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RESUMO

O cogumelo champignon de Paris (Agaricus bisporus) é um dos mais consumidos no mundo,
fazendo parte da dieta regular da populacdo em paises da Europa, Asia e parte da América do
Norte. Além do seu valor gastrondmico e nutricional, a producéo de cogumelos é importante
também por possibilitar a reciclagem de residuos agricolas e agroindustriais. Entretanto, como
em qualquer outra atividade horticola, o cultivo de cogumelos pode sofrer o ataque de pragas e
doencas. Para o cultivo do champignon, uma das doengas mais importantes é a doenca da bolha
seca, causada pelo fungo Lecanicillium fungicola, o qual provoca de lesdes necrosadas até
deformidade total dos cogumelos e resulta em perdas significativas da producdo. O controle de
pragas no cultivo de cogumelos é feito através do uso de agrotoxicos, porém no Brasil ndo
existe legislacdo vigente para essa pratica e nem produto comercial registrado e seguro. Em
funcdo disso, tem-se buscado alternativas naturais, que ndo causem danos ambientais e a satde.
Neste contexto, os 6leos essenciais (OE) sdo produtos naturais, extraidos de plantas aromaticas
e com propriedades antimicrobianas conhecidas. Por isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar
as propriedades antifingicas dos OE de Cymbopogon winterianus (citronela), Eugenia
caryophyllus (cravo folha) e Litsea cubeba (pimenta chinesa) in vitro e in vivo para o controle
de isolados de L. fungicola. var. fungicola, bem como o efeito sinérgico desses OE contra este
fungo. O efeito dos OE na morfologia de L. fungicola foi estudado por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). Os OE foram caracterizados pela presenca de citronelal (35,57%), eugenol
(88,90%) e geranial (42,25%) respectivamente. Todos os OE apresentaram 100% de inibicéo
no crescimento micelial de L. fungicola nas concentrac6es de 1% e 0,1%. L. cubeba apresentou
concentragdo inibitoria minima (CIM) em concentragdes mais baixas (> 0,0156%). Com base
nos resultados das concentrag@es fungicidas minimas (CFM > 0,0312%), o efeito inibitério dos
OE foi mais eficiente em L. cubeba. Um efeito sinérgico foi observado a partir da combinacao
dos OE de L. cubeba com C. winterianus e E. caryophyllus com L. cubeba em uma
concentracdo muito menor. A observacdo de MEV revelou aspecto de aspereza de hifas e
esporos em amostras tratadas com OE. No teste in vivo os OE se mostraram eficientes no
controle da incidéncia da doenca da bolha seca sem prejudicar a producdo de A. bisporus.
Assim, o efeito antimicrobiano sinérgico e a eficacia observados neste estudo abrem novas
perspectivas sobre o desenvolvimento de uma nova mistura antifingica natural e potente contra
L. fungicola na industria de cogumelos. Para o teste de antagonismo, dois isolados de bactérias,
Bacillus sp. (M17) e Bacillus sp. (M18), obtidos a partir de basidiomas de A. bisporus, foram
avaliados por quatro diferentes métodos sobre quatro diferentes isolados de L. fungicola. Os
resultados mostraram que as bactérias exercem atividade antagénica e inibem o crescimento do
fungo. Além do preparo da suspensdo de esporos, os surfactantes sdo utilizados na solubilizacéo
ou preparo de emulsbes de Gleos essenciais testados no controle de L. fungicola. Entretanto,
como esses produtos também podem apresentar efeito inibitério, foi também avaliado o efeito
de DMSO (dimetilsulfoxido), Tween 80 e Triton X-100, nas concentracdes de 0,5 e 1%, sobre
o crescimento micelial de L. fungicola e A. bisporus. Para DMSO, néo se observou alteragdes
visuais nas col6nias para as duas espécies. Tween 80 afetou o crescimento micelial, fazendo
com que as colbnias crescessem menos, quando comparadas com o controle, além de alterar o
aspecto da colbnia para ambas as espécies. Triton X-100 apresentou efeito inibitério ainda
maior sobre o crescimento das duas espécies fungicas, afetando consideravelmente tanto o
tamanho como a morfologia da colénia.

Palavras-chaves: Agaricus bisporus, Cymbopogon winterianus, Eugenia caryophyllus, Litsea
cubeba, antagonismo, CIM, CFM, MEV.



ABSTRACT

The white button mushroom (Agaricus bisporus) stands as one of the most consumed
mushrooms in the world. In addition to being a food with nutritional value, mushroom
production makes it possible to recycle agricultural and agro-industrial waste. The button
mushroom cultivation can suffer injuries from insects, bacteria, viruses and fungi. However,
the most relevant disease in this culture is the dry bubble disease caused by the fungus
Lecanicillium fungicola, which causes necrotic lesions to total deformity of the mushrooms and
results in significant losses of production. The control of pests in mushroom cultivation is done
through the use of pesticides, however in Brazil there is no legislation in force for this practice
or a registered and safe commercial product. Therefore, natural alternatives that do not cause
environmental and health damage have been sought. Essential oils are natural products,
extracted from aromatic plants and with known antimicrobial properties. Within this context,
the aim of this work was to evaluate the antifungal properties of the essential oils of
Cymbopogon winterianus (citronella), Eugenia caryophyllus (clove leaf) and Litsea cubeba
(Chinese pepper) in vitro and in vivo for the control of L. fungicola strains. var. fungicola, as
well as their synergistic effect. The effect of EO on the morphology of L. fungicola was studied
by scanning electron microscopy (SEM). EO were characterized by the presence of citronellal
(35.57%), eugenol (88.90%) and geranial (42.25%), respectively. All EO showed 100%
inhibition on the mycelial growth of L. fungicola at concentrations of 1% and 0.1%. Litsea
cubeba showed minimum inhibitory concentration (MIC) at lower concentrations (> 0.0156%).
Based on the results of the minimum fungicidal concentrations (CFM > 0.0312%), the
inhibitory effect of Litsea cubeba EO was more efficient. A synergistic effect was observed
from the combination of the L. Cubeba EO with C. winterianus and E. caryophyllus with L.
cubeba at a much lower concentration. The SEM observation revealed an aspect of roughness
of hyphae and spores in samples treated with EO. In the in vivo test, EO were efficient in
controlling the incidence of dry bubble disease without impairing the production of A. bisporus.
Thus, the synergistic antimicrobial effect and effectiveness observed in this study open new
perspectives on the development of a new natural and potent antifungal mixture against L.
fungicola in the mushroom industry. For the antagonism test, two strains of bacteria isolated
from mushrooms, Bacillus sp. (M17) and Bacillus sp. (M18), were evaluated by four different
methods on four different strains of L. fungicola. the results showed that the two bacterial strains
exert antagonistic activity and inhibit the growth of the fungus. In addition to preparing the
spore suspension, surfactants are used in the solubilization or preparation of essential oil
emulsions tested in the control of L. fungicola. However, as these products may also have an
inhibitory effect, DMSO (dimethylsulfoxide), Tween 80 and Triton X-100 were also evaluated
at the concentrations of 0.5 and 1% on the mycelial growth of L. fungicola and A. bisporus. For
DMSO, no visual changes were observed in the colonies for both species. Tween 80 affected
mycelial growth, causing colonies to grow less when compared to control, in addition to
changing the appearance of the colony for both species. Triton X-100 showed an even greater
inhibitory effect on the growth of the two fungal species, considerably affecting both the size
and the morphology of the colony. Scanning electron microscopy analyzes showed that
surfactants alter the structures and aspects of the hyphae of both fungi and in the case of L.
fungicola they also affect the quantity and aspect of the spores.

Keywords: Agaricus bisporus, Cymbopogon winterianus, Eugenia caryophyllus, Litsea
cubeba, antagonism, CIM, CFM, SEM.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO GERAL

O cultivo de cogumelos é uma atividade que vem sendo exercida hd anos nos
paises asiaticos, com destaque para a China, onde ha relatos que tenha se iniciado por
volta de 600 a.C com Auricularia auricula. Na Europa, o cultivo de Agaricus bisporus
(cogumelo Paris ou champignon de Paris), foi iniciado na Franca durante o século XVII.
Nas Ultimas décadas, a producdo de cogumelos diversificou-se, além da ampliacdo da
escala de cultivo em todo o mundo, contando atualmente com diversas espécies de
cogumelos (KUES; LIU, 2000; MILES; CHANG, 2004).

Com o aumento da populacdo mundial, os cogumelos sdo uma fonte alternativa
de alimentos para suprir essa demanda, com qualidade nutricional e, para algumas
espécies, com propriedades medicinais ou nutricéuticas. Os cogumelos cultivaveis sao
organismos decompositores, que participam da ciclagem de nutrientes no ambiente,
possuindo, portanto, capacidade de bioconversdo da biomassa lignocelulésica em
alimentos de boa qualidade (MILES; CHANG, 2004).

Agaricus bisporus é umas das espécies de cogumelos comestiveis mais
consumidas no mundo. Esta espécie tem grande relevancia na cultura alimentar de
milhGes de pessoas ao redor do planeta, além de representar um notavel exemplo de
producdo sustentavel de alimentos, devido seu cultivo ser realizado em compostos
produzidos a partir de residuos agricolas reciclados (KERTESZ; THAI, 2018).

