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RESUMO - A viticultura no Brasil pode ter sua expansdo limitada devido a ocorréncia de doencas como a mancha-das-
folhas de videira causada pelo fungo Pseudocercospora vitis. Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar
o efeito fungitoxico da suspensdo miceliada aquosa (SMA) do cogumelo Agaricus brasiliensis no crescimento micelial e na
esporulacdo de P. vitis. Foram adicionadas ao meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) as doses de 0, 1, 5, 10, 15 e 20%
de SMA (com e sem adicdo de antibidtico no meio de cultura). Posteriormente repicou-se um disco de 8 mm de didmetro de
micelio de P. vitis no centro de cada placa de Petri. Na sequéncia foram incubadas em camara de crescimento (BOD) a 25
+1°C. Passados 48 h da montagem do experimento, avaliou-se a cada 24 h, por cinco dias, o crescimento micelial do
diametro da colénia. Com esses dados determinou-se o indice de velocidade de crescimento micelial. Em seguida adicionou-
se 10 mL de 4gua destilada em cada placa e retirou-se a suspensdo contendo esporos flingicos, quantificados em camara de
Newbauer. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, contendo 6 tratamentos e 5 repetigcdes. A
suspensdo miceliada aquosa de A.brasiliensis em 10% e apenas autoclavada reduz o crescimento micelial e inibe a
esporulagdo de P. vitis. A adicdo de antibidtico no meio BDA reduziu o efeito antifingico da suspensdo miceliada aquosa de
A.brasiliensis.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE Agaricus brasiliensis ON MYCELIAL GROWTH
AND SPORULATION OF Pseudocercospora vitis

ABSTRACT - Viticulture in Brazil may have its expansion limited due to the occurrence of diseases such as vine leaf spot
caused by the fungus Pseudocercospora vitis. In view of the above, the objective of this work was to evaluate the fungitoxic
effect of the aqueous mycelial suspension (AMS) of the mushroom Agaricus brasiliensis on mycelial growth and sporulation
of P. vitis. The doses of 0.1, 5, 10, 15 and 20% of AMS (with and without antibiotic addition in the culture medium) were
added to the PDA (potato-dextrose-agar) culture medium. An 8 mm diameter disc of P. vitis mycelium was then peeled into
the center of each Petri dish. They were then incubated in a growth chamber (BOD) at 25 £ 1 ° C. After 48 h of the assembly
of the experiment, the mycelial growth of the colony diameter was evaluated every 24 h for five days. With these data the
rate of mycelial growth rate was determined. Then 10 mL of distilled water was added to each plate and the suspension
containing fungal spores quantitated in Newbauer's chamber was removed. The experimental design was completely
randomized, containing 6 treatments and 5 replicates. The aqueous mycelial suspension of A. brasiliensis in 10% and only
autoclaved reduces mycelial growth and inhibits sporulation of P. vitis. The addition of antibiotic in the PDA medium
reduced the antifungal effect of A. brasiliensis aqueous mycelia suspension.

Keywords: alternative control, microbiology, leaf blot, Vitis sp..

INTRODUCAO

A viticultura no Brasil destaca-se por sua
contribuicdo econdmica e social do pais. Porém essa
expansdo pode apresentar limitagdes devido a incidéncia
de doencgas, que interferem na qualidade e produtividade
da uva. Dentre elas, destaca-se a mancha-das-folhas da
videira, que apresenta como agente etioldgico o fungo
Pseudocercospora vitis (Léveollé) Spegazzini, 1910)
(MAIA etal., 2014; RITSCHEL et al., 2018).

Essa doenca, corriqueiramente, ocorre no final do
ciclo da videira e pode ocasionar queda prematura das
folhas. Esse processo reduz a area fotossintética ativa da
planta, o que limita o acumulo de carboidratos e
desencadeia impactos negativos no florescimento e no
rendimento da cultura nos proximos anos (LIANG et al.,
2016).

Para o controle da mancha-das-folhas, sdo
utilizados fungicidas sintéticos, que apesar de eficientes,
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podem ocasionar problemas de salide aos produtores,
consumidores e poluicdo ambiental (PONS et al., 2018).
Como forma de eliminar esses problemas tem-se como
alternativa o emprego de substancias encontradas nos
basidiomicetos, que podem atuar como agentes
antifungicos biocontroladores de doencas de plantas
(ISHIHARA et al., 2018).

O comportamento fungitoxico adquirido por esses
cogumelos é proveniente de seu proprio desenvolvimento,
por meio de metabdlitos tais como enzimas,
polissacarideos e compostos fendlicos, que podem atuar
como substéncia antimicrobiana (HELENO et al., 2015;
STAJIC et al., 2017).

O género Agaricus sp. responde a essas
caracteristicas, principalmente, por apresentar em sua
composi¢do compostos fendlicos e benzoquinonas que
atuam diretamente no desenvolvimento de micro-
organismos. A parede celular, desses cogumelos, é
ricamente composta por B-glucanos e acidos linoleicos
que, também, possuem acdo antimicrobiana (SMIDERLE
et al., 2013; AGATA e WLODZIMIERZ, 2017;
BHUSHAN e KULSHRESHTHA, 2018).

