles encontrados

naturalmente no ambiente de crescimento desse fungo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo conhecer a diversidade de Lentinus e determinar as
melhores condicOes de temperatura e substrato para o crescimento micelial e formacéo de
basidiomas de cogumelos comestiveis silvestres coletados principalmente na Mata Atlantica.
Sobre os estudos de diversidade, destaca-se a confirmacao de base molecular da ocorréncia de
L. concavus e L. scleropus e do reconhecimento de L. berteroi e L. crinitus como dois
complexos de espécies. Para L. concavus foram geradas as primeiras sequéncias de DNA da
espécie, e este trabalho gerou a primeira sequéncia de L. scleropus a partir de uma amostra do
pais do material tipo da espécie. Em relacdo aos estudos de crescimento e cultivo in vitro, o
objetivo foi possivel de ser alcancado para isolados de L. concavus e dos complexos de
espécies L. berteroi e L. crinitus. Infelizmente ndo foi recuperada a cultura obtida de L.
scleropus para os testes in vitro.

Em relacdo a variavel temperatura, destaca-se o isolado CCIBt3009 do complexo L.
berteroi, que teve o melhor resultado de crescimento micelial e producdo de biomassa a
temperatura de 35 °C. Para o estudo de temperatura com os isolados do complexo L. crinitus,
a melhor temperatura evidenciada foi a de 35 °C para o crescimento micelial, porém o melhor
resultado de producdo de biomassa foi a 40 °C, com destaque para o isolado MPCS96. Para
L. concavus, o isolado NMJ430 apresentou melhores resultados na temperatura de 35 °C em
relacdo ao crescimento micelial e a producgdo de biomassa.

O género Lentinus apresenta uma grande diversidade de espécies em regides
tropicais, e a pesquisa sobre a diversidade desse género abre portas para novas descobertas,
principalmente em relacdo aos complexos de espécies, além de representar um género com
espécies comestiveis mais bem adaptadas a temperaturas altas e que se desenvolvem bem em
substratos baratos e de facil acesso. O género Lentinus é surpreendente por ser capaz de se
desenvolver e resistir em temperaturas tdo altas, por mais que os basidiomas de algumas
espécies do género sejam bastante coriaceos e de dificil mastigagdo para consumo in natura,
é possivel utiliza-los em p6, como condimentos e suplementos alimentares.

Conhecer a diversidade de espécies de cogumelos comestiveis e 0s principais fatores
de domesticagdo dessas espécies ajuda nos primeiros passos de produgdo de cogumelos
comestiveis silvestres adaptados ao nosso clima, que é diverso do sul ao norte do pais. Espera-
se que este trabalho contribua para continuidade dos estudos com cogumelos comestiveis
silvestres que visem a domesticacéo, o cultivo e a descoberta de novos isolados adaptados ao

clima local visando uma promissora inser¢do no mercado nacional de cogumelos comestiveis.
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APENDICE A — Lista dos espécimes de Lentinus e Panus da coletados para este trabalho e/ou

recuperados da Colecédo de Cultura do Instituto de Pesquisas Ambientais (CCIBt).

Taxon Voucher N°colecdo Cultura  Seq. ITS Localidade de
coleta
cf Lentinus MPCS23 - Séo Paulo-SP
Lentinus berteroi DAZ143 FIFUNGI417 X Limeira-SP
Lentinus berteroi CCiIBt2511 X Mogi das Cruzes-
SP
Lentinus berteroi CCIBt2868 X X Ilha do Cardoso-SP
Lentinus berteroi CCIBt3008 X X Séo José do Rio
Preto-SP
Lentinus berteroi CCIBt3009 X X Séo José do Rio
Preto-SP
Lentinus berteroi CCIBt3005 X X Séo Paulo-SP
Lentinus berteroi CCIBt3006 X X Séo Paulo-SP
Lentinus berteroi CCIBt3369 X X Séo Paulo-SP
Lentinus berteroi B6MICIFSP11  SP528783 X Iporanga-SP
Lentinus berteroi MPD367 SP528757 X Iporanga-SP
Lentinus berteroi MPD248 SP528746 X* X Cananeia-SP
Lentinus cf. berteroi NMJ354 FIFUNGI60 Séo Paulo-SP
Lentinus cf. berteroi NMJ366 FIFUNGI72 Séo Sebastido-SP
Lentinus cf. berteroi NMJ377 FIFUNGI77 Séo Sebastido-SP
Lentinus cf. berteroi NMJ356 FIFUNGI62 Séo Paulo-SP
Lentinus cf. berteroi NMJ373 FIFUNGI75 Séo Sebastido-SP
Lentinus concavus NMJ430 FIFUNGI124 X X Iporanga-SP
Lentinus concavus NMJ433 FIFUNGI125  X* X Iporanga-SP
Lentinus concavus MPCS4 Paraty-RJ
Lentinus concavus MPCS6 FIFUNGI41 X* X Ilha do Cardoso-SP
Lentinus concavus MPCS9 Ilha do Cardoso-SP
Lentinus concavus MPCS10 FIFUNGI43 Ilha do Cardoso-SP
Lentinus concavus MPCS12 FIFUNGI44 Ilha do Cardoso-SP
Lentinus concavus MPCS16 FIFUNGI51 Iporanga-SP
Lentinus concavus MPD193 SP528736 X Iporanga-SP
Lentinus concavus MPD374 FIFUNGI18 Iporanga-SP
Lentinus concavus MPD385 FIFUNGI19 Iporanga-SP
Lentinus concavus NMJ413 FIFUNGI100  X* Paraty-RJ
Lentinus crinitus NMJ355 FIFUNGI61 X* Séo Paulo-SP
Lentinus crinitus NMJ357 FIFUNGI63 X* X Séo Paulo-SP
Lentinus crinitus NMJ358 FIFUNGI344  X* X Séo Paulo-SP
Lentinus crinitus NMJ372 FIFUNGI74 X* X Séo Sebastido-SP
Lentinus crinitus MPD357 Cananeia-SP
Lentinus crinitus MPD429 FIFUNGI22 X X Séo Luis do

