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Suspensao de Agaricus brasiliensis
na inducao de fitoalexinas e no
controle do mildio da videira
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Resumo N
Carla Garcia
O presente estudo teve como objetivo, verificar Herta Stutz Dalla Santa?

o efeito elicitor na inducdo de fitoalexinas e controle da 3
severidade do mildio da videira (Plasmopara viticola) em 4
condic¢des de campo da suspensdo miceliada aquosa (SMA)

de Agaricus brasilienis. Para a indugdo de fitoalexina em feijao, soja, sorgo e severidade do mildio foram
utilizados os tratamentos contendo a SMA de A. brasilensis lavada e nao lavada, assim como também com e
sem associagao com o 6leo vegetal (OV), como tratamento testemunha com dgua e os padrdes com acibenzolar-
S-metil (ASM 0,005%) e calda bordalesa (1:1:1)~. Em outro experimento, também para a determinacao da
inducao de fitoalexinas em soja e sorgo, foram utilizadas as doses de 0, 1, 5, 10, 15 e 20% da SMA de A.
brasiliensis. Verificou-se que a SMA de A. brasiliensis a 10% induziu em 1000% e 56% a fitoalexina em feijao e
sorgo, respectivamente. Para soja observou-se aumento de 400% com 5% da SMA lavado de A. brasiliensis.
Ja as doses dessa suspensao pode-se ressaltar inducdo de 460% e 710% quando se utilizou 20% da SMA do
cogumelo. Em condi¢des de campo nao foram relatados diferengas estatisticas entre os tratamentos aplicados
nas videiras. Dessa forma, pode-se dizer que a SMA de A. brasiliensis, apresenta compostos com capacidade
para desencadear comportamento elicitor para respostas de indugdo de resisténcia em plantas, porém nao
foram observados efeito direto sobre o patégeno avaliado.

Aline Ratuchne
Marieda Caroline Provin
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Suspension Agaricus brasiliensis in the induction of phytoalexins and in the
control of the grapevine downy mildew

Abstract

The objective of this study was to verify the elicitor effect on phytoalexin induction and control of
grapevine mildew (Plasmopara viticola) under field conditions of the micelial aqueous suspension (MAS) of
Agaricus brasilienis. For the induction of phytoalexin in beans, soybean, sorghum and severity of mildew,
treatments containing washed and unwashed A. brasilensis MAS, as well as with and without association
with vegetable oil (VO), were used as control treatment with water and standards with acibenzolar-S-methyl
(ASM 0,005%) and bordeaux syrup (1: 1: 1). In another experiment, also for the determination of phytoalexin
induction in soybean and sorghum, the doses of 0, 1, 5, 10, 15 and 20% of MAS of A. brasiliensis were used. The
10% A. brasiliensis MAS was found to induce 1000% and 56 % phytoalexin in beans and sorghum, respectively.
For soybean, a 400% increase was observed with 5% of the washed MAS of A. brasiliensis. The doses of this
suspension can be emphasized induction of 460% and 710% when using 20% of the MAS of the mushroom.
In field conditions no statistical differences were reported between the treatments applied on the vines.
Thus, it can be said that the MAS of A. brasiliensis presents compounds capable of eliciting elicitor behavior
for resistance induction responses in plants, but no direct effect was observed on the pathogen evaluated.
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Suspension de Agaricus brasiliensis en lainduccion de fitoalexinay el control
del mildiu de la vid

