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RESUMO

Lentinula edodes, apresenta em sua composi¢ao substancias com agdo antimicrobiana e de inducéo de
resisténcia de plantas. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do extrato de Lentinula edodes no
crescimento micelial de Alternaria sp., controle da mancha preta do tomate e na indugéo de fitoalexinas
em feijdo, soja e sorgo. Os tratamentos utilizados foram: extrato de L. edodes nas doses de 9; 18 e 36 ¢
L%, calda bordalesa (CB) e acibenzolar-S-metil (ASM). O extrato de L. edodes reduziu o crescimento
micelial de Alternaria sp., promoveu o controle da mancha preta em tomate e ndo induziu a producao de
fitoalexinas em feijéo, soja e sorgo.

Palavras-chave: controle alternativo, shiitake, Solanum lycorpersicum

ABSTRACT

Lentinula edodes has in its composition a substance with antimicrobial action and plant resistance
induction. Objective: Evaluate the effect of Lentinula edodes extract on the mycelial growth of Alternaria
sp., tomato black spot control and on the induction of phytoalexins in beans, soybeans and sorghum. The
treatments used were: extract of L. edodes at doses of 9; 18 and 36 g L, bordeaux mixture (BM) and
acibenzolar-S-methyl (ASM). The extract of L. edodes reduced the mycelial growth of Alternaria sp.,
promoted the control of black spot in tomato and did not induce the production of phytoalexins in beans,

soybeans and sorghum.
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INTRODUCAO

A espécie de basidiomiceto, Lentinula edodes (Shiitake), usado comumente como fungo
comestivel, shiitake, é nativo do leste da Asia (PAUL et al., 2020). As hifas desse cogumelo sintetizam
compostos antimicrobianos como 6-desoxieritronolideo B, tanicolideo, hidroxiantraquinona,
benzilidenoacetona e 9-Oxo0TrE (TANG et al., 2020). Também podem ser encontrados compostos
fendlicos, polissacarideos, lectinas e lentiana que atuam de forma negativa ao desenvolvimento de
patogenos (GAITAN-HERNANDEZ et al., 2019). Esses compostos podem desencadear efeito de
inibicdo no DNA, vazamento de proteinas e a destruicdo da permeabilidade da membrana celular do
microrganismo, apresentando atividade antifungica (ERDOGAN e ELIF, 2021; ISHIHARA et al., 2018).

Extratos de L. edodes podem conter compostos que exercem como padrfes moleculares
associados a patdgenos (PAMPS) que desencadeiam respostas de defesa em plantas. Podendo assim
induzir a resisténcia de plantas contra patdgenos (AGUIAR et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019).

Patdgenos como Alternaria brassicola, que ocasiona mancha preta em repolho, Alternaria tritica
(ferrugem da folha em trigo) apresentam sensibilidade aos compostos antimicrobianos de L. edodes
(KUMARI et al.,, 2019; OSAKI-OKA et al.,, 2018). Esse efeito estd relacionado a inibicdo do
alongamento do tubo germinativo dos conidios devido & presenca de escatol, acido butirico,
dodecalactona e guaiacol (FUJITA et al., 2021).

Folhas de arroz tratadas com compostos extraidos de L. edodes apresentaram inducéo de respostas
de defesa como fitoalexinas (ISHIHARA et al., 2019). Em plantas de pimenta (Capsicum annuum) o
extrato desse cogumelo controlou a mancha de Phytophthota, esse processo foi possivel devido a indugéo
de resisténcia sistémica adquirida, acimulo de genes de resisténcias e aumento no contetdo de acido
salicilico nessas plantas (KANG et al., 2017).

Dessa forma o objetivo desse trabalho é verificar o efeito do extrato de L. edodes no controle
direto in vitro de Alternaria sp., da pinta preta do tomateiro e na indugdo das fitoalexinas faseolina
(feijdo), gliceolina (soja) e dioxiantocianidina (sorgo).