Assim como outras atividades agricolas, o cultivo de cogumelos pode sofrer
injarias devido a acao de pragas e doencas. No caso do champignon, uma das patologias

mais importantes ¢ conhecida como “doenga da bolha seca” (dry bubble), sendo
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responsavel por grandes perdas na producdo. O patdégeno provoca lesdes necrosadas no
corpo de frutificacdo, causando deformidades e inviabilizando o consumo. O agente
causal da doenca € o fungo Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare e Gams, anteriormente
classificado como Verticillium fungicola (Preuss) Hassebrauk, (BERENDSEN et al.
2010; MILES; CHANG, 2004).

O controle desse agente patogénico ocorre através de boas praticas de higiene e
uso de fungicidas. No Brasil, ndo ha fungicidas registrados pelo Ministério da Agricultura
para o controle de doencas no cultivo de cogumelos, ainda que os produtores os utilizem
principalmente para o cultivo do champignon (ZIED et al. 2015). Devido ao fato do
hospedeiro também ser sensivel a fungicidas, o tratamento da doenca da bolha seca se
torna limitado a poucos produtos quimicos, e tem-se notado o desenvolvimento de
resisténcia desse fungo em relagao aos fungicidas utilizados (BERENDSEN et al. 2010).
Além da ocorréncia de cepas do patdgeno resistentes aos fungicidas, hd uma preocupacao
acerca dos efeitos negativos dos pesticidas sobre a satde. Em razdo dessa realidade, tem
se buscado métodos alternativos de controle e, dentre eles, métodos naturais que nédo

apresentem efeitos nocivos a salide ou ao ambiente.

Oleos essenciais sd0 compostos volateis, naturais e complexos, extraidos de
plantas arométicas, como metabdlitos secundarios e apresentam odor forte. Os 6leos
essenciais apresentam caracteristicas bactericida, antiviral, fungicida, além de outras
propriedades medicinais (BAKKALI et al. 2008). Devido a todas essas propriedades, 0s
6leos essenciais demonstram potencial de utilizacdo como alternativa ao uso de pesticidas

quimicos.

Diferentes estudos apontaram a a¢do antifangica de éleos essenciais no controle
de diferentes espécies de fungos, inclusive aqueles que acometem o cultivo de Agaricus
bisporus, tais como Mycogone perniciosa e Lecanicillium fungicola (SOKOVIC et al.
2009; REGNIER; COMBRINCK, 2010; SANTOS et al. 2017; LEE et al. 2020). Esses
trabalhos demonstraram o potencial de utilizacdo dos 6leos essenciais no controle de
doengas para o cultivo de cogumelos, entretanto, faltam ainda estudos “in vivo” ¢ a sua
avaliagdo em estruturas de cultivo comercial. A aplicabilidade efetiva dessas substancias
depende tambem de estudos de viabilidade, tanto no aspecto de custo como de
executabilidade, antes de ser considerada uma alternativa promissora aos fungicidas

sintéticos.
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Outra alternativa para controlar doencas no cultivo de cogumelos € a utilizacdo de
antagonistas naturais, cuja pratica possibilita a producdo de alimentos mais saudaveis,
minimiza problemas de salde e ambientais, causados normalmente pelo uso de
agrotoxicos. Inumeros produtos feitos a partir de bactérias do género Bacillus estéo
disponiveis como pesticidas biol6gicos, e esses produtos ja foram aplicados em diferentes
setores da agricultura convencional (PEREZ-GARCIA et al. 2011).

Dentro desse contexto, esse estudo teve como objetivo avaliar o potencial
antifungico de diferentes tipos de 6leos essenciais e cepas de Bacillus spp. para o controle

de Lecanicillium fungicola, agente causal da doenca da bolha seca em Agaricus bisporus.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agaricus bisporus

Este cogumelo foi classificado inicialmente como Psalliota hortensis Lange,
sendo posteriormente renomeado para Agaricus brunnescens Peck ou Agaricus bisporus
Lange Sing. A classificacdo de Peck é anterior a de Lange e, por isso, segundo as regras
taxonémicas, A. brunnescens seria a classificacdo correta. Entretanto, A. bisporus tem
sido o nome utilizado preferencialmente (HAYES, 1978; CHALLEN; ELLIOTT, 1985).

A China detém cerca de 54% da produ¢do mundial de A. bisporus, e a estimativa
de producéo do ano de 2013 foi em torno de 2,37 bilhdes de kg. Em segundo lugar vem
0 Estados Unidos, com producédo em torno de 9% (cerca de 409 milhdes de kg), seguido
pela Poldnia (285 milhdes de kg), Holanda (270 milhdes de kg) e a india (250 milhdes de
kg) (ROYSE et al. 2017). O Brasil sequer aparece nas estatisticas mundiais, uma vez que
0 volume de producdo ainda é muito baixo. Entretanto, a producdo vem crescendo ano
apos ano, constituindo-se em uma importante atividade para pequenas e médias empresas,
além dos pequenos produtores rurais (DIAS, 2010).

Quando o fungo coloniza um substrato, para que ocorra 0 surgimento de
cogumelos, esse fungo precisa ser submetido a um fator de indugéo para desenvolver a
frutificacdo. No caso do champignon, a reducdo da temperatura € um dos principais
fatores que induz a frutificagdo. Na natureza, nos paises de clima temperado, 0s

cogumelos frutificam normalmente no quando a temperatura comeca a declinar antes do
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inicio do inverno, ou na primavera, depois de um longo periodo de temperaturas mais
baixas durante o inverno. Para os cultivos comerciais, em condi¢fes controladas, a
temperatura de inducédo da frutificacdo do champignon foi estabelecida entre 17 e 19°C
(DIAS; ABE; SCHWAN, 2004).

Muitos cogumelos sdo sapréfitos primarios, capazes de degradar componentes
lignoceluldsicos complexos. O Agaricus bisporus é um decompositor secundario,
atuando sobre substratos que ja passaram por uma etapa inicial de decomposi¢do. Por
iSS0, para o seu cultivo é necessario utilizar um substrato que passou por um processo de
compostagem. Tradicionalmente, utiliza-se um substrato & base de palha de trigo
misturada com esterco de aves e gesso. O processo de compostagem € dividido em duas
etapas, denominadas Fase | e Fase I1. A Fase | consiste de um periodo de pré-fermentacédo
(6 dias), durante o qual a palhada é umedecida até que as fibras estejam amolecidas,
seguido da montagem e reviragem da meda de compostagem a cada dois dias. Os
suplementos sdo adicionados nesta segunda etapa, que dura de 6 a 8 dias. A Fase Il é
também subdividida em duas etapas. Na primeira, ocorre a pasteurizacdo com o objetivo
de eliminar insetos, pragas e esporos de outros microrganismos contaminantes do
substrato. Esta etapa é conduzida a 57-59° C e dura de 6 a 8h. Na segunda etapa, realiza-
se 0 condicionamento do composto, o qual implica na eliminacéo de amonia do composto,
a qual é convertida em proteina microbiana. Esta etapa é conduzida em temperatura de
45a53° C e durade 6 a 8 dias, dependendo do tempo necessario para atingir a temperatura
ideal para cada etapa (BUTH, 2017; DHAR, 2017; GOMEZ, 2017). Ao final do processo,
depois que a temperatura do composto atinge a temperatura ambiente, é realizada a
inoculacdo e conducdo da colonizacdo do mesmo, sendo esta considerada a Fase 11l do
processo. Apos a completa colonizacdo, € feita a cobertura do composto colonizado e, por
fim, quando a mesma encontra-se completamente colonizada inicia-se a etapa final do
processo, que consiste na inducdo da frutificacdo, com a reducdo da temperatura para 17-
19° C e reducéo do teor de CO- para 1000 ppm (MILES; CHANG, 2004).

A producdo de cogumelos pode ser intensamente afetada por patdgenos de origem
fangica, bacteriana e viral, os quais sdo capazes de afetar o rendimento e a qualidade. Os
principais fungos que acometem o A. bisporus sdo Mycogone perniciosa, Lecanicillium
fungicola, Trichoderma aggressivum e Cladobotryum sp., causando as doencas da bolha
umida, bolha seca, mofo verde e teia de aranha, respectivamente (POTOCNIK et al.
2015).

13



2.2 Doenca da “bolha seca”

O patodgeno L. fungicola tem importancia para a industria de cogumelos, pois
provoca perdas em torno de 2-4 % da producéo, sendo considerada umas das principais
doencas que afeta A. bisporus (BERENDSEN et al. 2010). Essas perdas podem ser muito
maiores quando se considera a queda de qualidade do produto, em fungdo das lesbes
necroticas formadas sobre o pileo do cogumelo.

O agente causal da bolha seca (dry bubble) em A. bisporus foi identificado a
principio como Verticillium fungicola (BERNARDO et al. 2004). Posteriormente, Zare e
Gams (2008), reclassificaram a espécie como Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare e
Gams [sindnimo: Verticillium fungicola (Preuss) Hassebrauk, Verticillium malthousei
(Preuss) Ware] (BERENDSEN et al. 2010).

