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Filtrado do meio de cultivo do cogumelo Pycroporus sanguineus no controle de
Alternaria sp.

Filtrate from the culture medium of the mushroom Pycnoporus sanguineus in the control
of Alternaria sp.
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RESUMO: O emprego de micro-organismos no controle de fitopatdgenos ¢ uma alternativa ecoldgica aos pesticidas sintéticos,
pois nio causam contaminagio ambiental. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiftingica do Pycnoporus sanguinues
(PS) sobre o crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. (ALT), em dois bioensaios. No primeiro bioensaio foi
utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado no esquema fatorial de 4 x 5, correspondente ao cultivo dos
isolados fingicos em quatro tratamentos: PS - testemunha PS; ALT - testemunha ALT; ALT x PS - a¢io de ALT sobre PS; e PS x ALT -
acdo do PS sobre ALT, durante cinco dias de avaliagio (2° a0 6° dia de cultivo) com quatro repeti¢oes por tratamento. No segundo
bioensaio foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado no esquema fatorial de 4 x 4, correspondente a
quatro tratamentos: Test-15: testemunha com 15% do meio de cultura utilizado para obtencio do filtrado fingico, sem inoculagao
fingica; Test-30: testemunha com 30% do meio de cultura utilizado para obtenco do filtrado fiingico, sem inoculacio fingica;
PS-15: 15% de filtrado do meio de cultivo de PS; e PS-30: 30% de filtrado do meio de cultivo de PS durante quatro dias de avaliagao
(2° a0 5° dia de cultivo) com trés repeticoes por tratamento. O Pycnoporus sanguineus inibe o crescimento micelial do fungo
fitopatogénico Alternaria sp., a depender do tempo de cultivo. O emprego de 15% e 30% do filtrado do meio de cultivo de P.
sanguineus inibe o crescimento micelial de Alternaria sp.

Palavras-chave: Controle bioldgico; Basidiomiceto; Fungo de podriddo branca

ABSTRACT: The use of microorganisms in the control of phytopathogens is an ecological alternative to synthetic pesticides, as
they do not cause environmental contamination. The study evaluted the antifungal activity of Pycnoporus sanguinues (PS) on
the mycelial growth of the phytopathogenic fungus Alternaria sp. (ALT), in two bioassays. In the first bioassay, a completely
randomized experimental design was used in the factorial scheme of 4 x 5, corresponding to the cultivation of fungal isolates in
four treatments: PS - PS witness; ALT - ALT witness; ALT x PS - interaction of the ALT with PS; and PS x ALT - interaction of the PS
with ALT, during five days of evaluation (2nd to 6th day of cultivation) with four replications per treatment. In the second bioassay,
a completely randomized experimental design was used in the factorial scheme of 4 x 4 corresponding to four treatments:
Test-15: witness with 15% of the culture medium used to obtain the fungal filtrate, without fungal inoculation; Test-30: witness
with 30% of the culture medium used to obtain fungal filtrate, without fungal inoculation; PS-15: 15% filtered from PS culture
medium; and PS-30: 30% of filtrate from the PS culture medium during four days of evaluation (2nd to 5th day of cultivation) with
three replications per treatment. Pycnoporus sanguineus inhibits mycelial growth of the phytopathogenic fungus Alternaria sp.,
depending on the time of cultivation. The use of 15% and 30% of the filtrate of the culture medium of P. sanguineus inhibits the
mycelial growth of Alternaria sp.

Keywords: Biological control; Basidiomycete; White rot fungus

Autor correspondente: Regina Helena Marino Recebido em: 17/10/2023
E-mail: rehmarino(@hotmail.com Aceito em: 16/04/2024

! Engenheiro Agronomo, Departamento de Engenharia Agronomica, Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sao Cristévao (SE), Brasil.
? Graduando em Engenharia Ambienal e Sanitéria, Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sao Cristvao (SE), Brasil.

> Doutora em Extensio Rural pela Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Professora Adjunta do Departamento de Engenharia
Agronomica, Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sdo Cristovao (SE), Brasil.

# Doutor em Fitotecnia/Produgio Vegetal pela Universidade Federal de Vigosa. Professor Titular do Departamento de Engenharia Agrondmica,
Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sao Cristovao (SE), Brasil.

> Doutora em Biotecnologia pelo Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista (UNESP). Professora Associada IV do Departamento
de Engenharia Agronomica, Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sao Cristévio (SE), Brasil.



mailto:rehmarino@hotmail.com

INTRODUCAO

O género Alternaria é composto por espécies de fungos fitopatogenicos que causam doencas em
diversas culturas de interesse economico, tais como algumas hortalicas, algodao, citros, feijao, tomateiro, o
que gera perdas significativas, principalmente em condi¢oes de cultivo com altas temperatura e umidade
(Kimati et al., 1997).

