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RESUMO

Os métodos utilizados no controle de doencas de plantas vém sendo
aperfeicoados com objetivo de assegurar 0 uso correto e racional de produtos
quimicos, bem como, garantir a rentabilidade da atividade ao agricultor e diminuir os
riscos a saude humana e ao meio ambiente. Assim, o controle biolégico se constitui
em demanda atual e de alta importancia para viabilizar a substituicdo dos
agroquimicos. As constantes preocupac¢des com o ambiente e a salde humana tém
levado muitos pesquisadores a investigar algumas alternativas visando reducéo do
uso de fungicidas com resultados promissores no controle de fitopatdgenos em
diversas culturas. O uso de extratos de microrganismos e produtos oriundos do seu
metabolismo é uma pratica que vem sendo bastante pesquisada em alguns
patossistemas. Os fungos vém sendo citados com elevado potencial antifangico, por
isso neste trabalho estudou-se extratos aquosos (quente, frio e ultrassénico) e
hidroalcoolico (quente e frio) dos basidiomicetos Pycnoporus sanguineus e Lentinus
crinitus, no controle de fitopatbgeno, onde comprovou-se que 0s extratos tiveram
efeito significativo tanto na inibicdo do crescimento micelial, quanto na germinagao

de conidios e esclerddios.



ABSTRACT

The methods used to control plant diseases have been improved in order to
ensure the correct and rational use of chemicals, as well as ensure the profitability of
the farmer and reduce risks to human health and the environment. Thus, biological
control is in current demand and is of high importance to enable the replacement of
agrochemicals. The constant concern for the environment and human health have
led many researchers to investigate some alternatives aimed at reducing the use of
fungicides with promising results in control of plant pathogens in several crops. The
use of extracts from micro-organisms and products of their metabolism is a practice
that has been extensively researched in some pathosystems. Fungi have been cited
with high antifungal activity, so this work we studied aqueous extracts (hot, cold and
ultrasound) and hydroalcoholic (hot and cold) and the basidiomycete Pycnoporus
sanguineus and Lentinus crinitus in pathogen control, where it was shown that the
extracts have significant effect on the inhibition of mycelial growth, and germination
of conidia and sclerotia.
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Introducao

No municipio de Parintins, a producdo de hortalicas € realizada
principalmente na area de varzea. No periodo das enchentes, existem dificuldades
de abastecimento do mercado, mas muitos produtores cultivam hortalicas em
canteiros suspensos. Quando as aguas sobem, o acesso se da por canoa. Nas
comunidades tradicionais observa-se a pratica do “puxirum”, uma espécie de
trabalho comunitario realizado em mutirdes nas propriedades agricola geralmente
caracterizado pelo costume do corte e queima. As areas de varzea baixa sao
utilizadas para o plantio de rogas com diversas culturas consorciadas. Por outro
lado, nas areas de varzea alta, préxima as casas, sao plantadas muitas frutiferas em
quintais caseiros e em areas menores, ou em canteiros suspensos, sdo cultivadas
hortalicas (XISTO, 2009).

Os agricultores da regido periurbana de Parintins plantam principalmente
cebolinha (Allium fistolosum), coentro (Coriandrum sativum) e couve (Brassica
oleracea), as verduras mais consumidas na regido. O tamanho das propriedades
varia de 0,07ha a 20ha. Todos os agricultores possuem também arvores frutiferas
na sua propriedade e a maioria possui também animais, principalmente aves. A
maioria dos agricultores produzem hortalicas em balcdes suspensos com tamanho
variando de 3m? a 12m? Alguns plantam em casa de vegetacdo (area media de
80m?) e em leira (FRAGATA DE OLIVEIRA et al, 2009). Os pequenos produtores de
hortalicas do municipio de Parintins vem ao longo do tempo perdendo sua producao
devido ao ataque de insetos e fungos, o que leva a alguns produtores recorrerem ao
uso de inseticidas e fungicidas, pratica cada vez mais frequente nessa regiao.

A sustentabilidade de muitas culturas de importancia agricola vem sendo

obtida gracas a utilizacdo de produtos quimicos conhecidos como “fungicidas”. O
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emprego de tais produtos, principalmente quando utilizados de forma inadequada,
provoca danos tanto ao homem como ao ambiente (DOMINGUES, 2008).

No passado, as doencas fungicas foram responsaveis por grandes tragédias
as quais resultaram na perda de milhfes de vidas humanas, faléncia de bancos e
produtores, mudanca de habitos alimentares, etc. (KIMATI, 1995 e AGRIOS, 1997).
Apesar das doencas fungicas ndo mais causarem grandes catastrofes humanitarias,
elas provocam prejuizos importantes, ndo sO para os produtores, mas também para
as comunidades rurais, para os consumidores que séo obrigados a gastar mais para
obter o0 mesmo produto, ou até mesmo mudar de produto e para 0s governos que
tém de investir em novas pesquisas e programas de controle, enfim para toda a
sociedade (DOMINGUES, 2008).

O emprego de fungicidas em larga escala na agricultura com o objetivo de
controlar fitopatdgenos, comecou com a descoberta de forma acidental da calda
bordalesa por Millardet em 1882. A mistura de sulfato de cobre neutralizado com
hidroxido de calcio pulverizada sobre vinhedos, além de evitar a coleta furtiva pelo
aspecto azulado conferido a folhagem, mostrou-se efetiva contra o mildio da videira,
causado pelo oomiceto Plasmopara viticola (KIMATI, 1995). A partir de entao,
diversos grupos de substancias com agao fungicida foram sendo descobertos,
desenvolvidos e utilizados comercialmente pelos agricultores.

A utilizacdo de fungicidas é, em muitos casos, a Unica medida eficiente e
economicamente viavel de garantir alta produtividade e qualidade de producéo,
visadas pela agricultura moderna (KIMATI, 1995). Ao mesmo tempo, é também
considerada uma tecnologia que traz impactos negativos ao meio ambiente e a
saude publica (BETTIOL, 1997).

Apesar de todo investimento feito pelas empresas de agrotoxicos em
pesquisas que visem a obtencdo de produtos menos toxicos (AZEVEDO, 2003 e
KIMATI 1995), o que se verifica ainda é que 32% dos produtos registrados séo
pertencentes a classe toxicologica | e Il (extremamente tdxicos e altamente tdxicos,
respectivamente), enquanto 27 % pertencem a classe IV (pouco téxicos) (BRASIL,
2010). A utilizacdo inadequada de tais produtos tem trazido como consequéncias: a
geracdo de produtos de degradacdo ou metabdlitos, a persisténcia de produtos no
meio ambiente (meia vida), os residuos acima dos limites de tolerancia em alimentos
(ZAMBOLIM et al. 2000; AZEVEDO 2003), além da intoxicacdo dos agricultores, a

eliminacdo dos microrganismos responsaveis pela degradacdo de matéria organica
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e por controle biologico (SCHWAN-ESTRADA et al. 2003). O uso indiscriminado de
fungicidas pode promover ainda, a sele¢céo de fungos resistentes colocando em risco
a eficiéncia do método (GHINI et al, 2002; AZEVEDO 2003).

Em virtude dos danos causados pelos fungicidas sintéticos, da possibilidade
do surgimento de populagBes de fitopatdgenos resistentes a tais produtos e da
exigéncia cada vez maior do mercado por produtos agricolas livres desses quimicos,
€ de fundamental importancia o direcionamento de pesquisas em torno de outros
métodos de manejo, para que esses possam ser integrados em um programa de
manejo de doencas de plantas em pré e pos-colheita. Nesse contexto, o controle
biolégico em produtos agricolas restringe a aplicacdo abusiva de fungicidas, sendo
um importante aliado ao meio ambiente e aos consumidores de tais produtos, uma
vez que estes ndo possuem residuos de defensivos agricola (AZEVEDO et al,
2006).

Segundo Azevedo (2003), plantas e fungos representam uma fonte alternativa
guase inesgotavel de novas estruturas quimicas. A descoberta das estrobilurinas,
por exemplo, grupo de fungicidas desenvolvidos a partir de compostos de origem
natural (estrobilurina A e oudemansina A), trouxe para a agricultura a op¢ao de um
produto com caracteristicas altamente favoraveis como: perfil agroecotoxicolégico
favoravel, modo de acéo distinto dos grupos ja existentes e espectro de agédo sobre
fungos pertencentes as subdivisbes Ascomycotina, Basidiomycotina e
Deuteromycotina (AMMERMANN et al. 1992; HEANEY et al, 1994).

Dessa forma o estudo da atividade antimicrobiana de metabdlitos secundarios
de extratos fungicos pode contribuir tanto para o desenvolvimento de uma forma
potencial de controle alternativo, quando utilizado diretamente, como numa fonte de
substancias que nas maos de empresas quimicas tornam-se produtos a serem
utilizados no controle de doencas fuangicas na agricultura (DOMINGUES, 2008).

Assim, o presente trabalho teve por finalidade estudar a potencialidade “in
vitro” dos extratos de basidiomicetos da flora amazbnica no controle dos fungos
causadores de graves prejuizos as culturas de hortalicas da regido do Baixo

Amazonas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial dos extratos de espécies de basidiomicetos nativos, na

inibicao “in vitro”, de fitopatbgenos em hortalicas dos pequenos produtores de
Parintins/AM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar fitopatdbgenos causadores de danos as hortalicas no municipio de
Parintins/AM;

e Obter extratos de basidiocarpos de fungos da regido do Baixo Amazonas;

e Testar a capacidade dos extratos de inibirem o crescimento micelial,

germinacao de conidio e esclerdédios do fitopatégeno;

e Contribuir para colecdo do banco de dados de fungos decompositores de

madeira, da regido Amazonica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

O rapido crescimento industrial e urbano das ultimas décadas aumentou a
complexidade dos residuos lancados no meio ambiente, provocando seérios
problemas ecoldgicos e toxicoldgicos. A partir do século XX foram sintetizados
varios compostos das industrias quimica, farmacéutica, de fertilizantes e de
pesticidas que, ndo encontrando decompositores naturais, nao participam dos ciclos
biogeoquimicos. Esses compostos sdo estaveis, sob condicbes aerbdbias e
anaerdbias, acumulando-se no ambiente. Tais compostos sdo chamados
genericamente de xenobidticos e podem se tornar recalcitrantes e persistentes
(SEMPLE et al. 2001).

Um grande numero de substancias quimicas e sintéticas (haloaromaticos,
pesticidas, compostos policiclicos aromaticos, bifenilas policloradas, dioxinas, entre
outros) foram introduzidas no mercado sem prévia avaliagdo do seu impacto
ambiental. O resultado foi, em muitos casos, a poluicdo do meio ambiente por
contaminantes toxicos, colocando em risco a saude humana e a integridade dos
ecossistemas (BOOPATHY 2000, POINTING 2001, RABINOVICH et al. 2004).

Os principais exemplos desses compostos poluentes sdo os defensivos
agricolas, que no inicio do século passado eram, em sua maioria, de composicdo
inorganica e muito estaveis no ambiente. A partir da década de 1940 os pesticidas
inorganicos foram substituidos por organicos. Isso aconteceu por acreditar-se que o
problema da persisténcia seria resolvido, pela atuacdo conjunta dos agentes
degradativos bidticos e abibticos sobre esses compostos. No entanto, o uso desses
pesticidas organicos apresentou problemas de toxicidade e persisténcia no
ambiente, resultando em biomagnificagdo na cadeia alimentar, provocando efeitos
toxicos ligados ao declinio de populacdes até em niveis troficos mais altos (SILVA et
al, 1997).

No Brasil, o consumo de defensivos agricolas no ano de 2000 passou de
130.000 toneladas, incluindo herbicidas, inseticidas, fungicidas, acaricidas,
bactericidas, moluscidas e reguladores de crescimento. Os estados brasileiros com
maior volume de consumo desses defensivos foram: Parana, Sao Paulo, Rio Grande
do Sul, Mato Grosso do Sul e Goias (BRASIL, 2003).

J4 no estado do Amazonas a propor¢cdo de agricultores dos diferentes

municipios do estado que cultivam frutas e legumes com uso de agrotdxico varia
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entre 64% e 96,7% (IBGE, 1998). Os agricultores da regiao néo estado preparados
para o uso adequado desta “tecnologia”, ignoram o risco do uso de agrotdxicos para
saude e o ambiente e ndo recebem ajuda técnica de servicos de extensao oficiais
(WAICHMAN et al., 2002, 2003, 2007).

Na regido amazonica, a producdo de hortalicas teve um grande incentivo
devido principalmente a decadéncia da producdo de juta e malva por causa da
queda dos precos nos mercados nacionais e internacionais e o rapido retorno
financeiro desta atividade, que é alto quando comparado com as culturas
tradicionais e outras atividades econdmicas desenvolvidas pelos ribeirinhos
(WAICHMAN, 2007). A produgcdo de hortalicas na varzea apresentou Varios
problemas para os agricultores (NODA et al., 1997). Como estes cultivos nao estao
adaptados as condicfes tropicais, a suscetibilidade ao ataque de pragas (insetos,
fungos e outros) e a competicdo com vegetacao nativa vem forgcando os agricultores
ao uso intensivo de agrotoxicos. Desta forma, um incremento na produtividade
agricola ndo pode ser alcancado sem o0 uso crescente de agrotoxicos,
principalmente inseticidas, herbicidas e fungicidas, agentes estes que ndo séo
utilizados nas préticas agricolas tradicionais (ECOBICHON, 2001).

Além da exposicdo ocupacional dos agricultores, suas familias, e dos
consumidores por meio do consumo de frutas e hortalicas com residuos de
agrotoxicos, é possivel que esteja acontecendo a contaminacéo dos peixes atraves
da contaminacgdo da agua, o que representa um risco adicional para as populacdes
locais e para os consumidores de outros locais, principalmente se considerarmos
que o peixe € a principal fonte de proteinas para a populacdo do Estado do
Amazonas (WAICHMAN, 2008).

3.1 FITOPATOGENOS

3.1.1 CONTROLE QUIMICO

Na agricultura moderna, as doencgas fungicas de plantas tém sido controladas

principalmente através do uso de fungicidas. Entretanto, as pesquisas indicam que



24

mesmo com 0 aumento expressivo do uso de agrotdxicos, as perdas atribuidas a
doencas e pragas nao sofreram uma reducdo drastica e os ganhos de produtividade
nao foram significativos (FIORI-TUTIDA, 2003).

