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RESUMO

Piccinin, E.; Di Piero, R.M.; Pascholati, S.F. Cogumelo “shiitake” (Lentinula edodes) reduz o crescimento de fitopatdgenos e a severidade de
manchas foliares em sorgo. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.68-72, 2010.

Lentinula edodes (cogumelo “shiitake”) é um fungo basidiomiceto
que apresenta propriedades nutricionais, medicinais e antibidticas.
Compostos de interesse para o homem tém sido isolados do
basidiocarpo e dos filtrados de cultura obtidos a partir do
crescimento micelial. O presente trabalho teve como objetivos
avaliar o efeito de diferentes preparacdes de L. edodes sobre
patégenos da cultura do sorgo, Exserohilum turcicum e
Colletotrichum sublineolum, bem como a protecdo das plantas de
sorgo contra estes patégenos. Em testes com placas de Petri e
laminas de vidro para microscopia, extratos aquosos obtidos do
basidiocarpo inteiro e de suas partes individualizadas, pileo e estipe,

reduziram a taxa de crescimento micelial e inibiram a germinacéo
de esporos dos fungos, enquanto a atividade antifungica do filtrado
de crescimento micelial foi menos pronunciada. Em mesoco6tilos
de sorgo, as diferentes preparacfes do “shiitake” ndo provocaram
0 acumulo de fitoalexinas. O extrato aquoso do basidiocarpo e o
composto lentinana reduziram parcialmente a severidade das doencgas
provocadas por E. turcicum na cv. Brandes e por C. sublineolum na
cv. Tx-398-B, quando pulverizados 48 horas antes da inoculacdo das
plantas, sob condi¢cbes de casa de vegetacdo. Portanto, L. edodes
apresenta potencial como agente de controle biolégico ou como um
modelo para a sintese de substancias fungicidas.

Palavras-chave adicionais: Lentinula edodes, antibiose, Exserohilum turcicum, Colletotrichum sublineolum, Sorghum bicolor.

ABSTRACT

Piccinin, E.; Di Piero, R.M.; Pascholati, S.F. “shiitake” (Lentinula edodes) mushroom reduces growth of plant pathogens and leaf spot severity

in sorghum. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.68-72, 2010.

Lentinula edodes (“shiitake” mushroom) is a fungus that presents
nutritional, medicinal and antibiotic properties. Valuable compounds
have been isolated from the fruiting bodies and from mycelium growth
filtrates. The present work had as objectives the evaluation of the
effect of L. edodes preparations on two sorghum pathogens,
Exserohilum turcicum and Colletotrichum sublineolum, as well as
the protection of sorghum plants against those fungi. When in vitro
studies were carried out, aqueous extracts from the whole fruiting
bodies and also from fruiting body parts, cap and stem, reduced the

mycelium growth and the spore germination of the plant pathogens,
while the antifungal activity of L. edodes’s mycelium growth filtrate
was less pronounced. The shiitake preparations did not induce
phytoalexin accumulation in sorghum mesocotyls. Aqueous extracts
from fruiting bodies and lentinan partially reduced disease severity
caused by E. turcicum in the cv. Brandes and by C. sublineolum in the
cv. Tx-398-B, when applied 48 hours before plant inoculation.
Therefore, L. edodes exhibits potential as a biological control agent
or as a model for the synthesis of fungicidal compounds.

Keywords: Lentinula edodes, antibiosis, Exserohilum turcicum, Colletotrichum sublineolum, Sorghum bicolor.

Lentinula edodes (Berk.) Pegler, conhecido como cogumelo
“shiitake”, é a segunda mais importante espécie de cogumelo comestivel
cultivada no mundo, ficando atrds apenas do “champignon” de Paris
(Agaricus bisporus). A produgdo mundial é crescente, sendo a China
o principal pais produtor (1). No Brasil, a produg¢éo de “shiitake” esta
se expandindo, principalmente nas regides sul e sudeste, dadas as
condigdes climéticas favoraveis (9).