O mesmo efeito foi verificado por Garcia et al.
(2018) quando utilizaram a dose de 10% da suspensdo do
micélio do cogumelo Agaricus brasiliensis, houve uma
redugdo em 80% na germinacdo de esporangios de
Plasmopara viticola, agente causal do mildio da videira,
com apenas 4 horas de contato do tratamento com o
patégeno.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente
trabalho, avaliar o efeito fungitéxico da suspensdo
miceliada aquosa do cogumelo Agaricus brasiliensis no
crescimento micelial e na esporulacéo de P. vitis.

MATERIAL E METODOS

Os dois experimentos foram conduzidos no
laboratério de Fitopatologia do Departamento de
Agronomia da Universidade Estadual do Centro Oeste
(UNICENTRO), em Guarapuava, Parana.

O cogumelo Agaricus brasiliensis foi isolado a
partir do corpo de frutificacdo de uma cultura comercial e
pertence a micoteca do laboratério de Bioprocessos do
Departamento de Engenharia de Alimentos, da
UNICENTRO. Para a produgdo de micélios, seguiu-se a
metodologia proposta por Dalla Santa et al. (2009).

Para obter a suspensdo miceliada aquosa (SMA)
de Agaricus brasiliensis, 0 micélio (com 94% de umidade)
foi descongelado e pesado, de acordo com a dose
determinada para 0s experimentos, sendo, em seguida
macerado em almofariz. Posteriormente, adicionou-se
agua destilada a maceracdo e triturado em liquidificador
por dois minutos.

Para verificar o efeito fungitdxico da SMA de
Agaricus brasiliensis sobre Pseudocercospora vitis, foram
adicionadas ao meio BDA (batata-dextrose-agar) as doses
de 0, 1, 5, 10, 15 e 20% de SMA, que, posteriormente,
foram autoclavados durante 20 min a 121°C e presséo de 1
atm. Em outro experimento adotou-se essa mesma
metodologia, com 0s mesmos tratamentos, porém
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adicionados 0,2 mg L™ de amoxilina ao meio de cultura
BDA. Esses procedimentos foram realizados com base em
pré-testes, onde verificou-se com 0 aumento da
concentracdo da SMA adicionada ao meio de cultura apés
a autoclavagem, ocorreu elevada contaminagdo por
bactérias.

Em seguida, os meios de cultura foram vertidos
em placas de petri de 7 c¢cm de diametro. Apds a
solidificacdo e resfriamento, adicionou-se disco de 8 mm
de didmetro de micélio de Pseudocercospora vitis, no
centro de cada placa, sendo incubados em camara de
crescimento (BOD) a 25 +1°C. Ap6s 48 h avaliou-se 0
crescimento micelial, pelo didmetro da colénia, com
auxilio de paquimetro digital. As avaliaces prosseguiram
a cada 24 h, até que a coldnia de P. vitis do tratamento
testemunha crescesse em toda a placa, totalizando cinco
avaliacdes.

Para observar o efeito de controle sobre a
velocidade de crescimento do patogeno, utilizou-se o0s
dados de crescimento para determinar o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM). Para isso
aplicou-se a formula proposta por Oliveira (1991):

IVCM = ¥ (D — Da)/N

Onde:

D = diametro médio atual da col6nia,

Da = diametro médio da col6nia do dia anterior.
N = nimero de dias ap6s a inoculagéo.

Apbs o término das avaliagdes do crescimento
micelial, adicionou-se 10 mL de agua destilada em cada
placa e com auxilio da alga de drigalski retirou-se a
suspensdo flngica e armazenou-se em tubo tipo falco.
Posteriormente, os esporos foram quantificados em camara
de Newbauer com auxilio de microscopio optico.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, contendo 6 tratamentos e 5
repeti¢des. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e quando significativo realizou-se a regressdo
polinomial, a 5% de probabilidade de erro, pelo programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados, verificou-se efeito
quadréatico em funcdo das doses de 0, 1, 5, 10, 15 e 20% da
SMA de Agaricus brasiliensis, no IVCM de P. vitis.
Observou-se, que a dose de 10% do tratamento apenas
autoclavado reduziu em 16% essa variavel, porém as doses
15% e 20%, aumentaram em 5,4% e 3%, respectivamente,
o IVCM, em comparagdo a testemunha (Figura 1A).

Quando adicionado antibidtico ao meio de
cultura, as doses 5%, 15% e 20% ndo apresentaram
diferenga estatistica da testemunha. Porém a dose de 1%
reduziu o IVCM em, aproximadamente, 3% e a dose de
10% aumentou em 5% do IVCM do pat6geno, também em
relacdo a testemunha (Figura 1B). A adicdo do antibiotico
ao meio de cultivo para o controle do Pseudocercospora
vitis ndo favoreceu o efeito fungistatico da SMA de

Sci. Agrar. Parana., Marechal Candido Rondon, v. 18, n. 1, jan./mar., p. 48-52, 2019



Atividade microbiana...