A camada de cobertura, em especial, a turfa, é a principal fonte de inéculo de L.
fungicola. Uma vez presentes no ambiente, os conidios sdo facilmente disseminados pelo
ar, e os sistemas de ventilacdo podem auxiliar a espalhar a contaminacao nos locais de
cultivo. Os sintomas associados a doenca da bolha seca, sdo divididos em dois grupos:
infeccBes que acometem os cogumelos nos estagios iniciais e infecgdes que ocorrem em
estagios mais avancados de crescimento. Consequentemente, os sintomas sao de aspectos
variados e sofrem influéncia pelo estagio de desenvolvimento dos corpos de frutificacdo
no momento que a infeccdo ocorre (GEA; NAVARRO, 2017).

Se a infeccdo ocorrer nos estagios iniciais de desenvolvimento dos corpos de
frutificacdo, os mesmos desenvolvem-se como pequenas massas esféricas de tecido, sem
a diferenciacdo entre estipe, lamela e pileo. No inicio, essas massas sdo brancas como 0s
cogumelos e vdo adquirindo tons acinzentados, indicando o inicio da esporulacdo do
patdgeno. Se a infeccdo ocorre em estagios de desenvolvimentos mais avangados, 0s
pileos sdo formados com deformidades, surgem lesGes com aspecto ressecado e tem
textura semelhante a couro (GEA; NAVARRO, 2017).

2.3 Atividade antifungica de 0leos essenciais

Oleos essenciais s3o metabolitos secundarios das plantas aromaticas,

caracterizados como compostos volateis, naturais, e de odor forte. Na natureza, os 0leos
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essenciais desempenham a funcao de proteger as plantas contra bactérias, fungos, virus e
insetos. Podem também atrair alguns insetos benéficos, que favorecem a dispersdo de
sementes ou polen ou ainda repelir os insetos que sdo prejudiciais. As mesmas funcdes
que os 6leos essenciais desempenham na natureza conferem a eles caracteristicas Uteis
para 0 homem. Sdo conhecidas suas propriedades antissépticas, bactericida, fungicida e
antiviral, podendo ser utilizados como antimicrobianos e para preservar alimentos.
Também podem ser utilizados como sedativos, analgésicos, anti-inflamatorios e
anestésicos locais (BAKKALI et al. 2008).

Durante séculos, as propriedades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais
oriundos de plantas tem sido reconhecida empiricamente, porém, apenas ha pouco tempo
foram comprovadas cientificamente, em estudos publicados a partir da década de 1970.
Muitos estudos analisaram a atividade bioldgica de plantas medicinais originarias de
diversas regides do mundo, baseados no conhecimento tradicional de espécies nativas,
demonstrando a atividade antimicrobiana de metabdlitos secundarios (JANSSEN;
SCHEFFER; SVENDSEN, 1987).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais varia de acordo com as condigdes
climaticas, condicBes geograficas, estacdes do ano, periodo de colheita e da técnica de
extracdo (MACIEL et al. 2002). Os principais elementos que constituem esses 6leos sdo
0S monoterpenos, sesquiterpenos e 0s compostos aromaticos de baixo peso molecular
(LANGENHEIM, 1994). As diferencas entre os constituintes e a composi¢do dos 6leos

essenciais influenciam diretamente na atividade antimicrobiana (BAKKALI et al. 2008).

A acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais ocorre devido a capacidade dos
constituintes de penetrarem na parede celular de fungos ou bactérias e devido a
solubilidade na bicamada lipidica da membrana celular (KNOBLOCH et al. 1989). Os
constituintes dos 6leos essenciais agem diretamente na estrutura da membrana celular,
alterando sua fluidez e permeabilidade, provocando desordem, alterando o transporte de
ions e inibindo a respiracdo celular. Esses danos na estrutura da membrana promovem o
comprometimento das fungdes, como local de agéo de enzimas, barreira seletiva e geragéo
de energia (BAKKALI et al. 2008).

Outro mecanismo de acdo que os 6leos essenciais proporcionam é a inibicéo do

crescimento micelial e a interferéncia na produgéo e germinagdo de conidios, que varia
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de acordo com a composicdo e concentracdo do 6leo utilizado. A infec¢do inicial se
desenvolve a partir da germinagdo dos conidios, por isso, inibir essa fase é fundamental
para que a doenca ndo se desenvolva. Essa acdo € considerada bem sucedida quando o
Oleo essencial é capaz de inibir o crescimento micelial e a germinacdo de conidios
(AQUINO et al. 2014).

2.3.1 Citronela

O género Cymbopogon é membro da familia Poaceae que séo ervas conhecidas
em todo mundo devido ao alto teor de Oleos essenciais. A planta Cymbopogon
winterianus € uma erva aromatica de cerca de 1 metro de altura, conhecida popularmente
como citronela ou capim-citronela, apresenta folhas longas, que quando maceradas
liberam odor forte semelhante ao eucalipto-liméo (Eucalyptus citriodora), (LORENZI,
2008). Séo distribuidas de forma ampla em todos os continentes onde sdo utilizados de
diversas maneiras. Os usos comerciais e medicinais de espécies do género Cymbopogon
estdo bem relatados. Evidéncias etnofarmacoldgicas demonstram que apresentam
variadas propriedades que justificam o uso no controle de pragas, na producdo de
cosméticos e como agentes anti-inflamatérios, antitumorais e quimio preventivos
(AVOSEH et al. 2015). A citronela é encontrada em areas de clima tropical e subtropical,
em regides da Asia, Africa e América (WANY et al. 2013), sendo cultivada também no
Brasil (DE OLIVEIRA etal. 2011). C. winterianus apresenta propriedade larvicida contra
Aedes aegypti (MENDONCA et al. 2005), antibacteriana (VAZQUEZ-SANCHEZ et al.
2019), antifingica (LOZADA et al. 2019) e inseticida (RODRIGUEZ-GONZALEZ et
al. 2019), além de ser utilizada como repelente de insetos (CHOOLUCK et al. 2019).
Posteriormente, observou-se também que a planta apresenta um efeito depressor no

sistema nervoso central e anticonvulsivante (BAHR et al. 2019).

O ¢leo de citronela, extraido do capim-citronela € bastante utilizado na industria
de cosméticos, perfumaria e de aromas em todo o mundo. Este Oleo é classificado
comercialmente em dois tipos: Citronela-do-Ceildo obtido a partir de C. nardus, sendo
considerado um tipo inferior, enquanto o 6leo de citronela do tipo Java obtido de C.
winterianus Jowitt, é classificado como do tipo superior (WANY et al. 2013). Como esta

especie foi introduzida na Indonésia, 0 seu Oleo tornou-se conhecido comercialmente
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como citronela de Java. Posteriormente, a variedade Javanesa foi introduzida também na
india em 1959 (SHASANY et al. 2000).

Os componentes majoritarios encontrados no 6leo essencial de C. winterianus sdo
citronelal, geraniol e citronelol (QUINTANS-JUNIOR et al. 2011). O componente
citronelal é responsavel pela acdo repelente e inseticida contra diversos insetos e larvas
(LORENZI, 2008).

2.3.2 Cravo

O craveiro (Syzygium aromaticum) é uma dicotiledénea pertencente a familia
Myrtaceae, cuja espécie € conhecida também por varios sindnimos, entre eles:
Caryophyllus aromaticus, Caryophyllus silvestris, Eugenia caryophyllus, Jambosa
caryophyllus e Myrtus caryophyllus (SOH; PARNELL, 2015). O cravo é considerado
uma especiaria de grande valor, ocupando a posi¢cdo da segunda mais importante no
comércio mundial. E originario da india e cultivado em varios paises tropicais, inclusive
no Brasil, onde o seu cultivo ocorre no sul da Bahia. A especiaria recebe diversos nomes
populares entre eles: cravinho, cravinho-da-india, cravo-da-india, cravo, cravo-
aromatico, cravo-de-doce, etc (LORENZI, 2008).

Vérias propriedades medicinais sdo atribuidas ao cravo, sendo 0 seu uso sistémico
ou topico preconizado na medicina tradicional (SINGH et al. 2009). O cravo apresenta
atividade anticonvulsivante (BAHR et al. 2019), antiviral (TRAGOOLPUA;
JATISATIENR, 2007), antioxidante (HEMALATHA et al. 2016), antipirética (FENG;
LIPTON, 1987), antibacteriana (EL AMRANI et al. 2019) e antifungica (PINTO et al.
2019), podendo ser usado ainda como anestésico local (GHELARDINI et al. 2001).