Resumen

El objetivo del presente estudio fue verificar el efecto elicitor en la induccion de fitoalexina y control
de la severidad del mildiu de la vid (Plasmopara viticola) en condiciones de campo de suspensiéon micelial
acuosa (SMA) de Agaricus brasilienis. Para inducir la fitoalexina en frijoles, soja, sorgo y severidade del
mildiu, se utilizaron tratamientos que contienen a SMA de A. brasilensis lavada y sin lavar, asi como con y
sin asociacién con aceite vegetal (OV), como tratamiento de control con agua y patrones con acibenzolar-S-
metilo (ASM 0.005%) y Mezcla de Burdeos (1: 1: 1) = En otro experimento, también para la determinacién
de la induccién de fitoalexinas en soja y sorgo, se utilizar¢ las dosis de 0, 1, 5, 10, 15 y 20% da SMA de A.
brasiliensis. Se verifico que el SMA de A. brasiliensis a 10%SMA indujo em 1000% y 56% la fitoalexina en
frijoles y sorgo, respectivamente. Para la soya, se observé un aumento del 400% con 5% de SMA lavada de A.
brasiliensis. Las dosis de esta suspensién pueden inducir una induccién de 460% y 710% cuando se usa 20% de
la SMA de cogumelo. En condiciones de campo no se verificé diferencias estadisticas entre los tratamientos
aplicados a las vides. Por lo tanto, se puede decir que el SMA de A. brasiliensis presenta compuestos capaces
de desencadenar un comportamiento inductor para respuestas de induccién de resistencia en plantas, pero

no se observé ningtn efecto directo sobre el patégeno evaluado.

Palabras clave: cogumelos, Vitis vinifera, Plasmopara viticola, metabolismo secundario.

Introducao

O setor viticola brasileiro destaca-se por
sua contribui¢do econémica e social do pais, porém
a qualidade fitossanitaria é de suma importancia
para melhorar a qualidade e a produtividade da uva
(Marini et al. 2012). Dentre os patégenos que podem
afetar de forma negativa esses aspectos, encontram-
se o mildio da videira. Essa doenca tem como agente
causal o oomiceto Plasmopara viticola, que ataca todos
os 6rgaos da planta, acarretando em redugdo na area
fotossintética e consequentemente baixa produtividade
e qualidade dos produtos finais (Gessler et al., 2011).

Atualmente as praticas agricolas no Brasil sao
caracterizadas pela alta dependéncia de agrotoxicos,
que se desfunde extensivamente nos ultimos trés
anos, sendo o maior consumidor de agrotéxicos do
mundo, e encarregado por 1/5 do consumo mundial
(ALENCAR et al., 2014). Dentre esses produtos
quimicos corriqueiramente utilizados para o controle
dessas doencas, na cultura da uva podem corresponder
até 30% do custo da producdo (MAIA et al. 2014).

Como forma de atender essas expectativas
agroecoldgicas, estdo os compostos bidticos obtidos
através de cogumelos que podem apresentar
comportamento elicitor sobre a planta e/ou controle
direto sobre o patégeno. Essa acdo elicitora, pode
atuar na indugédo de fitoalexinas, que sdo compostos
antimicrobianos de baixa massa molecular,
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sintetizados como metabdlitos secundarios das
plantas, em respostas a acdo de agentes externos. Ja o
efeito fungitéxico pode ser adquirido principalmente
por extratos obtidos de cogumelos, que através do
seu desenvolvimento sintetizam substancias que
podem apresentar comportamentos bacteriostéticos,
nematostaticos ou fungistaticos (Arruda et al. 2012,
Schwan-Estrada et al. 2012; Moura et al. 2014).
Dentre esses cogumelos usados como
indutores de resisténcia apresenta o Agaricus
brasiliensis, que apresenta compostos bioativos
que podem atuar como antibiéticos, substancias
bacteriostaticas, fungistaticas e nematostaticas
(SCHWAN-ESTRADA et al.,, 2012).

Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo verificar o efeito da suspensdo miceliada
aquosa (SMA) do cogumelo Agaricus brasiliensis na
inducdo de fitoalexinas faseolina em hipocétilos
de feijao, gliceolina em mesocétilo de sorgo e
deoxiantocianidina em cotilédones de soja. Assim
como também, verificar a acao fungitéxica sobre o
mildio da videira, em condi¢des de campo.