O “shiitake” pode ser cultivado em troncos de arvores como o
eucalipto, carvalho, mangueira e abacateiro, ou em substratos preparados
pelo homem, sob condi¢Bes controladas, e tem atraido a atencdo de
pesquisadores por apresentar qualidades nutricionais, medicinais e
terapéuticas comprovadas cientificamente (4).
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A atividade antibidtica de L. edodes foi demonstrada em
experimentos envolvendo fungos, virus e bactérias, a partir de
compostos produzidos durante o crescimento micelial em laboratério
(6, 7, 9, 15), assim como a partir de substancias encontradas no
basidiocarpo (5, 8, 12).

Na &rea médica, resultados positivos foram verificados com a
utilizacdo de L. edodes no combate a patégenos humanos, e também
na ativacdo do sistema imunoldgico e na melhora de problemas de
salide como o colesterol, a asma e a Ulcera. Entre as substancias
caracterizadas, destaca-se a lentinana, uma a-glucana isolada do
basidiocarpo por extragdo aquosa. A lentinana possui a capacidade de
recuperar ou aumentar a resposta das células hospedeiras a substancias
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biologicamente ativas, por estimular a maturacéo, diferenciacdo ou
proliferacdo de células envolvidas nos mecanismos de defesa,
aumentando a resisténcia do hospedeiro contra varios tipos de cancer
e doengas infecciosas (2). Além da ativagdo do sistema imune em
animais, L. edodes pode ativar mecanismos de defesa em vegetais. Em
plantas de pepino, extratos aquosos do basidiocarpo provocaram um
aumento foliar na atividade de enzimas relacionadas a defesa, o que
pode ter contribuido para a protecéo parcial observada em tais plantas
contra Colletotrichum lagenarium (3).

Atualmente, uma das principais preocupacdes do homem esté
relacionada a preservagdo dos recursos naturais, bem como a qualidade
dos alimentos consumidos. Na agricultura, o uso de produtos
fitossanitarios menos toxicos e com baixo impacto ambiental tem sido
uma das exigéncias do mercado consumidor e dos agricultores. Nesse
sentido, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antibi6tico
de varias preparacOes obtidas a partir do cogumelo L. edodes sobre
dois fungos fitopatogénicos, Exserohilum turcicum (Pass.) e
Colletotrichum sublineolum Ces (Wils), causadores de doencas foliares
em plantas de sorgo (Sorghum bicolor Moench). Além disso, as
preparacdes do cogumelo foram aplicadas em duas cultivares de sorgo
para se avaliar o efeito protetor contra os fitopatégenos, buscando
medidas alternativas aos fungicidas convencionais para o controle de
doengas em plantas.

MATERIAL E METODOS

Lentinula edodes e fitopatgenos

Em todos os testes, utilizou-se o isolado de L. edodes (“shiitake™)
denominado Piracicaba, o qual se encontra depositado na micoteca do
Instituto de Botanica, em S&o Paulo, com o nimero de registro CCB
654. O crescimento micelial de L. edodes foi realizado em condigfes
de laboratério, cultivando-se o fungo em BDA, no escuro, a 22 * 2 °C.
Os basidiocarpos foram obtidos apés o cultivo do fungo em toras de
Eucalyptus grandis, em local sombreado. O isolamento de L. edodes,
o preparo de indculo, a inoculacdo das toras e a colheita dos
basidiocarpos foram conduzidos seguindo-se a metodologia de
Pascholati et al. (16).

Para a obtencdo dos extratos aquosos (EA), os basidiocarpos ou
suas partes constituintes individualizadas (pileo e estipe), desidratados
em po, foram misturados com &gua destilada (14 mL para cada grama),
e ap6s 4 h de incubacdo a 4 °C, a suspensdo foi filtrada em filtro
comum (8 g cm?) e centrifugada a 20.000 g 20 min, sendo o
sobrenadante filtrado em membrana tipo Millipore (didmetro do poro
= 0,2 pum), sob condi¢des assépticas. Os extratos aquosos brutos
foram armazenados em geladeira a 4 °C e utilizados, ap6s dilui¢des,
nos testes in vitro e in vivo (18).