Os componentes majoritarios encontrados no 6leo essencial de cravo séo eugenol
e acetato de eugenil (HEMALATHA et al. 2016). Além do cravo, pode-se extrair também
0 Oleo essencial das folhas do craveiro, o qual apresenta odor caracteristico e agradavel,
com coloracdo amarelo claro. O oOleo das folhas apresenta como componentes
majoritarios eugenol, B-cariofileno, acetado de eugenol e o-humuleno (KAUR;
KAUSHAL, 2019).
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2.3.3 Pimenta chinesa

Litsea cubeba (Lour.) Pers. € uma arvore aromatica de porte pequeno, pertencente
a familia Lauraceae, distribuida pelo continente asiatico, sendo encontrada na China,
Nepal, nordeste da india e varios paises do Sudeste Asiatico (Indonésia, Laos, Mianmar,
Tailandia e Vietnd). L. cubeba é popularmente conhecida como May Chang ou pimenta
chinesa, sendo utilizada ha milhares de anos na medicina chinesa para tratar inimeras
doencas (CHEN et al. 2013). E considerada planta aromatica, sendo que quase todas as
partes da planta produzem 6leo rico em citral (SAIKIA et al. 2013). A maior parte do
6leo é encontrada na casca, e quantidades menores sdo encontradas nas folhas e no caule

(CHEN et al. 2013), tendo como como compostos majoritario o citral (GAO et al. 2019).

As propriedades medicinais de L. cubeba sdo amplamente documentas, ha relatos
de que auxiliam no tratamento de distarbios gastro-intestinais (KAMLE et al. 2019) e de
eczema (ANDERSON et al. 2000). Possui também propriedades anti-inflamatorias
(CHOI; HWANG, 2004), citotoxica para células tumorais (HO et al. 2010), acdo
antioxidante (SHE et al. 2019), antifangica (NARDONI et al. 2019) e antibacteriana
(NGUYEN et al. 2019). Além da sua utilizacdo para fins terapéuticos, L. cubeba pode ser
utilizada na industria de cosméticos (HUANG et al. 2013), como fonte alternativa de
energia renovavel com a producdo de biodiesel (CHEN et al. 2013), inseticida (JIANG et
al. 2009; EL-SHEWY et al. 2019) e como repelente (YANG et al. 2014).

2.4 Efeitos sinérgicos de 6leos essenciais

Em relacdo as propriedades biologicas, os 0Oleos essenciais sdo misturas
complexas de diferentes e variadas moléculas, o que levanta o questionamento se 0s
efeitos biologicos ocorrem em consequéncia da acdo de uma molécula presente em niveis
mais elevados ou como resultado de um sinergismo de todas as moléculas (BAKKALI et
al. 2008). A combinacdo de substadncias mostra a interacdo efetiva dos principais
constituintes, demonstrando efeitos sinergicos com a capacidade de inibir ou inativar
patogenos. Essas combinagdes resultam em uma reducéo consideravel da intensidade e
custos dos tratamentos (BERDEJO et al. 2019).
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No sinergismo ocorre a interacdo de dois ou mais medicamentos, que, como
resultado, apresenta melhor efeito do que cada um deles isolados, o que pode desencadear
0 aumento da eficacia, diminuicdo da toxicidade, reducdo dos efeitos adversos, menor
dose utilizada e afetar a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (VAN VUUREN;
VILJOEN, 2011). Em relacdo a interacdo de substancias, também pode ocorrer a
indiferencga farmacoldgica, onde a associagdo de dois ou mais medicamentos néo interfere
no mecanismo de acdo um do outro e ndo ocorre a interagdo em nenhum momento na
farmacodindmica ou farmacocinética. O antagonismo ¢é quando a acdo farmacoldgica de
um medicamento é reduzida ou suprimida na presenca de outro através de mecanismos
quimicos, farmacocinéticos, competi¢cdo ou bloqueio de um mesmo receptor (LORIAN,
2005).

Um dos métodos para avaliar in vitro o efeito sinérgico das substancias é o teste
de checkerboard, pois indica a atividade inibitoria, através de uma técnica de
microdiluicdo modificada (LI et al., 1993). Esta técnica é baseada em um tabuleiro de
xadrez, e se refere ao padrdo de diluicdo de uma substancia. As substancias a serem
testadas sdo distribuidas na placa de microtitulacdo. Na vertical, cada pogo contém uma
concentracdo diferente diluida da substancia a ser testada de forma decrescente. Na
horizontal, uma segunda substancia é adicionada a cada poco da microplaca, da esquerda
para a direita de forma crescente. Desse modo, cada po¢o apresenta concentraces
diferentes de cada uma das substancias testadas em um mesmo volume final. Esse método
€ vantajoso, pois é possivel testar varias combinacfes de diferentes concentragfes de

substancias distintas de uma mesma amostra (LORIAN, 2005).

O método de Checkerboard ¢ utilizado para quantificar o efeito de combinac6es
de agentes antimicrobianos no crescimento de microrganismos. Essas combinacdes
podem proporcionar melhores resultados no combate a esses patdgenos, além de ampliar
0 espectro de acdo, bem como a prevencdo de resisténcia dos microrganismos. A
utilizacdo dessa tecnica possibilita encontrar as concentragdes mais eficazes de 0Oleos

essenciais combinados ou ndo para controlar o microrganismo em estudo.
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2.5 Atividade antagonista de bactérias do género Bacillus

As bactérias do género Bacillus sdo aerdbicas, esporulantes e em forma de
bastonetes, sendo encontradas em todos os lugares da natureza. Algumas espécies sao
patogénicas para humanos e animais, mas a grande maioria e saproéfita e nao prejudicial.
As espécies de Bacillus apresentam a capacidade de produzir uma série de enzimas,
antibioticos e outros metabdlitos e por esses fatores essas bactérias sdo amplamente
utilizadas nas areas médicas, farmacéuticas, industriais e agricolas (TURNBULL,;
KRAMER; MELLING, 1991). Este grande potencial € oriundo de uma variedade de
compostos antagonicos de diferentes estruturas. Estima-se que, cerca de 5 a 8% do
genoma total dessas bactérias sdo destinados a produzir metabdlitos secundarios. Cepas
de Bacillus apresentam capacidade de biocontrole através da atividade inibitdria sobre o
crescimento de fitopatdgenos, além de induzir resisténcia sistémica em plantas e competir

por nichos ecoldgicos com fitopatdgenos (FIRA et al. 2018).

Microrganismos fitopatogénicos sdo ameacas importantes e permanentes a
producdo sustentavel de alimentos. O modo de controle desses microrganismos e de
outras pragas € com 0 uso de agrotoxicos, porém o uso recorrente dessas substancias
resulta em varios problemas ambientais e a saide humana. Uma alternativa sustentavel
aos agrotoxicos € o controle bioldgico usando antagonistas benéficos. Um dos
microrganismos promissores para a agricultura sustentavel é o Bacillus subtilis, que foi
relatado como um promotor de crescimento e como antagénico a uma variedade de

patdgenos in vitro e em casa de vegetacao e estudos de campo (WANG et al. 2018).

Além dos varios estudos sobre o uso de Bacillus na agricultura, Stanojevic et al.
(2019) e Milijasevic-Marcic et al. (2016) relataram a utilizacdo de cepas de Bacillus sp.
e Bacillus subtilis oriunda do substrato de cultivo de A. bisporus, contra doengas fingicas
que acometem esse cogumelo, dentre elas a doenca da bolha seca. Portanto, esses estudos
apontam para um novo campo de pesquisa na utilizacdo dessas bactérias no controle

bioldgico de pragas e doengas no cultivo de cogumelos comestiveis.
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Resumo

O fungo Lecanicillium fungicola é o agente causador da doenca da bolha seca em
cogumelos do tipo champignon (Agaricus bisporus), sendo responsavel por perdas
econdmicas. Esse patdgeno causa manchas e deformidades nos cogumelos, tornando-os
inviaveis para comercializacdo. O seu controle pode ser feito com o uso de fungicidas,
além das medidas sanitizantes. Entretanto, no Brasil ndo existe legislacdo vigente para a
utilizacdo de agrotoxicos em cultivos de cogumelos, o que impede a sua utilizacdo de
forma legal. Devido a isso, e & necessidade de evitar o uso de pesticidas, tem se buscado
alternativas naturais para o controle de pragas e doencas. Os 6leos essenciais tém acéo
antimicrobiana comprovada em diversos estudos e, por isso, podem ser uma boa
alternativa para o controle de L. fungicola no Brasil. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a acdo antifungica de diferentes 6leos essenciais ou compostos majoritérios sobre
o crescimento micelial de L. fungicola. Para isto, 13 6leos essenciais e nove compostos
majoritarios foram testados in vitro quanto ao seu efeito sobre o crescimento micelial do
fungo, utilizando o método de difusdo em meio, nas concentracoes de 1 e 0,1%. Alguns
6leos ou compostos majoritarios apresentaram apenas uma inibicdo parcial, a qual variou
de 62 a 97%, dependendo da concentracéo utilizada (0,1 ou 1%). Entretanto, a maioria
deles apresentou 100% de inibicdo do crescimento fungico nas duas doses testadas.
Portanto, os testes in vitro demonstraram um grande potencial desses compostos como

agentes de controle de L. fungicola no cultivo de A. bisporus.