MATERIAL E METODOS

Os basidiocarpos de L. edodes obtidos comercialmente foram secos a 40°C em estufa com
circulacdo de ar até obter peso constante e moidos em moinho Marconi MA 048. O pé obtido foi
hidratado na proporcdo de 14 mL de &gua destilada para um grama de basidiocarpo seco, durante 24 h a
4 °C, entdo filtrado em papel filtro para a obtengdo do extrato bruto que foi diluido em agua destilada
nas diferentes concentraces 9; 18 e 36 g L. O isolado de Alternaria sp., obtido a partir de folhas de
tomate, foram isolados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata, agar e dextrose) e as
placas foram incubadas a 25 °C e foto periodo de 12 horas. As col6nias puras com sete dias foram
utilizadas na inoculagéo das plantas de tomate.

Com essas doses desse extrato verificou-se o crescimento micelial de Alternaria sp., 0
controle da pinta preta do tomateiro e a indugdo de fitoalexinas faseolina (feijéo), gliceolina (soja) e
dioxiantocianidina (sorgo).
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Crescimento micelial: o delineamento experimental foi casualizado, com cinco repeti¢des, (uma
placa de Petri), os tratamentos utilizados foram: meio BDA (batata, dextrose e agar) (testemunha),
((sulfato de cobre: cal virgem: agua) e doses do extrato de L. edodes (9; 18 e 36 g L), foram vertidos
em placas de Petri, apos receber discos de micelio (1 cm de didmetro) de Alternaria sp. as placas foram
mantidas a 25°C com fotoperiodo 12 h. O crescimento micelial do patégeno foi mensurado quando a
testemunha tomou completamente as dimensdes da placa.

Controle de pinta preta em tomateiro: O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com
quatro repeti¢cdes (uma planta). As plantas de tomate cultivar Santa clara foram plantadas em vasos de 5
L contendo como substrato areia e solo na proporg¢do 2:1, sendo uma planta por vaso. Estas plantas
permaneceram em estufa com temperatura média de 25°C £1 e umidade relativa de 75%. Os tratamentos
foram: doses de do extrato de L. edodes (0; 9; 18 e 36 g L) e calda bordalesa (CB) (1:1:100) aplicados
em plantas de tomate. As plantas apresentavam a primeira folha composto quando iniciou as aplicagoes,
que foram realizadas no intervalo de sete dias, perfazendo um total de 4 aplicagdes. A pulverizagéo foi
com pulverizador manual com capacidade de 1000 mL. Na segunda aplicacdo, as plantas foram
inoculadas com a suspenséo de 1x10* esporos mL™ de Alternaria sp. Com o aparecimento dos primeiros
sintomas, as avaliacOes de severidade da doenca foram realizadas por cinco semanas atribuindo-se notas
a todos os foliolos das plantas, utilizando escala diagraméatica (AZAVEDO, 1998), para determinar a
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), baseado na féormula: AACPD = X (yi + yi+1)/2
* (ti+1 — ti), na qual: n = ndmero de avaliagBes; y = severidade da doenca (%); t = tempo (dias)
(CAMPBELL e MADDEN, 1990).