Outro tipo de preparagdo utilizada foi o filtrado de crescimento
micelial (FCM). Para tal, 12 discos (0,5 cm de didmetro) retirados de
BDA contendo crescimento vegetativo de L. edodes foram repicados
para seis erlenmeyers contendo 300 mL de meio liquido BD (batata-
dextrose) cada um. Apds 160 dias de cultivo, a 25 * 2 °C, sob agitagao,
o contelido dos erlenmeyers foi filtrado e armazenado de forma
semelhante ao descrito anteriormente. A lentinana, uma &-glucana
presente na parede celular do cogumelo, foi cedida pela Ajinomoto
Industria e Comércio Ltda.

Colletotrichum sublineolum e Exserohilum turcicum foram isolados
a partir de folhas de sorgo das cultivares Tx-398-B e Brandes,
respectivamente. Culturas puras dos patdgenos foram mantidas em
BDA, a 26 * 2 °C, visando estimular o crescimento micelial. Para
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induzir a esporulagdo, C. sublineolum foi cultivado em meio de aveia,
a21+*2 °C, sob luz negra (& = 320 nm) durante 20 dias, enquanto E.
turcicum foi mantido em BDA, a 26 *2 °C, no escuro, por 30 dias.

Testes in vitro

Para testar o efeito de L. edodes sobre o crescimento micelial dos
patdgenos, cada uma das preparagdes do cogumelo (extrato aquoso de
basidiocarpo, EAB; extrato aquoso do pileo, EAP; extrato aquoso da
estipe, EAE; e o filtrado do crescimento micelial, FCM) foi incorporada
separadamente em 150 mL de BDA a 45 °C, nas proporcdes de O;
0,01; 0,1; 1 e 2% (v/v) e vertida em placas de Petri. Trés dias depois,
cada placa recebeu um disco de 0,5 cm de didmetro contendo micélio
de um dos patdgenos, na parte central. Foram realizadas seis repeti¢des
para cada concentracdo testada, em delineamento inteiramente
casualizado. As placas onde se repicou C. sublineolum foram mantidas
a22*1 °C, sob luz fluorescente, enquanto as placas contendo E.
turcicum foram mantidas a 27 * 2 °C, sob condic¢les de escuro. O
crescimento diametral das colénias flngicas foi avaliado quando o
micélio presente em um dos tratamentos alcangou o didmetro méximo
da placa de Petri (9 cm).

A influéncia das preparacdes de L. edodes sobre a germinacdo dos
conidios dos patdgenos foi determinada através do uso de I1aminas de
vidro para microscopia recobertas com uma camada de poliestireno
(10). Aunidade experimental foi representada por uma lamina contendo
duas gotas, sendo cada gota composta por 40 pL de suspensdo de
esporos do patdégeno + 40 uL. de uma preparagdo do cogumelo, de tal
forma que a concentracéo final dos patégenos na gota fosse 10* esporos
mL e a concentragdo final das preparacdes do cogumelo fosse 2 ou
5% (v/v). Neste ensaio, foram testadas as preparagdes EAB, EAP,
EAE, FCM e lentinana. O controle geral consistiu de &gua destilada,
enquanto o meio liquido batata-dextrose (BD) foi utilizado como um
segundo controle, especifico para o FCM. Foram realizadas trés
repeticdes para cada tratamento, em um delineamento inteiramente
casualizado. As laminas contendo C. sublineolum foram incubadas a
21 +2 °C e sob luz negra, enquanto as contendo E. turcicum foram
mantidas a 27 * 2 °C , no escuro, realizando-se cAmara Umida para
todas as laminas. A porcentagem de germinacdo de conidios foi
determinada 24 h apds o inicio dos experimentos, através do emprego
de azul de algod&o com lactofenol e observagdo em microscopio 6tico.
Foram avaliados 100 esporos em cada gota.