Palavras-chave: Doenga da bolha seca; Agaricus bisporus; cogumelos; atividade

antifiingica.
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Abstract

The fungus Lecanicillium fungicola is the causative agent of dry bubble disease in white
button mushroom (Agaricus bisporus), being responsible for economic losses. This
pathogen causes spots and deformities in the mushrooms, making them unmarketable. Its
control can be done with the use of fungicides, in addition to hygiene measures. However,
in Brazil there is no approved pesticides for mushroom cultivation, which prevents its
legal use. Because of this, and the need to avoid the use of pesticides, natural alternatives
have been sought for the control of pests and diseases. Essential oils have proven
antimicrobial action in several studies and, therefore, can be a good alternative for the
control of L. fungicola in Brazil. Thus, the objective of this work was to evaluate the
antifungal action of different essential oils and major compounds on the mycelial growth
of L. fungicola. Therefore, 13 essential oils and nine major compounds were tested in
vitro in order to evaluate the mycelial growth of the fungus. The medium diffusion
method was used at 1 and 0,1% concentrations. Some oils and major components showed
only partial inhibition, which varied from 62 to 97%, depending on the concentration (1
or 0.1%). However, most of them showed 100% inhibition of fungal growth in the two
doses tested. Therefore, in vitro tests demonstrated a great potential of these compounds

as agents of control of L. fungicola in the cultivation of A. bisporus.

Keywords: Dry bubble disease; Agaricus bisporus; mushroom; antifungal activity
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Resumen

El hongo Lecanicillium fungicola es el agente causante de la burbuja seca em los
champifiones (Agaricus bisporus), responsable de las pérdidas economicas. Este
patdgeno causa manchas y deformidades em los hongos, lo que los hace inviables para su
comercializacion. Su control se puede hacer com el uso de fungicidas, ademas de medidas
de desinfeccion. Sin embargo, en Brasil, no hay legislacion vigente para el uso de
pesticidas em los cultivos de hongos, lo que impede su uso legal. Debido a esto, y la
necesidad de evitar el uso de pesticidas, se han buscado alternativas naturales para el
control de plagas y enfermedades. Los aceites esenciales han demostrado su accién
antimicrobiana em varios estudios y, por lo tanto, pueden ser una buena alternativa para
el control de L. fungicola en Brasil. Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar la accién
antifungica de diferentes aceites esenciales 0 compuestos principales sobre el crecimiento
micelial de L. fungicola. Para ello, se probaron in vitro 13 aceites esenciales y nueve
compuestos principales por su efecto sobre el crecimiento micelial del hongo, utilizando
el método de difusion em medio de cultivo, em concentraciones de 1 y 0,1%. Algunos
aceites o compuestos principales mostraron solo inhibicion parcial, que varié de 62 a
97%, dependiendo de la concentracién utilizada (0,1 o0 1%). Sin embargo, la mayoria de
ellos mostraron una inhibicion del 100% del crecimiento de hongos em las dos dosis
analizadas. Por lo tanto, las pruebas in vitro demostraron um gran potencial de estos

compuestos como agentes de control de L. fungicola em el cultivo de A. bisporus.

Palabras clave: Enfermedad de la burbuja seca; Agaricus bisporus; hongos; actividad

antifangica.
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1. Introducéo

O fungo Lecanicillium fungicola é o agente causador da doenca da bolha seca em
cogumelos comestiveis, com destaque para a espécie Agaricus bisporus, causando perdas
econdmicas relevantes na fungicultura (Berendsen et al., 2010; Santana Nunes et al.,
2017). A doencga da bolha seca apresenta sintomas que variam de pequenas lesdes
necroticas a grandes deformidades disruptivas no pileo e no estipe, conforme apresentada
na Figura 1. Essa patologia pode depreciar o preco de mercado do cogumelo a ponto de
inviabilizar sua comercializacao.

Figura 1. A: Cogumelos champignon (A. bisporus) saudaveis; B e C: champignon com
sintomas da doenca da bolha seca; D: imagem das estruturas morfoldgicas e esporos em

microscopio optico de L. fungicola (100x); E: Eletromicrografia de varredura de A.
bisporus (2 um); F: Eletromicrografia de varredura de L. fungicola (10 pm).

Fonte: Autores

No Brasil, a fungicultura ndo possui regulamentacdo para o uso de pesticidas no
controle de pragas e doencgas, consequentemente, os agrotoxicos sao utilizados de forma
indiscriminada nessa atividade. Desse modo, o controle € realizado com pesticidas sem
recomendacdes acuradas de dosagem, do estagio mais adequado para uso e sem avaliacao
de possiveis impactos a satde dos consumidores (Zied et al., 2015). Em funcdo disso, a
utilizacdo de métodos alternativos, tais como o controle biologico e a utilizacdo de
produtos naturais, pode ser a melhor opcao, especialmente para os produtores brasileiros,

devido ndo haver regulamentacéo para o controle de pragas e doencas.
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Os 06leos essenciais possuem um grande potencial para o controle de patdgenos.
Essas substancias sdo compostos volateis, complexos e naturais, extraidos de plantas
aromaticas. Esses metabolitos secundarios sd@o conhecidos por suas propriedades
bactericida, antiviral, antifingica, além de outras propriedades medicinais (Bakkali et al.,
2008). Em funcdo dessas propriedades, os 6leos essenciais sdo amplamente utilizados
para fins medicinais em diversas culturas h&d muitos anos. Recentemente, 0 uso dos 6leos
essenciais tem sido aplicado também na conservacdo de alimentos, além do uso clinico

tradicional e na saude (Donato et al., 2020).

Dentro desse contexto, a utilizacdo de dleos essenciais em substituicdo aos
agrotoxicos seria de grande valia para 0 mercado consumidor, cada vez mais consciente
e exigente por alimentos saudaveis. Alicercado no cenario exposto, o0 objetivo desse
trabalho foi avaliar, in vitro, o potencial antifingico de diferentes dleos essenciais e
alguns compostos majoritarios sobre o fungo L. fungicola.

2. Metodologia

2.1 Obtenc¢ao dos isolados de Lecanicillium fungicola

Dois dos trés isolados de L. fungicola foram obtidos e isolados de cogumelos
apresentando sintomas da doenca, coletados diretamente do local de cultivo, localizado
em Barbacena — MG. O terceiro isolado utilizado, foi cedido gentilmente pela

Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Campus Dracena.

Para o isolamento, foram cortados fragmentos de basidiocarpos que apresentavam
sintomas da doenca. Cada fragmento utilizado continha uma parte afetada e uma parte
sadia. Os fragmentos foram tratados com alcool 70% por 30 segundos; posteriormente
foram tratados com hipoclorito a 2% por um minuto e, por fim, lavados com agua
destilada estéril por 3x. ApoOs os tratamentos de assepsia, os fragmentos foram
transferidos para placa de Petri contendo papel de filtro seco esterilizado, para absorgédo
do excesso de agua. Oito fragmentos foram depositados equidistantes em cinco placas de
Petri contendo o meio de cultura. Dois meios de cultura foram utilizados para o
isolamento dos fungos: BDA (batata 200g/L, dextrose 20g/L e agar 15g/L) e Agar Malte
(extrato de malte 20g/L e agar 15g/L), ambos contendo os antibioticos cloranfenicol e

estreptomicina, ambos a 50ug/mL. Apos a transferéncia, as placas foram incubadas a
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25°C até o crescimento do patdgeno a partir dos fragmentos. As culturas obtidas foram
transferidas para novas placas de Petri contendo BDA e, ap6s a formagdo de conidios,
laminas foram preparadas para observacao das estruturas reprodutivas assexuadas. Apos
a confirmacdo do género Lecanicillium, foram obtidas culturas monosporicas para a
sequéncia do trabalho. Para isto, foi preparada uma suspensdo de esporos em &gua
destilada estéril. Apos diluicBes sucessivas, aliquotas de 100 pL foram transferidas para
placas contendo agar-agar 2%. As placas foram observadas através de microscopio éptico
e 0s conidios que se encontravam mais isolados foram transferidos unitariamente com
auxilio de uma agulha para uma placa contendo meio Agar Malte. Ap6s o crescimento
das culturas monospdricas, os isolados foram mantidos por meio de repicagens sucessivas

em meio BDA e Agar Malte e incubados a 25°C.

2.2 ldentificacdo molecular

A massa micelial do fungo foi obtida em meio Caldo Malte, apds inoculagdo com
uma suspenséo de 10° conidios/mL™, e incubagdo por 5 dias a 25° C, sob agitacio de 100
RPM. A massa micelial foi filtrada e lavada com &gua destilada. A extracdo de DNA foi
realizada com Kit Wizard Genomic DNA (Promega), de acordo com as recomendacdes
do fabricante. O DNA extraido foi utilizado para amplificacdo da regido ribossomal,
utilizando-se como iniciadores 0s primers ITSS (5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3°) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC
3”) (White et al., 1990).

2.3 Obtencao da suspenséo de esporos para 0s ensaios

Placas com meio BDA foram inoculadas com um disco de cultura do fungo no
centro da placa e incubadas a 25° C até a completa colonizacdo. Para cada placa, foram
adicionados 15 mL de agua destilada estéril sobre a cultura do fungo. Os conidios foram
raspados com auxilio de lamina de vidro estéril e coletados com auxilio de micropipeta.
Apdbs contagem em camara de Neubauer, a suspensdo de esporos teve a sua populagéo
ajustada para se obter a concentracéo final de 1,6 x 10 esporos mL™. A suspensdo foi

armazenada a 4°C até ser utilizada.
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2.4 Ensaio antifangico in vitro

Os 6leos essenciais foram adquiridos da empresa Ferquima® (Ind. e Com. Ltda) e
estdo descritos na Tabela 1, juntamente com 0s compostos majoritarios (Sigma-
Aldrich®): o-terpinol, Carvacrol, Citral, Eugenol purissimo, Geraniol, Lilanol, Terpinen-

4-ol, Timol e trans-Cinnamaldehyde 99%.