Fitoalexinas: o delineamento experimental foi casualizado, com cinco repeti¢des. Os tratamentos
utilizados em casa de vegetagdo foram as doses do extrato, calda bordalesa (1:1:100) (CB) e acibenzolar-
Smetil (ASM) (0,05 g L) (Bion®) foram utilizados na determinagéo da fitoalexina em hipocotilos de
feijdo, Faseolina, fitoalexina em cotilédones da soja, Gliceolina a fitoalexina em mesoco6tilos do sorgo,
Deoxiantocianidina. A determinacdo da faseolina foi realizada conforme a metodologia proposta por
Dixon et al. (1983), com algumas modificagdes. Sementes de feijdo carioca foram desinfestadas em
solucdo de hipoclorito de sddio 1% por 5 minutos. Em seguida, foram lavadas em agua destilada estéril,
semeadas em areia esterilizada por autoclavagem a 120°C por uma hora e mantidas em camara
climatizada a 24°C em escuro por sete dias. Apos esse periodo, foram cortados 5 cm dos segmentos de
hipocotilos estiolados das plantulas, lavados em agua estéril e mantidos sobre papel absorvente por 30
minutos. Quatro segmentos de hipocétilo (aproximadamente 1g) foram transferidos para placas de Petri
contendo papel filtro umedecido com &gua destilada estéril. Sobre os hipocétilos, foram pulverizados o0s
tratamentos. As placas de Petri foram mantidas a 25°C em escuro por 48 horas. Apos esse periodo 0s
hipocotilos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 ml de etanol, sendo estes mantidos a
4°C por 48 horas para a extracdo da fitoalexina formada, sendo entdo agitados por uma hora. O teor de
faseolina formada foi medida em espectrofotdmetro a 280 nm. Alcool a 0,1% foi utilizado como
testemunha. Para a determinacéo de gliceolina, sementes de soja foram desinfetadas, ficando imersas em
alcool 70% por 1 minuto, seguida de imersdo em hipoclorito de sodio 3:1 (3 partes de agua: 1 parte de
hipoclorito) por 2 minutos, finalizando com diversas lavagens em agua destilada.Para posterior cultivo,
areia foi autoclavada em autoclave a 120 atm por 1 hora, para total assepsia da mesma. Disposta em
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bandejas de plastico onde, com o auxilio de uma caneta foram feitos buracos em sequéncia, para a
colocacdo das sementes que, apos serem semeadas foram cobertas com areia. As bandejas permaneceram
no Laboratdrio de Fitopatologia, em temperatura ambiente (25° C), sendo regadas com &gua destilada.
Apo6s o periodo de 12 dias, os cotilédones foram destacados e dispostos em placas de Petri (cinco
cotilédones/placa), contendo um disco de papel Germitest umedecido com 2 mL de agua
destilada/autoclavada. Com o auxilio de um bisturi, foi realizado um corte na superficie adaxial de cada
cotilédone, onde se adicionou 20uL das solucdes de cada tratamento, totalizando 425 cotilédones
utilizados. Com o auxilio de papel aluminio as placas foram totalmente cobertas, incubadas em BOD a
25° C por 20 horas. Apds este periodo, os cotilédones foram pesados (peso/placa) e transferidos para
frascos contendo 10 mL de &gua destilada/autoclavada, agitados em seguida por 1 hora em um Shaker
(160 rpm) para a extracdo da fitoalexina. Apds a retirada dos cotilédones, foi realizada a leitura do
sobrenadante em espectrofotometro a uma absorbancia de 285 nm (STANGARLIN et al., 2010),
utilizando como branco a dgua destilada/autoclavada.

O bioensaio de fitoalexinas em sorgo foi realizado conforme descrito por Wulff (1997). Sementes
de sorgo foram desinfetadas em hipoclorito de sédio 1% (15minutos), lavadas em agua destilada e
embebidas em agua sob temperatura ambiente por 6 horas. Apos este periodo foram enroladas em folhas
de papel de germinacdo umedecidas e incubadas em escuro a 28 °C por 4 dias. As plantulas formadas
foram expostas a luz por 4 horas para paralisar a elongacdo dos mesoco6tilos. No teste de producdo de
fitoalexinas, os mesocotilos foram excisados 0,5cm acima do n6 escutelar e colocados em tubos de ensaio
(1,2 x 10 cm; sendo 3mesoc6tilos por tubo/repeticdo e 5 repeticdes por tratamento), contendo os
tratamentos. Estes tubos foram mantidos em cdmara imida, a 25 °C sob luz fluorescente por um periodo
de 60 horas (WULFF, 1997). Apos esse periodo, os mesocétilos foram retirados dos tubos, secos e 0s 5
mm basais de cada mesoc6tilo foram excisados e descartados. A porcdo superior (2,5 cm) foi pesada,
cortada em pequenos segmentos e colocadas em tubos para microcentrifuga contendo 1,4 mL de metanol
80% acidificado (0,1% HCI; v v-1). Os mesocotilos cortados foram mantidos a 4 °C no metanol por 96
horas para extragdo dos pigmentos. A fitoalexina induzida nos mesocétilos de sorgo foi a
deoxiantocianidina e a absorbancia foi determinada a 480 nm.