As constantes preocupacfes com o ambiente e a saude humana tém levado
muitos pesquisadores a investigar algumas alternativas visando redugéo do uso de
fungicidas com resultados promissores no controle de fitopatogenos em diversas
culturas. O uso de extratos de microrganismos e produtos oriundos do seu
metabolismo € uma pratica que vem sendo bastante pesquisada em alguns
patossistemas (ASSI, 2005)

O controle quimico de doencas de plantas €, em muitos casos, a Unica
medida eficiente e economicamente viavel de garantir as altas produtividade e
qualidade de producdo, visadas pela agricultura moderna (KIMATI, 1995). Os
defensivos agricolas fazem parte do conjunto de tecnologias associadas ao
processo de modernizacdo da agricultura, que ocorreu a partir da década de 60.
Com o uso generalizado dos defensivos agricolas nas mais diferentes condicdes
ambientais, muitos problemas comecaram a ser percebidos e diagnosticados, tais
como a ocorréncia de residuos em alimentos, a contaminacado de solos e aguas, o
efeito em organismos n&o visados e a intoxicagao de trabalhadores rurais. Com a
crescente conscientizacdo sobre o risco do uso desses produtos, houve
significativos avancos nas legislacGes de registro e uso desses quimicos em muitos
paises. Com isso, hd uma tendéncia de se substituir os defensivos agricolas mais
problematicos em termos ambientais e de saiude humana por produtos quimicos
mais especificos e que sejam mais seguros (CAMPAHNOLA et al, 2003).

O controle quimico de doencas de plantas é feito através de varios tipos de
produtos, comumente denominados agroquimicos, incluindo fertilizantes e
pesticidas. O grupo mais importante de pesticidas utilizados para o controle de
doencas de plantas é o dos fungicidas (KIMATI, 1995).

O uso de fungicidas representa um dos principais métodos de controle de
doencas de plantas. A facilidade de aplicagéo e os resultados imediatos obtidos os
tornaram amplamente difundidos em diversas culturas. Porém, o uso continuo pode
promover a selecdo de fungos fitopatogénicos resistentes, ndo controlados pelo
fungicida anteriormente eficaz, colocando em risco a eficiéncia do método (GHINI et
al, 2002).
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3.1.2 CARACTERISTICAS DOS FITOPATOGENOS

Na auséncia de hospedeiro suscetivel, o fungo fitopatogénico pode persistir
por um longo periodo no solo, através dos esclerédios, suas estruturas de
resisténcia (OLIVEIRA, 2005). Essa sobrevivéncia vai depender de diversos fatores
relacionados ao patdégeno e ao ambiente, sendo que geralmente, a alta umidade
reduz a longevidade dos esclerddios de varios meses para algumas semanas
(OLIVEIRA, 2007).

As diferentes estruturas do fungo a serem utilizadas no controle de pragas e
suas fun¢des no ciclo natural do patdogeno sdo: a) conidios: com funcdo de
reproducdo e de disseminacdo; b) blastosporos: com funcdo de disseminacdo na
hemolinfa do hospedeiro; ¢) micélio: com funcdo de migrar para fora do hospedeiro e
permitir a conidiogénese do fungo; d) esporos de resisténcia: com funcao de permitir
a sobrevivéncia do fungo no solo. No caso dos fungos mitospéricos pertencentes a
classe-forma Hifomicetes grande parte pode ser utilizada na forma de conidios,
blastosporos e micélio, sendo as duas primeiras formas geralmente preferidas por
serem ambas infectivas ao hospedeiro. A escolha da forma a ser utilizada do fungo
vai depender da espécie e isolado do patégeno, da dificuldade na sua produc¢éo, do
ambiente onde sera aplicado e do método de aplicacdo (LEITE et al., 2003;
ALMEIDA et al, 2006).

3.2 USO DE BASIDIOCARPOS NO CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS

Basidiomicetos constituem uma divisdo do reino Fungi que engloba os fungos
mais evoluidos, apresentando micélio com hifas septadas. Uma das caracteristicas
do grupo € a presenca de estruturas especiais de reproducdo os basidios — que
formam os basidiésporos. Os basidios podem ser formados diretamente sobre o
micélio ou na parte inferior do “chapéu” ou pileo do corpo de frutificacao,
denominado basidiocarpo. Este, na maioria das espécies, forma o cogumelo quando
0 basidiocarpo apresenta haste ou estipe. Quando o basidiocarpo ndo apresenta
haste e o pileo é de consisténcia lenhosa, tém-se o que comumente denomina-se de
“orelhas-de-pau” (KRUGNER et al, 1995).



26

As primeiras pesquisas sobre o potencial dos fungos da diviséo
Basidiomycota como antibiéticos foram realizadas por Anchel, Hervey e Wilkins em
1941 (SANDVEN, 2000), quando examinavam extratos do corpo de frutificacdo e
cultura micelial em mais de duas mil espécies de fungos. Eles detectaram e isolaram
0 composto pleuromutilin, um diterpeno especialmente usado no tratamento de
infeccbes micoplasmaticas em animais (BRIZUELA et al., 1998), servindo para o
desenvolvimento do primeiro antibiético comercial originado de Basidiomicetos.
Todavia, mais de 6 mil metabdlitos ja foram identificados desses fungos imperfeitos,
como compostos fendlicos, acidos fenilglicoxidicos, purinas, quinonas e derivados
terpénicos, tornando dificil o isolamento de novos compostos bioativos. Com o
desenvolvimento de novas tecnologias de fermentacdo e purificacdo, o0s
Basidiomycotas estdo recebendo atencdo como fonte para novas classes de
antibioticos desde a década passada (SUAY et al., 2000; ROSA et al., 2003).

De acordo com Brizuela et al. (1998), em geral, os Basidiomicetos possuem a
capacidade de produzir uma grande variedade de moléculas aromaticas, tanto em
meio natural como sintético. Uma das vantagens mais significativas dos
Basidiomicetos é o amplo espectro de atividades enzimaticas, destacando-se em
diversos sistemas biologicos, principalmente pela sua capacidade de producdo de
inibidores de enzimas. Sabe-se que a acdo de muitos agentes farmacolégicos é
dada por sua capacidade de inibir determinadas enzimas e que numerosas doencas
estdo associadas a uma excessiva e/ou ndo regulada atividade enzimatica, sendo
que as substancias inibidoras de enzimas podem apontar atividades farmacoldgicas
benéficas. Mesmo que as bactérias e leveduras oferecam vantagens tecnolégicas de
cultivo e conhecimento biolégico vasto, o0s Basidiomicetos apresentam
potencialidades de biossintese mais interessantes e numerosas, sendo condizente
aprofundar o estudo do cultivo e manejo destes microrganismos com a finalidade de
identificar metabalitos novos e Uteis ao homem (BENINCA, 2007).

Entre os Basidiomicetos, a familia Polyporaceae tem sido a mais estudada,
sendo que aproximadamente 75% de suas espécies apresentam grande atividade
antimicrobiana. Numerosos componentes desses fungos, como polissacarideos
derivados da parede celular, apresentam atividade antiviral, citotoxica e/ou
antineoplasica (BENINCA, 2007), além do potencial de uso na biorremediagcdo de
areas degradadas (BATISTA et al, 2010).



27

Estes componentes tém atraido atencdo nos ultimos anos por sua atividade
imunomodulatéria que resulta em um efeito na prevencédo de tumores (WASSER,
2002). Essas substancias de alto peso molecular, chamados de Modificadores de
Resposta Biologica (BRM) ou imunopotenciadores, agem contra a carcinogénese,
mostrando efeitos diretos no combate ao céncer, prevenindo metéstases. No
mercado Japonés, alguns desses polissacarideos ligados a proteinas isolados de
Basidiomicetos, tém encontrado espaco por apresentarem acdo fitotoxica,
imunomodulatéria, analgésica, antidiabética, inseticida, nematicida e cardiovascular.
As pesquisas mais avancadas no isolamento de componentes da familia
Polyporaceae, bem como de outros Basidiomicetos, sao realizadas na Alemanha,
Japao, Korea e na China, onde o uso de cogumelos medicinais tornou-se tradi¢cao
(ZJAWIONY, 2004).

Pacumbaba et al. (1999) observaram que o fluido de micélios do
basidiomiceto Lentinula edodes (Shiitake) possui atividade inibitéria em
Pseudomonas syringae pv. glycinea, P. syringae pv. tabaci, Xanthomonas
campestris pv. glycines, X. campestris pv. campestris, Erwinia amylovora, Ralstonia
solanacearum, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Bacillus cereus,
Escherichia  coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e
Staphylococcusaureus. Piccinin (2000), trabalhando com filtrados de basidiocarpo,
pileo, estipe, filtrado autoclavado de basidiocarpo, filtrado de crescimento micelial e
fitrado do micélio macerado do cogumelo L. edodes, também observou o
eliciamento da producéo de fitoalexinas do complexo das deoxiantocianidinas em
sorgo e gliceolinas em soja.

Fiori-Tutida (2003) realizou experimentos utilizando extratos aquosos dos
cogumelos L. edodes e Agaricus blazei (Cogumelo do Sol), verificando que os
mesmos estimularam a produgédo de fitoalexinas em sorgo e soja, induziram a
producdo de proteinas-PR (1,3-glucanase e peroxidase) em trigo e ativaram rotas
metabdlicas para a formagédo de papilas em mesocadtilos de trigo, indicando assim,
gue esses cogumelos apresentam potencial como eliciadores de resposta de defesa
em plantulas.

Di Piero (2003) em seus experimentos com extratos aquosos de
Basidiocarpos de L. edodes e A. blazei constatou que ha inducéo de resisténcia em
plantas de pepino pelos dois cogumelos testados. Em plantas de tomate, apenas A.

blazei apresentou potencial para o controle da bacteriose Xanthomonas vesicatoria.
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3.2.1 PYCNOPORUS SANGUINEUS (Fr.) Murr.

Posicéo taxonbmica

REINO. .. Fungi

DiviSA0 (Fil0).....ccevviiiiiiiiiieiie e Basidiomycota

(O 1= 11T T Basidiomycetes
SUDCIASSE.....cvvvveicccciee e Holobasidiomycetidade
OrdeM....eiiiiiieieeeeeee e Aphylophoralles
Familia........cooeerii Poliporaceae

GENEIO... ettt Pycnoporus
ESPECIE....eueiiieeiiiiiiiiie e sanguineus

P. sanguineus um fungo do tipo saprofita de crescimento lento, pertencente a
Divisdo Basidiomycota, da familia Poliporaceae, responsavel pela decomposicéo de
tecidos xilematico; apresenta uma frutificacdo semi-circular e pode ser encontrado
distribuido horizontalmente contra os caules das arvores. Sua superficie € lisa e
ligeiramente marcada em zonas concéntricas de coloracao vermelho-laranjada. Esse
fungo ha muito tempo é usado na Africa para o tratamento de varias enfermidades.
Possui componentes para o tratamento de reumatismos, artrites e gota, possuindo
ainda atividade antibacteriana e antifungica. (BENINCA, 2007).

Zulfadhly et al. (2001) indicam o uso de P. sanguineus para a remocdo de
metais pesados, como Pb?*, Cu®" e Cd?* fixados na coluna do leito de rios. Aradjo et
al (2010) destaca a influéncia do processo enzimatico utilizando o fungo amazbénico
P. sanguineus na fabricagao de papel.

Smania Jr. et al. (2003) realizaram experimentos com toxicidade e atividade
antiviral de cinnabarina obtida com extratos etandlico e cetbnico de P. sanguineus e
observaram que essa substancia, mesmo em baixas concentra¢des (0,62 mg mL),
causou alterac6es na viabilidade e morfologia das células de camundongos, porém,
sem causar injuria sisttmica ou morte em baixas ou em altas concentragdes.

Rosa et al. (2003) em um “screening” com Basidiomicetos para testar a
atividade antimicrobiana, testaram 84 espécies desta ordem de fungos de diferentes

ecossistemas brasileiros contra microrganismos patogénicos e nao patogénicos.
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Concluiram que o P. sanguineus inibiu o crescimento da levedura Candida krusei e
das bactérias Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.

Halaouli et al. (2005) identificaram em seus estudos isolado de P. sanguineus
com potencial para a producdo de tirosina, uma substancia que demonstrou ser
eficiente na sintese de moléculas antioxidantes e no “crosslinking de proteinas.

Assi (2005) utilizou extratos aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus para
o controle de Colletotrichum lindemuthianum em ensaios in vitro e no cultivo do
feijoeiro, concluindo que houve controle do patdgeno, tanto por atividade
antimicrobiana direta, através da inibicdo da germinacdo de conidios, quanto por
inducdo de resisténcia local e sistémica, através da ativacdo de peroxidases.
Soares, et al (2010) destaca o potencial na secre¢cdo de lignina-peroxidase e
manganés-peroxidase.

Smania (2003) isolou a cinabarina, indicando atividade antimicrobiana e

antiviral contra o virus da raiva.

3.2.2 LENTINUS CRINITUS (L.:FR) FR

Posicéo taxondmica

REINO.....iiiiii e Fungi

DiVISA0 (Fil0)....coe i Basidiomycota
ClaSSe......uuuiiiiiiiiiieiee Basidiomycetes
SUDCIASSE.....cevvviiccccece e Holobasidiomycetidaea
(@0 [T o TP Agaricales
Familia.......ccooeeieiieeieeeeeee Tricholomataceae
(12T =T (o SO Lentinus
ESPECIE....uuiiiiiiiiiiiiee crinitus

Este fungo apresenta pileo ou chapéu com 2-5cm de diametro, frutificacdes
castanhas, deprimidos no centro. Superficie com feixes de pelos de 1mm de
comprimento (GUERRERO et al., 1999).
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Estudos de etnomicologia apontam este cogumelo como comestivel por
algumas tribos indigenas, somente ap0s cozimento na brasa, pois, segundo relatos
indigenas ele provoca vémitos se ingerido cru (FIDALGO et al., 1979).

Para esta espécie € citada na literatura a atividade antimicrobiana, dada por
quatro compostos sesquiterpénicos.(ABATE et al., 1994). Além de mostrar
caracteristicas interessantes para sistemas de biorremediacdo, como remocao e
mineralizagdo de poluentes organoclorados (Matheus et al. 2000, Matheus et al.
2001, Matheus et al, 2002). Matheus (2003) em estudo com este fungo, em escala
de laboratério, péde observar que L. crinitus mineralizou até 25% de C-

hexaclorobenzeno.