Bioensaio com mesocotilos de sorgo e testes de prote¢do de
plantas em casa de vegetacéo

Para analisar o efeito das preparacdes de L. edodes no acimulo de
fitoalexinas em mesocétilos de sorgo, sementes de sorgo da cultivar
Brandes foram embebidas em &gua por 4 h, sob aeracéo e a temperatura
ambiente, e dispostas entre camadas de papel de filtro umedecidas, no
escuro a 28 °C. Apos 5 dias, as plantulas foram expostas a duas horas
de luz para a paralisacdo da elongagdo dos mesocétilos. Estes foram
coletados e colocados no interior de tubos de ensaio contendo 3 mL
das diferentes preparacOes de L. edodes (EAB, EAP, EAE, FCM e
lentinana). O controle geral consistiu de 4gua destilada e o meio liquido
BD foi utilizado como um segundo controle, especifico para 0 FCM.
Foram feitas cinco repeti¢cBes por tratamento, onde cada unidade
experimental foi representada por um tubo de ensaio contendo cinco
mesocotilos. Os tubos de ensaio foram vedados com pléstico
Magipack® e incubados sob luz fluorescente constante, a 25 * 2 °C,
durante 60 h. Apés esse periodo, eliminou-se 0,5 cm da base dos
mesocotilos, e 0s 2,0 cm acima foram pesados e colocados em 1,4 mL
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de metanol 80% acidificado com 0,1% (v/v) HCI, a 4 °C durante 96 h.
Posteriormente, as fragcbes metandlicas das amostras foram separadas
dos tecidos e a absorbancia determinada em espectrofotdmetro a 480
nm (13). Aatividade elicitora dos preparados foi calculada em termos
de Absorbancia a 480 nm g tecido fresco.

Plantas de sorgo foram cultivadas em vasos de aluminio de 2 L
preenchidos com terra e esterco curtido, na proporgao de 3:1, mantidos
em casa de vegetacdo. Para verificar a prote¢do de sorgo contra C.
sublineolum, plantas da cultivar Tx398-B, apresentando quatro folhas
expandidas, foram aspergidas separadamente com preparac¢des de L.
edodes (EAB a 2% v/v e lentinana a 2% m/v) ou com &gua destilada,
utilizando-se um volume médio de 5,5 mL por planta. Os tratamentos
foram efetuados em todas as folhas das plantas. Quarenta e oito horas
apos os tratamentos, as plantas foram inoculadas com C. sublineolum
(5 x 10 conidios mL*) em todas as folhas, permanecendo sob condi¢oes
de cAmara Umida e luz constante durante 24 h. Ap6s este periodo, as
plantas retornaram para a casa de vegetacdo. Foram feitas cinco
repeticbes por tratamento e cada repeticdo consistiu de um vaso
contendo trés plantas. O delineamento foi inteiramente casualizado. A
avaliacdo foi realizada estimando-se a severidade da doenca na 5° folha,
aos 30 dias ap6s a inoculagdo, com base em escala diagramatica (17).

Na verificagdo do efeito protetor de L. edodes contra E. turcicum,
o procedimento geral foi 0 mesmo descrito no paragrafo anterior. No
entanto, utilizou-se a cultivar de sorgo Brandes, e as plantas foram
inoculadas com uma suspenséo de 5 x 10° esporos mL* de E. turcicum.
As 24 h de cAmara Gmida foram realizadas sob condi¢Bes de escuro, e
posteriormente, as plantas foram mantidas em ambiente controlado
(25 +2°C e fotoperiodo de 16 h) até o final do experimento. Aavaliagéo
foi efetuada 45 dias ap6s a inoculagdo, estimando-se a severidade da
doencga na 5% folha de cada planta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos aquosos obtidos do basidiocarpo de L. edodes como
um todo (EAB) ou de suas partes constituintes, pileo e estipe, (EAP
e EAE) reduziram o crescimento micelial de E. turcicum e de C.
sublineolum, a partir da concentracdo de 1% (v/v) (Figura 1). A
semelhanca do observado por Takazawa et al. (20), o efeito do
cogumelo foi apenas fungistético, jA que houve desenvolvimento dos
fitopatdégenos quando os discos contendo micélio dos mesmos foram
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retirados dos tratamentos e colocados em BDA onde ndo haviam sido
incorporadas as preparacdes do cogumelo.