Paraitinga-SP
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Taxon Voucher N°colecdo Cultura  Seq. ITS Localidade de
coleta
Lentinus berteroi MPCS17 FIFUNGI457 X X Iporanga-SP
Lentinus crinitus* MPCS43 FIFUNGI460  X* X Paraty-RJ
Lentinus crinitus MPCS74 FIFUNGI419 X X S&o Paulo-SP
Lentinus berteroi MPCS86 FIFUNGI412  X* X S&o Paulo-SP
Lentinus berteroi MPCS88 FIFUNGI136 X X Caraguatatuba-SP
Lentinus crinitus MPCS91 FIFUNGI145  X* X Caraguatatuba-SP
Lentinus berteroi MPCS92 FIFUNGI151 X X Caraguatatuba-SP
Lentinus berteroi MPCS95 FIFUNGI152  X* X Caraguatatuba-SP
Lentinus crinitus MPCS96 FIFUNGI153 X X Caraguatatuba-SP
Lentinus crinitus MPCS83 FIFUNGI121  X* X Ilhabela-SP
Lentinus crinitus NCC132 FIFUNGI97 X* X Sao Paulo-SP
Lentinus crinitus NMJ456 X X Sao Paulo-SP
Lentinus crinitus PNT2 X* X Recife-PE
Lentinus scleropus MPCS72 X* Séo Paulo-SP
Lentinus scleropus MPCS38 FIFUNGI1456 X Séo Paulo-SP
Lentinus sp. MPD224 Sédo Francisco de
Paula-RS
Lentinus sp. MPD339 FIFUNGI1445 Cananeia-SP
Lentinus sp. MPD350 FIFUNGI1448 Cananeia-SP
Lentinus sp. MPD356 Cananeia-SP
Lentinus sp. MPD362 FIFUNGI1447 Cananeia-SP
Lentinus sp. MPD427 Séo Luis do
Paraitinga-SP
Lentinus sp. MPD430 FIFUNGI446 Séo Luis do
Paraitinga-SP
Lentinus sp. MPD482 FIFUNGI444 Corumba-MsS
Lentinus sp. MPD490 FIFUNGI1443 Corumba-MsS
Lentinus sp. NMJ270 Séo Paulo-SP
Lentinus sp. MPD558 FIFUNGI418 Teresopolis-RJ
Lentinus sp. MPCS11 FIFUNGI461 Cananeia-SP
Lentinus sp. MPCS8 FIFUNGI465 Cananeia-SP
Lentinus sp. MPCS15 FIFUNGI463 Iporanga-SP
Lentinus sp. MPCS18 FIFUNGI416 Iporanga-SP
Lentinus sp. MPCS20 FIFUNGI466 S&o Paulo-SP
Lentinus sp. MPCS21 Monte Alegre do
Sul-SP
Lentinus sp. MPCS39 Paraty-RJ
Lentinus sp. MPCS40 Paraty-RJ
Lentinus sp. MPCS41 FIFUNGI462 Paraty-RJ
Lentinus sp. MPCS42 Paraty-RJ
Lentinus sp. MPCS44 FIFUNGI415 X** Paraty-RJ
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Taxon Voucher N°colecdo Cultura  Seq. ITS Localidade de
coleta

Lentinus sp. MPCS94 X** Caraguatatuba-SP
Lentinus sp. MPCS81 X** Ilhabela-SP
Lentinus berteroi MPCS84 FIFUNGI122 X X Ilhabela-SP
Lentinus sp. MPCS97 FIFUNGI255 X** Caraguatatuba-SP
Lentinus sp. MPD330 FIFUNGI414  X* X** Cananeia-SP
Lentinus sp. NCC131 FIFUNGI96 Séo Paulo-SP
Panus sp. NMJ365 FIFUNGI452 Sé&o Paulo-SP
Panus sp. NMJ382 Paraty-RJ
Panus sp. NMJ383 Paraty-RJ
Panus sp. NMJ412 FIFUNGI99 X Paraty-RJ
Panus strigellus MPCS80 FIFUNGI459 X X Ilhabela-SP

As culturas marcadas com um asterisco (*) ndo foram possiveis serem recuperados devido ao cronograma deste
trabalho, mas que ainda podem estar viaveis. As sequéncias marcadas com dois asteriscos representam culturas de
fungos contaminantes.