No tomateiro, o fungo Alternaria sp. causa a doenca denominada de Pinta preta ou Mancha de
Alternaria, que inicialmente causa nas folhas mais velhas lesdes necréticas isoladas ou agrupadas, envoltas
ou nio por um halo amarelado. No caule, no pedunculo, nas riquis e nos peciolos, os sintomas sio
semelhantes aos observados nas folhas, mas com lesoes escuras, alongadas, aneladas e deprimidas. Nos
frutos, as lesoes sdo circulares, escuras, deprimidas, concéntricas e recobertas por um crescimento micelial
escuro constituido por conidios e coniditforos do fungo. Este patégeno também pode causar falhas na
germinacao das sementes e o tombamento de plantulas, devido a formacao de lesdes necroticas no colo das
plantas na fase de producio de mudas ou apds o transplante (Tofoli; Domingues, 2018).

O controle de doencas causadas por fitopatdgenos pode ser feito pela integracio de diversos
métodos, tais como: adubacio equilibrada; escolha de cultivares tolerantes/resistentes; evitar o plantio
em 4reas umidas; utilizar maior espacamento entre plantas e maior circulacio de ar em ambientes
de cultivo protegido; minimizar irrigacoes em periodos criticos; e realizar rotacio de culturas (Pereira;
Carvalho; Pinheiro, 2013; Talamini; Nunes, 2018). Entretanto, o uso de fungicidas vém sendo amplamente
recomendado, cuja aplicacdo incorreta tem acarretado contaminacio ambiental, mortalidade de animais,
problemas a saide dos trabalhadores e consumidores, além de ocasionar resisténcia de patdgenos aos
agrotoxicos (Barbosa et al., 2020; Rodio; Rosset; Brandalize, 2021; Baraldi et al., 2021).

De forma alternativa tém-se buscado medidas ecoldgicas de controle de patégenos, como o uso
de filtrados do fungo Trichoderma harzianum (Pérez-Torres et al., 2018) e de extratos de basidiomicetos
(Arruda et al., 2012; Solino et al., 2017; Hernandez-Ochoa et al., 2020).

Da mesma forma, Oliveira et al. (2019) verificaram que o uso de 1% a 5% do extrato aquoso do
basidiomiceto Lentinula edodes controlou, em campo, o fungo Colletotrichum lindemuthianum causador
da doenga denominada de Antracnose no feijoeiro, por apresentar polissacarideos com aco antimicrobiana;
por aumentar a sintese das enzimas peroxidase, catalase e polifenoloxidase, as quais podem atuar diretamente
sobre o patdgeno e influenciar na acio de hormonios que sio importantes na inducio de resisténcia vegetal
a patogenos.

Thangaraj et al. (2020) observaram que os compostos volatéis produzidos pelos basidiomicetos
Coprinus cinereus, Ganoderma lucidum e Lentinus edodes inibiram 70%, 60,3% e 35,3% respectivamente,
o crescimento do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum.

Dentre os basidiomicetos, o Pycnoporus sanguineus ¢ um fungo de podridio branca pertecente a
familia Polyporaceae, que se desenvolve em madeira morta, principalmente em 4dreas abertas e ensolaradas
(Susan et al., 2021), mas estudos tém demostrado seu potencial bactericida (Toillier et al., 2010); nematicida
(Barbosa et al., 2021); e fungicida (Figueiredo; Silva, 2014; Coppo et al., 2017).

Na literatura, o potencial biopesticida do P. sanguineus vem sendo estudado através de extrato
aquoso do cogumelo (Assi et al., 2017); do extrato etandlico do micélio (Mendoza et al., 2020); do extrato
hidroalcodlico (Coppo et al., 2017).

Assi et al. (2017) verificaram que o extrato aquoso do P. sanguineus apresentou eficiéncia de
70,4% no controle do fungo Alternaria solani e de 79,3% no controle da mancha bacteriana causada por
Xanthomonas vesicatoria no tomateiro, provavelmente por ter induzido a resisténcia.




Mendoza et al. (2020) relataram que no extrato etandlico do micélio de P. sanguineus foram
identificados triterpenos, esterdides, alcaloides, antraquinonas e antronas, 0s quais apresentam agio
antimicrobiana.