Materiais e métodos
Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no laboratério
de fitopatologia e no pomar da Universidade Estadual
do Centro-Oeste (UNICENTRO) campus CEDETEG.
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Tratamentos utilizados nos ensaios

Para determinacdo do efeito da suspensdo
miceliada aquosa (SMA) de A. brasiliensis na indugao
de fitoalexinas foram adotados duas formas distintas
de uso da SMA. Para avaliar a acdo dessa suspensao
na atividade de faseolina em feijao, gliceolina em
soja e dioxiantocianidina em sorgo, primeiramente
utilizou-se o 6leo vegetal emulsionavel (Natur’l
c’)leo®, Empresa Stoller do Brasil LTDA, contendo 93%
de 6leo vegetal e 7% de ingredientes inertes) (OV),
como adjuvante sobre a suspensdo do cogumelo,
que poderia ou nao ser lavado o micélio, como
forma de retirar os residuos de meio de cultivo do
A. brasiliensis. Dessa forma, os tratamentos utilizados
foram: testemunha (dgua), 5% da SMA acrescidos
com 0,05 uL. L™ de OV (5% SMA+QOV), 10% da SMA
lavado acrescidos com 0.05 uL. L™ de OV (10% SMA
L+OV), 10% da SMA acrescidos com 0.05 uL L™ de
OV (10% de SMA +OV), 5% da SMA lavada (5%
SMA L), 10% da SMA lavada (10% SMA L), 5% da
SMA (5% SMA) e 10% da SMA (10% SMA). Também
foram utilizados como tratamentos padrdes o OV a
0,05% uL L e acibenzolar-S-metil (ASM) a 0,005%.

Como segunda forma de uso da SMA de
A. brasiliensis na indugdo de fitoalexinas de soja
(gliceolina) foram utilizadas as doses de 1%, 5%, 10%,
15% e20% dessa SMA e como tratamento testemunha
com 4gua e padrao com acibenzolar-S-metil (ASM)
a 0,005%. Para a determinagdo da inducao de
fitoalexina em sorgo (dioxiantocianidina), foram
utilizados os mesmos tratamentos, exceto a dose de
20% da SMA de A. brasiliensis.

Para analise do efeito fungitéxico da SMA
de A. brasiliensis, sobre o mildio da videira (P.
viticola) em condigdes de campo, foram utilizados
como tratamentos: testemunha (dgua), SMA de A.
brasiliensis 4 100%, assim como também SMA de A.
brasiliensis 4 100% acrescida de 0,05% de OV e como
tratamentos padrdes a calda bordalesa 0.6:0.3:100

(cal: sulfato de cobre: agua).

Determinag¢ido da fitoalexina faseolina em
hipocétilos de feijao, glicina em cotilédones de
soja e dioxiantocianidina em mesocétilo de sorgo

Para determinacido da fitoalexina faseolina
em hipocétilos de feijdo, seguiu-se e adaptou-se a
metodologia de DIXON et al. (1983). Sementes de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) cv. Uiarupu foram desinfestadas
em hipoclorito de sédio a 1%, lavadas em dgua estéril,
semeadas em bandejas de isopor, contendo areia
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esterilizada, e mantidas em temperatura ambiente,
no escuro, por sete dias, monitorando-se diariamente
a umidade. No oitavo dia, cortou-se 5 cm de cada
hipocétilo, que posteriormente foram lavados e
secados a temperatura ambiente.

Em placas de Petri, contendo papel filtro
umedecido, foi adicionado quatro hipocétilos de feijao
e sobre esses seguimentos aplicados os tratamentos.

Posteriormente as placas foram
acondicionadas em cdmara de crescimento (BOD)
a 25£1° C no escuro. Decorridas 48h, os hipocétilos
foram transferidos para tubos de ensaio com 10 mL
de etanol e mantidos a 4° C por 48h. Para a extracao
da fitoalexina, induzida pelos tratamentos, os tubos
contendo os tratamentos com os segmentos foram
agitados a 200 g por 1h, na sequéncia, foi determinara
a produgao de fitoalexinas em espectrofotometro com
comprimento de onda de 280 nm.