APENDICE B - Arvore filogenética do género Lentinus baseada em sequéncias de ITS e no método de Maxima
Verossimilhanga (MV). As sequéncias em negrito representam as sequéncias geradas neste trabalho. Os nimeros
acima dos ramos representam valor de bootstrap > 70%. Voucher/isolado/clone ou numero de herbario e pais de
origem seguem o nome do taxon e o nimero de acesso do GenBank.

T MZAT4528 Lentinus squarrosulus isolate IPS71 Malasia
MZA474525 Lentinus squarrosulus isolate DV9 Malasia
= MZ474527 Lentinus squarrosulus isolate IPS72 Malasia
OK446673 Lentinus squarrosulus isolate $J06 Filipinas
OR052685 Lentinus squarrosulus isolate LT GRANDSTAND Filipinas
MZ621215Lentinus squarrosulus strain SFC20160126 Micronesia
OL771749 Lentinus squarrosulus strain DB111 Australia
MZ735441 Lentinus squarrosulus isolate DQS74F Filipinas
OM102526 Lentinus squarrosulus isolate LSQO Filipinas
OM102524 Lentinus squarrosulus isolate LSQBot Filipinas
r MN258658 Lentinus squarrosulus voucher HFJAUO131 China
MG205584 Lentinus squarrosulus strain China
—  OR052674 Lentinus squarrosulus isolate BASI1 Filipinas
4 ORO052691 Lentinus squarrosulus isolate COO8M Filipinas
OR032692 Lentinus squarrosulus isolate CO12M Filipinas
- ON556617 Lentinus squarrosulus isolate Tirupati India
ON715779 Lentinus squarrosulus strain NL Bougher NLB 1296 Australia
OP758152 Lentinus squarrosufus strain MPN135 Vietna
KP283484 Lentinus squarrosufus voucher BORH0009 Malasia
MH172168 Lentinus squarrosulus isolate TAMI004 India
MWS577316 Lentinus squarrosulus voucher KHMYA16003 Miamar
OM780273 Lentinus squarrosulus voucher MFLU22 0037 Tailandia
OM780269 Lentinus squarrosulus voucher MFLU22 0033 Tailandia
OMS802452 Lentinus squarrosulus voucher HNL503486 Laos
= MF1064877 Lentinus squarrosulus isolate DYF SriLanka
- OP758151 Lenfinus squarrosulus strain MPN12 Vietna
100 | LCO48783 Lentinus squarrosulus Nigeria
OR052693 Lentinus squarrosulus 1solate LSQ CLSUM Filipinas
OR083756 Lentinus squarrosulus isolate CAG2 Filipinas
o5 OK446676 Leniinns squarrosulus isolate SJ09 Filipinas
i MKS851539 Lentinus squarrosulus voucher AAUI India
MK851537 Lentinus squarrosulus voucher DHI India
KT207470 Lentinus squarrosulus strain AO DEBCR 3 India
KR150734 Lentinus squarrosulus isolate SIMuthu2 India
MW3577317 Lentinus squarrosulus voucher KHMYA16077 Miamar
ORG617415 Lentinus squarrosulus strain AAF12 Nigeria
0] MK641455 Lentinus squarrosulus isolate Siva4 India
KM278030 Lentinus squarrosulus strain NZDmf117
MK629662 Lentinus squarrosulus voucher LSAMAI Nigeria
OM802451 Lentinus squarrosulus voucher HNL503448 Laos
OM780271 Lentinus squarrosulus voucher MFLU22 0035 Tailandia
KP283482 Lentinus squarrosulus voucher CUI6513 China
OM780272 Lentinus squarrosulus voucher MFLU22 0036 Tailandia
MN398967 Lentinus squarrosulus strain TTHF1 Vietna
ABA478883 Lentinus squarrosulus CS00W Japao
ONB876028 Lentinus squarrosulus voucher OAB(0761 Benin
MKS855513 Lentinus squarrosulus voucher DIM2 India
MKS851536 Lentinus squarrosulus voucher AAU3 India
00457609 Lentinus squarrosulus strain Lensq003 SriLanka
MK851538 Lentinus squarrosulus voucher AAU2 India
OP758150 Lentinus squarrosulus strain CGC12 Vietna
OPG602364 Lentinus squarrosulus voucher CUHFNMPSPO09 India
OP758153 Lentinus squarrosulus strain MPN15 Vietna
— OR354951 Lentinus squarrosulus voucher SL2019 Singapura
——  KP283483 Lentinus squarrosulus voucher FRIM4180 MalasiaPeninsular
AB478882 Lentinus polychrous isolate BCC 29606 Tailandia
MT252538 Lentinus polychrous voucher WA0000072186 Laos
KX239770 Lentinus polychrous India
OM780266 Lentinus polychrous voucher MFLU22 0030 Tailandia
0Q913541 Lentinus polychrous isolate UBU LP Tailandia
KP283487 Lentinus polychrous voucher KM141387 Tailandia
KP283486 Lentinus poiychrous voucher J$0054 Malasia
QM?780267 Lentinus polychrous voucher MFLU22 0031 Tailandia
KP283485 Lentinus polychrous voucher AH00024 Tailandia
C OM780268 Lentinus sajor-caju voucher MFLU22 0032 Tailandia
MN622757 Lentinus sajor-caju voucher HFTAUNDO03 China
QL771750 Lentinus sajor-caju strain DB104 Australia
~  MWST77315 Lentinus sajor-caju voucher KHMYA17046 Miamar
MW3577314 Lentinus sajor-caju voucher KHMYA16004 Miamar
MWO077096 Lentinus sajor-caju strain 35F China
MKS851530 Lentinus sajor-caju voucher MIS7 India
MZ642259 Lentinus sajor-caju isolate LS002 Egito
GU207309 Lentinus sajor-caju isolate TFB11736 Tailandia
MKS851528 Lentinus sajor-caju voucher DH3 India
— OL839214 Lentinus sajor-caju strain LEBIN 4447 Vietna
— KP283492 Lentinus sajor-caju voucher FRI62056 MalasiaPeninsular
KX239769 Lentinus sajor-caju India
MEKS851529 Lentinus sajor-caju voucher MP3 India
MKS851531 Lentinus sajor-caju voucher MIS2 India
MKE851526 Lentinus sajor-caju voucher DIM3 India
|' MZ474518 Lentinus sajor-caju isolate TN11 Malasia