Desta forma, o emprego do fungo P. sanguineus representa uma alternativa no controle de
fitopatogenos, principalmente, para a agricultura organica. Todavia, nao foram encontradas referéncias até
o presente relacionadas com o emprego de filtrados do meio de cultivo de basidiomicetos no crescimento
micelial, cujo método pode ser uma forma de acelerar o processo de obtencio dos principios antimicrobianos,
sem a necessidade de produzir o cogumelo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica do Pycnoporus sanguinues sobre o
crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ISOLADO E INOCULANTE FUNGICO

Os isolados fungicos testados foram o basidiomiceto de podridao branca Pycnoporus sanguineus
(PS) e fitopatogénico Alternaria sp. (ALT) pertencentes a Micoteca do Laboratério de Microscopia do
Departamento de Engenharia Agronomica — Universidade Federal de Sergipe, Campus de Sao Cristovio -
Sergipe.

Os inoculantes fangicos foram obtidos a partir da multiplicacio dos isolados em meio de cultura a
base de batata-dextrose-agar (BDA comercial, 39 g.L") durante sete dias a temperatura ambiente.

2.2 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO FITOPATOGENICO ALTERNARIA SP. POR
PYCNOPORUS SANGUINEUS

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado no esquema fatorial de 4 x 5,
correspondente a0 cultivo dos isolados flingicos em quatro tratamentos: PS - testemunha PS; ALT -
testemunha ALT; ALT x PS - acdo de ALT sobre PS; e PS x ALT - acio do PS sobre ALT; e cinco dias de avaliacio
(2° 20 6° dia de cultivo) com quatro repeticdes por tratamento.

A metodologia utilizada foi a descrita por Solino et al. (2017) com modificagdes em meio de cultura
BDA comercial. Para tanto, a avaliacio da inibi¢ao do crescimento do fungo ALT pelo PS e vice-versa foi
transferido um disco do meio de cultura colonizado de 6 mm de didametro de ambos os fungos para placa
de Petri contendo meio de cultura BDA, distantes entre si de 1,0 cm (Figura 1 A). No tratamento testemunha
foi utilizado apenas um disco inoculante do fungo (ALT ou PS, conforme o tratamento), em apenas um lado
da placa de Petri (Figura 1 B). O cultivo dos isolados fingicos ocorreu a temperatura ambiente durante seis
dias.
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Figura 1. Distribui¢io do in6culo fungico para avaliacio do crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. versus
0 P. sanguineus (a) e dos tratamentos testemunhas (b)




As varidveis analisadas foram: o raio micelial (cm), a velocidade média de crescimento micelial (cm.
dia™) e porcentagem de inibicio do crescimento nas varidveis de raio e de velocidade de crescimento no 2°,
3°,4° 5° e 6° dia ap0s a inoculacio.

O raio micelial foi determinado pela avaliacio didria do didmetro médio cruzado de duas retas e o
valor obtido foi dividido por dois. A velocidade de crescimento micelial (VM, em cm.dia™) foi determinada
pela equacio: VM = (Rf — Ri)/ t, em que Rf = valor médio do raio final; Ri = valor médio do raio inicial;
t = intervalo de dias de avaliacio. A porcentagem de inibicio do crescimento (PIC, %) foi determinada
pela equacio: PIC = [(T —t)/ T] x 100, em que T — valor médio da varidvel analisada (raio ou velocidade
de crescimento) no tratamento testemunha; e t — valor médio da varidvel analisada no tratamento com o
isolado fangico.

Os dados obtidos foram submetidos 2 ANAVA e aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade e
a andlise de regressao (linear, quadritica) e aplicado o teste t a 1 e a 5% de probabilidade pelo programa
SISVAR 5.8

2.3 INIBIGAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO ALTERNARIA SP. PELO FILTRADO DO MEIO DE
CULTIVO DO P. SANGUINEUS

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado no esquema fatorial de 4 x 4,
correspondente ao cultivo do fungo ALT em quatro tratamentos (Test-15: testemunha com 15% do meio
de cultura utilizado para obtencio do filtrado fiingico, sem inoculagio fingica; Test-30: testemunha com
30% do meio de cultura utilizado para obteng¢do do filtrado fingico, sem inoculacio fungica; PS-15: 15%
de filtrado do meio de cultivo de PS; e PS-30: 30% de filtrado do meio de cultivo de PS) e quatro dias de
avaliacio (2° ao 5° dia de cultivo) com trés repeticoes por tratamento. As concentracoes do filtrado fingico
testadas (15 e 30%) foram determinadas de acordo com as utilizadas por Hernidndez-Ochoa et al. (2020).