O filtrado de crescimento micelial (FCM) do cogumelo inibiu o
crescimento de E. turcicum em intensidade semelhante & das
preparacdes de basidiocarpo (Figura 1A). No entanto, ndo teve efeito
sobre C. sublineolum (Figura 1B), revelando que os patégenos
estudados apresentam sensibilidade diferencial com relagdo a
compostos presentes no FCM.

Na mesma linha de pesquisa, Maki (11) e Sasaki et al. (19)
demonstraram a produgdo de antibiéticos antiflngicos por parte de L.
edodes. Extratos obtidos a partir do crescimento micelial de L. edodes
inibiram o desenvolvimento in vitro dos fungos filamentosos
Helminthosporium sp., Fusarium solani e Phomopsis sojae, agentes
causais da helmintosporiose do trigo, da sindrome da morte subita em
soja, e da seca das hastes e das vagens em soja, respectivamente (19).
Por sua vez, Maki (11) reportou a liberacdo de substancias inibitorias
a Candida albicans para o substrato de crescimento de L. edodes. A
atividade antibiética do cogumelo desidratado e transformado em p6
sobre a levedura C. albicans néo foi reduzida comparado ao cogumelo
fresco (14).

Além de inibir o desenvolvimento micelial, as preparagfes
obtidas a partir do basidiocarpo (EAB, EAP e EAE) reduziram
significativamente a germinacgéo de esporos de E. turcicum e de C.
sublineolum (Figura 2), quando utilizadas a 2% (v/v). A lentinana
também apresentou efeito inibitério sobre a germinagéo de esporos
dos patogenos (Figura 2). No caso do FCM, o efeito inibidor foi
menos pronunciado e s6 ocorreu no teste envolvendo E. turcicum
e, ainda assim, quando se utilizou a concentragdo mais elevada, 5%
v/v (Figura 2A), enquanto que no teste com C. sublineolum, o
FCM néo diferiu estatisticamente do seu controle, o meio liquido
BD (Figura 2B).

De maneira geral, a autoclavagem dos extratos a 121 °C / 20 min
pouco alterou o desempenho das preparacdes nos testes in vitro (dados
ndo mostrados), revelando que as substancias antiflngicas produzidas
por L. edodes apresentam natureza termo-resistente. J4 o extrato
aquoso de basidiocarpo autoclavado (EABA), obtido a partir da
autoclavagem do basidiocarpo antes da realizacdo da extracdo aquosa,
inibiu o crescimento micelial dos patégenos em maior intensidade que
o EAB (dados ndo mostrados), mas por outro lado, estimulou a
germinag&o de esporos de C. sublineolum (Figura 2B). E provavel que
a autoclavagem do basidiocarpo tenha aumentado a solubilidade em
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Figura 1. Efeito de preparagdes de Lentinula edodes sobre o crescimento micelial de Exserohilum turcicum (A) e de Colletotrichum sublineolum (B).
EAB = extrato aquoso do basidiocarpo; EAP = extrato aquoso do pileo; EAE = extrato aquoso da estipe; FCM = filtrado do crescimento micelial.
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Figura 2. Efeito de preparacfes de Lentinula edodes sobre a germinacdo de esporos de Exserohilum turcicum (A) e de Colletotrichum sublineolum (B).
AD = 4gua destilada; EAB = extrato aquoso do basidiocarpo; EABA = EAB autoclavado; EAP = extrato aquoso do pileo; EAE = extrato aquoso da estipe;
BD = batata-dextrose (meio de cultura liquido); FCM = filtrado do crescimento micelial; LEN = lentinana. As barras representam a médias. Médias seguidas

por letras iguais ndo diferem significativamente a 1% pelo teste de Tukey.