Quando se utilizou a SMA de A. brasiliensis
acrescida com OV o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com dez tratamentos com
quatro repeticdes. Caso contrario, adotou-se o mesmo
delineamento, porém com cinco tratamentos e cinco
repeticoes.

Para soja (Glycine max L.) (Vigo et al. 2001),
as sementes de soja foram desinfestadas, colocadas
em areia esterilizada (autoclavada) e mantidas em
casa de vegetagdo para germinacdo. Apés o 10° dia
da semeadura, os cotilédones foram separados das
plantulas, lavados em 4gua destiladas, enxugados e
cortados em seccdo aproximada de 1 mm de espessura e
6 mm de didmetro a partir da superficie inferior. Quatro
cotilédones foram colocados em placa de Petri contendo
papel de filtro umedecido com agua destilada estéril. Foi
aplicada sobre cada cotilédone uma aliquota de 40 pL
de cada tratamento. As placas de Petri foram mantidas
a 25 °C no escuro. Ap6s 20h, os cotilédones foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 15 mL de
agua destilada esterilizada e deixados em agitagdo por
1h para extracdo da fitoalexina formada. A absorbancia
foi determinada a 285 nm (Ayers et al. 1976).

Quando se utilizou a SMA de A. brasiliensis
acrescida com OV o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com dez tratamentos com
quatro repeticdes. Caso contrario, adotou-se o mesmo
delineamento, porém com cinco tratamentos e cinco
repeticoes.

Em sorgo (Sorghum bicolor L.), as sementes
foram mergulhadas em hipoclorito de s6dio a 1% e
enxaguadas em dgua estéril, em seguida embebidas
em agua autoclavada por 6h. Decorrido esse periodo,
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foram distribuidas em papel filtro umedecido e
incubadas em camada de crescimento (BOD) a 25+1°C
por quatro dias, para a germinagdo das sementes.
Diariamente foi monitorada a umidade (Nicholson
et al. 1987).

Posteriormente as plantulas ficaram expostas
a luz constante durante 4h e em seguida foi incisado
os mesocoétilos 0,5 cm acima do né escutelar e
acondicionado em tubos de ensaio (3 mesocétilos/
tubo) com os tratamentos.

Os tubos foram mantidos em cAmara timida,
a 25%1°C sob luz fluorescente por 60h (Wulff,
1998, 1999). Apds esse tempo, os segmentos foram
retirados dos tratamentos, secados e descartados
os seus 5 mm basais. A porc¢do superior foi pesada,
fracionada em pequenos pedacos e colocadas em
tubos tipo eppendorf, contendo 1,4 mL de metanol
80% acidificado e mantidos a 4°C por 96h. Por fim,
foi realizado a leitura em espectrofotometro com
absorbancia de 480 nm, obtendo dessa forma a
producéo de fitoalexina gliceolina nos mesocétilos
de sorgo (Nicholson et al. 1987).

Quando se utilizou a SMA de A. brasiliensis
acrescida com OV o delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com dez tratamentos
com quatro repeti¢des. Caso contrario, adotou-se o
mesmo delineamento, porém com seis tratamentos
e cinco repetigdes.

Determinacdo do efeito fungitoxico da sma de
Agaricus brasiliensis sobre o mildio (Plasmopara
viticola) da videira em condi¢es de campo

Foram utilizadas videiras “Isabel Precoce’,
enxertadas sobre ‘Paulsen 1103 (V. repestrisx x
V. berlandieri), conduzidas em espaldeiras, com
espacamento de 1,2 x 2.5m em sistema organico, que
ja se encontram plantadas na area experimental da
Universidade, na cidade de Guarapuava-PR-Brasil
com 25°21” de latitude sul, 51°30” de longitude oeste
e a 1100 m de altitude, em solo classificado como
latossolo bruno distroférrico de textura argilosa e
clima dito CBF subtropical mesotérmico timido.