O meio de cultivo utilizado para obtencio do filtrado do P. sanguineus foi o de extrato de levedura
(25 g.I'"). Para preparagio do filtrado, um disco de 6 mm de diametro do meio de cultura colonizado pelo
P. sanguineus foi transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 40 mL do meio a base de extrato
de levedura, previamente autoclavado a 121 °C e 1 atm durante 15 min. Nos tratamentos testemunhas, nio
foi transferido o micélio do P. sanguineus para o meio de cultivo. A incubagio foi realizada em BOD a 25
+ 1°C com fotoperiodo de 12 h durante 16 dias. O filtrado do meio de cultivo foi obtido pela filtragem do
meio de cultura em papel de filtro Whatman, em camara asséptica.

Para avaliacio do crescimento do fungo Alternaria sp. (ALT) foram adicionados 15% e 30% do
filtrado do meio de cultivo do PS para meio de cultura BDA previamente autoclavado e, posteriormente
acondicionado em placas de Petri, conforme o tratamento. Apds a solidificacio do meio foi transferido um
disco micelial de 6 mm de didmetro do fungo ALT. Nos tratamentos testemunhas (TEST-15 e TEST-30), 15%
e 30% do meio de cultura a base de extrato de levedura, utilizado para obtengio do filtrado flingico sem
inoculacio do PS, foram adicionados a0 meio BDA autoclavado e ap6s o resfriamento foi transferido para
placas de Petri. O cultivo foi realizado em BOD a 25 = 1 °C, com fotoperiodo de 12 h durante cinco dias.

As varidveis analisadas foram: o raio micelial (cm), a velocidade média de crescimento micelial
(cm.dia™) e porcentagem de inibicio do crescimento nas variaveis de raio e de velocidade de crescimento,
conforme metodologia descrita no item 2.2.

Os dados obtidos foram submetidos a2 ANAVA e aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade e
a andlise de regressao (linear, quadratica) e aplicado o teste t a 1 e a 5% de probabilidade pelo programa
SISVAR 5.8.




3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO FITOPATOGENICO ALTERNARIA SP. POR P.
SANGUINEUS

No tratamento PS x ALT, o PS reduziu significativamente o raio micelial do isolado ALT, a partir do
quinto dia de cultivo, quando comparado a testemunha ALT. O mesmo comportamento foi observado no
ALT x PS; em que o fungo ALT reduziu o raio micelial do PS, também a partir do quinto dia de cultivo, em
relacdo ao tratamento testemunha PS (Tabela 1).

Tabela 1. Raio micelial e velocidade de crescimento micelial dos isolados fingicos Pycroporus sanguineus (PS) e do
fungo fitopatogénico Alternaria sp. (ALT) cultivados em meio de cultura batata-dextrose-dgar durante seis dias

Trat! Raio micelial (cm) Regressao
2° dia 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia Equagio R?
PS 0,45 bE? 1,38 aD 2,38 aC 3,10 aB 3,78 aA Linear 0,99%%3
ALT 0,68 aE 1,40 aD 2,08 bC 2,63 bB 3,10 bA Linear 0,99%*
ALT x PS 0,45 bE 1,46 aD 2,38aC 2,66 bB 3,00 bA Linear 0,93
PS x ALT 0,72 aE 1,35aD 1,99 bC 2,22 ¢cB 2,53 cA Linear 0,96
CV =5,4%
Velocidade de crescimento (cm.dia™) Regressao
frat 20 dia 3° dia 4° dia 5° dia 6° dia Equagio R
PS 0,15bC 0,93abAB 1,012A 0,72aB 0,68B Quad. 0,80%*
ALT 0,38aC 0,72bcA 0,68bAB 0,552ABC 0,45bBC Quad. 0,78%*
ALT x PS 0,15bB 1,02aA 0,92aA 0,29bB 0,34bB Quad. 0,56%*
PS x ALT 0,42aB 0,64cA 0,64bA 0,24bB 0,30bB Quad. 0,55%*
CV=19,1%

!'Tratamentos: PS - testemunha do Pycnoporus sanguineus; ALT - testemunha do fungo fitopatogénico Alternaria sp.; ALT x PS -
acio de Alternaria sobre P. sanguineus e PS x ALT - acdo de P. sanguineus sobre Alternaria;

2 Médias seguidas de mesma letra (mindscula na coluna e maidscula na linha) nio diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade;
3 (**) = significativo a 1% de probabilidade pelo teste t

0 aumento do periodo de cultivo favoreceu significativamente o aumento do raio micelial em todos
os tratamentos, cujos dados foram ajustados ao modelo de regressio linear (Tabela 1).

Em relagio 2 agio do basidiomiceto sobre a velocidade de crescimento micelial do fungo
fitopatogénico, o PS reduziu significativamente o crescimento do fungo ALT no tratamento PS x ALT, mas
somente no quinto dia de cultivo, quando comparado a testemunha ALT. Na interacao ALT x PS, o isolado
ALT também inibiu o crescimento do PS, a partir do quinto dia de cultivo em relacio a testemunha PS
(Tabela 1).