3.3 CONTROLE BIOLOGICO

O controle de pragas na agricultura, normalmente, € feito por meio de
agrotoxicos, que também acabam com o0s organismos benéficos (predadores,
abelhas e outros polinizadores), contaminando o solo e a agua. Além disso, fazem
com que as pragas adquiram resisténcia, exigindo doses mais altas ou produtos
mais toxicos. Uma opcao eficiente é o controle bioldgico: a reducdo das populacdes
de determinado inseto-praga por meio da introducdo no ambiente de seus inimigos
naturais (insetos, passaros, acaros, virus, etc.). O controle biolégico de insetos é
definido como a acgéo de inimigos naturais sobre uma populacdo de praga, a fim de
manté-la numa densidade populacional que ndo cause danos econémicos a cultura.
Esta € uma estratégia particularmente interessante para ser incluida nos programas
de controle de pragas de qualquer propriedade agricola. Utilizam-se predadores,
parasitéides (pequenas vespinhas) ou patdgenos, nativos ou exoticos, multiplicados
no laboratorio e liberados posteriormente nas propriedades para controlar as pragas-
alvo das culturas (PALLINI, 2009).

Algumas vantagens do uso do controle biolégico sobre o quimico sdo: a
reducdo de exposicdo dos produtores e técnicos aos pesticidas; a auséncia de
residuos nos alimentos; o baixissimo risco de poluicdo ambiental; auséncia de
periodo de caréncia entre a liberacdo do inimigo natural e a colheita, e apreciacéo

pelo publico gue demanda produtos livres de agrotéxicos (PALLINI, 2009).
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3.3.1 PROBLEMAS COM O CONTROLE BIOLOGICO

Embora um arranjo de microrganismos tenha sido demonstrado como protetor
das plantas cultivadas contra doencas sob condicdes experimentais, o0
desenvolvimento comercial de diversos antagonistas tem sido impedido devido a
performance inconsistente entre locais da lavoura e periodos de cultivo. A variagédo
na performance de agentes de controle biologico foi atribuida a diversos fatores.
Esses fatores incluem a compatibilidade entre a planta hospedeira e o0 agente de
biocontrole devido ao gendtipo da planta hospedeira; praticas agricolas; mutacdes
de organismos de biocontrole resultando na perda da efetividade; resisténcia do
patdgeno aos mecanismos de biocontrole; vulnerabilidade do agente de biocontrole
para mecanismos de defesa do patdgeno e efeitos do ambiente na sobrevivéncia e
efetividade do agente de biocontrole (TRIGIANO et al. 2010).

Antagonistas s&o organismos vivos, que aplicados diretamente na planta
hospedeira, no solo da lavoura ou no meio de plantio em uma casa de vegetacao,
serdo somente ativos se 0 crescimento e a reproducdo forem favorecidos pelo
ambiente. Uma alteracdo nas condicdbes ambientais durante a estacdo de
crescimento pode ter efeitos profundos na habilidade do agente de controle bioldgico
em controlar um fitopatdbgeno, onde as mesmas condicfes ambientais podem ter
pouco efeito na habilidade de um agrotdéxico quimico em controlar o patégeno
(TRIGIANO et al. 2010). A preparacdo e o armazenamento de inGculo antagonista e
a aplicacdo do antagonista freqiientemente tem necessidades precisas. O in6culo de
agente bioldgicos geralmente ndo pode ser armazenado em temperaturas extremas
gue poderiam ser satisfatérias para armazenar um fungicida como pé molhavel.
Adicionalmente, a vida de prateleira do indculo antagonista ndo é tdo longa como
aguela do agrotoxico; consequentemente, os agricultores ndo podem armazenar
grandes quantidades de indculo antagonista para uso posterior (TRIGIANO et al.
2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA

Carpdéforos de fungos de basidiomicetos Pycnoporus sanguineus e Lentinus
crinitus (Figuras 01 e 02), foram coletados com seus substratos em areas rurais e
periurbana do municipio de Parintins, regido do baixo Amazonas. Os fungos
coletados foram acondicionados em sacos de papel com as devidas informacdes
sobre local, data, coletor e tipo de substrato. Em seguida levados ao laboratério de
Biologia do Centro de Estudos Superiores de Parintins — CESP/UEA para serem
inoculados em meio de cultura BDA (potato starch 4g, dextrose 20g, agar 15g), para

uso das etapas seguintes da pesquisa.

Figura 1: Carpéforo do fungo Pycnoporus

sanguineus

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Carpéforo dos fungos P. sanguineus e L. crinitus foram triturados em moinho
de faca, passado em peneira 60 mesh e pesado 50 gramas de cada (Fig. 03), para
em seguida serem utilizados na obtencdo dos extratos aquoso frio (H20-F), quente
(H20-Q) e ultrassonico (H20-US), e extratos hidroalcéolicos a frio (H-F) e quente (H-
Q) na proporcéo de 1:1 (dgua:etanol). Os métodos utilizados nas extracdes foram: 1)

a quente, através de extrator Soxhlet, em extracdo média de 8 horas (Fig. 04); 2)
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extracdo ultrassdnica em ultrassom a temperatura de 50 °C por 25min de extracao

(Fig. 05); e 3) com a solucao em repouso por um periodo de 72h em um recipiente
ambar (Fig. 06).

Figura 3: Carpdforo triturado de P. sanguineus Figura 4: Extragdo a quente
e L. crinitus

Figura 5: Extracao em aparelho ultrassdnico Figura 6: Extragédo a frio

Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo a pressao
reduzida, observando-se o ponto de ebulicdo de cada solvente (etanol= 78,5 °C,
agua= 100 °C).

4.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FITOPATOGENOS

Foram coletadas em hortas de pequenos produtores do municipios de
Parintins, amostra de plantas com sintomas de contaminacao por fitopatégeno (Fig.
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07). Fragmentos de 8 a 12 cm, nas proximidades do tecido lesionado, das amostras
vegetais de hortalicas, foram pesadas, realizada assepsia em alcool 70% por 1 min,
hipoclorito de so6dio por 3 min, e novamente em alcool 70% por 30 seg, e
enxaguados duas vezes em agua destilada e esterilizada, para em seguida serem
inoculadas, por fotoperiodo de 12h, em placa de Petri contendo meio de cultura BDA
(Fig.08).

Para a identificacdo do fitopatdgeno, fragmentos das colénias fangicas foram
coradas em lactofenol azul algoddo e analisados em microscépio 6ptico para a

observacdo de estruturas reprodutivas, de resisténcia ou andlise da morfologia das

hifas (grampos de conexao, septacéo) (HANLIN et al, 1996) (Figs. 09 e 10).

Figura 7: Amostra vegetal Figura 8: Disposicao das amostras vegetal em
BDA

Figura 9: Andlise microscépica mostrado hifas Figura 10: Andlise microscOpica Fusarium sp.
do FA16
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4.4 TESTE DO EXTRATO SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL DOS FUNGOS
FITOPATOGENICOS

Os extratos fungicos obtidos foram dissolvidos previamente em DMSO
(dimetil sulféxido), e adicionados ao meio BDA nas concentragfes de 1, 10, 100 e
1000 pg mL-! (Fig. 11) e vertidos em placas de Petri. Discos de 5 mm de diametro,
contendo micélio dos fungos patogénicos, foram transferidos para o centro das
placas e mantido em fotoperiodo de 12h (Fig.12). A avaliagdo do crescimento foi
realizada quando as parcelas testemunhas (placa de Petri) foram completamente
preenchidas pelos fungos, medindo-se o crescimento radial dos fungos submetidos

aos tratamentos, em duas retas perpendiculares tracadas no fundo de cada placa
(Figs. 13 e 14).

Figura 11: Extratos fungicos nas concentracdes Figura 12: Micélio do fungo patogénico em
1, 10, 100 e 1000 pg mL-* meio BDA

Figura 13: Medicao do crescimento micelial Figura 14: Medicao do crescimento micelial
(cm) em Fusarium sp. (cm) em FA16 sp.
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4.5 TESTE DO EXTRATO SOBRE A GERMINACAO DE CONIDIOS

Para o experimento de inibicdo da germinacdo de conidios, foi utilizado o
método do celofane descrito por Nelly et al (1978). Os extratos fungicos foram
dissolvidos previamente em DMSO (dimetil sulféxido) (Fig. 15). Dez discos de papel
celofane de 0,8 cm de diametro foram colocados em placas de Petri sobre discos de
papel filtro (Fig.17) embebidos com 5 mL da solucdo de cada extrato nas
concentracdes 0 e 1000 pug mL-*, em triplicata (Fig.16). Posteriormente, uma gota de
suspensdo de conidios do fitopatdgeno, na concentracdo de 10* conidios.mL™ foi

depositada sobre cada disco de celofane (Fig. 18). As placas assim preparadas

foram mantidas em BOD sob fotoperiodo de 12h e temperatura de 25°C.

Figura 15: Extrato bruto e suas dissolucdes em Figura 16: Papel filtro embebido com extrato
dimetil sulféxido

Figura 17: Disposicéo dos discos de papel Figura 18: Suspenséo de conidios acrescenta-
celofane na placa de Petri dos em discos de papel celofane
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A avaliacdo de germinacgdo dos conidios foi feita transferindo-se os discos de
celofane para uma lamina de vidro, com o auxilio de uma pin¢a, sobre a qual foram
colocadas uma gota de agua e uma laminula. A observacao foi feita em microscopio
optico apos 16h de incubacéo e considerando-se como germinados, aqueles que
apresentassem qualquer indicio de formag¢do do tubo germinativo. A avaliacdo foi
feita somando-se os conidios germinados com os conidios ndo germinados (Nesp),
obtendo-se assim um total de conidios (TC) por placa de Petri, calculando-se assim
a percentagem de ndo germinacao (Nesp*100/TC). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés repeticdes, sendo cada parcela constituida por
uma placa de Petri com 10 discos de celofane.

4.6 TESTE DOS EXTRATOS SOBRE A GERMINACAO DE ESCLERODIOS

Esclerddios foram inoculados em placas de Petri (5 cm @) contendo meio de
cultura BDA (Figs. 19 e 20) e cada um dos extratos, nas mesmas concentracoes,
preparadas de forma semelhante ao experimento de inibicdo do crescimento micelial
descrito anteriormente, e incubadas por 72h a 25°C e fotoperiodo de 12h. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cada parcela sendo
composta por 6 placas por extrato. A avaliacdo foi feita contando-se os esclerédios
germinados e medindo-se o crescimento radial dos fungos submetidos aos
tratamentos, em duas retas perpendiculares tracadas no fundo de cada placa
calculando-se. Em todos os experimentos realizados, tratamentos contendo dimetil

sulfoxido e agua destilada autoclavada foram utilizados como controle negativo.
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Figura 19:Crescimento do Fusarium sp. em Figura 20: Crescimento do FA16 em

placa de Petri placa de Petri

4.7 CONSORCIO DE FUNGOS

4.7.1 PREPARO DOS EXTRATOS

Foram utilizados 50 gramas do carpoéforo triturado de P. sanguineus e
misturado com 50 gramas do carpoforo triturado de L. crinitus (1:1) em 250 ml de
solucdo hidroalcéolica (1:1, agua:etanol) para os trés métodos de extracdo: a

guente, a frio e ultrassom. A extracdo foi conforme descrito anteriormente.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados utilizou-se o BioEstat 5.0, onde se obteve
0s parametros descritivos (média, desvio padrdo, variancia) dos dados, teste de
correlacdo entre as variaveis, teste ANOVA para verificar diferencas entre os

tratamentos e de Tukey (p<0,05) para contrastes das médias.
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CAPITULO I

Atividade “in vitro” de extratos de Pycnoporus sanguineus e Lentinus crinitus

sobre o fitopatégeno Fusarium sp.
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Atividade “in vitro” de extratos de Pycnoporus sanguineus e Lentinus crinitus
sobre o fitopatégeno Fusarium sp.

FIGUEIREDO, Adrya®; CASTRO E SILVA, A
'Universidade do Estado do Amazonas-UEA

RESUMO - O controle alternativo de doencas de plantas tem como objetivo
minimizar o impacto ambiental através da utilizacdo de produtos naturais. Assim,
este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade in vitro de extrato aquoso e
hidroalcoodlico de Pycnoporus sanguineus e Lentinus crinitus contra Fusarium sp.,
conhecido por causar doencas das culturas. Os fungos foram coletados em areas
periurbanas e rurais de Parintins-AM, e testados em diferentes concentragbes de
extratos, para avaliar: a) inibicdo de crescimento micelial, b) inibicdo da germinacgéo
de conidios e c) inibicdo da germinacdo de esclerécios. Para avaliacdo do
crescimento micelial e esporulacédo de esclerodios, os isolados foram semeados em
meio em meio BDA (batata-dextrose-agar), com fotoperiodo de 12 horas. A
contagem de esporos foi realizada utilizando um microscépio Optico, apos 16 horas
de incubacdo. Os melhores resultados de inibicdo do crescimento micelial foram
obtidos com o extrato hidroalcodlico frio. Extrato de P. sanguineus em solvente
hidroalcodlico frio e extrato aquoso ultra-sbnico e L. crinitus de solvente
hidroalcodlico frio, inibiu mais de 92% da esporulacédo de conidios. Extratos aquosos
quentes para ambos os fungos inibiram a germinacdo de esclerédios, bem como
extrato de P. sanguineus hidroalcodlico frio. O consorcio dos fungos inibiram a
germinacdo de esclerédios em 1000 pg mL™.

Palavras-chave: fungicida, controle alternativo, basidiomicetos

ABSTRACT - Alternate control of plant diseases aim minimize environmental
impacts through the use of natural products. Thus this work had as objective to
evaluate in vitro activity of aqueous and hydroalcoholic extracts of Pycnoporus
sanguineus and Lentinus crinitus against Fusarium sp. known to cause crops
diseases. Fungi were collected in the suburban and rural areas of Parintins-AM, and
tested to different extracts concentrations, to assess: a) inhibition of mycelial growth,
b) inhibition of conidial germination and c) inhibition of germination of sclerotia. For
mycelial growth and sporulation of sclerotia evaluation, the isolates were plated at
PDA (potato dextrose agar) medium, with 12 h photoperiod. The spore counting
using an optical microscope after 16 hours of incubation was performed.. Mycelial
growth inhibition best results was obtained with hydroalcoholic cold extract. P.
sanguineus hydroalcoholic and aqueous solvent ultrasonic cold extract and L.
crinitus hydroalcoholic solvent cold extract, inhibited more than 92% of conidia
sporulation. Aqueous hot extracts for both fungi inhibited sclerotia germination as
well as L. crinitus hydroalcoholic cold extract. Fungi consortium inhibited sclerotia
germination at 1000 pyg mL™ concentration.