Agaricus brasiliensis. Fato que é comprovado com 0s
resultados de controle obtidos com a dose de 10% dos
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tratamentos somente autoclavados em que néo se verificou
reducdo do IVCM do patdgeno (Figura 1A).
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FIGURA 1 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Pseudocercospora vitis tratado com as doses de 0, 1, 5,
10, 15 e 20% da suspensdo miceliada aquosa (SMA) de Agaricus brasiliensis somente autoclavadas (A) e autoclavadas com

adicéo de antibidtico (B).

Os tratamentos que estimularam 0
desenvolvimento de Pseudocercospora vitis, podem estar
relacionados com o alto teor de polissacarideos presentes
no micélio de A. brasiliensis, que permitem que esse
cogumelo seja considerado como importante fonte
alimentar (RZYMSKI et al., 2017). Esses compostos em
elevadas concentragbes nos tratamentos testados,
possivelmente, atuaram como fontes de carbono para o
desenvolvimento do P. vitis. Porém nas doses menores, em
gue ndo se observaram efeito de controle do IVCM,
possivelmente, pode estar relacionada com a baixa
concentragdo dos compostos antimicrobianos (OLIARI et
al., 2014). Garcia et al. (2018) também relataram que a

concentracdo de 1% da SMA de Agaricus brasiliensis
aumentou em 7% a germinacdo de esporangios de
Plasmopara viticola, agente causal do mildio, porém o
tratamento com 10% ocorreu reducdo de 81%.

Para 0 experimento em que os tratamentos foram
apenas autoclavados, ndo ocorreu a esporulacdo de
Pseudocercospora vitis. Esse resultado pode ser
relacionado com a caracteristica de lento crescimento
micelial e baixa esporulacdo de acordo com o meio de
cultivo em que esse patogeno se desenvolve (MAIA et al.,
2015).

Esfahani et al. (2016) também ressalta que os
micro-organismos podem apresentar comportamentos

Sci. Agrar. Parana., Marechal Candido Rondon, v. 18, n. 1, jan./mar., p. 48-52, 2019



Atividade microbiana...

adversos de acordo com as condi¢cBes de cultivo,
principalmente, com relagdo ao aumento da esporulacéo.
Situacdo que foi observada com a adicdo de antibi6tico no
meio de cultura, onde ocorreu esporulacdo de
Pseudocercospora vitis. Porém o tratamento com a dose de
10% da SMA de Agaricus brasiliensis, reduziu em,
aproximadamente, 90% a esporulacdo, em relacdo ao
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tratamento testemunha (Figura 2). Esse controle de
esporulacdo de patdgeno mostra-se muito efetivo, pois é
por essas estruturas que permite a contaminacéo de plantas
sadias e, 0 consequente, desenvolvimento da mancha-das-
folhas nas videiras, causando reducdo da produtividade nos
vinhedos (LIANG et al., 2016).
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FIGURA 2 - Esporulacdo de Pseudocercospora vitis tratado com a suspensdo miceliada aquosa (SMA) de Agaricus
brasiliensis nas doses de 0, 1, 5, 10, 15 e 20% autoclavadas com adi¢éo de antibidtico.

Ressalta-se também que esses resultados, podem
estar associados com a composic¢ao quimica do micélio de
Agaricus brasiliensis ricamente composta por -glucanos,
acidos linoleicos e compostos fendlicos, que se destacam
por desencadearem agdo antimicrobiana. Entretanto podem
apresentar variagdes em seus efeitos proporcionados de
acordo com a forma de extracdo (STANGARLIN et al.,
2011; BHUSHAN; KULSHRESHTHA, 2018; DU et al.,
2018). Dessa forma, Souza et al. (2016) destacam a
importancia de realizar a purificagdo desses compostos,
para que possa potencializar o efeito negativo sobre o
desenvolvimento do patégeno.

Com isso evidencia-se que a SMA do cogumelo
Agaricus brasiliensis apresenta a capacidade de controlar o
desenvolvimento de Pseudocercospora vitis. Salienta-se
que novos trabalhos sejam realizados com outras formas
de extracdo dos componentes desse cogumelo e que sejam
testadas aplicacdo, em condi¢cdes in vivo com a dose de
10% para que se possa verificar o efeito de controle da
mancha-das-folhas em videiras.

CONCLUSOES

A suspensdo miceliada aquosa de Agaricus
brasiliensis em 10% e apenas autoclavada reduz o
crescimento micelial e inibe a esporulacdo de
Pseudocercospora vitis.

A adigdo de antibi6tico no meio BDA reduziu o
efeito antifingico da suspensdo miceliada aquosa de
Agaricus brasiliensis.
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