Para a analise dos dados utilizou-se o teste de Dunnett a 5% de probabilidade e anélise de
regressdo por meio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o crescimento micelial indicam que houve efeito quadratico em funcdo das doses do extrato
de L. edodes, entretanto, a calda bordalesa apresentou menor crescimento micelial (Fig. 1 A). Para a area
abaixo da curva de progresso de pinta preta em tomateiro houve efeito quadratico em funcdo das
concentragdes do extrato de L. edodes, as quais diferiram do tratamento testemunha e calda bordalesa. A
reducéo na severidade da doenca foi de 60%, 48 % e 52% nas concentracgdes de 9, 18 e 36 g L™ do extrato
de L. edodes, respectivamente (Fig. 1B).
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Figura 1. Crescimento micelial (cm) de Alternaria sp. (A) e Area da curva de progresso da mancha preta no tomate
(B). * Significativo a 5% de probabilidade; As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre os testes de
Dunnett quando comparados ao controle calda bordalesa.
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As analises de fitoalexinas com as plantas indicadoras como o feijdo, a soja e 0 sorgo nédo
apresentaram diferenca estatisticas entre os tratamentos (Tabela 1).

A reducdo do crescimento micelial de Alternaria sp., provavelmente ocorreu pela presenca de
compostos polifendlicos no extrato de L edodes. Compostos que pode apresentar toxicidade a
fitopatdgenos, como por exemplo, o &cido clorogénico, que quando acumulado em tecidos vegetais, pode
induzir a lise das células fungicas de Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani, Verticilium dahliae,
Botrytis cinerea e Cercosporiose sojina (MARTINEZ et al., 2017; TANG et al., 2020).

A presenca de B 1,3 glucanos (exopolissacarideos) no extrato de L. edodes pode ser verificado
pela planta como um sinal de perigo, uma vez que € um importante componente da parede celular de
fungos fitopatogénico, provavelmente a planta reconheceu um padrdo molecular microbiano (PAMPS)
(AGUIAR et al., 2020; FESEL e ZUCCARO, 2016), ativando seu mecanismo de defesa o0 que pode ter
reduzido a severidade da pinta preta em tomateiro na presente pesquisa.
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Tabela 1. Concentracdo de fitoalexinas em hipocétilos de feijdo (Faseolina), cotilédones de soja (Gliceolina) e
mesocatilos de sorgo (Deoxiantocianidina), tratados com extrato de Lentinula edodes (0, 9, 18 e 36 g L-1) calda
bordalesa (CB) e acibenzolar-S-metil (ASM) (Bion®).

Tratamentos
Faseolina (Abs 2g0) Gliceolina (Abs 2s5)  Deoxiantocianidina (Abs 4so)

OglL? 0,84 0,06™ 0,25™
9glL* 0,81 0,08 0,27
18gL? 0,91 0,12 0,22
36glL? 1,07 0,10 0,29
CcB 0,68 0,05 0,18

ASM 0,98 0,07 0,28

CV (%) 14,04 36,31 20,7

ns: ndo significativo

Considerando que a estrutura microfibrilar dos 3 1,3 glucanos (exopolissacarideos) tém um papel
na arquitetura e resisténcia da parede celular (RUIZ-HERRERA e ORTIZ-CASTELLANOQOS, 2019),
possivelmente estes formem uma barreira quimica (substancias toxicas, compostos fendlicos) ou
mecanica por meio da alteracdo da parede superior e adjacente das células epidérmicas do hospedeiro em
funcdo da deposicao de caloses (B 1,3 glucanos), lignina, derivados fenolicos, suberinas e silicio,
formando halos e papilas impedindo a penetracdo do patdgeno na planta hospedeira (PASCHOLATE e
DALIO, 2018). O que pode explicar a reducéo da severidade da pinta preta em tomateiro, uma vez que
ndo houve estimulo na producéo de fitoalexinas nas plantas indicadoras como o feijao, a soja e 0 sorgo,
na presente pesquisa.

Porém extratos aquosos de L. edodes nas concentrac@es de 1, 2, 4 e 10% induziram o acimulo de
glicoseolina em soja (ARRUDA et al., 2012). Portanto ao analisar a Faseolina, Glicoseolina e a
Deoxiantocianidina como indicadores de ativagao de resisténcia (SOLINO et al., 2017), verificamos que
a dose e a forma de extracao de L. edodes interfere nesses mecanismos.

CONCLUSOES

O extrato de L. edodes apresenta efeito direto sobre o crescimento micelial de Alternaria sp.,
reduz a severidade da pinta preta do tomateiro e ndo induz fitoalexinas.
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