Keywords: fungicides, alternative control, basidiomycetes
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INTRODUCAO

As doencas de plantas tém sido observadas e registradas por humanos ha
mais de 2.000 anos (AGRIOS, 2005). Diversas doencas foram inicialmente descritas
com base em observacdes de sinais visiveis (estruturas reprodutivas e vegetativas
do patdégeno) e sintomas (rea¢Bes da planta a infeccdo) nas frutas, folhas, raizes e
haste. Desde entdo, continua-se a investigar o papel que 0s microrganismos
possuem nas doencas de plantas e como sua biologia, ecologia e genética
influenciam a patogénese (p. ex; habilidade de um organismo em causar doencga). A
maioria dos estudos cientificos focou principalmente nas espécies de plantas de
importancia econdmica para a agricultura e fomentou o desenvolvimento de métodos
experimentais para examinar 0s patdégenos de plantas e suas doencas associadas.
Em geral, a maioria dos cultivos agricolas esta sujeita a diversas doencas causadas
por um conjunto amplo de fitopatégenos.(TRIGIANO et al, 2010)

Um dos fitopatégenos amplamente distribuido ao redor do mundo, encontrado
em todos os tipos de solo ou associados a inUmeras espécies vegetais, € o fungo
Fusarium spp. Este fungo pode sobreviver por longos periodos de forma saprofitica
sobre a matéria organica do solo e quando possivel pode causar inUmeras doencas
em diferentes espécies vegetais, sobretudo em culturas de importancia econdémica,
causando grandes prejuizos (MARTINS, 2005).

Embora o maior interesse neste fungo se deve ao fato de causar doencas em
um grande numero de espécies vegetais, dentro do género Fusarium tém sido
descritos alguns ndo patogénicos. Entretanto, poucos estudos foram realizados com
a finalidade de comparar a variabilidade genética neste grupo, embora estejam
presentes em inimeros locais e representem um dos maiores componentes da
comunidade do solo. Além disso, isolados ndo patogénicos podem ser encontrados,
endofiticamente, colonizando o interior da planta hospedeira (DESJARDINS et al.,
2000; LESLIE et al., 2001; ZEMANKOVA et al., 2001; GODOY et al., 2004). Estes
isolados endofiticos podem apresentar interacdo simbidtica com o hospedeiro,
sendo importantes, ndo s6 para o controle biolégico de doencas, mas também
desempenhando fungbes que poderdo ser benéficas para a planta hospedeira
(GODOY et al., 2004).

Sabe-se ainda que isolados patogénicos de Fusarium spp. mostram um alto

nivel de especificidade ao seu hospedeiro, mas a relacdo destes isolados com
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isolados ndo patogénicos ainda néo foi avaliada, o género Fusarium € caracterizado
pelo seu crescimento rapido, colénias com coloracdo palida ou colorida (violeta a
parpura escuro ou do creme a laranja), com micélio aéreo e difuso (MARTINS,
2005). A maioria das espécies de Fusarium € composta por fungos de solo com
distribuicdo cosmopolita e ativo na decomposicdo de substratos celulosicos das
plantas, sendo que alguns isolados sdo parasitas das plantas. A patogenicidade ao
homem é rara, mas muitas espécies causam o0 apodrecimento de estoques e sao
importantes produtoras de toxinas (DESJARDINS et al., 2000; LESLIE et al., 2001,
ZEMANKOVA et al, 2001;GODOQY et al, 2004).

As caracteristicas e patogenicidade do género Fusarium o torna de dificil
controle para o produtor agricola, fazendo com que a utilizacdo de produtos quimico
seja cada vez mais abusiva. E em virtude dos danos causados pelos fungicidas
sintéticos, tanto ao homem quanto ao ambiente, da possibilidade do surgimento de
populacbes de fitopatdgenos resistentes a tais produtos e da exigéncia cada vez
maior do mercado por produtos agricolas livres desses quimicos, é de fundamental
importancia o direcionamento de pesquisas em torno de outros métodos de
programa de manejo de doencas de plantas em pré e pés-colheita. Nesse contexto,
o controle biol6gico em produtos agricolas restringe a aplicacdo abusiva de
fungicidas, sendo um importante aliado ao meio ambiente e aos consumidores de
tais produtos, uma vez que estes ndo possuem residuos de defensivos agricolas
(AZEVEDO et al, 2008).

Dentre os agentes flngicos que podem atuar como biocontroladores de
doencas de plantas, destaca-se aqueles da classe dos Basidiomicetos, que incluem
aproximadamente 1.200 espécies identificadas (VANDERLINDE, 2010).

As propriedades terapéuticas dos Basidiomycetes vém sendo reconhecidas
por milénios pelos povos orientais, sendo que os primeiros livros chineses sobre
produtos naturais, medicinais, datam 200 anos atras (VANDERLINDE, 2010). Por
isso, muitos estudos cientificos foram conduzidos com basidiomas destes fungos,
com a finalidade de isolar e identificar quimicamente as diversas substancias ativas,
e também determinar suas potencialidades terapéuticas (LOMASCOLO et al., 2003).

Assim, o presente trabalho teve por finalidade avaliar a potencialidade in vitro
dos extratos de basidiomicetos de P. sanguineus e L. crinitus em inibir o
fitopatdgeno Fusarium sp., isolado de culturas de alface do municipio de Parintins-
AM.
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MATERIAIS E METODOS

Carpéforos de fungos de basidiomicetos Pycnoporus sanguineus e L. crinitus,
foram coletados com seus substratos em areas rurais e periurbana do municipio de
Parintins, regido do baixo Amazonas. Em seguida, no laboratdrio de Biologia do
Centro de Estudo Superiores de Parintins-CESPE/UEA, foram triturados em moinho
de faca, passado em peneira 60 mesh e pesado 50 gramas de cada, para serem
utilizados na obtencdo dos extratos aquoso frio (H20-F), quente (H20-Q) e
ultrassbnico (H20-US), e extratos hidroalcéolicos a frio (H-F) e quente (H-Q) na
proporcado de 1:1 (agua:etanol). Os métodos utilizados nas extracbes foram: 1) a
guente, através de extrator Soxhlet, em extracdo média de 8 horas; 2) extracdo
ultrassénica em ultrassom a temperatura de 50 °C por 25min de extracao; e 3) com a
solucdo em repouso por um periodo de 72h em um recipiente @&mbar. Também foi
realizado o consorcio dos fungos, onde foram utilizados 25 gramas do carpoforo
triturado de P. sanguineus e misturado com 25 gramas do carpoforo triturado de L.
crinitus (1:1) em 250 ml de solucdo hidroalcéolica (1:1, dgua:etanol) para os trés
métodos de extracdo: a quente, a frio e ultrassom.

Para o isolamento do fitopatégeno, Fusarium sp, fragmentos de 8 a 12 cm, de
amostras vegetais de hortalicas doentes, foram pesadas e apés realizar assepsia
foram inoculadas, em fotoperiodo de 12h, em placa de Petri contendo meio de
cultura BDA. Apds o crescimento para a identificacdo do fitopatdgeno, fragmentos
das colbnias fungicas foram coradas em lactofenol azul algoddo e analisados em
microscépio Optico para a observacao de estruturas reprodutivas, de resisténcia ou
analise da morfologia das hifas (grampos de conexao, septacao e etc.) (Hanlin et al,
1996).

Os extratos fungicos obtidos foram dissolvidos previamente em DMSO
(dimetil sulfoxido), e adicionados ao meio BDA nas concentragbes de 1, 10, 100 e
1000 ug mL?, vertidos em placas de Petri, para realizacdo dos testes: a)
crescimento micelial; b) germinacdo de conidios e ¢) germinacéo de esclerédios.

No teste do crescimento micelial discos de 5 mm de diametro, contendo
micélio dos fungos, foram transferidos para o centro das placas e incubados em
BOD a 25°C em auséncia de luz. A avaliacdo foi realizada quando as parcelas

testemunhas foram completamente tomadas pelos fungos, medindo-se o
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crescimento radial dos fungos submetidos aos tratamentos, em duas retas
perpendiculares tragadas no fundo de cada placa.

Para o experimento de inibicdo da germinacdo de conidios, foi utilizado o
método do celofane descrito por Nelly et al (1978). Dez discos de papel celofane de
0,8 cm de diametro foram colocados em placas de Petri sobre discos de papel filtro
embebidos com 5 mL da solugdo de cada extrato nas concentragbes 1, 10, 100 e
1000 pg mL-1, em triplicata. Posteriormente, uma gota de suspensédo de conidios do
fitopatégeno, na concentracdo de 10 conidios.mL-' foi depositada sobre cada disco
de celofane. As placas assim preparadas foram mantidas em BOD sob fotoperiodo
de 12h e temperatura de 25°C.

A observacdo foi feita em microscépio 6ptico apés 16h de incubacao,
considerando-se como germinados, aqueles que apresentassem qualquer indicio de
formacdo do tubo germinativo. A avaliacdo foi feita somando-se os conidios
germinados com os conidios ndo germinados (Nesp), obtendo-se assim um total de
conidios (TC) por placa de Petri, calculando-se assim a percentagem de néo
germinacao (Nesp*100/TC).

J4 na avaliacdo da germinacdo de esclerddios, foram inoculados 10
esclerédios em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e cada um dos
extratos, nas mesmas concentracbes, preparadas de forma semelhante ao
experimento de inibicdo do crescimento micelial descrito anteriormente. Em seguida
incubadas por 72h a 25°C em fotoperiodo de 12h. A avaliacao foi feita medindo-se o
crescimento radial dos fungos submetidos aos tratamentos, em duas retas
perpendiculares tracadas no fundo de cada placa. Em todos os experimentos
realizados, tratamentos contendo dimetil sulfoxido e agua destilada autoclavada
foram utilizados como controle negativo.

Enfim, para a analise estatistica dos dados utilizou-se o BioEstat 5.0, onde se
obteve os parametros descritivos (média, desvio padréo, variancia) dos dados, teste
de correlacdo entre as variaveis, teste ANOVA para verificar diferencas entre os

tratamentos e de Tukey (p<0,05) para contrastes das médias.
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RESULTADOS
CRESCIMENTO MICELIAL

Nas condicdbes em que o0s experimentos foram realizados, no geral o0s
melhores resultados, com 0 menor crescimento micelial, em comparacdo ao
tratamento com a testemunha, foram obtidos com os extratos H-F (Tabela 1).

No extrato H20-Q de P. sanguineus, foi onde ocorreu 0 menor crescimento
micelial do Fusarium sp, crescimento 60% menor, nas concentracées 1, 100 e 1000
ug mL™*, e 40% na concentracéo de 10 yg mL™, em comparacdo com a testemunha.
Ja o extrato do basidiocarpo de L. crinitus obteve o melhor resultado em 10 pg mL™
com 50% a menos do crescimento. O extrato do consorcio dos fungos nédo revelou
dados significativos em comparagao aos experimentos testemunha.

O extrato H20-F de P. sanguineus proporcionou os menores valores de
crescimento em relacdo ao L. crinitus e consorcio desses fungos, com crescimento
micelial 70% menor nas concentracdes 10 e 1000 pg mL™ em relacédo a testemunha.
Nos tratamentos com extrato de L. crinitus e consorcio, ndo houve inibicdo na
concentracdo de 1 yg mL™, e nas demais concentracdes variaram de 10 a 40%.

Na maioria dos tratamentos realizados em extratos H-Q, ndo houve inibicao
no crescimento micelial, em relagdo a testemunha. No extrato L. crinitus, o
crescimento do Fusarium sp. em todas as concentragdes, foi maior quando
comparado com a testemunha. Ja para o0 extrato de P. sanguineus nas
concentracdes de 1 e 10 pug mL™, o crescimento foi 80% maior do que da
testemunha. Por outro lado, o extrato do consorcio desses fungos mostrou
resultados equiparados com aqueles das testemunhas.

O extrato H-F dos fungos estudados, inibiu o crescimento do Fusarium sp em
até 70% na maior concentracdo, 50% e 60% nas concentracdes de 10 e 100 uyg mL"
! respectivamente. Ja o extrato em consoércio ndo tiveram bons resultados, variando
de 10 a 50% de inibicéo.

O extrato aquoso ultrassonico dos fungos, inibiu o crescimento em 70% na
maior concentracdo testada em relacdo a testemunha, e de 40 e 60%, nas

concentracdes 10 e 1000 uyg mL™*, respectivamente (Tabela 1).



Tabela 1. Percentual do crescimento micelial (cm) de Fusarium

nas concentracdes de 1 & 1000 ug mL™
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sp., contendo meio de cultura BDA + extratos de basidiomicetos

Tratamentos

Extrato Fungo 1ugmL? 10pgmL? 100 pg mL™* 1000 pg mL™
P. sanguineus 40 60 40 40
H20-Q L. crinitus 80 50 60 60
Consorcio 100 100 90 80
P. sanguineus 40 30 60 30
H20-F L. crinitus 90 60 70 60
Consorcio 90 80 80 80
P. sanguineus 702 50% 502 30?
H20-US L. crinitus 704 60° 40° 30°
Consorcio 80" 50° 40° 30°
P. sanguineus 1302 180° 70° 802

H-Q L. crinitus 130° 1702 1702 1402
Consorcio 110? 80° 80° 90°
P. sanguineus 50 50 40 30
H-F L. crinitus 70 50 40 30
Consorcio 100 50 70 80

Testemunha 100 100 100 100

Letras iguais na horizontal significa que ndo ha diferenca estatistica ao nivel de 95% de probabilidade.
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GERMINACAO DOS CONIDIOS

Os resultados da germinacdo de conidios do fitopatdgeno Fusarium sp. com
todos os extratos estdo apresentados nas Figuras 01, 02 e 03. No geral, os
melhores resultados, com mais de 92% dos conidios ndo germinados, foram obtidos
com os extratos de P. sanguineus em solvente H20-US e H-F, assim como os
extratos de L. crinitus revelou seu melhor resultado em solvente H-F. Ja para o
extrato do Consoércio dos fungos o H20-US, foi onde ocorreu 0 maior percentual de
conidios ndo germinados.

A andlise de dados dos extratos de basidiocarpos de P. sanguineus nas
concentracbes e solventes testados mostrou que o extrato H20-US nas
concentragdes de 10 e 100 pg mL™ e extrato H-F na concentracédo de 100 pug mL™
tiveram os melhores resultados, inibindo a germinacdo dos conidios em mais de
92%. J& na concentracdo de 1 e 1000 yg mL™ apresentou inibicdo de 34,1% e

79,8% nos solventes de extracdo H20-US e H-F, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 Percentual de conidios ndo germinados na concentragdo de (a) 1 pug mL™, (b) 10 pg mL?, (c)

100 pg mL™* e (d) 1000 pg mL™*, em extratos de P. sanguineus em diferentes solventes de extracdo. (
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A inibicdo da germinacdo dos conidios frente aos extratos de L. crinitus
mostrou que o solvente H-F na concentracdo de 10 ug mL™ inibiu 95,4%, sendo
este o melhor resultado, pois nessa mesma concentracdo nos diferentes solventes
de extracdo variou entre 26 a 33%. Em 1 ug mL™ os melhores resultados foram nos
extratos aquosos (quente e frio) e hidroalcéolico quente com 30 e 31%. Enquanto
que em 100 e 1000 pug mL™ os extratos aquoso a quente e hidroalcéolico a quente

mostraram 49 e 65% , respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 Percentual de conidios ndo germinado na concentracéo de (a) 1ug mL*?, (b) 10ug mL™, (©

100ug mL'e (d) 1000ug mL*, em extratos de L. crinitus em diferentes solventes de extracao.