4gua de compostos atuando sobre o micélio de E. turcicum e de C.
sublineolum, e também de nutrientes que devem ser os responsaveis
pelo estimulo a germinacéo de esporos.

As diferentes preparagdes do cogumelo “shiitake” n&o
desencadearam um acumulo significativo de fitoalexinas nos
mesocotilos de sorgo, um dos importantes mecanismos de defesa
vegetal nessa espécie (Tabela 1). O maior efeito foi o do meio liquido
BD, meio utilizado como um dos controles para 0 FCM.

Com relacdo a protecdo de sorgo, tanto o extrato aquoso do
basidiocarpo a 2% (v/v) como a lentinana (2g 100 mL?) reduziram
significativamente as doencgas causadas por E. turcicum na cv. Brandes
e por C. sublineolum na cv. Tx 398-B, quando aplicados 48 h antes da
inoculacdo (Tabela 2). Esse é o primeiro relato da protecdo de duas
cultivares de sorgo contra patégenos pela aplicagao foliar de metabdlitos
produzidos por um cogumelo.

Ainibicdo no crescimento micelial e na germinag&o de esporos dos
patdgenos testados, bem como a baixa capacidade de elicitar o acimulo
de fitoalexinas, apontam a antibiose como um dos mecanismos de aco
envolvidos no controle das doencas em plantas de sorgo pelas
preparacdes de L. edodes.

Tabela 1. Atividade elicitora do acimulo de fitoalexinas em mesocétilos
de sorgo por preparagOes de Lentinula edodes, utilizadas a 2% (v/v).

Tratamento Acumulo de_lfitoalexinas
(Abs 480 nm g tecido fresco)

Agua destilada 07 b
Extrato aquoso do basidiocarpo (EAB) 1,1ab
EAB autoclavado 05 b
Extrato aquoso do pileo 14 ab
Extrato aquoso da estipe 1,0 ab
Batata-dextrose 2,7a
Filtrado do crescimento micelial 14 ab
Lentinana’ 06 b
Colletotrichum sublineolum’ 35,6

“Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente a 1% pelo teste de
Tukey.
@ entinana foi utilizada na proporcdo de 2g para 100mL de agua destilada.

Uma suspenséo de esporos de Colletotrichum sublineolum (10" esporos/mL) foi utilizada
como controle positivo.
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Tabela 2. Efeito de preparacdes de Lentinula edodes sobre a severidade de
doencas foliares causadas por Exserohilum turcicum e Colletotrichum
sublineolum em plantas de sorgo das cultivares Brandes e Tx 398-B,
respectivamente. Tratamentos realizados 48 h antes das inoculagdes.

Severidade (%)

Tratamentos cv. Brandes cv. Tx 398-B

x E. turcicum x C. sublineolum
Agua 27,8 a® 254 a
Extrato aquoso basidiocarpo® 182 b 70 b
Lentinana® 208 b 10,6 b

MMédias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem significativamente a 1% pelo
teste de Tukey. @Utilizado na proporgdo de 2% (v/v). @Utilizada na proporgio de 2g para
100mL de agua destilada.

Substancias antibioticas produzidas por microrganismos séo
utilizadas para o desenvolvimento de fungicidas de alta eficiéncia e de
amplo espectro de atuagdo. O caso de maior sucesso na agricultura
ocorreu com a descoberta das estrobilurinas produzidas pelo cogumelo
Strobilurus tenacellus, as quais originaram, ap6s algumas modificagdes
visando melhorar a estabilidade das moléculas, os fungicidas
azoxystrobin e cresoxim-metil, empregados atualmente na agricultura
mundial (21).

Por sua vez, L. edodes produz substancias que reduzem o
desenvolvimento de E. turcium e de C. sublineolum, assim como a
severidade de manchas foliares em sorgo provocadas por esses
patdgenos. Os resultados do presente trabalho evidenciaram o potencial
do cogumelo “shiitake” para o controle de fitopatogenos e encorajam
a realizagdo de novas pesquisas buscando compostos de baixo impacto
ambiental que possam ser empregados no manejo integrado de doengas
de plantas.
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