Comparativamente, Alvarenga et al. (20106) avaliaram in vitro o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) de trés isolados de Alternaria grandis (Ag 169, Ag 260, Ag 220) e dois isolados de A. solani
(As 22, As 14) cultivados em meio BDA e obtiveram valores de 0,68 cm.dia?, 0,65 cm.dia?, 0,65 cm.dia?, 0,35
cm.dia’, 0,34 cm.dia’, respectivamente ap6s 15 dias da inoculacdo, valores médios proximos ao observado
pelo isolado ALT, no tratamento testemunha entre o 2° e o 6° dia de cultivo (Tabela 1).




Em relacio a taxa de inibicdo do fungo Alternaria alternata, Senhor et al. (2009) verificaram que
os fungicidas Imazalil, Thiabendazole e Azoxystrobin na dosagem comercial recomendada para este fungo
fitopatogénico promoveram reducio de 100%, 51% e 36% no crescimento micelial, em relacio a testemunha.

Por sua vez, Owaid et al. (2017) observaram que os isolados do basidiomiceto Pleurotus spp.
inibiram o crescimento dos fungos Trichoderma harzianum, Verticillium sp., Pythium sp. em taxa superior
ao fungicida sintético. E Herndndez-Ochoa et al. (2020) verificaram que o isolado fingico CS185 do
basidiomiceto Macrolepiota sp. inibiu em 34,4% do Alternaria solani.

Ragupathi et al. (2021) relataram que as fragoes metaboélicas extraidas com metanol e concentradas
2 0,2% do cogumelo Ganoderma lucidum apresentaram atividade inibitoria maxima de 69,41%. Segundo
a revisao destes autores, 0 Ganoderma apresenta compostos como triterpenos, policetideos, pequenos
peptideos (ganodermina) e polissacarideos com propriedades antimicrobianas.

Neste trabalho, o PS inibiu entre 3,6 a 18,4% o raio micelial do ALT no tratamento PS x ALT em
relacio a testemunha ALT (Figura 2A), valores estes inferiores aos fungicidas sintéticos cidados por Senhor
et al. (2009) e aos mencionados por Hernidndez-Ochoa et al. (2020) e Ragupathi et al. (2021) com outras
espécies de basidiomicetos.
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Figura 2. Porcentagem de inibicio do crescimento (PIC) do raio micelial (A) e da velocidade de crescimento (B) dos isolados

Pycnoporus sanguineus (PS) e Alternaria sp. (ALT) em relagio aos respectivos tratamentos testemunhas durante o periodo de
cultivo*

*Tratamento ALT x PS: acio de ALT sobre PS e PS x ALT: acio PS sobre ALT

Segundo Solino et al. (2017), o ascomiceto Lappodochium lageniforme paralisou o crescimento do
fungo Alternaria solani patdgeno aos 15 dias, por sintetizar metabdlitos secundirios toxicos, o que pode
ter ocorrido também com o basidiomiceto P. sanguineus sobre ALT, mas a partir do quinto dia de cultivo
pelo raio micelial (Tabela 1) e do terceiro dia de cultivo pelo PIC do raio micelial (Figura 2A).

Por outro lado, o isolado ALT também inibiu o crescimento micelial do PS, entre 0,2 a 20,6% no
tratamento ALT x PS, em relacdo a testemunha do PS. O aumento do periodo de cultivo favoreceu a taxa de
inibicao do crescimento do fungo ALT nas interagoes com PS e vice-versa (Figura 2A).

Toillier et al. (2010) mencionaram que o P. sanguineus pode liberar enzimas como as peroxidases
e/ou compostos capazes de inibir o crescimento microbiano. E da mesma forma, o fungo fitopatogénico
Alternaria sp. também produz metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana, tais como: alcal6ides,
taninos, flavonoéides, glicosideos, fendis e terpendides (Elghaffar et al., 2022), os quais podem ter sido
responsdveis pela reducio do crescimento nas interagoes entre os fungos testados.

No quinto dia de cultivo, o isolado ALT inibiu 60,1% a velocidade de crescimento do PS (tratamento
ALT x PS), enquanto o PS inibiu em 56,8% esta varidvel do fungo ALT (tratamento PS x ALT), mas o PS




comecou influenciar negativamente na velocidade de crescimento do fungo ALT a partir do 3° dia de cultivo
(Figura 2B).