38

KX900006 Lentinus sajor-caju voucher Dai 13712 China
'—  KM593882 Lentinus sajor-caju voucher IJV50 Tanzania
l_r_ GU207308 Lentinus sajor-caju isolate TFB11739 Tailandia

KP283494 Leniinus sajor-caju voucher JS0056 Borneu
KMO85672 Lentinus sajor-caju isolate BPSM35 India
—  KP283493 Leniinus sajor-caju voucher SNP24989 Borneu
v vy 0.05
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AF516519 Lentinus tigrinus Cl TENN8937 Russia
GU207252 Lentinus tigrinus isolate TFB10674 Austria
MH8356001 Lentinus tigrinus culture CBS24939 luguslavia
OR250356 Lentinus tigrinus voucher 336 YG202%0725 Uzbequistao
OR250355 Lentinus tigrinus voucher 327 Uzbequistao
ONG667913 Lentinus tigrinus clone RaShTaIRAQ3 Traque
MF616404 Lentinus tigrinus isolate OBCC 3007 Turquia
GU207254 Lentinus tigrinus isolate LE0789 Armenia
GU207256 Lentinus tigrinus isolate IRAN300C Ira
ON952481 Lentinus tigrinus voucher [CHS00F Ira
MT526313 Lentinus tigrinus voucher TAAM094847 Uzbequistao
ONB845445 Lentinus tigrinus strain [RLen] Iraque
MT526314 Lentinus tigrinus voucher TAAM094857 Uzbequistao
GU207257 Lentinus tigrinus isolate IRAN309C Ira
MT526311 Lentinus tigrinus voucher TASMYGPS162 Uzbequistao
MK346326 Lentinus tigrinus isolate AC1103 Ira
OL839250 Lentinus tigrinus strain LEBIN 2125 Russia
GU207253 Lentinus tigrinus isolate LE0845 Azerbaijao
MT526312 Lentinus tigrinus voucher TASMYGJ7 Uzbequistao
AF516517 Lentinus tigrinus CulTENN10672 Austria
MT212398 Lentinus tigrinus voucher SR1352 India
MT773615 Lentinus tigrinus voucher NSK 1014110 Russia
MWG677489 Lentinus tigrinus voucher CREADC TPR OL177 Italia
0Q099798 Lentinus tigrinus isolate GMGQ Iraque
KC797150 Lentinus tigrinus voucher MMRD 04 India
AB478881 Lentinus tigrinus 1solate MUCL22821 Belgica
MF358882 Lentinus tigrinus isolate LETI72 Ira
OR250353 Lentinus tigrinus voucher 326 Uzbequistao
MK643450 Lentinus tigrinus isolate JSRK15 India
OR250354 Lentinus tigrinus voucher 328 Uzbequistao
OWO88497T Lentinus tigrinus France
MT535686 Lentinus tigrinus voucher GhobadNejhad 768 Ira
—  MT335692 Lentinus figrinus voucher GhobadNejhad 4326 Ira