Em condi¢des de campo néo foi realizada a
inoculagdo do patégeno, pois devido as condi¢des
favoraveis, ocorreu manifestacdo natural da doenca.
Sendo assim, como medida preventiva foram
realizadas pulverizagdes semanais dos tratamentos
com pulverizador verizador com dois bicos ajustados
em garrafas pet desde o inicio da brotagao das
videiras. Nos primeiros sintomas do mildio,
comecaram-se as avaliagoes de severidade (% de area
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lesionada), segundo a escala proposta por Azevedo
(1997). Esses dados foram transformados em &rea
abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD)
(CAMPBELL; MADDEN, 1990). As avaliagdes foram
realizadas semanalmente, totalizando trés avaliagcdes
em cinco folhas pré marcadas em cada planta.

O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso, com seis tratamentos e cinco repeti¢des, sendo
cada uma constituida por uma planta.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos & analise
de varidncia e quando significativo (no caso
dos tratamentos com doses da SMA de Agaricus
brasiliensis) realizou-se regressao polinomial ao nivel
de 5% de probabilidade de confianga, através do
programa estatistico SISVAR (Ferreira 2011).

Resultados e discussao

Determinac¢do da fitoalexina faseolina em
hipocétilos de feijao, glicina em cotilédones de
soja e dioxiantocianidina em mesocétilo de sorgo

Com relagdo a inducdo de fitoalexinas
faseolina em feijao, observou-se que o tratamento
com10% daSMA de A. brasiliensis e o ASM, induziram
acima de 1000% (Figura 1A). Para gliceolina em soja,
5% da SMA do cogumelo A. brasiliensis lavado (5%
SMA L), essa inducao foi de 400% e do ASM de 133%
(Figura 1B); j& para dioxiantocianidina em sorgo,
o tratamento com 10% da SMA foi igual ao ASM,
aumentando em 56% (Figura 1C). Sendo todos esses
resultados em relacdo ao tratamento testemunha.

Para os tratamentos com doses da SMA de
A. brasiliensis na indugao da fitoalexina gliceolina em
cotilédones de soja, houve efeito linear em funcdo das
doses daSMA de A. brasiliensis. Podendo-se ressaltar que a
dose de 20% da suspensao, induziu em 460 % a fitoalexina,
em relagao ao tratamento testemunha (Figura 2 A).

Asdosesde1%,5%,10% e 15% daSMA de A.
brasiliensis, causaram também efeito linear positivo
na inducao da fitoalexina dioxiantocianidina em
mesocoétilos de sorgo, obteve-se como resultados
o estimulo de 365%, 765.5%, 710% e 1757.5%,
respectivamente, e 0 ASM em 430%, todos em relagao
ao tratamento testemunha (Figura 2 B).

Esses resultados obtidos estao possivelmente
relacionados com a composicao da parede celular
de cogumelos, que apresentam P-glucanas com
ligacoes glicosidicas do tipo -1.3; B-1.4 e B-1.6 que
podem ser responsaveis pelas atividades biol6gicas
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Figura 1. Inducéao de fitoalexina faseolina em hipocétilo de feijao (A), gliceolina em cotilédones de soja (B),
dioxiantocianidina em mesocétilos de sorgo, tratados com: testemunha (dgua), 5% da suspensao miceliada
aquosa (SMA) acrescidos com 0.05 pL L1 de OV (5% SMA+QOV), 10% da SMA lavado acrescidos com 0.05 uL
L1 de OV (10% SMA L+OV), 10% da SMA acrescidos com 0.05 uL L™ de OV (10% de SMA +OV), 5% da SMA
lavada (5% SMA L), 10% da SMA lavada (10% SMA L), 5% da SMA (5% SMA) e 10% da SMA (10% SMA).
Também foram utilizados como tratamentos padroes o OV a 0.05% pL L e acibenzolar-S-metil (ASM) a 0.005%.
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Figura 2. Inducdo de na inducdo de gliceolina em cotilédones de soja (A) tratados com as doses
de 1%, 5%, 10% , 15% e 20% da suspensdo micelida aquosa (SMA) de A. brasiliensis, assim como,
tratamento padrdo acibenzolar-S-metil (ASM) e testemunha (somente dgua). Os mesmos tratamentos,
exceto a dose 20%, para a indugdo da fitoalexina dioxiantocianidina em mesocétilo de sorgo (B).