Comparativamente, os valores de PIC da velocidade de crescimento do fungo ALT pelo PS (tratamento
PS x ALT) foram superiores aos 34,4% obtidos na avaliacio do crescimento micelial por Herndndez-Ochoa
et al. (2020) com o basidiomiceto Macrolepiota sp.

Na literatura consultada, até o presente, nao foram encontrados relatos sobre a acio do Pycnoporus
sanguineus e/ou outro basidiomiceto especificamente na velocidade de crescimento do Alternaria e/ou em
outro agente fitopatogenico. E, considerando os resultados obtidos no PIC da velocidade de crescimento
tem-se que esta varidvel demonstrou melhor a acio do fungo PS sobre o fungo ALT, quando comparado aos
resultados apresentados com a varidvel de raio micelial.

Bettiol (1991) citou que as interacdes entre antagonistas e micro-organismos patogénicos podem
ocorrer por diferentes mecanismos, tais como: antibiose, competicao, parasitismo, predacio, hipoviruléncia
e inducio de defesa do hospedeiro, em que um antagonista pode atuar por meio de um ou mais mecanismos.

Arfi; Levasseur; Record (2013) classificaram o basidiomiceto Pycnoporus coccineus como um
competidor agressivo, por ter sido capaz de crescer rapidamente sobre diferentes fungos competidores,
tal como Botrytis cinerea e Coniophora puteana, o que pode ter ocorrido também entre os isolados PS e
0 ALT.

Uma vez que, o micélio do fungo PS sobrepds o ALT, apds seis dias de cultivo (Figura 3), cujo
comportamento pode ser classificado como CAl, ou seja, crescimetno parcial do basidiomiceto sobre o
fungo fitopatogéncios, conforme mencionado por Badalyan; Innocenti; Garibyan (2002) nas interacdes
competitivas entre outras espécies de basidiomicetos e os fungos filamentosos Bipolaris sorokiniana,
Fusarium culmorum e Rbizoctonia cerealis.

Figura 3. Crescimento micelial dos isolados fingicos Pycnoporus sanguineus (PS) e Alternaria sp. em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA), apés seis dias de cultivo

Solino et al. (2017) verificaram que os metabdlitos volateis de fungos saprofitos nio influenciaram
no crescimento micelial do fungo Alternaria solani, mas que a maior inibicao (1,6%) deste fitopatogeno foi
observada na presenca dos fungos Curvularia inaequalis, Stachybotrys globosa e S. nepbrosfora.

Os basidiomicetos Lentinula edodes e P. sanguineus também foram eficientes no controle dos
fungos fitopatogénicos Colletotrichum lindemuthianum, Alternaria solani, Penicillium sp. e da bactéria
fitopatogenica Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli por atuarem diretamente sobre o patégeno ou por
induzir a resisténcia ao patogeno através de enzimas oxidativas como as peroxidases (Toillier et al., 2010,
Assi et al., 2017; Coppo et al., 2017; Oliveira et al., 2019).

Desta forma, o PS pode ter inibido o fungo ALT tanto pela liberacio de metabdlitos secuddrios
e/ou compostos voldteis como também pelo confronto direto, cujo basidiomiceto pode constituir uma
alternativa importante no controle biolégico deste patégeno.




3.2 INIBIGAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO ALTERNARIA SP. PELO FILTRADO DO MEIO DE
CULITVO DO P. SANGUINEUS

A adicao de 15% e 30% do filtrado do meio de cultivo do fungo P. sanguineus (PS) reduziu
significativamente o crescimento micelial do fungo ALT, no terceiro e quarto dia de cultivo, respectivamente,
quando comparado com as respectivas testemunhas (Test-15 e Test-30) (Tabela 2).

Tabela 2. Raio micelial e velocidade de crescimento do fungo fitopatogénico Alternaria sp. (ALT) na presenca de 15
e 30% do filtrado do meio de cultivo do Pycnoporus sanguineus durante cinco dias de cultivo

Raio micelial (cm) Regressio
Trat! 2° dia 3° dia 4° dia 5° dia Eg;f‘ R?
Test — 15 1,00 aD? 1,67 aC 2,43 aB 3,10 bA Linear 1,00%#3
Test — 30 0,97 aD 1,67 aC 2,70 aB 3,532A Linear 1,00%*
PS-15 0,86 aD 1,30 bC 1,86 bB 2,40 cA Linear 1,00%*
PS -30 0,84 aD 1,40 abC 1,90 bB 2,49 cA Linear 1,00%*
CV =10,7%
Velocidade de crescimento micelial(cm.dia) Regressao
frat 3° dia 4° dia 5° dia Equacio R
Test — 15 0,67 aA 0,77 bA 0,67abA Linear ns’
Test — 30 0,70 aA 1,03 aA 0,83 aA Linear ns
PS-15 0,45 aA 0,56 bcA 0,54 bA Linear ns
PS-30 0,56 aA 0,50 cA 0,59 bA Linear ns
CV = 20,1%