Como testemunhas (sem o6leo essencial), foram realizados dois controles: o
primeiro, com o crescimento do fungo somente no meio BDA e o segundo, com o
desenvolvimento do fungo em meio BDA acrescido de Tween 80 a 0,5%, com o objetivo
de avaliar a influéncia do surfactante sobre o crescimento do fungo. Portanto, cada
experimento foi composto por 22 tratamentos (13 tipos de 6leo essencial e 9 compostos

majoritarios) e duas testemunhas, com 5 repetigdes.

O dleo essencial foi adicionado ao meio BDA liquefeito apos ser resfriado até
45°C, em volume suficiente para se obter a concentracdo desejada (1 ou 0,1%). Apds
homogeneizacdo, o meio foi vertido em placas de Petri, as quais foram posteriormente
inoculadas com um disco de 9 mm contendo o micélio de L. fungicola no centro de cada
placa. As placas controle, sem adicdo de dleo essencial, foram inoculadas seguindo o
mesmo procedimento. Em seguida, as placas foram incubadas a 25°C até a colonizacao
da placa controle, ou seja, em torno de 15 dias. O didmetro das colbnias foi registrado
diariamente por meio de um paquimetro digital. Os célculos para determinacdo do efeito
de inibicdo de cada 6leo ou composto foram feitos com base no diametro das colénias em
comparacdo ao controle. A porcentagem de inibicdo (PI) foi calculada conforme
Billerbeck et al. (2001): PI=(C-T/C-9)x100, sendo C= didmetro médio do micélio no

controle; T= didmetro médio do micélio no tratamento.

2.5 Determinacio da Concentracio Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM)

A CIM dos 6leos essenciais sobre L. fungicola foi realizada por meio de
microdiluicdo seriada em microplaca de 96 pocos. As doses testadas foram definidas a

partir dos resultados do teste in vitro descrito anteriormente.

Para cada dose testada, foram realizadas trés repetices em caldo BD (batata e
dextrose) 2x concentrado, contendo Tween 80 0,5% como surfactante. Como controle,
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foi utilizado um tratamento sem 6leo essencial. A microdiluicdo seriada em microplaca

foi realizada adicionando 200 pL de meio BD acrescido do 6leo essencial a ser testado a

1% em cada poco, na primeira linha (de 1 a 12), com excecao dos pocos 1, 5 e 9. Foram

realizadas diluicdes seriadas (partindo da linha A para H) com 100 pL da solucéo,

desprezando 100 pL do ultimo poco, de forma que todos 0s pogos contivessem 0 mesmo

volume (100 pL). Nas colunas 1, 5 e 9 foi adicionado apenas o meio BD e a suspenséo

de esporos como controle, sem 0Oleo. Apos a diluicédo seriada, foram adicionados 10 pL

da suspenséo de esporos de L. fungicola em cada poco. Por fim, as placas foram incubadas

a 25°C por 1, 2, 3, 7 e 15 dias, com intervalos exatos de 24h.

Tabela 1. Nomenclatura das plantas de origem dos éleos essenciais utilizados.

Nome cientifico

Nome popular

Composto majoritarios

Citrus aurantifolia
Cymbopogon martinii
Cymbopogon winterianus
Eugenia caryophyllus

Eugenia caryophyllus
(folha)

Litsea cubeba
Mentha arvensis
Mentha piperita

Ocimum basilicum

Origanum vulgare
Piper nigrum
Thymus vulgaris

Zingiber officinale

Limao Tahiti
Palmarosa
Citronela

Cravo
Cravo folha

Pimenta chinesa,
May Chang

Hortela
Horteld-pimenta

Manjericao

Orégano
Pimenta preta
Tomilho

Gengibre

Geranial, limoneno e -pineno
Acetato de geranil e Geraniol
Citronelal, citronelol e geraniol

Eugenol e B-cariofileno

Eugenol e B-cariofileno

Sabineno, 1,8 — cineol, a-pineno ¢ -
pineno

Menthol e p- menthone

Sabineno, limoneno, a-pineno e [3-
pineno e B-cariofileno

Metilchavicol
Carvacrol

Sabineno, limoneno, a-pineno e [3-
pineno e B-cariofileno

Timol, p-Cymene e 1,8 — cineol

Canfeno, neral, geranial + acetato de
bornila

Ap0s o periodo de incubacdo, a interpretacdo dos resultados foi realizada por

analise visual. A CIM foi definida como a menor concentracdo de 6leo essencial em que
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ndo ocorreu crescimento fungico (Yamaguchi et al., 2011). Para determinar a CFM, foi
realizado o subcultivo, transferindo 10 pL da cultura de cada po¢o negativo e do controle

positivo em meio BDA, conforme Nakamura et al. (2016).

2.6 Analise estatistica

As variaveis obtidas nos testes foram analisadas por meio do programa estatistico
SISVAR®, com anélise de variancia e comparaco de médias pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia, em delineamento experimental inteiramente casualizado, assim

como para a interagéo (dose x tempo) (Ferreira, 2014).

3. Resultados e Discusséo

Sequéncias ITS foram geradas para os trés isolados (LTLO1, LTLO02, LTLO3), as
quais foram alinhadas e comparadas com as sequéncias ITS dos isolados de referéncia de
espeécies de Lecanicillium. Os trés isolados se agruparam junto ao isolado tipo da espécie
L. fungicola var. aleophilum (CBS 992.69 — Origem: Holanda). Portanto, os isolados
utilizados neste trabalho pertencem a espécie L. fungicola var. aleophilum, comumente
encontrada em cultivos de Agaricus bisporus.

Para avaliar o efeito dos 6leos essenciais a 1% e do tempo de incubacéo sobre o
crescimento micelial de L. fungicola, os testes foram realizados com as trés cepas
(LTLO1, LTLO2 e LTLO3), descritas anteriormente. Nos resultados pode ser visto que
houve efeito inibitério significativo dos diferentes Gleos essenciais, 0 qual variou de
acordo com o tempo de incubacdo, para alguns tipos de 6leo, indicando que o efeito

inibitdrio de alguns 6leos esta limitado a um periodo mais curto de tempo.

Conforme demonstrado na Tabela 2, a grande maioria dos 6leos apresentou 100%
de inibicdo sobre o crescimento micelial de L. fungicola. Dos 22 tratamentos, 20
apresentaram 100% de inibig&o na concentracdo de 1%, enquanto que, destes, apenas 14
apresentaram 100% de inibi¢c&o na concentracdo de 0,1%.

Ao final do periodo de incubacgéo (15 dias), observou-se que os 6leos essenciais
de Piper nigrum e Zingiber officinale apresentaram 62% e 65% de inibicéo,

respectivamente.
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Tabela 2. Inibicdo dos 6leos essenciais e compostos majoritarios sobre o crescimento
micelial de L. fungicola nas concentraces testadas.

Espécie de origem do 6leo ou  Concentragao
componente principal 1% 0.1%

a-terpinol + +
Carvacrol
Citral
Citrus aurantifolia
Cymbopogon martinii
Cymbopogon winterianus
Eugenia caryophyllus
Eugenia caryophyllus (folha)
Eugenol purissimo
Geraniol
Lilanol
Litsea cubeba
Mentha arvensis
Mentha piperita
Ocimum basilicum
Origanum vulgare
Piper nigrum
Terpinen-4-ol
Thymus vulgaris
Timol
trans-Cinnamaldehyde 99%
Zingiber officinale - -

+ + + + 4+ + + + 4+ + + + + + +

+ + + +

Analisando esses resultados, percebe-se a importancia de, mesmo que um 0leo ja
tenha sido testado em outros lugares, reavaliar o tratamento, uma vez que pode haver
diferencgas na constituicao dos 6leos, que sofrem alteracGes de acordo com as condigdes
ambientais e até mesmo da forma e horario de coleta da planta, além da possibilidade de
que uma determinada espécie apresente variagdes genéticas que levem a uma maior
tolerancia aquele produto. Portanto, para obter 6leos essenciais de composi¢édo constante,
Bakkali et al. (2008) sugerem que eles devem ser extraidos do mesmo modo, das mesmas
partes das plantas que cresce no mesmo solo, em condicdes climéticas idénticas e colhidas

na mesma estacao.
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3.1 Teste in vitro dos 06leos essenciais, na concentracdo de 0,1%