desencadeadas, principalmente, pelo comportamento
elicitor na indugdo de fitoalexinas (PARK et al., 2003;
CAMELINI et al., 2005; BRAGA, 2008).

SILVA etal. (2008), estudos em plantas também
mostraram a atividade das peroxidases aumentada
ap6s aplicagdo de extrato de A. brasiliensis, reduzindo
a ocorréncia de doengas. Esse fato, é afirmado por
Arruda etal. (2012), que constataram a capacidade de
A. brasiliensis em induzir acamulo de fitoalexina em
soja, verificando que a concentragdo de 10% obteve
o melhor resultado e que de acordo com o aumento
da concentragdo do extrato de A. brasiliensis ocorreu
maior inducao. Segundo o autor, esse cogumelo assim
como L. eddodes e P. sanguineus, podem auxiliar na
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ativacao de mecanismos latentes da planta.

Com relagdo ao uso do 6leo vegetal (OV) na
inducdo de resisténcia, sdo raros os trabalhos na
literatura, porém Leite et al. (2014), ressaltam que
esses produtos sdao constituidos por compostos
quimicos que podem atuar como elicitores. Os
autores destacam que as doses de 0,2; 0,4 e 0,8
mL L7 de OV reduzem a atividade da enzima
catalase em folhas de videira. Fedrigo et al. (2014),
também afirmam que ao utilizarem 0,25% de OV
com 0,5% de extrato de canela em discos de folhas
de videiras, ocorreu inibicdo de 100% da atividade
dessa enzima. Esses resultados estao de acordo com
os do presente trabalho, pois em associagdo com
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10% da SMA de A. brasiliensis com o OV, observou-
se que em soja ocorreu inducédo de 66% e em feijao
de aproximadamente 1000%. Quando empregado
apenas 0,05 mL L™l de OV, para feijdo a inducao foi de
830%, soja de 133% e sorgo de 25%, todos em relagao
ao tratamento testemunha, somente agua.

Determinacdo do efeito fungitéxico da sma de
Agaricus brasiliensis sobre o mildio (Plasmopara
viticola) da videira em condi¢des de campo

Observou-se auséncia de diferencia estatistica
entre os tratamentos com a SMA de A. brasiliensis e
OV, sobre a AACPD do mildio em videiras “Isabel
Precoce’, em condicoes de campo (Tabela I).

Porém em trabalhos realizados com esses
produtos de forma isolada, foram observados efeitos
fitotoxicos, Garcia et al. (2015), verificaram que o 6leo
vegetal na dose de 0,2 mL L7 aplicado em discos
de folhas de videira ‘Isabel Precoce’, proporcionou
redugdo de 82,5% a AACPD do mildio em comparagao
com o tratamento testemunha. Oliari et al. (2014),
também observaram que a suspensdo obtida a partir
de micélio de A. brasiliensis, na concentracdo de 10%
reduziu a germinacdo de zodsporos de Plasmopara
viticola em 50%. Camili et al. (2009) ao testar os
extratos de A. blazei e L. edodes aplicados sobre uva
‘Italia” analisaram que ap6s 4h de inoculagdo de
Botrytis cinerea ndo houve alteracdo no indice de
evolugdo da doenga. Dessa forma, pode-se dizer que
os produtos podem desencadear efeito negativo sobre
o desenvolvimento do mildio da videira, porém a
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