A inibicdo da germinacdo de conidios acima de 90%, indica que os extratos
do carpoforo dos fungos P. sanguineus e L. crinitus tem potencial inibicdo de
conidios do Fusarium sp., fato que pode estar associado a liberagdo de compostos
antimicrobiano por estes basidiomicetos. O consércio dos fungos P. sanguineus e L.
crinitus nos diferentes solventes de extragdo mostrou que o extrato H20-US foi o

que apresentou inibicdo na germinacdo de conidios de 97%, 89% e 94% nas
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concentracdes 10, 100 e 1000 ug mL™, respectivamente. Enquanto o melhor
resultado na concentracdo de 1 ug mL™, foi o extrato H20-F com 47% de inibicdo
(Figura 3).
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Figura 3 Percentual de conidios ndo germinados na concentragdo de (a) 1 pg mL?, (b) 10 pg mL™, (©)
100 pg mL™" e (d) 1000 pg mL™, em extratos do Consércio de L. crinitus com P. sanguineus em
diferentes solventes de extracdo.(Legenda: H,O-Q extrato aguoso quente; H,F-Q extrato aquoso frio;
H-Q extrato hidroalc6olico quente; H-F extrato hidroalcéolico frio e H,O-US extrato aquoso

ultrassonico)

Na tentativa de verificar o grau de relacdo entre as variaveis de concentracéo
e a percentagem de conidios ndo germinados quatro modelos estatisticos (linear,
geométrica, exponencial e logaritmico) foram testados.

Os maiores indices de determinacao (R, que determinam o grau de
correlacdo entre as variaveis, foram obtidos para o consorcio de fungos, embora
para o H20-US este tenha sido fraco.

L. crinitus apresenta uma relagcéo fraca para os extratos H20-F, H20-US e H-

F, enquanto que P. sanguineus para os extratos H20-F e H20-US (Figura 3).
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De modo geral, o melhor modelo para se determinar o percentual de conidios

nao germinados em funcdo da concentracdo, para P. sanguineus foi o logaritmico
(R?=0,97) do extrato H-Q (Figura 4), para L. crinitus o logaritmico (R?*=0,91) do
extrato H20-Q (Figura 5) e para o consércio o geométrico (R?=0,98) do extrato H20-

F (Figura 6).

Tabela 2: Equacbes de regressao para percentagem de germinacao.

Extrato P. sanguineus L. crinitus Consorcio
Geomeétrica Logaritmica Geomeétrica
H20-Q Y’ =29,5777 * X*0,1148 Y’=9,3600+3,5004*In(X) Y’ =29.3617 * X*0.0306
r*=94,43% r*=91,19% r*=85.12%
Geomeétrica Geomeétrica Geomeétrica
H20-F Y’ =29,3541 * X*0,0276 Y’ =30,9081 * X*0,0032 Y’ =46.7912 * X*0.0530
r* =60,20% r*=3,95% r*=98.74%
Geométrica Geométrica Geométrica
H20-US Y’ =47,9081 * X*0,1038 Y =2,6446 * X*0,3474 Y’ = 36.0965 * X"0.1752
r*=42,09% r* =44,02% r*=57.81%
Logaritmica Linear Logaritmica
H-Q Y’=25,2600+2,8490 * In(X) Y’ =32.5129 + 0.0335X Y’=18.8100+7.7565*In(X)
r*=97,17% r’ = 86.38% r*=96.49%
Geomeétrica Linear Logaritmica
H-E Y’ = 35,9453 * XA0,1512 Y’ =37.7195+(-0.0305)X  Y’=24.0600+2.2192*In(X)
r*=72,92% r*=11.05% r*=96.01%
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Figura 4: Coeficiente de correlagéo (RZ) logaritmica obtido para a relacdo entre diferentes

concentracdes e conidios ndo germinados em extrato H-Q de P. sanguineus contra Fusarium sp.
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Figura 5: Coeficiente de correlagédo (Rz) logaritmica obtido para a relacdo entre diferentes

concentracdes e conidios ndo germinados em extrato de H20-Q de L. crinitus contra Fusarium sp.
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Figura 6: Coeficiente de correlacdo (R? geométrica obtido para a relacdo entre diferentes

concentragdes e conidios ndo germinados em extrato de H20-F do consorcio de P. sanguineus e L.
crinitus contra Fusarium sp.



60

GERMINACAO DOS ESCLERODIOS

Os extratos aquosos obtidos pelo método a quente (H20-Q) e o hidroalcéolico
a frio (H-F) de P. sanguineus, inibiram a germinacdo em todas as concentracfes
testadas. Comportamento similar ocorreu para o extrato H20-Q em L. crinitus onde
ndo houve germinacdo dos esclerddios (Tabela 3). Para os extratos H20-US e H-Q
de L. crinitus na concentracdo de 1 e 10ugmL™, também ndo ocorreu germinacao
dos esclerddios. O percentual maximo de germinacao nos extratos de P. sanguineus
foi de 25% e nos extratos de L. crinitus foi de 38%, em relacdo a testemunha. Os
extratos aquosos (H20-Q, H20-F) e o hidroalcéolico (H-F) do consércio inibiram
totalmente a germinacdo dos esclerédios na concentracdo de 1000pgmL™. Por outro
lado, o extrato aquoso ultrassénico (H20-US) inibiu a germinacdo em concentracfes
mais baixa (1 e 10ugmL™). Observa-se também que no extrato H-Q, em comparacéo
com o0s outros tratamento, foi onde ocorreu o maior percentual de esclerddios

germinados (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de germinacédo dos esclerddios, em relagdo a testemunha, de
Fusarium sp. em placas de Petri de 9,0 cm de didmetro, contendo meio de cultura

BDA + extratos nas concentracdes de 1 & 1000 ug mL™.

Fungo Concentracao H20-Q H20-F H20-US H-Q H-F
P. sanguineus 1lug mL™ 0 13 13 13 0
10pug mL*? 0 13 13 0 0
100pg mL™* 0 13 13 25 0
1000ug mL™ 0 13 25 0
L. crinitus 1pg mL? 0 13 0 0 13
10pg mL™ 0 13 0 0 38
100pg mL™ 0 25 13 13 13
1000ug mL™ 0 13 0 13 13
Consoércio 1pg mL™? 25 25 0 25 25
10pg mL* 50 25 0 38 13
100pg mL™* 13 13 50 75 13
1000ug mL™* 0 0 50 75 0

Testemunha 100 100 100 100 100
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DISCUSSAO

No presente trabalho, observa-se que os isolados de P. sanguineus
apresentaram maior efeito inibitério sobre a ndo germinacdo de conidios e
germinacao de esclerddios. Uma das hipéteses para explicar tal fato € que alguns
isolados podem apresentar maior concentracdo de substancias inibitérias ou diferir
na composicao dessas substancias conforme sugerido por Tunucci (2004).

Ao gue tudo indica a acdo dos extratos testados parece estar associada ao
tipo de extracdo utilizada. Ressalta-se, que a produgcdo de extratos brutos
provenientes dos carpoforos dos fungos P. sanguineus e L. crinitus € um processo
gue envolve a transferéncia de massa de um soluto de uma matriz sélida para um
solvente. Este tipo de extracdo € utilizada na recuperacdo de compostos de
interesse, e no caso do uso da agua com solvente de elevada polaridade, utilizado
pra extracdo de compostos hidrofilicos. Sdo esses compostos que podem estar
atuando no metabolismo fungico para inibir a germinacdo de esclerédios de
Fusarium sp a baixa concentracdo proporcionado pelo extrato aquoso dos fungos
testados.

Piccinin (2000), por exemplo, mostrou o efeito inibitério na germinacdo de
Ezseroliilum turacum e no desenvolvimento micelial de Colletrochium sublinealum do
extrato aquoso do basidiocarpo de Lentinula edodes em concentracfes superiores
aguelas testadas na presente pesquisa.

Interessantemente para 0 extrato aquoso a quente de P. sangunieus e L.
crinitus ocorreu a inibicdo total da germinacdo dos esclerddios de Fusarium em
todas a s concentracfes testadas. Jones e Kinghorn (2006) comentam que o calor
necessario para realizar esse tipo de extracdo pode levar & decomposicdo de
compostos termos sensiveis. Para nossos resultados, portanto, podemos inferir que
ocorrendo a suposicdo desses autores para 0S n0OSSOS extratos, ou seja, a
decomposicdo de compostos termosensiveis, estes ndo teriam nenhuma influéncia
no metabolismo do Fusarium para inibir a germinacéo dos esclerédios. Neste caso,
os extratos dos diferentes fungos ou teriam compostos similares que poderiam atuar
na inibicio ou a acdo sinergética de compostos contribuiram para esse
comportamento. Ressalta-se, por outro lado, a potencialidade do extrato aquoso do
basidiocarpo de P. sanguineus na inibicdo da germinacdo de esporos de C.
lindemuthianum (BALDO, 2008).
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Quando testou-se o extrato do consorcio de fungos (P. sanguineus + L.
crinitus) aquela inibicdo total da germinacédo pelo extrato do fungo P. sanguineus
isoladamente nédo ocorreu, ficando a acao entre 15 e 30% de inibicao.

Calixto (2001) comenta que a extracdo hidroalcoolica a frio, possibilita uma
extracdo de distintas categorias de principios ativos, incluindo substancias de
diferentes grau de polaridade. Nosso resultado mostrou que nesse tipo de extragao,
o “extrato bruto total” do fungo P. sanguineus inibiu a germinacéo dos esclerédios de
Fusarium sp em todas as concentracfes testadas. Resultado contrario foi obtido
para o extrato do basidicarpo de L. crinitus onde para esse tipo de extracdo nao
ocorreu a inibicdo total para nenhuma das concentragcbes testadas. Apesar dos
extratos terem sido obtidos pelo mesmo tipo de extracdo, possivelmente hd uma
guantidade e variedade decompostos presentes que proporcionam esse
comportamento diferenciado entre os extratos fungicos.

Embora fuja do escopo do presente trabalho, a determinacdo de compostos
fendlicos presente nos extratos, é importante sua consideracdo uma vez que ha
possibilidade de sua ocorréncia nos extratos desses basidiocarpos. Ha indicios que
comprovam a acao antifungica dos compostos fendélicos e um dos mecanismos pelo
qual esta acdo pode ocorrer é através da inativacdo dos sistemas enzimaticos dos
microrganismos envolvidos na producdo de energia e sintese de compostos naturais
(OLIVEIRA e BADIALE-FURIONG, 2008).

Compostos fendlicos, na sua grande maioria, apresentam natureza na forma
de ésteres ou de heterosideos, que podem ser solubilizados por solventes organicos
polares ou agua (MELLO e SANTOS, 2001). A polaridade do solvente utilizado na
extracdo, o grau de polimerizacdo do composto fendlico, sua interagdo com outros
constituintes e a formacédo de complexos, determinam a solubilidade do mesmo.
Nossos resultados mostram que nas condicdes de extracdo, o extrato obtido
apresenta maiores teores de compostos com atividade de inibicdo da germinacéo de
esclerodios e germinacdo de conidios de Fusarium sp, que podem ser compostos
fendlicos que encontram-se ligados a outros compostos e sédo extraidos no pH
alcalino como ocorreu nas nossas extracoes.

A inibicdo na germinacdo dos conidios nos extratos aquosos de P.
sanguineus, o método ultrassonico apresentou o melhor resultado em todas as
concentracOes testadas. Segundo Luz (1998) o processo ultrassdnico apresenta

menor percentual de perda por retencdo irreversivel, significando que extrai
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compostos menos complexos e de menor peso molecular, provavelmente devido as
ondas ultrassonicas provocarem rompimento de ligacdes fracas e a consequente
reducdo no tamanho das moléculas extraidas.

O ultra-som é um processo que utiliza a energia de ondas sonoras que sao
transmitidas em frequéncia superior "a capacidade auditiva do ouvido humano. Estas
ondas sonoras criam uma Unica vibragdo que causa uma variagdo na pressao no
liquido gerando a cavitacdo (LUZ, 1998). O ultra-som pode ser usado como técnica
de extracdo alternativa ao Soxhlet, e tem sido aplicado para extracdo de material
bioldgico. A eficiéncia de extragdo usando técnica de ultra-som tem sido citada como
igual ou melhor que a obtida com o extrator de Soxhlet (ESCRIVA et al, 1994). No
presente estudo, a eficacia dos extratos obtidos através desse método nao
apresentou, de modo geral, resultados melhores do que aqueles obtidos com
extragcdo com Soxhlet.

Os mesmos resultados, referente a inibicdo da germinacdo dos conidios,
também foram observados nos tratamentos com extrato aquoso ultrassénico do
consorcio de P. sanguineus e L. crinitus, porem tais resultados provavelmente deve-
se ao fato da presenca do carpoéforo de P. sanguineus, pois 0 mesmo teste realizado
com isolado de L. crinitus ndo tiveram bons resultados no extrato aquoso

ultrass6nico e sim no extrato aquoso quente.
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CONCLUSAO
Baseado nos resultados apresentados pode-se concluir que:

e [Extratos aquosos obtidos pelo método a quente dos carpoforos das cepas
amazonicas de Pycnoporus sanguineus e Lentinus crinitus podem inibir total a

germinacéo de esclerédios de Fusarium sp. a baixa concentracéo (1ug mL™).

e Extrato ultrassénico (H20-US) do consércio dos fungos P. sanguineus e L.
crinitus inibe a baixa concentracdo (1ug mL™?), a germinacéo dos esclerédios de

Fusarium sp.

e A baixa concentracdo (1pg mL™) dos extratos aquosos a quente e hidroalcéolico

de P. sanguineus inibem a germinacao de esclerddios do fitopatdégeno Fusarium

sp.

e Os extratos dos carpoéforos das cepas amazébnicas de P. sanguineus e L. crinitus

mostraram um percentual de 92% de conidios ndo germinados de Fusarium sp.
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CAPITULO Il
Potencial de inibicdo de extratos fungicos frente a germinacédo de conidios e
esclerddios do fitopatégeno FA16 sp.
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Potencial de inibicdo de extratos fungicos frente a germinacao de conidios e
esclerodios do fitopatégeno FA16 sp.