A Figura 2 apresenta os resultados da dinamica de crescimento micelial de L.
fungicola e do efeito dos 6leos ou de seus compostos majoritarios. Ao contrario do que
ocorreu com o controle, é possivel observar que, em nenhum dos tratamentos, ocorreu o
inicio imediato do crescimento micelial do fungo. O menor efeito inibitorio foi observado
no tratamento com o 6leo essencial de Ocimum basilicum, para o qual observou-se inicio
do crescimento micelial no 32 dia de incubacéo, seguido por Citrus aurantifolia e Mentha
piperita, os quais inibiram o crescimento micelial conforme o gréfico, até 5 ° e 6°dias,
respectivamente. Para Menta arvensis, lilanol e terpinen-4-ol, o crescimento micelial
iniciou-se apenas a partir do 13° dia, mostrando um forte efeito inibitério sobre o
crescimento do fungo. N&o se sabe por que o fungo supera o efeito inibitério desses
compostos apos todo esse periodo de incubagdo. A possibilidade mais 6bvia seria o efeito
da volatilizacdo do(s) composto(s) responsavel(eis) pela inibicao do crescimento micelial,
devido ao fato de que a principal caracteristica dos 6leos essenciais € serem constituidos
por componentes volateis e, com o passar do tempo, esses componentes volatizam.
Poderia ser que, pelo menos, um desses compostos ndo seja um composto majoritario e
acabe desaparecendo durante o periodo de incubagdo. Entretanto, se fosse apenas isso, 0
mesmo comportamento ndo seria observado para os compostos majoritarios testados, o
que ndo foi o caso, uma vez que dois deles também ndo apresentaram 100% de inibicéo
na concentracdo de 0,1% (Tabela 2). Outra possibilidade poderia ser uma adaptacao
fisiologica do fungo ao composto. Entretanto, a adaptacdo fisiolégica ndo deveria ser
esperada, uma vez que o 0leo essencial ndo tem um unico alvo na célula, mas afeta varios
alvos celulares ao mesmo tempo (Bakkali et al., 2008). Apesar disso, estes autores
relataram um caso de resisténcia de Bacillus cereus ao composto carvacrol, ap6s o
crescimento da bactéria na presenca de doses subletais. Portanto, apesar do acentuado
efeito inibitorio, provocando um grande retardo no inicio do crescimento micelial do
patdgeno, pode ser que a utilizagdo desses compostos possa ser bastante limitada, em
funcdo dessas possibilidades. Evidentemente, para uma aplicacao préatica, isso poderia ser
contornado por mais de uma aplicacdo durante o ciclo de cultivo. Entretanto, testes in

Vivo serdo necessarios para tal avaliacéo.
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Figura 2. Dinamica do crescimento micelial de L. fungicola sob o efeito dos 6leos
essenciais a 0,1%.
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Os Oleos essenciais apresentam, geralmente, um amplo espectro de acdo,
proporcionando a inibigdo ou morte dos mais distintos géneros de fungos e bactérias
(Bakkali et al., 2008; Gogoi et al., 1997; Horvath et al., 2016; Lee et al., 2020; Sharma et
al., 2017; Thielmann and Muranyi, 2019). Isso significa que estruturas comuns a todas as
espécies como, por exemplo, a membrana plasmatica, sejam afetadas, ou estruturas
comuns a determinados grupos de microrganismos, como a membrana mitocondrial em
eucariotos ou a bomba de prétons em procariotos (Bakkali et al., 2008). Este amplo
espectro de acdo traz um problema que ¢ a dificuldade de encontrar um produto que seja
mais especifico, para ndo afetar outros organismos, como é o caso do cultivo de
cogumelos. Neste caso, o ideal é que se tenha um 6leo que iniba o patégeno, mas néo a
especie de cogumelo cultivada. Considerando que o patégeno em questdo e o cogumelo
cultivado pertencem ao grupo dos fungos, isso pode ser mais complicado. Entretanto, ha
0 atenuante de que as duas espécies pertencem a divisbes distintas, Ascomycota e
Basidiomycota, respectivamente. Neste contexto, a avaliagdo de diferentes tipos de 6leos
que contenham diferentes constituintes majoritarios é essencial para se alcancar uma agéo

seletiva sobre o patdgeno.
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Para a grande maioria dos 6leos, sendo a sua totalidade, dois ou trés componentes
majoritarios sdo responsaveis por mais de 50% da sua composicao e, as vezes, apenas um
componente corresponde a 50% ou mais da sua composicdo. Para o 0leo essencial de
Litsea cubeba, os compostos neral e geranial sdo 0s componentes majoritarios, com 40,7
e 51,9%, respectivamente (Gogoi et al., 1997). Entretanto, esses valores sdo variaveis,
provavelmente, em funcdo de diferencas metodoldgicas, mas também em funcdo das
diferencas dos lotes de 6leo utilizados, as quais sdo, por sua vez, oriundas das diferencas
de cultivares, solo, clima, etc. Si et al. (2012) relataram para 0s mesmos componentes
(neral e geranial) valores de 36,3 e 50%, respectivamente. No caso especifico de Litsea
cubeba, observa-se ainda uma grande diferenca entre as partes da planta utilizadas para a
extracdo do 6leo. Segundo Jirovetz et al., (2006), eugenol foi o principal componente
majoritario do 6leo obtido a partir das folhas de Litsea cubeba. Para o 6leo essencial de
C. winterianus, citronelol, citronelal e geraniol s&o o0s principais componentes
majoritarios, com 10,1; 27 e 22,8%, respectivamente (Simic et al., 2008). Entretanto, para
0s mesmos componentes, Horvath et al. (2016) relataram os valores de 13,6; 36,2 e
25,3%, enquanto que Hamzah et al. (2014) encontraram um valor de 42,4% para o
geraniol, o qual destacou-se como o principal componente majoritario. Esses resultados
reforcam a necessidade continua de retestar o efeito dos 6leos essenciais, mesmo para 0s
mesmos grupos de microrganismos. Posteriormente, a identificacdo de componentes
majoritarios com inibicao seletiva sobre o patdgeno podera trazer uma contribuicao ainda
maior sobre a utilizacdo dos 6leos essenciais como uma alternativa de controle de pragas
e doencas no cultivo de cogumelos. Entretanto, isso vai depender do custo que isso podera

representar.

No trabalho de Santos et al. (2017), a concentracdo inibitéria minima do éleo
essencial de Thymus vulgaris encontrada para o controle de L. fungicola foi de 0,8%. Este
valor é superior a dose encontrada neste trabalho, uma vez que a concentragédo de 0,1%
do Oleo essencial de Thymus vulgaris inibiu completamente o crescimento de L.
fungicola. Geo6sel et al. (2014) testaram a concentracdo de 0,015% do 0leo essencial de
tomilho contra L. fungicola e apds 10 dias de observagédo, observou-se um crescimento

micelial de 34 mm.
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3.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentra¢do Fungicida Minima
(CFM)

Este ensaio foi realizado a partir dos 6leos essenciais que apresentaram 100% de
inibicdo do crescimento micelial de L. fungicola na concentracéo de 0,1%. A CIM é muito
importante para a obtencao da maior eficacia possivel no controle do patdégeno, sem afetar
0 cogumelo e ao menor custo possivel. Ndo se observou crescimento micelial nas
microplacas até 72h de incubacéo (3 dias). Em funcdo disso, as primeiras observagdes de
crescimento micelial foram feitas a partir do periodo de 7 dias de incubacéo (Tabela 3),
de acordo com a metodologia descrita anteriormente.

O oleo essencial de L. cubeba foi 0 que apresentou os melhores resultados de CIM
e CFM, seguido por E. caryophyllus (folha), E. caryophyllus (cravo) e Cymbopogon
martinii, todos com uma CIM > 0,0312%. Para os dleos essenciais de O. vulgare e T.
vulgaris, observou-se a CIM no dobro da concentracdo. Apesar disso, esses resultados
representam uma eficiéncia maior em comparacao aos resultados de Santos et al. (2017),
cuja CIM observada foi de 0,8%. Geosel et al. (2014) testaram a concentracdo de 0,015%
do 6leo essencial de T. vulgaris, entretanto, essa concentragdo ndo foi suficiente para

inibir completamente o crescimento micelial do fungo.

Tabela 3. Resultados de CIM e CFM para os 0leos essenciais testados para o controle
das trés de L. fungicola (LTLO1, LTLO2 e LTLO3).

) CIM CFM
Oleos essenciais
7 dias 15 dias 5 dias

Cymbopogon winterianus >0,125%  >0,125% >0,25%
Cymbopogon martinii >0,0312% >0,0625% >0,125%
Eugenia caryophyllus >0,0312% >0,0625% >0,0625%
Eugenia caryophyllus folha >0,0312% >0,0312% >0,125%
Litsea cubeba >0,0156% >0,0156% >0,0312%
Mentha arvensis >0,125% >0,5% >0,5%
Origanum vulgare >0,0625% >0,0625% >0,0625%
Thymus vulgaris >0,0625% >0,125% >0,125%
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Os indices CIM/CFM sao extremamente importantes para a escolha das melhores
opcOes visando uma aplicacdo comercial dos déleos essenciais. Entretanto, junto com a
CIM/CFM, é necessario avaliar também o preco do produto comercial para definir o custo
relativo de cada produto. Para os 4 6leos com os melhores indices (L. cubeba, E.
caryophyllus— folha, E. caryophyllus e C. martinii), C. martinii foi o de maior custo no
mercado (R$1040,00 — 100 mL), seguido por E. caryophyllus (R$840,00), L. cubeba
(R$756.00) e E. caryophyllus — folha (R$567.00). E interessante observar que o 6leo de
E. caryophyllus — folha apresentou menor preco e menor CIM quando comparado com o

6leo de E. caryophyllus, apds 15 dias de incubac&o.