100

MG208016 Lentinus tigrinus isolate MG331 Ira

0P225522 Lentinus tigrinus isolate RDE201 India

GU207269 Lentinus tigrinus strain ATCC 9406 EUA

GU207265 Lentinus tigrinus isolate TEB11170 EUA

ONS561722 Lentinus sp. tigrinus INO1 EUA

MZ197995 Lentinus tigrinus biomaterial iINAT16476786 EUA

o GU207274 Lentinus figrinus isolate TFB11171 EUA

I GU207263 Lentinus tigrinus isolate VT296 EUA

AF516520 Lentinus tigrinus CAITENN9093 EUA

—  OMI102523 Lentinus tigrinus isolate AS21 Flipinas

~  OP643041 Lentinus sp 1solate SD Russell EUA
OK346543 Lentinus tigrinus voucher iNat47989424 EUA
KM411459 Lentinus tigrinus voucher LE214778 RUSSIA
OM102522 Lentinus tigrinus isolate BP32 Filipinas

~  GU207268 Lentinus figrinus 1solate TFB9066 EUA

MW989496 Lentinus tigrinus voucher Mushroom Observer 431512 EUA

GU207264 Lentinus tigrinus isolate FPLM 100141 EUA

GU207251 Lentinus glabratus isolate TFB6954 EUA

KP283488 Lentinus tigrinus voucher DSH92D787 EUA

0Q539570 Lentinus tigrinus 1solate ERT226 EUA

AF516521 Lentinus tigrinus ClTENN10832 EUA

GU207271 Lentinus tigrinus strain ATCC 28757 EUA

98

OM102521 Lentinus tigrinus isolate DQS75 Filipinas
GU207273 Lentinus tigrinus isolate FPLM 102501 EUA
OR099744 Lentinus tigrinus isolate MP17 Filipinas
OR083766 Lentinus tigrinus isolate CAG1S Filipinas
OK446677 Lentinus tigrinus isolate SJ10 Filipinas
OK446674 Lentinus tigrinus isolate SJ07 Filipinas
OM102534 Lentinus glabratus 1solate CVS29 Filipinas
OM102533 Lentinus glabratus isolate CVS22 Filipinas
KY630511 Lentinus tigrinus voucher KWGM32 India
OMT21953 Lentinus sp strain SSB W2 India

m()% GU207311 Lentinus striatulus isolate Tage Roland MO135 CostaRica
97 KX580188 Lentinus striatulus isolate NG9 India
89 MK641478 Lentinus striatulus isolate JSRKS India
GU207310 Lentinus scleropus isolate TFB11164 Mexico
Lentinus scleropus MPCS38 Brazi/

100

- % Lentinus concavus MPD193 Brazil
‘37 Lentinus concavus NMJ433 Brazil

Lentinus concavus NMJ430 Brazil
Lentinus concavus MPCS06 Brazil

0.05



2 GU207300 Lentinus crinitus isolate FPLM PR4194 Porto Rico

GU207299 Lenfinus crinitus 1solate FPLM PR4194 haplotype H1 Porto Rico

— MKG643449 Lentinus crinitus isolate ISRK 14 India

KX063949 Lentinus crinitus voucher CFMR6815 Porto Rico
- GU207296 Lentinus crinitus solate TFB11196 Rep Domunicana

GU207291 Lentinus crinitus isolate TFB11118 EU

GU207295 Lentinus crinilus isolate FPLM PR2038 Porto Rico

GU207298 Lentinus crinitus isolate TFBY1435 EUA

GU207294 Lentinus crinilus isolate TFB10431 Costa Rica

o1 | Lentinus crinitus PNT2 Brasil
Lentinus crinitus MPCS96 Brasil

Lentinus berterai NCC132 Brasil
- Lentinns crinitus MPCS43 Brasil
- Lentinus crinitus MPCS74 Brasil

GU207297 Lentinus crinitus isolate Tage Roland EC 79 5 Equador

GU207292 Lentinus crinitus isolate Tage Roland 35436 Venezuela

¥ Lentinus crinitns NMJ372 Brasil

Lentinus crinitus MPD429 Brasil

Lentinus crinitns NMJ456 Brasil
— 0955723 Lentinus crinitus voucher INPA243944 Brasil

MK 408649 Lentinus crinitus voucher EF38b Brasil

MK408648 Lentinus crinitus voucher EF38a Brasil
—— Lentinus crinitus MPCS83 Brasil
Lentinus crinitus NMJ358 Brasil
GU207293 Lentinus crinifus isolate Tage Roland LR24129 Brasil
L Lentinus crinitus MPCS91 Brasil