! Tratamentos: Test-15 = testemunha com 15% do meio sem inoculagao fungica; Test-30 = testemunha com 30% do meio sem
inoculagio fingica; PS-15 = meio de cultura com 15% do filtrado do meio de cultivo de Pycnoporus sanguineus; PS-30 =
meio de cultura com 30% do filtrado do meio de cultivo de Pycnoporus sanguineus;

? Médias seguidas de mesma letra (mintscula na coluna e maitscula na linha) nio diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade;

3 (**) = significativo a 1% de probabilidade pelo teste t; (ns) = ndo significativo pelo teste t

0 aumento do periodo de cultivo promoveu um incremento significativo do raio micelial em todos
os tratamentos testados, cujos dados foram ajustados ao modelo de regressio linear (Tabela 2).

Nio houve diferenca significativa entre os tratamentos PS-15 e PS 30% no raio micelial, durante o
periodo de cultivo (Tabela 2). Neste resultado deve-se considerar que ocorreu contamina¢io do meio por
bactérias, bem como ocorreu a passagem de fragmentos do micélio do P. sanguineus durante a filtragem
para obtengio do filtrado do meio de cultivo, os quais podem ter influenciado no crescimento do fungo
fitopatogénico ALT (Figura 4).




Figura 4. Crescimento micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp. em meio de cultura suplementado com filtrado do meio
de cultivol de Pycnoporus sanguineus nas concentragoes de 15% e 30% ap6s cinco dias de cultivo*

*Tratamentos: (A) Test-15 = testemunha com 15% do meio sem inoculagio fingica; (B) Test-30 = testemunha com 30% do
meio sem inoculagio fungica; (C e D) PS-15 = meio de cultura com 15% do filtrado do meio de cultura de P. sanguineus; (E e
F) PS-30 = meio de cultura com 30% do filtrado do meio de cultura de P. sanguineus

Viecelli et al. (2010) observaram uma redugio de até 70% na germinacio de esporos de
Phaeoisariopsis griseola com a concentracio 20% do extrato de micélio de P. sanguineus em relagio ao
fungicida acibenzolar-S-metil (ASM), além desta mesma concentraco reduzir totalmente o crescimento
micelial de P. griseola.

Da mesma forma, Teoh; Don; Ujang (2011) verificaram que o extrato micelial do P. sanguineus
apresentou propriedades antifungicas contra Trametes versicolor, T. feei, T. menziezi, Lentinus sp., L. sajor-
caju, L. strigosus, Microporus affinis, Microporus xanthopus e Gloeophyllum trabeum, cujo composto
majoritario identificado foi o 4H-piran-4-1,2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil (DDMP).

Em relacio a velocidade de crescimento, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
PS-15 e PS-30 no terceiro, quarto e quinto dia de cultivo. Nesta varidvel, o PS-30 inibiu significativamente o
crescimento do ALT no quarto dia de cultivo, em relacio as testemunhas (Test-15 e Test-30) (Tabela 2, Figura
4).

O aumento do periodo de cultivo ndo influenciou na velocidade de crescimento do fungo ALT
em todos os tratamentos, cujos dados nao foram ajustados a nenhum modelo de regressao. Este resultado
ocorreu provavelmente devido a influéncia do micélio de PS e da presenca de bactérias contaminantes,
conforme comentado anteriormente (Tabela 2, Figura 4).

Chen; Huang (2010) inferiram que o filtrado da cultura do basidiomiceto Agaricus bisporus também
foi capaz de reduzir a taxa de crescimento micelial de Alternaria brassicicola para 37,3%.

Assim como, Hernindez-Ochoa et al. (2020) observaram que o filtrado do meio de cultura do
basidiomiceto Macrolepiota sp., na concentracao de 30%, resultou na maior taxa de inibi¢ao do crescimento
do fungo Alternaria (66,7%), no quinto dia de cultivo, quando comparado aos 53,4% observados com o
emprego de 15% do extrato, no sétimo dia. Segundo estes autores, a acao do filtrado micelial do Macrolepiota
sp sobre o fungo Alternaria foi em razio as lactonas e as quinonas sesquiterpénicas presentes no meio de
cultivo.