FIGUEIREDO, Adrya®; CASTRO E SILVA, A'
'Universidade do Estado do Amazonas-UEA

RESUMO - Um dos enfoques da agricultura alternativa € o controle alternativo de
doencas, o qual inclui o controle biologico, e extratos de basidiocarpos tém sido
cada vez mais estudados no controle de doengas. Este trabalho teve como objetivos
avaliar o efeito fungitoxico dos extratos dos fungos Pycnoporus sanguineus e
Lentinus crinitus nativos da regido amazonica sobre o fitopatbgeno FA16 sp.. Os
extratos foram submetidos a ensaios em diferentes concentracdes, para avaliar: a)
inibicdo de crescimento micelial, b) inibicdo da germinacéo de conidios e c) inibicao
da germinacéo de esclerddios. Para as avaliagdes in vitro do crescimento micelial e
germinacao de esclerddios, os isolados foram plaqueados em meio BDA (batata-
dextrose-agar), em fotoperiodo de 12h. A contagem dos esporos foi feito através de
microscépio oOptico apo6s 16h de incubacdo. Os resultados demonstram que em
todos experimentos, crescimento micelial, inibicdo da germinacdo de conidios e
esclerédios, no geral os melhores resultados apresentados foram em extratos
aguosos se comparados ao hidroalcoolico. No crescimento micelial os dados
revelaram que os extratos de P. sanguineus e L. crinitus, tiveram um crescimento
reduzido em mais de 90% em relacdo a testemunha, enquanto que o0 consorcio
desses fungos o melhor resultado foi de 67%. E na germinagcdo dos conidios, 0s
extratos aquosos ndo houve a germinacado de conidios em até 95%, enquanto que
extratos hidroalcoolicos foi de 41%. Ja a inibicdo da germinacdo de esclerédios,
observou-se que ndo houve germinacgéo nos extratos de P. sanguineus em H20-Q e
H-Q, em extratos de L. crinitus em H20-Q, H20-F e H-F, e no consércio dos fungos
em H20-Q, H20-F e H-F.

Palavras-chave: Amaz6nia, basidiomicetos, controle alternativos

ABSTRACT - One of the focuses of alternative agriculture is an alternative control of
diseases, which include biological control, and extracts of fruiting bodies have been
increasingly studied in disease control. This study aimed to evaluate the antifungal
effect of extracts of the fungus Pycnoporus sanguineus and Lentinus crinitus natives
of the Amazon region on the pathogen FA16 sp .. The extracts were tested in
different concentrations, to assess: a) inhibition of mycelial growth, b) inhibition of
conidial germination and c) inhibition of germination of sclerotia. For evaluation of in
vitro mycelial growth and sporulation of sclerotia, the isolates were plated on PDA
(potato dextrose agar) medium, with a photoperiod of 12h. The spore count was
performed using an optical microscope after 16 hours of incubation. The results show
that in all experiments, mycelial growth, inhibition of conidia and sclerotia to
sporulation, overall the best results were compared in the aqueous extracts
hydroalcoholic. Mycelial growth data showed that extracts of P. sanguineus and L.
crinitus had reduced growth by over 90% compared to control, while the fungi
consortium the best result was 67%. And in the sporulation of conidia, the aqueous
extracts there was no conidial production by up to 95%, while hydroalcoholic extracts
was 41%. Since inhibition of sporulation of sclerotia, it was observed that there was
no sporulation in extracts of P. sanguineus in H20 and H-Q, of L. crinitus in extract
H20-Q, H20-F and H-F and the consortium of fungi in H20-Q-H20 F and HF.
Keywords: Amazon, basidiomycetes, alternative control
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INTRODUCAO

O uso intensivo de defensivos na agricultura tem, reconhecidamente,
promovido diversos problemas de ordem ambiental, como a contaminacdo dos
alimentos, do solo, da agua e dos animais; a intoxicacdo de agricultores; a
resisténcia de patdgenos, de pragas e de plantas invasoras a certos pesticidas; o
desequilibrio bioldgico, alterando a ciclagem de nutrientes e da matéria organica; a
eliminacdo de organismos benéficos; e a reducao da biodiversidade. Boa parte dos
pesticidas aplicados no campo € perdida, estima-se que cerca de 90% destes nao
atingem o alvo, sendo dissipados para o ambiente e tendo como ponto final
reservatorios de agua e, principalmente, o solo. As perdas se devem, de forma geral,
a aplicacdo inadequada, tanto em relacdo a tecnologia, quanto ao momento de
aplicacdo (BETTIOL et al, 2001). Embora os defensivos sintéticos ainda sejam o
principal meio de protecdo as culturas, o uso de métodos alternativos tem
aumentado, em funcéo da necessidade atual de superar problemas como resisténcia
e reducdo dos riscos de contaminacdo ambiental provocados pelos produtos
sintéticos nado-biodegradaveis. A procura por compostos naturais com potencial
preventivo e curativo, sem indesejaveis efeitos toxicos, vem crescendo nas ultimas
décadas (MOSSINI et al, 2006).

A utilizacdo de extratos de basidiomicetos nativos da Amazbnia com
propriedades antifiUngicas destaca-se também com o0 uma potencial alternativa
ecolégica para substituir a protecdo tradicional promovida pela aplicacdo de
fungicidas quimicos que pode ser agregada as demais praticas de manejo integrado
de doencas e contribuir para atender a crescente demanda internacional e nacional
por produtos organicos. A flora brasileira € riquissima em espécies com principios
ativos de importancia terapéutica, com potencialidades nédo apenas de utilizacao na
medicina natural como também na agricultura natural no controle integrado de
pragas e doencas de plantas cultivadas (CARVALHO et al., 2002).

Segundo Domingues (2008), os estudos envolvendo a utilizacado de extratos
vegetais de plantas superiores e de fungos, considerados como defensivos
alternativos, visando o controle de fitopatogenos, podem contribuir para: o
atendimento a crescente demanda por produtos que controlem doencas em culturas
nao contempladas pela agricultura convencional; a substituicdo dos fungicidas muito

toxicos por fungicidas com baixa toxidez; o desenvolvimento de uma opc¢éao viavel de
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controle de doencas flngicas em cultivos organicos e ao mesmo tempo; e o
desenvolvimento de um método eficaz a ser utilizado em estratégias anti-resisténcia
dentro do manejo integrado de doencas. O estudo da atividade antimicrobiana de
metabdlitos secundarios de extratos vegetais e fungicos podem contribuir tanto para
o desenvolvimento de uma forma potencial de controle alternativo, quando utilizado
diretamente, como numa fonte de substancias que nas méos de empresas quimicas
tornam-se produtos a serem utilizados no controle de doencas fungicas na
agricultura. Sabe-se que muitos metabdlitos secundarios encontrados nas plantas e
fungos possuem funcdes de defesa contra herbivoros, pragas e patdgenos
(DOMINGUES et al., 2008).

Porem, ainda que a diversidade dos Basidiomicotas em ecossistemas
tropicais seja vasta (HAWKSWORTH, 1991), no Brasil existem poucas pesquisas
relacionadas com a utilizagdo de cogumelos ou orelhas de pau para o controle de
doencas em plantas, demonstrando a escassez de estudos relacionados ao
potencial dos mesmos para ativacdo de mecanismos de defesas em vegetais
(FIORI-TUTIDA, 2003).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo, investigar o potencial in
vitro dos extratos de Pycnoporus sanguineus e Lentinus crinitus no controle de

fitopatdgenos na regido do baixo Amazonas.

MATERIAIS E METODOS

Carpoforos de fungos de basidiomicetos Pycnoporus sanguineus e Lentinus
crinitus, foram coletados com seus substratos em areas rurais e periurbana do
municipio de Parintins, regido do baixo Amazonas. Em seguida, no laboratorio de
Biologia do Centro de Estudo Superiores de Parintins-CESPE/UEA, foram triturados
em moinho de faca, passado em peneira 60 mesh e pesado 50 gramas de cada,
para serem utilizados na obten¢éo dos extratos aquoso frio (H20-F), quente (H20-Q)
e ultrassonico (H20-US), e extratos hidroalcéolicos a frio (H-F) e quente (H-Q) na
proporcdo de 1:1 (agua:etanol). Os métodos utilizados nas extracbes foram: 1) a
quente, através de extrator Soxhlet, em extragdo média de 8 horas; 2) extracdo
ultrassbnica em ultrassom a temperatura de 50 °C por 25min de extracdo; e 3) com a

solucdo em repouso por um periodo de 72h em um recipiente ambar. Também foi
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realizado o consorcio dos fungos, onde foram utilizados 25 gramas do carpoéforo
triturado de P. sanguineus e misturado com 25 gramas do carpéforo triturado de L.
crinitus (1:1) em 250 ml de solugcdo hidroalcoolica (1:1, agua:etanol) para os trés
meétodos de extracdo: a quente, a frio e ultrassom.

Para o isolamento do fitopatdogeno, fragmentos de 8 a 12 cm, de amostras
vegetais de hortalicas doentes, foram pesadas e apOs realizar assepsia foram
inoculadas, em fotoperiodo de 12h, em placa de Petri contendo meio de cultura
BDA. Apds o crescimento para a identificacdo do fitopatdogeno, fragmentos das
coldnias fungicas foram coradas em lactofenol azul algoddo e analisados em
microscépio Optico para a observacao de estruturas reprodutivas, de resisténcia ou
andlise da morfologia das hifas (grampos de conexao, septacao e etc.) (Hanlin et al,
1996).

Os extratos fungicos obtidos foram dissolvidos previamente em DMSO
(dimetil sulfoxido), e adicionados ao meio BDA nas concentragdes de 1, 10, 100 e
1000 pg mL-', vertidos em placas de Petri, para realizacdo dos testes: a)
crescimento micelial; b) germinacéo de conidios e ¢) germinacao de esclerédios.

No teste do crescimento micelial discos de 5 mm de diametro, contendo
micélio dos fungos, foram transferidos para o centro das placas e incubados em
BOD a 25°C em auséncia de luz. A avaliacdo foi realizada quando as parcelas
testemunhas foram completamente tomadas pelos fungos, medindo-se o
crescimento radial dos fungos submetidos aos tratamentos, em duas retas
perpendiculares tracadas no fundo de cada placa.

Para o experimento de inibicdo da germinacdo de conidios, foi utilizado o
método do celofane descrito por Nelly et al (1978). Dez discos de papel celofane de
0,8 cm de diametro foram colocados em placas de Petri sobre discos de papel filtro
embebidos com 5 mL da solugdo de cada extrato nas concentracbes 1, 10, 100 e
1000 ug mL-1, em triplicata. Posteriormente, uma gota de suspensao de conidios do
fitopatégeno, na concentracdo de 10 conidios.mL-! foi depositada sobre cada disco
de celofane. As placas assim preparadas foram mantidas em BOD sob fotoperiodo
de 12h e temperatura de 25°C. A observacao foi feita em microscépio 6ptico apos
16h de incubacéo, considerando-se como germinados, aqueles que apresentassem
qualquer indicio de formagéo do tubo germinativo. A avaliacdo foi feita somando-se

os conidios germinados com os conidios ndo germinados (Nesp), obtendo-se assim
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um total de conidios (TC) por placa de Petri, calculando-se assim a percentagem de
nao germinacao (Nesp*100/TC).

JA4 na avaliacdo da germinacdo de esclerodios, foram inoculados 10
esclerodios em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e cada um dos
extratos, nas mesmas concentragbes, preparadas de forma semelhante ao
experimento de inibicdo do crescimento micelial descrito anteriormente. Em seguida
incubadas por 72h a 25°C em fotoperiodo de 12h. A avaliacéo foi feita medindo-se o
crescimento radial dos fungos submetidos aos tratamentos, em duas retas
perpendiculares tragadas no fundo de cada placa. Em todos os experimentos
realizados, tratamentos contendo dimetil sulfoxido e agua destilada autoclavada
foram utilizados como controle negativo.

Enfim, para a andlise estatistica dos dados utilizou-se o BioEstat 5.0, onde se
obteve os parametros descritivos (média, desvio padrdo, variancia) dos dados, teste
de correlacdo entre as variaveis, teste ANOVA para verificar diferencas entre os

tratamentos e de Tukey (p<0,05) para contrastes das médias.

RESULTADOS
CRESCIMENTO MICELIAL

Os isolados de FA16 estudados neste trabalho demonstraram sensibilidade
ao efeito dos extratos de P. sanguineus e L. crinitus, no crescimento micelial, em
relacdo a testemunha (Tabela 1).

Extratos aquosos e H-Q de P. sanguineus, apresentaram significativa
influencia do crescimento micelial em relagdo a testemunha, com um crescimento de
apenas 8% nos extratos hidroalcoolico quente (H-Q) na concentracdo de 100 ug mL"
! comportamento igual apresentado no extrato aquoso ultrassénico (H20-US) de L.
crinitus.

Entre os extratos de basidiomicetos (P. sanguineus, L. crinitus e 0 consorcio
destes), as melhores média de crescimento foram dos extratos de. P. sanguineus,
onde os aquosos quente (H20-Q) e frio (H20-F) tiveram os mesmos resultados em
todas as concentracdes testadas, apresentando crescimento de apenas 25%, em

relacdo & testemunha, nas concentracdes 1, 100 e 1000 ug mL™. Porém ressalta-se
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que além de apresentar os melhores resultados em extratos aquosos, 0s extrato
hidroalcoolico frio de P. sanguineus, foi o que revelou o maior crescimento micelial
em comparacdo aos demais testes, ultrapassando o percentual de crescimento da
testemunha.

Ja nos extratos de L. crinitus e consorcio dos fungos, os melhores resultados,
17 e 25%, respectivamente, foram em extratos H20-US. Os extratos do consércio foi
0 que menos teve efeito no crescimento micelial, pois na maioria dos tratamentos o
percentual de crescimento foi acima de 50%.

Em geral, os melhores resultados obtidos foram nos extratos aquosos em
comparacgao aos extratos hidroalcoolico, que apresentaram o0s maiores valores de

crescimento em todos os extratos e concentractes testadas.