Lentinas crinitus NMJ337 Brasil
GU207303 Lentinus berteroi isolate TFB11708 RepDominicana
OM219826 Lentinus crinifus voucher KM206676 Madagascar
MEK408647 Leninus crinitus voucher DG32 Brasil
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GU207280 Lentinus crinitus isolate Tage Roland TR10 CostaRica
GU207288 Lentinus crinitus isolate TEB11122 EUA
GU207279 Lentinus crinitus 1solate TFB9146 EUA
GU207287 Lentinus crinitus isolate TFB11117 EUA
KP283495 Lentinus crinitus voucher DSHY9243C CostaRica
KM411462 Lentinus crinitus voucher LE114683 Russia
= GU207302 Lentinus herteroi isolate TFB11754 EUA
- GU207281 Lentinus crinitus isolate TFB11534 Belize
GU20728S Lentinus crinitus isolate TFBY263 EUA
GU20T282Lentinus erinitus isolate TFB8680 EUA
- GU207284 Lentinus crinitus isolate TFB9305 EUA
GU20T301 Lentinus berteroi isolate TEB11756 EUA
GU20T283 Lentinus crinius isolate TFBY218 EUA
| GU207289 Lentinus crinitus isolate TFB11121 EUA
— GU207286 Lentinus crinitus isolate HHB6338 EUA
- 0Q389414 Lentinus crinitus isolate iNat86149955 EUA
I: GU207290 Lentinus crmims isolate Tage Roland EF 229 CostaRica
GUROTSO Lt berterof solac Tage Roland MO 194 Costa Riea

GU207278 Lentinus swartzii isolate Tage Roland MO166 CostaRica

GU07277 Leniinus swarlzii 1solalc Tﬂé&: Roland MO194 CostaRica
U207276 Lentinus swartzil is % late TFB3206 CostaRica
(152690 L eninus swartzii isolate CLIV Fili [ipinas

OMI02331 Lentinus swarizii isolate CLO2 Filipinas
100 OM102532 Lentinus swartzii isolate BIL4618 Filipinas

Lentinus berteroi CCIB2S11 Brasil MN192922 Lentinus swartzii strain CCCT Brasil

Lentinus berteroi BDB1172 CCIBt3009 Brasil
Lentinus berteroi DAZ143 Brasil

Lentinus berteroi BDB1168 CCIBT3003 Brasil
MKS890046 Lentinus berteroi strain U135 Brasil
GU207305 Lentinus berterol isolate TFBL0791 Argentina
Lentinns berterei BDB1132 CCIBt3369 Brasil
Lentinus berteroi MPCS86 Brasil
Lentinus berteroi BDB1187 CCIB3008 Brasil
Lentinus berteroi BDB1186 CCIBt3006 Brasil
GU207306 Lentinus berteroiisolate TFB11702
GU207307 Lentinus berteroi isolate TFB11723
MK036389 Lentinus berieroi isolate 11A1
Lentinus berteroi MPCS17
Lentinus berteroi MPD367 Brasil
Lentinus berteroi MPCS84 Brasil

Lentinus berteroi MPCS92 Brasil
Lentinus berteroi BOMICIFSP11 Brasil
Lentinus berteroi BDB1185 CCIB(2868 Brasil
MNG02049 Lentinus cf crinitus strain 134121 Brasil
MNG602050 Lentinus of crinitus strain 20M Brasil

OK393677 Lentinus crinitus isolate SA37
109 Lenfinus berteroi MPD248 Brasil
100 Lentinus berteroi MPCS88 Brasil
Lentinus berteroi MPCS93 Brasil
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1.C052221 Lentinus taifandensis voucher MSUTMSUT6734 Tailandia
[LC Lentimis tatlandensis voucher MSU 35 Tailandia
KX851590 Lentinus taitandensis vouches

KP757740 Lentinus tricholoma v

il anka

KP943502 Lentinus fricholoma voucher LOC \[\\\V\ma. SriL.anka
OQ 71963 Lentinus tricholoma 1solate RLC 1317 Equador
510547 Leniinus irici 70ffinrr£ullLN 10920 CostaRica
!\B070886 Lentiniis richoloma stramCulTENNOS9 | Porto Rico
AF516553 Lentinus tricholoma CulTENN9579 EUA

AF516333 Lentinus tricholoma CllTENN9591 Porto Rico

100

AJ132941 Lentinus tricholoma strain 9591 Porlo Rico
o8 95y ABOTO887 Lentinus tricholoma strainCulTENN9568 PorloRico

AF516552 Lentinus tricholoma CulTENNY568 EUA
AJ132942 Lentinus tricholoma strain 9568 PortoRico
AFS16550 Lentinus tricholoma TENN18091 Mexico
AF516544 Lentinus tricholoma CulTENN9909 CostaRica
AF516549 Lentinus tricholoma CulTENN3870 Mexico
ABO70884 Lentinus tricholoma strainCul TENN3870 Mexico
100 AF516543 Lentinus tricholoma CulTENN10240 CostaRica
ABOT0885 Lentinus iricholoma sirainCul TENN10240 CostaRica