Neste estudo, o filtrado do P. sanguineus resultou na porcentagem de inibicao de crescimento
(PIC) maxima na varidvel de raio micelial de 23,7% e 29,6% nos tratamentos PS-15 e PS-30 no quarto dia de




cultivo (Figura 5A). E na velocidade de crescimento, o PIC maximo foi de 33,6% no terceiro dia no PS-15 e
de 51,6% no quarto dia com PS-30 (Figura 5B).
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Figura 5. Porcentagem de inibicio do crescimento (PIC) do raio micelial (A) e da velocidade de crescimento (B) de Alternaria
sp. com 15% e 30% do filtrado do meio de cultivo do Pycnoporus sanguineus durante cinco dias de cultivo

Mendoza et al. (2020) ressaltaram que o prolongamento do tempo de cultivo do P. sanguineus em
cultura submersa pode contribuir para o aumento da toxicidade dos micélios e da atividade antioxidante.

Além disso, as substincias antimicrobianas para serem eficazes no controle de patgenos iz vitro ou
in situ devem estar em quantidades suficientes para que ocorra acio inibitdria do patogeno (Pal; Gardener,
2006).

Desta forma, a adicio de 30% do filtrado do meio de cultivo do P. sanguineus pode conter maior
quantidade de compostos antimicrobianos capazes de inibir o crescimento do fungo ALT, quando comparado
com o uso de 15% do filtrado, a partir do quarto dia de cultivo (Figura 5A e 5B).

Os filtrados a 20% dos fungos filamentosos saprobios Gonytrichum macrocladum, Curvularia
inaequalis, Pseudobotrytis terrestris, Stachybotrys globosa e Curvularia eragrostidis apresentaram
acdo fungistatica sobre o crescimento micelial de A. solani, reduzindo-o em 34%, 21%, 19%, 10% e 10%,
respectivamente, o que pode também ter ocorrido na interacio do PS x ALT.

O extrato aquoso dos basidiocarpos de P. sanguineus e filtrados de isolados de L. edodes também
foram capazes de controlar os nematoides fitopatogenicos Meloidogyne javanica e Meloidog yne incognita,
respectivamente (Barbosa et al., 2021; Santana-Santos et al., 2022).

Por sua vez, Diaz-Godinez et al. (2016) verificaram que o extrato bruto de P. cinnabarinus
apresentou atividade inseticida contra Diatraea magnifactella (broca da cana-de-actcar), o que demonstra
que o P. sanguineus pode ser uma alternativa de um biopesticida de acio multipla.

Outro aspecto a ser considerado é que o extrato aquoso obtido do substrato lignoceluldsico
pos-cultivo (SMS) de L. edodes reduziu em 64% a podriddo das mudas de pimenta causada pelo fungo
Phytophthora capsici, bem como promoveu em mais de 30% o crescimento da planta, quando comparado
ao tratamento testemunha (Kang et al., 2017).

Da mesma forma, Lee et al. (2015) relataram que o extrato SMS de Hericium erinaceus no controle
de P. capsici, A. solani, F. oxysporum, Corynespora cassiicola, Rbizoctonia solani, Esclerotinia sclerotia,
Botrytis cinerea, apresentou taxas de inibi¢ao do crescimento de 100%, 72,2%, 70,4%, 58,3%, 46,6%, 43,2%
e 23,1%, respectivamente.

Arruda et al. (2012) avaliaram o efeito de extratos aquosos de diferentes basidiomicetos no controle
de oidio (Erysiphe diffusa) e na inducio de fitoalexinas em cotilédones de soja e observaram uma correlagao
significativa entre o extrato de P.sanguineus com a severidade da doenga aos 69 dias ap6s a semeadura.




No entanto, é importante continuar com os trabalhos, principalmente, com os experimentos em
condicoes de campo com o intuito de analisar o efeito do filtrado micelial do isoaldo PS no controle de
Alternaria sp. in vivo.

4 CONCLUSOES

O isolado PS de Pycnoporus sanguineus apresenta atividade antifiingica in vitro sobre o crescimento
micelial do fungo fitopatogénico Alternaria sp., a partir do terceiro dia de cultivo.

O emprego de 15% e 30% do filtrado do meio de cultivo de P. sanguineus inibe o crescimento
micelial de Alternaria sp.

0 uso do filtrado do meio de cultivo do fungo P. sanguineus ¢ uma forma de acelerar o processo de
obtencio de biofungicidas, sem a necessidade de produzir o cogumelo. Além disso, deve-se considerar que
a espécie fingica estudada apresenta a¢io nematicida e inseticida, o que pode caracterizar um biopesticida
de acio multipla.

Desta forma, novos estudos sio essenciais para avaliar a atividade antifingica do isolado PS de P.
sanguineus em condi¢coes de campo, bem como para estudar o seu potencial sobre outros patdgenos e/ou
pragas.
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