Tabela 1. Percentual do crescimento micelial (cm), em relacédo a testemunha, de FA16 sp., contendo meio

de cultura BDA + extratos de basidiomicetos nas concentragdes de 1 & 1000 pyg mL™

Tratamentos
Fungo Extrato 1 pug mL™ 10ugmL* 100 ugmL™ 1000 ug mL™
P. sanguineus H20-Q 25 33 25 25
H20-F 25 33 25 25
H20-US 42 25 33 25
H-Q 50 75 8 17
H-F 117 100 67 58
L. crinitus H20-Q 25 25 33 33
H20-F 42 33 33 33
H20-US 33 17 8 25
H-Q 83 42 58 42
H-F 25 67 67 42
Consorcio H20-Q 67 67 58 50
H20-F 58 42 33 42
H20-US 33 25 33 25
H-Q 67 50 58 58
H-F 50 42 50 33

Testemunha 100 100 100 100
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GERMINACAO DOS CONIDIOS

A atividade antifungica das diferentes concentracbes dos extratos de
basidiomicetos foi avaliada microscopicamente, pela observacdo por meio da
inibicdo da germinagcdo dos conidios do fungo fitopatogénico. Os resultados
mostraram que em todos os extratos H20-F n&o houve germinacao dos conidios em
percentual acima de 95%. Em geral os melhores resultados foram os extratos do
consorcio dos fungos, onde em H20-Q, H20-F e H-Q foram 0s que menos
germinaram. Extratos H20-Q de P. sanguineus foram os que mostraram maior
percentuais de conidios ndo germinados, nas concentraces 1, 10 e 1000ugmL™,
enquanto que na concentracdo de 100ugmL™ o maior percentual ocorreu no extrato
H20-F. Na maior concentracdo testada observou-se diferenca significativa dos
extratos aquosos em relacdo aos hidroalcoolicos, onde no primeiro o percentual de
conidios ndo germinados chegam a 95%, enquanto que nos extratos hidroalcéolicos

valores chegam somente a 40% (Figura 1).
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Figura 1 Percentual de conidios ndo germinados na concentracédo de (a) 1ug.mL'1, (b) 10ugmL'l, (c)

100;19mL'l e (d) 1000ugmL'1, em extratos de P. sanguineus em diferentes solventes de extracéo.
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Nos extratos aquosos de L. crinitus também foram onde ocorreu 0 maior
percentual de inibicdo de germinacdo dos conidios (Figura 2). O extrato aquoso a
frio (H20-F) na concentracdo de 1000pugmL™ apresentou o maior percentual (96%)
de conidios ndo germinados em relacdo a outras concentracdes testadas.
Comportamento similar ocorreu para o extrato H20-F na mesma concentracao de P.
sanguineus.

Por outro lado, para o extrato hidroalcoolico, o maior percentual de conidios
n&o germinados ocorreu na concentracdo de 100pgmL™ de extrato de H-Q.

Os percentuais de conidios ndo germinados no extrato aquoso obtido pelo
método ultrassénico foram maiores do que aqueles do extrato hidroalcéolico, mas
menores do que 0 aquoso obtidos pelos métodos a frio (H20-F) e a quente (H20-Q)
(Figura 2).

De modo geral, para o extrato hidroalcoolico o percentual de conidios n&o
germinados nao alcancou a 50% em todos os métodos de extracdo utilizados,
enquanto que para os extratos aquosos obtidos pelo método ultrassénico esse
percentual ficou na faixa de 50-70%,com exce¢do para a menor concentracao
(1pgmL™) que apresentou 32% de conidios ndo germinados.

A melhor performance de inibicdo de germinacéo de conidios ocorreu para 0s
extratos aquosos onde aqueles obtido pelo método a frio na concentracdo de

1000pgmL™, alcancou 96% de inibicéo.
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Figura 2 Percentual de conidios n&o germinados na concentracdo de (a) 1ug mL™, (b) 10pg mL™, (c)

100ug mL™ e (d) 1000ug mL™, em extratos de L. crinitus em diferentes solventes de extragao.
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Os extratos brutos obtidos para o consércio dos P. sanguineus e L. crinitus,
apresentaram percentual de inibicdo de geminacdo de conidios acima de 90% para
0s extratos aquosos (H20-Q e H20-F) e o hidroalcéolico frio na concentracdo de
1000 yg mL™. Nas demais concentracdes o extrato hidroalcéolico quente (H-Q)
apresentou percentagem de inibicdo que variou de 70-92% (Figura 3).

Para o extrato aquoso obtido pelo método ultrassénico o percentual de
inibicdo de germinacéo de conidios ndo alcancou 50% em todas as concentracoes.
Comportamento um tanto diferente quando os extratos sdo avaliados
individualmente por este método de extracdo. Neste caso, o H20-US (extrato
aguoso ultrassénico) do fungo P. sanguineus, por exemplo, apresentou 80% de
inibicdo de germinacéo de conidios na concentragéo de 1000 ug mL™, enquanto que

0 extrato do L. crinitus 70% na concentragéo de 100 pg mL™.
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Figura 3 Percentual de conidios ndo germinados na concentragdo de (a) 1ug mL™, (b) 10pg mL™?, (©)
100ug mL™ e (d) 1000pg mL™, em extratos do consércio de P. sanguineus e L. crinitus em diferentes

solventes de extracéo.
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A tabela 2 mostra modelos estatisticos testados para verificar a possivel
relacdo existente entre concentracdo e percentual de conidios ao germinados. O
modelo geométrico (Y’=a.x") para extrato hidroalcéolico a frio (H-F) do P. sanguineus
foi 0 que apresentou o maior coeficiente de determinacdo (R®=99,48%) para a
relacdo concentragdo e percentual de conidios ndo germinados (Figura 4). Ressalta-
se entretanto, que outros modelos para diferentes extratos também obtiveram R?
muito préximo desse 6timo obtido para carpoforo de P. sanguineus sob extracédo
hidroalcéolica a frio (H-F). O método ultrassonico foi que apresentou o melhor R?
para o extrato aquoso do P. sanguineus e L. crinitus nos modelos geométricos e
logaritmico respectivamente, mostrando existir uma forte correlagcdo entre as
variaveis (Figuras 4 e 5).

O maior R? para o consércio dos fungos foi obtido com o modelo logaritmico
(Y =a + b * In(X)) para o extrato aquoso a frio (H20-F) (Figura 6) indicando uma

forte relagcdo entre as varidveis nesse extrato do consorcio testado.

Tabela 2: Equacdes de regressao para percentagem de germinacdo em funcéo das

concentracoes.

Extrato P. sanguineus L. crinitus Consorcio
Logaritmica Logaritmica Logaritmica

H20-Q Y’ = 4.5384 + 63.0000* In(X) Y'=72.0100+ 4581*In(X)  Y'=62.7100+4.1736*In(X)
r* = 87.86% r*=84.14% r*=73.52%
Logaritmica Linear Logaritmica

H2O-E Y’ =33.9600+ 9.1028 * In(X) Y’ =61.7831+ 0.0362X  Y’=48.4100+6.6490*In(X)
r*=73.72% r* =44.96% r’=99.41%
Geomeétrica Logaritmica Logaritmica

H20-US Y’ =51.0916 * X*0.0662 Y’=36.0500+5.7978*In(X) Y’=20.5200+3.1790*In(X)
r’=95.98% r’=93.63% r’=95.11%
Geométrica Geométrica Logaritmica

H-Q Y’ =25.2914 * X*0.0752 Y’ =15.9879 * X*0.1599  Y’=72.8600+3.1095*In(X)
r* =65.14% r*=54.73% r*=80.22%
Geomeétrica Logaritmica Logaritmica

H-E Y’ =20.1103 * X*0.0963  Y’'=16.6600+4.2604*In(X) Y’=22.8500+2.6275*In(X)
r’=99.48% r*=93.44% r* =88.48%
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Regresséo Geoméfrica

Percentual
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Figura 4: Coeficiente de correlagcdo (RZ) geométrica obtido para a relagdo entre diferentes
concentracdes e conidios ndo germinados em extrato H-F de P. sanguineus contra FA16.

Regresséo Logaritmica

Percentual

2o Y'=36.0500+5.7978*In(X)
r?=93.63%
H20-US

Concentracao

Figura 5: Coeficiente de correlagédo (RZ) logaritmica obtido para a relacdo entre diferentes
concentracdes e conidios ndo germinados em extrato H20-US de L. crinitus contra FA16
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Figura 6: Coeficiente de correlagédo (Rz) logaritmica obtido para a relacdo entre diferentes

concentracdes e conidios nao germinados em extrato H20-F do consércio de P. sanguineus e L.
crinitus contra FA16.
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GERMINACAO DOS ESCLERODIOS

No extrato aquoso a quente (H20-Q) de L. crinitus ndo ocorreu germinacao
dos esclerddios do fungo FA16 em nenhuma das concentracdes testadas (Tabela 3).
Para outros extratos desse fungo, resultado similar foi observado para H20-US nas
concentracdes de 1 e 10pug mL™, e extrato H-F na concentracdo 10°mg mL™.

Nos extratos de P. sanguineus ndo houve germinacédo do fitopatbgeno nos
extratos feitos a quente, onde na extracdo aquosa (H20-Q) a inibicdo da
germinacgdo dos esclerédios ocorreu nas concentracbes 10 e 1000pug mL™?, e na
extracao hidroalcoolica H-Q, a inibicdo ocorreu nas concentragdes 1, 10 e 1000ug
mL™,

Ja os extratos do consorcio desses fungos a inibicdo ocorreu somente na
maior concentracao dos extratos H20-Q, H20-F e H-F, e de forma geral, extratos do
consorcio de fungos foram 0s que apresentaram 0s maiores percentual de

germinacao, em relacdo a testemunha (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de germinacao dos esclerédios, em relac@o a testemunha, de FA16. em placas
de Petri de 9,0 cm de didmetro, contendo meio de cultura BDA + extratos nas concentracdes de 1 &
1000 pg mL™,

Fungo Concentracao H20-Q H20-F H20-US H-Q H-F
P. sanguineus  1ug mL™ 13 38 25 0 13
10pg mL™? 0 38 25 0 13
100pg mL™ 13 13 25 38 13
1000pg mL™ 0 13 25 0 13
L. crinitus 1pg mL™ 0 25 0 13 38
10ug mL™? 0 25 0 38 38
100pg mL™ 0 25 13 38 13
1000pg mL* 0 25 0 38 0
Consoércio 1pg mL™? 25 25 38 13 25
10pg mL*? 50 25 38 38 13
100pg mL™ 25 25 38 25 13
1000pg mL* 0 0 50 25 0

Testemunha 100 100 100 100 100




82

DISCUSSAO

A utilizagcdo dos extratos de P.sanguineus e L.crinitus, para combater o
fitopatdgeno FA16, demonstrou que o0 processo de extracdo e o tipo de solvente
utilizado podem otimizar o efeito do mesmo em tratamentos de inibicdo do
crescimento micelial, germinacdo de conidios e esclerddios, Os resultados
mostraram que 0s extratos aquosos tiveram os melhores resultados em comparacao
com o hidroalcoolico.

A potencialidade dos extratos aquosos foi relatado por Baldo (2008a), que
constatou que extratos aquosos de basidiocarpos de P sanguineus, inibiram a
germinacdo de esporos de C. lindemuthianum em até 97%, e comparou que seus
resultados estavam muito proximo ao dos fungicida acibenzolar-S-metil (ASM: 75 mg
i. a. L") e azoxystrobin (4 g i.a. L'™"). Assi (2005) também realizou 0 mesmo teste e
observou que extratos aquosos de basidiomicetos reduziram a germinacao in vitro
de esporos de C. lindemuthianum, alcancando inibicbes de até 96%

Baldo et al. (2008b) observaram que extratos aquosos de basidiocarpos de
P.sanguineus nas concentracbes 5, 10, 15 e 20 % inibiram significativamente
(P<0,05) a germinacdo de esporos de Uromyces appendiculatus e Phakopsora
euvitis, sendo que o extrato a 5% inibiu em 78,8 % a germinacdo de P. euvitis e a
20% inibiu em 72,9% a germinacao de U. appendiculatus em relagéo a testemunha
agua. Viecelli et al. (2008) verificaram que extratos de micélio de P. sanguineus a
partir da concentracdo 5% inibiram significativamente a germinacéo de esporos de
Pseudocercospora griseola, enquanto extratos de basidiocarpos e de filtrado de
cultura de P. sanguineus néo apresentaram efeito significativo.

Quanto a utilizacdo de carpéforos de L. crinitus, poucos trabalhos foram
realizados com a utilizacdo do mesmo no controle de doencas de plantas. Ressalta-
se porem que os resultados demonstraram que 0 mesmo possui potencial
antifingico, pois inibiu a germinagédo de conidios em até 96%, e a germinacdo dos
esclerédios em todas as concentracdes testadas do extrato aquoso quente.

Os basidiomicetos produzem uma ampla gama de produtos naturais desde
componentes estruturais com atividade antitumoral e imunologicamente ativos até
agentes antimicrobianos, antifingicos, antivirais, citostaticos, enzimas, reguladores
de crescimento e aromas (KUES et al, 2000; SUAY et al 2000). E devido a esta

potencialidade dos compostos bioativos dos basidiomicetos, também foram
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realizados testes com extratos do consorcio dos fungos P.sanguineus e L.crinitus,
com intuito que na mistura dos compostos obtivéessemos melhores resultados nos
testes aplicados, do que si aplicados individualmente. Porem os dados demonstrou
gue apesar de terem havidos bons resultados na inibicdo do fitopatdgeno, os mesmo

foram equivalentes aos extratos individuais dos fungos.
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CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que:

. Extratos obtidos de carpéforos de cepas fungicas amazobnicas tem
potencial para inibir germinacdo de esclerodios e conidios do

fitopatdgeno FA16 coletado em hortalicas;

. Em baixa concentracdo (1pg mL™) do extrato aquoso do carpéforo da
cepa amazodnica de Lentinus crinitus, obtidos a quente, inibiu totalmente

a germinacao de esclerddios do fitopatogeno FA16;

o O percentual de conidios ndo germinados do fitopatdgeno FA16
alcancou a 96% na concentracdo de 1000ug mL™, no extrato aquoso a
frio de L. crinitus;

. Assim como o L. crinitus, mas em extrato hidroalcoolico a quente, a cepa
amazobnica de Pycnoporus sanguineus também inibiu, em baixa
concentracdo (1pg mL™?), a germinacdo de esclerddios do fitopatdgeno
FAL6;

o Nenhum dos extratos testados dos fungos P. sanguineus e L. crinitus

inibiu totalmente o crescimento micelial do fitopatbgeno FA16;

. O crescimento dos fungos inibiu totalmente a germinacao de esclerodios
do fitopatbgeno FA1l6 nos extratos aquosos (quente e frio) e no
hidroalcéolico ambos na concentragéo de 1000ug mL™,
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SUGESTOES GERAIS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes sugestbes e

recomendacao:

e Recomenda-se a repeticdo do experimento in vivo para confirmar a

metodologia sugerida;

e Repetir os testes em maiores concentracoes;

e Fazer analise fisico-quimica dos compostos dos basidiomicetos estudados,

nos diferentes tipos de extracao;
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APENDICE 1

Tabela 1: Analise da variancia do crescimento micelial (cm), em relacdo a
testemunha, de Fusarium sp. em placas de Petri contendo meio de cultura BDA+

extratos de P. sanguineus na concentracéo de 1, 10, 100 e 1000pgmL™.