AJ132940 Lentinus tricholoma strain 3870 Mexico
AF516551 Lentinus tricholoma CulTENN4362 Mcxico

8

AJ132939 Lentinus tricholoma strain 9909 CostaRica

C AF5106548 Lentinus tricholoma AAU44971 Equador
JQ247978 Lentinus tricholoma voucher PPN pl 003 188 Equador

MZ389889 Lentinus badius isolate NUBOTGN India
g7 | KP283481 Lentinus badius voucher PU004306 Tailandia
GU207275 Lentinus badius isolate ZT12194 Malasia
100 OM780265 Lentinus badius isolate MFLU22 0029 Tailandia
KP283480 Lentinus badius voucher DED07668 Tailandia

KP283478 Lentinus badius voucher 180094 Malasia

" OK446766 Lentinus badius isolate MG13 Filipinas

 JX082365 Tentinus lepidens strain BRFM 1107 Franca

’-I GUT31572 Lentinus lepideus strain CIRM BRFM 1107
LC486771 Lentinus ciliatus TUFC101630 Japao

ON963582 Lentinus subsirictus isolate 5425 Lituania

JXS07702 Lentinus sp 183 OA 2013 Russia

H ABOT0879 Lentinus ciliatus strainCul TENNT257 Suecia

ABO70882 Lentinus ciliatus strainCulTENN10167 Dinamarca

ABOT0878 Lentinus ciliatus strainCulTENN7257 Succia
ABOT0883 Lentinus ciliatus strainCulTENN10167 Dinamarca
ABOTO881 Lentinus ciliatus strainCul TENN7480 Finlandia
LN610426 Lentinus ciliatus Finlandia
MN388179 Lentinus substrictus isolate Ls11C 191p Polonia
KU189767 Lentinus ciliatus isolate Weil 582 China
KT692556 Lentinus lepideus strain V2ZEG12

— OPG676033 Lentinus lepideus strain EXF16954

LN610425 Lentinus ciliatus partial Finlandia
JF340264 Lentinus sp M57 Lituania

B8 AF516537 Lentinus ciliatus Franca

ABOTO880 Lentinus ciliatus strainCul TENN7480 Finlandia

MK116405 Lentinus corylinus strain CBS 133216 Luxemburgo

AF516538 Lenfinus corylinus Bernicchia3647 ltalia

AB4788T8 Lentints longiporus isolate WD2391 Japao

AB4T8879 Lentinus longiporus isolate WD2579 Japao

AB478880 Lentinus longiporus voucher DAQM229479 Canada

KY6286352 Lentinus arcularius strain OBCC 3501 Turquia
MZ018633 Lentinus arcularius strain LEBIN 4333 Russia
ABO70861 Lentinus arcularius Alemanha
KX899966 Lentinus arcularius voucher Cui 12256 China
KX899969 Lentinus arcularius voucher Dai 3499 China
ABO70865 Lentinus arcularius strainCulTENN10299 Austria
= OL839226 Lentinus arcularius strain LEBIN 4736 Vietna
KU189766 Lentinus arcularius isolate Cuil1398 China
LC415560 Lentinus arcularius FCG1966 Japao
ABOT0863 Lentinus arcularius genes China
ABO70864 Lentinus arcularius strainCulTENN4124 China
MK851554 Lendinus arcularius voucher MLS6 India
MH142022 Lentinus arcularius voucher 420526MF0284 China
MN3523290° Lentinus arcularius voucher ZD16081604 China
r  AF516523 Lentinus arcularius CBS224 Canada
OR052609 Lentinus arcularius voucher FLASF71431 EUA
ONS61659 Lentinus arcularius isolate MycoMap 5391 EUA
OL142280 Lentinus arcularius MUOB280551 EUA
OP470401 Lentinus arcularius isolate SD Russell EUA
MH211905 Lentinus arcularius voucher FLA EUA
GU207249 Lentinus arcularius isolate TFB9473 CostaRica
MH211657 Lentinus arcularius voucher FLAS EUA
98 | ABOT0868 Lentinus arcularius strainCul TENN10929 EUA
T OL989825 Lentinus spisolate Het 951 EUA
— ON561417 Lentinus arcularius isolate Mushroom Observer 165469 EUA
KX899968 Lentinus arcularius voucher Dai 6821 China
OMT780263 Lentinus arcularius voucher MFLU22 0020 Tailandia
MZ735411 Lentinus arcularius isolate DQS29F Filipinas
KX899972 Lentinus arcutarius voucher Dai 9908 China
F——OL839225 Lentinus arcularius strain LEBIN 4742 Vietna
99 | f— MHY22822 Lentinus arcularius strain TZT1841 China