Extrato Fonte ge C_sraus de Somado Qua,drado Valor de  Valor
Variacao liberdade quadrado médio F de p
Tratamentos 3 0,14 0,047 0,5144 0,68
H20-Q Erro 24 2,177 0,091
Total 27 2,317
Tratamentos 3 0,498 0,166 1,9815 0,1427
H20-F  Erro 24 2,011 0,084
Total 27 2 509
Tratamentos 3 0,576 0,192 1,604 0,2137
H20-US Erro 24 2,871 0,12
Total 27 3,447
Tratamentos 3 5,643 1,881 3553  0,0289
H-Q Erro 24 12,706 0,529
Total 27 18,349
Tratamentos 3 0,157 0,052 0,4726 0,7078
H-F Erro 24 2,66 0,111
Total 27 2817

Delineamento experimental: Inteiramente Casualizado (6 repeti¢cdes)
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Tabela 2: Andlise da variancia do crescimento micelial (cm), em relacdo a
testemunha, de Fusarium sp. em placas de Petri contendo meio de cultura BDA+

extratos de L.crinitus na concentracéo de 1, 10, 100 e 1000ugmL™.

Extrato Fonte ge C_sraus de Soma do Qua,drado Valorde  Valor

Variacao liberdade quadrado médio F de p

Tratamentos 3 0,467 0,156 0,9416 0,5621
H20-0 Erro 24 3,966 0,165

Total 27 4,433

Tratamentos 3 0,293 0,098 0,4611 0,7155
H20-F  Erro 24 5,074 0,211

Total 27 5,367

Tratamentos 3 0,613 0,204 1,8187 0,1697
H20-US Erro 24 2,694 0,112

Total 27 3,307

Tratamentos 3 0,846 0,282 0,3937 0,7615
H-Q  Erro 24 17,183 0,716

Total 27 18,029

Tratamentos 3 0,707 0,236 2,6143 0,0735
H-F Erro 24 2,163 0,09

Total 27 2,87

Delineamento experimental: Inteiramente Casualizado (6 repeti¢cdes)
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Tabela 3: Andalise da variancia do crescimento micelial (cm), em relacdo a

testemunha, de Fusarium sp. em placas de Petri contendo meio de cultura BDA+

extratos de P. sanguineus e L. crinitus na concentracéo de 1, 10, 100 e 1000pgmL™.

Extrato Fonte ge C_sraus de Soma do Qua,drado Valorde  Valor

Variacao liberdade quadrado médio F de p

Tratamentos 3 0,219 0,073 0,5045 0,6865

Erro 24 3,466 0,144
H20-Q

Total 27 3,685

Tratamentos 3 0,074 0,025 0,2301  0,8749
H20-F  Erro 24 2,583 0,108

Total 27 2 657

Tratamentos 3 1,157 0,386 3,2175 0,04
H20-US  Erro 24 2,877 0,12

Total 27 4,034

Tratamentos 3 0,494 0,165 0,5633  0,6482
H-Q  Erro 24 7,02 0,293

Total 27 7,514

Tratamentos 3 0,746 0,249 1,5854 0,218
H-F Erro 24 3,763 0,157

Total 27 4,509

Delineamento experimental: Inteiramente Casualizado (6 repeti¢cdes)
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Tabela 4: Contagem da média de conidios de Fusarium sp. ndo germinado em 16h

de incubacéo, em diferentes concentracfes de extratos bruto dos fungos. Niumeros

em parénteses indicam valores minimo e maximo.

Fungo Concentracao H20-Q H20-F H20-US H-Q H-F
P.sanguineus  lugmL™ 0.93* 273" 1.43? 423°  0.83°
1-2) (1-8) (1-3) (1-11) 1-2)
10pgmL™ 0.87%"  2.07F 323 497" 193"
(1-2) (1-5) (1-8) (1-14) (1-5)
100pgmL™ 1.63%* 337"  2.60° 5.40°  2.20?
(1-9) (1-11) (1-6) (2-13) (1-6)
1000ugmL™* 1.60  1.87° 277  6.30° 2.63*"
(1-4) (1-5) (1-4) (2-10) (2-4)
L. crinitus 1pgmL™ 1.20%®° 3.83* 0.27° 410 2.10*
(2-8) (3-7) (1-2) (1-14) (2-8)
10pugmL™ 1.07" 3.90° 457° 3.53%"  22.08°
(1-3) (1-6) (1-15) -7 (7-29)
100pgmL™ 1.37%  3.07° 0.87° 5.13°  0.10%
(1-3) (1-5) (1-5) (1-12) (1-1)
1000ugmL™ 1.93%® 3.37% 7.83* 623" 237
(1-3) (1-11) (1-15) (1-13) (1-16)
Consércio 1pgmL™ 577 213*  1.03° 0.53%  7.93%
(3-10) (1-4) (1-3) (1-3) (1-17)
10pgmL™ 5.03"  1.47* 333* 0.87* 6.50%
(3-8) (1-4) (1-11) 1-2) (2-19)
100pugmL™ 550"  157* 2.83* 1.40*  9,27°
(1-11) (1-4) (1-8) (1-3) (1-22)
1000pgmL™ 513  217°  2.50° 1.83%  8.57°
(2-11) (1-6) (1-5) (1-3) (1-20)

Letras iguais na horizontal significa que n&do ha diferenca estatistica ao nivel de 99% de

probabilidade.

*Médias seguidas na horizontal pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95% de

probabilidade.
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Figura 1: Coeficiente de correlacdo (R? obtido para a relacdo entre diferentes
concentracdes e conidios ndo germinados em extratos H20-Q (a), H20-F (b), H20-
US (c) e H-F (d) de P. sanguineus contra Fusarium sp.
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Figura 2: Coeficiente de correlagéo (R? obtido para a relacdo entre diferentes

concentracdes e conidios ndo germinados em extratos H20-F (a), H20-US (b), H-Q
(c) e H-F (d) de L.crinitus contra Fusarium sp
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Figura 3: Coeficiente de correlacdo (R? obtido para a relacdo entre diferentes
concentracdes e conidios ndo germinados em extratos H20-Q (a), H20-US (b), H-Q
(c) e H-F (d) do consoércio de P. sanguineus e L.crinitus contra Fusarium sp
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Tabela 5. Média de germinacéo dos esclerddios de Fusarium sp. em placas de Petri

de 9,0 cm de diametro, contendo meio de cultura BDA + extratos nas concentragcdes
de 141000 pg mL™.

Fungo Concentracao H20-Q H20-F H20-US H-Q H-F
P.sanguineus 1lug mL™ 0 0,1 0,1 0,1 0
10pg mL*? 0 0,1 0,1 0 0
100ug mL™ 0 0,1 0,1 0,2 0
1000pg mL™ 0 0,1 0,2 0 0
L. crinitus 1pg mL? 0 0,1 0 0 0,1
10pg mL™? 0 0,1 0 0 0,3
100pg mL™ 0 0,2 0,1 0,1 0,1
1000ug mL™ 0 0,1 0 0,1 0,1
Consorcio 1pg mL? 0,2 0,2 0,2 0,2
10pg mL™? 0,4 0,2 0,3 0,1
100pg mL* 0,1 0,1 0,4 0,6 0,1
1000pg mL™ 0 0 0,4 0,6 0
Testemunha 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
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Tabela 6: Analise da variancia do crescimento micelial (cm), em relacdo a

testemunha, de FA16 sp. em placas de Petri contendo meio de cultura BDA+

extratos de P. sanguineus na concentracéo de 1, 10, 100 e 1000pg mL™,

Extrato Fonte ge C_sraus de Somado Qua,drado Valor de  Valor
Variacao liberdade quadrado médio F de p
Tratamentos 3 0,107 0,036 1,0000 0,5887
H20-Q Erro 24 0,857 0,036
Total 27 0,964
Tratamentos 3 0,00e 00 0,00e00 -4,0000 0,9857
H20-F  Erro 24 -7,14 e-41 50,0 e-08
Total 27
Tratamentos 3 0,00e00 0,00e00 _40000 0,9857
H20-US Erro 24 -7,14 e-41 50,0 e-08
Total 27
Tratamentos 3 0.964 0.321 2.4545  0.0867
H-Q  Erro 24 3.143 0.131
Total 27 4,107
Tratamentos 3 1.821 0.607 1.1860 0.3361
H-F  Erro 24 12.286 0.512
Total 27 14,107

Delineamento experimental: Inteiramente Casualizado (6 repeti¢cdes)
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Tabela 7: Andlise da variancia do crescimento micelial (cm), em relacdo a

testemunha, de FA16 sp. em placas de Petri contendo meio de cultura BDA+

extratos de L.crinitus na concentracéo de 1, 10, 100 e 1000ugmL™.

Extrato Fonte ge C_sraus de Somado Quaplrado Valor de  Valor
Variacao liberdade quadrado médio F de p
Tratamentos 3 0,00e00 0,00e00 -4,0000 0,9857
H20-Q Erro 24 -7,14 e-41 50,0 e-08
Total 27
Tratamentos 3 0,00e 00 0,00e00 -4,0000 0,9857
H20-F  Erro 24 -7,14e-41 50,0 e-08
Total 27
Tratamentos 3 0,00e 00 0,00e00 -4,0000 0,9857
H20-US Erro 24 -7,14e-41 50,0 e-08
Total 27
Tratamentos 3 0.429 0.143 0.8000  0.5085
H-Q  Erro 24 4.286 0.179
Total 27 4,715
Tratamentos 3 1.286 0.429 2.0000 0.1399
H-F  Erro 24 5.143 0.214
Total 27 6,429

Delineamento experimental: Inteiramente Casualizado (6 repeti¢cdes)
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Tabela 8: Andlise da variancia do crescimento micelial (cm), em relacdo a

testemunha, de FA16 sp. em placas de Petri contendo meio de cultura BDA+

extratos de P. sanguineus e L. crinitus na concentracéo de 1, 10, 100 e 1000pgmL™.

Extrato Fonte ge C_sraus de Somado Qua,drado Valor de  Valor
Variacao liberdade quadrado médio F de p
Tratamentos 3 0,393 0,131 0,8462 0,5153
Erro 24 3,714 0,155
H20-Q
Total 27 3,685
Tratamentos 3 0,107 0.036 1.0000 0,5887
H20-F  Erro 24 0,857 0.036
Total 27 0,964
Tratamentos 3 0,00e 00 0,00e00 -4,0000 0,9857
H20-US Erro 24 -7,14e-41 50,0 e-08
Total 27
Tratamentos 3 0,143 0.048 0.2500 0.8612
H-Q  Erro 24 4,571 0.190
Total 27 4,714
Tratamentos 3 0.393 0.131 1.3750 0.2737
H-F  Erro 24 2.286 0.095
Total 27 2 679

Delineamento experimental: Inteiramente Casualizado (6 repeti¢cdes)
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Tabela 9: Contagem da média de conidios de FA16 ndo germinado em 16h de

incubacéo, em diferentes concentragdes de extratos bruto dos fungos. NUmeros em

parénteses indicam valores minimo e maximo.

Fungo Concentracao H20-Q H20-F H20-US H-Q H-F
P.sanguineus 1lug.mL™ 587"  4.43% 3432 2.63*  2.90°
(4-8) (1-9) 2-7) (1-5) (1-5)
10pg.mL* 7.93° 327 453" 3.90° 3.23%
(7-9) (1-6) (1-10) 1-7) (1-6)
100pg.mL* 8.23% 8.93* 5737 5.07%  4.00™
(7-9) (7-10) (3-10) (2-12) 1-7)
1000pug.mL™* 9.30% 953* 897° 520 527%
(8-10) (8-10) (4-14) (3-7) (1-11)
L. crinitus 1pg.mL™? 6.90®° 7.07* 057 1.93*" 157°
(2-10) (5-9) (1-2) (1-6) (1-10)
10pg.mL* 8.17°  3.60*  1.40° 1.37%  4.27%
(7-10) (1-8) (1-4) (1-3) (1-9)
100pg.mL™ 8.43°"  8.43*  1.33° 5.40%  4.87°
(7-10) (7-10) (1-2) (1-9) (2-8)
1000pug.mL™* 8.70° 9.63*  1.53¢ 417°  5.63°
(5-10) (9-10) (1-4) 1-7) (2-13)
Consorcio 1pg.mL™ 4.30° 2.80° 1.93% 6.97¢ 2.37%
(2-7) (1-5) (1-5) (4-10) (1-6)
10pg.mL*? 8.30° 4.63* 390* 820 3.63°
(6-9) (2-6) (1-9) (6-10) 1-7)
100ug.mL™ 7.87 6.17 2.83% 9.27 4. 40
(1-10) (2-10) (1-10) (7-10) (1-8)
1000pug.mL™ 9.10” 977 497"  9.00¢ 5.33?
(7-10) (7-12) (2-11) (7-9) (2-9)

Letras iguais na horizontal significa que n&do ha diferenca estatistica ao nivel de 99% de

probabilidade.

* Médias seguidas na horizontal pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95% de

probabilidade.
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Figura 4: Coeficiente de correlacdo (R? obtido para a relacdo entre diferentes
concentracdes e conidios ndo germinados em extratos H20-Q (a), H20-F (b), H20-
US (c) e H-Q (d) de P. sanguineus contra FA16 sp
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Figura 5: Coeficiente de correlacdo (R? obtido para a relacdo entre diferentes
concentracdes e conidios ndo germinados em extratos H20-Q (a), H20-F (b), H-Q

(c) e H-F (d) de L. crinitus contra FA16 sp
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(c) e H-F (d) do consoércio de P. sanguineus e L. crinitus contra FA16 sp
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Tabela 10. Média de germinacéo dos esclerédios de FA16. em placas de Petri de

9,0 cm de diametro, contendo meio de cultura BDA + extratos nas concentracdes de

1 & 1000 pg mL™.

Fungo Concentracao H20-Q H20-F H20-US H-Q H-F
P.sanguineus 1lug.mL™ 0,1 0,3 0,2 0 0,1
10pg.mL™* 0 0,3 0,2 0 0,1
100pg.mL™ 0,1 0,1 0,2 0,3 0,1
1000pug.mL™ 0 0,1 0,2 0 0,1
L. crinitus 1pg.mL™? 0 0,2 0 0,1 0,3
10pg.mL™ 0 0,2 0 0,3 0,3
100pg.mL™ 0 0,2 0,1 0,3 0,1

1000pg.mL™ 0 0,2 0 0,3 0
Consoércio 1pg.mL? 0,2 0,2 0,3 0,1 0,2
10pg.mL™ 0,4 0,2 0,3 0,3 0,1
100pg.mL™* 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1

1000pg.mL™ 0 0 0,4 0,2 0
Testemunha 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8