I OP727391 Lentinus arcularius voucher TAFRSO11 Tailandia

MKS831553 Lentinus arcularius voucher APBN4 India
Jr KX548973 Lentinus arcularius voucher Cuil0998 China

KP283479 Lentinus badius voucher JSKT5858 MalasiaPeninsular
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H MZ735443 Lenfunns arcularins isolale DQS24M Filipinas
MZ735410 Lenfunns arcularips isolale DQS24F Filipinas
KX899971 Tentinus arcularins voucher Dat 9697 China
IX009178 Lentinus arcilarius strain PMO9 KorcaSul
1Q283063 Lwlmm arcwdaris isolate JZBWD2100003 China
JQ283966 Lendinus arculavivs isolate JZB2115031 China
3 oucher KAI2 0383 KoreaSul
KR67T3418 Lenturus arcatarivs voucher KA12 0340 KorcaSul
LC413500 Lentinus mﬂu-ﬂPFiiilCG])UﬁJdpdc
LC415512 Lentinus arcularing FCG1918 Japao
X009 72 entinns areularins sirain PM02 KoreaSul
LC415539 Lentinus arculariny FCG1945 Japao
KXB99970 Leatinus arenlarius voucher Li 1966 China
MU856541 Lentinus arewtartis strain CBS 32549 Argentina
LCHI5540 Lentinus arcwlarius FCG1946 Japao
ka]ifl(n T Lentinus arcularivs isolate DOS2 Ching
f Lentinus arcalarius voucher DH2 India
MZb(JE\-P‘J Lmnmmr( arins voucher DCY 2493 China
KP283489 Lenttus arcafarins voucher DSHY, L
d Lentinus arcitarins voucher MFL!
Lentiinus areularius strain NL Bougher NLB
Lentinus are M:mw isolate Mu 17 Inclia
7 Lentinus arcylarins strain NL Bougher NLB 1276 Australia
Lentinmy arcutariies voueher Cui 6450 China
Lentinus arcutarins isolatc MI31 India
g 4 Belgica

KXS3967
— KC381
MHS$35873 Lentinus brumalis

3

lwtmm brumalis isolate L22 Le

8 Lentinus bramalis voucher CLZhao 5043 China

0 Lentins brumalis strain CBS 36834 Belgica

1 Lentiues brumalis strain CBS 30434 Belgica
516534 Lemiinus brumatis 092393 Noruega

AFSI(N* Leniinus brumalis DSMZ H20 Inglaterra

URL‘JQ‘ eatinus brumalis voucher KN 861 Suica

<|— ABUT0XT6 Lentinus brumalis strainCul TENN10908 Alemanha
ABOTOR™ Lensinus brumalis stramCalTENN 10668 EUA

FISOGR83 Lentinus hrimalts voucher TENNGI 760 EUA

MN992216 Leatines brumalis voucher MQ1 ‘iRaI‘) Canada

i

ON319084 Lentins brumalis voucher CLZ 07 China
[ AFSL6825 Leutinns brumalis DAOM155903 (‘.mdda
AFS16330 Leriimuis brumaiis DKO083 Alemanha
KP283490 Lentinus hrumaiis voucher EP4 EUA
KU761245 Lenrinns brumalis isolate LSPQ NSM 117 Canada

cnfins brimadis stainCulTENN10169 Divamarca

eaftis brumalts siainCul TENN 10665 EUA

Lentinus hramatlis NG9R0201 KoreaSul

entinits brumadis DSMZ Canada

ABUTO8TT Lenttnus brumalis strainCul TENN10908 Alemanha

AFS16532 Lentimis brumalis DSMZ H21 India

AF316526 Leniinus brumalis DAOMT2515 Canada

KP283491 Leniinus brumadis voucher PBI EUA

5 Lentins brunalis strain PMO6 KorcaSul

31 Leniims brwmalis CAlTENNL0147 Alemanha

i umatis voucher Cui 10308 China

brwmatis voucher CFMRDLL2011 116 EUA

fmmi(rfi.\ isolate SD Russcll iNaturalist 37568360 EUA

- KJ140628 Lensin
— ON‘(\I’-P Lentin

OR2749 Lentinrs hrumalis clone TIH1 Egito
4 MH‘J«[] Lentis hrumalis voucher 469 Russia
ONS6173S Lentinus brumadis isolate iNa

ON43285 Lemtinus brumalis isolate iNaturalist 413

MT913633 Lentinus bramodis voucher MICH340535 El

KI140603 Lemtinus brumalis voucher CFMRDLL2011 085 EUA
AH930137 Jentinus brumalis voucher 2403 Russia

Iy KX831607 Lontins brmiatis voucher Cui 12495 China
MH979303 Lentinus brumalis voucher NAMA 2017359 EUA
1 OP399902 Trametes versicolor isolate Straim FK1

0.05
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