Considerando os precos observados no mercado brasileiro e os indices CIM/CFM
observados, os calculos mostraram que, apesar de ndo ser o 6leo mais barato, L. cubeba
apresentou o menor custo relativo, despontando como uma das principais opc¢oes para o
controle de L. fungicola. Entretanto, estudos futuros deverédo avaliar ainda a efetividade

deste 0leo nas condicdes de cultivo do cogumelo.

4. Conclusodes

Os resultados mostram que os 6leos essenciais testados tém acdo contra o L.
fungicola, dos 13 diferentes 6leos essenciais testados L. Cubeba foi o mais efetivo, com
CIM > 0,0156% e CFM > 0,0312%, seguido por E. caryophyllus e O. vulgare, com
valores de CIM e CFM > 0,0625%. Portanto, a maioria dos 6leos essenciais testados foi
efetiva contra L. fungicola e alguns deles podem ser utilizados como alternativas

eficientes para combater a doenca causada por este fungo.
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Resumo

A doenga da bolha seca é uma das doengas mais relevantes no cultivo de Agaricus
bisporus, causada pelo fungo Lecanicillium fungicola. Em funcdo da falta de
regulamentacdo do uso de pesticidas para a cultura no Brasil, tem-se buscado métodos
eficientes para o controle desta doenca. O controle biolégico pode ser uma alternativa,
entretanto, a eficacia desse controle depende da selecdo de cepas com propriedades
antagonistas. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito antagonista in
vitro de dois isolados de bactérias (Bacillus sp. - M17 e Bacillus sp. - M18), isoladas de
cogumelos champignon. Essas bactérias foram testadas sobre quatro isolados de L.
fungicola utilizando-se quatro métodos distintos: cultura pareada, patdgeno sobre o
antagonista, compostos volateis e compostos termoestaveis. Todos os métodos foram
comparados com o tratamento controle. Em todos os métodos, os dois isolados
bacterianos apresentaram atividade antagonista e, dentre os métodos testados, o que
apresentou maior porcentagem de inibicao foi o do patdégeno sobre o antagonista. Esses
resultados sugerem que os isolados bacterianos e seus efeitos antagénicos sobre L.
fungicola podem ser promissores no desenvolvimento de um produto comercial para o
controle biolégico de L. fungicola no cultivo do cogumelo A. bisporus, podendo tornar-
se uma alternativa ao uso dos pesticidas quimicos.

Palavras-chaves: Champignon, Cogumelo, Controle biologico, Doenca da bolha seca.
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Abstract

Dry bubble disease is one of the most relevant diseases in the cultivation of the button
mushroom (Agaricus bisporus) in Brazil, caused by Lecanicillium fungicola. Due to the
lack of regulation of the use of pesticides for mushroom cultivation in Brazil, efficient
methods have been sought to control this disease. Biological control may be an
alternative, however, the effectiveness of this control depends on the selection of strains
with antagonistic properties. In this context, the objective of this work was to evaluate the
antagonistic effect in vitro of two bacterial isolates (Bacillus sp. - M17 and Bacillus sp. -
M18), obtained from fresh button mushrooms. These bacteria were tested on four isolates
of L. fungicola using four different methods: paired culture, pathogen on the antagonist,
volatile compounds and thermostable compounds. All methods were compared with the
control treatment. In all methods, the two bacterial isolates showed antagonist activity
and, among the tested methods, the one with the highest percentage of inhibition was that
of the pathogen over the antagonist. These results suggest that bacterial isolates and their
antagonistic effects on L. fungicola may be promising in the development of a commercial
product for the biological control of L. fungicola in the cultivation of A. bisporus, and
may become an alternative to the use of chemicals pesticides.

Keys-words: Biological control, Button mushroom, Dry bubble disease, Mushroom.
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1. Introducéo

Os cogumelos sdo uma cultura alimentar de grande importancia para milhares de
pessoas em todo o planeta. O champignon (Agaricus bisporus) € um dos cogumelos mais
cultivados no mundo, sendo considerado um exemplo de producéo sustentavel, devido ao
fato de seu cultivo ser realizado em substratos produzidos a partir de residuos agricolas,

como palha de trigo, bagaco de cana e outros (Kertesz & Thai, 2018).

O cultivo normalmente ocorre em substrato organico obtido por um processo de
compostagem, seguido de pasteurizac¢do (Figueiredo & Dias, 2014). O composto assim
preparado é inoculado com o micélio de A. bisporus e incubado a temperatura ambiente
(~25 ° C) até a sua completa coloniza¢do. Ao composto colonizado, é adicionada uma
camada de cobertura, normalmente a base de solo ou turfa de musgo, para manter o
composto em condi¢fes ambientais ideais e para favorecer a produgdo de cogumelos
(Dias, 2010).

Existe uma ampla comunidade microbiana no substrato e na camada de cobertura,
que desempenham papel importante inclusive na inducédo da frutificacdo de A. bisporus
(McGee, 2018). Entretanto, essa microbiota pode abrigar também patégenos ou
microrganismos competidores, 0s quais podem trazer prejuizos na producdo. Por isso,
tanto o composto como a camada de cobertura passam por processos de pasteurizagao ou

desinfestacéo para eliminar esses microrganismos indesejaveis.

Entretanto, além do substrato de cultivo e da camada de cobertura, patdgenos
podem vir de outras fontes, inclusive veiculados por insetos vetores. Um desses patégenos
é o fungo Lecanicillium fungicola, causador da doenca da bolha seca. No Brasil ndo ha
pesticidas registrados pelo Ministério da Agricultura para o controle de pragas e doencas
no cultivo de cogumelos. Apesar disso, ha relatos de que produtos registrados para outras
culturas sejam utilizados no cultivo de cogumelos, em funcdo da falta de op¢des viaveis
(Zied et al., 2015). Os sintomas causados pela doenga da bolha seca variam desde
pequenas lesdes necréticas a cogumelos deformados, sendo que os sintomas e a gravidade
da doenca dependem do periodo da infec¢éo, o que impacta diretamente o nivel das perdas

econdmicas (Berendsen et al., 2010).

A utilizacdo de antagonistas naturais no combate de pragas ou doencas é uma

estratégia de grande potencial. Este tipo de abordagem favorece a producédo de alimentos
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mais saudaveis, além de minimizar problemas ambientais e de saude, normalmente
causados pela utilizagdo de pesticidas quimicos. Portanto, o controle biolégico deve ser
sempre considerado como uma das alternativas para substituir os agrotoxicos. Diversos
produtos a base de bactérias do género Bacillus ja foram disponibilizados para
comercializagcdo como pesticidas biolégicos. Biopesticidas a base de Bacillus ja sdo
utilizados em varios setores da agricultura convencional (Pérez-Garcia et al., 2011) e

podem, portanto, ser uma das opcOes para o cultivo de cogumelos no Brasil.

Dentro desse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antagonista
de dois isolados de Bacillus spp., obtidos a partir de cogumelos frescos de A. bisporus,

contra quatro diferentes cepas de L. fungicola por diferentes métodos.

2. Metodologia
2. 1 Obtencéao dos isolados de Lecanicillium fungicola

O isolado LTLO2 foi gentilmente cedido pela Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Campus Dracena. Os isolados (LTLO1 e LTLO03) de L. fungicola foram obtidos
a partir do isolamento de cogumelos A. bisporus com sintomas da doenca, coletados
diretamente do local de cultivo, localizado em Barbacena — Minas Gerais, Brasil. Para
realizar o isolamento a partir dos cogumelos foram selecionados aqueles com sintomas
tipicos da doenca, porém, ainda em bom estado fisiol6gico, para minimizar a presenca de
saprofitos. Os cogumelos foram acondicionados em sacos de papel e levados para o
laboratorio. Ap6s lavar os basidiocarpos em agua corrente para remocao das sujidades,
foram cortados fragmentos do basidiocarpo que apresentavam sintomas da doenga, cada
fragmento contendo uma parte afetada e uma parte sadia. Os fragmentos foram
submetidos ao procedimento de assepsia: 30 segundos em alcool 70%, posteriormente
um minuto em hipoclorito 2% e, por fim, lavados em agua destilada estéril por 3x e
transferidos para placa com papel filtro, com o intuito de remover o excesso de agua. Oito
fragmentos foram depositados equidistantes em placas de Petri contendo o meio de
cultura, sendo utilizados BDA e Extrato de Malte 2%, ambos contendo cloranfenicol
(0,05g/L) e estreptomicina (0,05g/L). As placas foram incubadas em B.O.D (Biochemical
Oxygen Demand) a 25°C. Em seguida, os isolados de L. fungicola foram purificados e a
identificacdo da especie foi confirmada por taxonomia cléssica e por sequenciamento da

regido ribossomal. O isolado LTLO4 foi isolado de cogumelos coletados de producao
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comercial da regido de Domingos Martins, Espirito Santo — Brasil, segundo a mesma
técnica de isolamento e a identificagao.

2.3 Obtencao de culturas monospdéricas de L. fungicola

Apo6s a confirmacdo da presenca das estruturas reprodutivas assexuadas, foi
preparada uma suspensdo de esporos em solucgéo salina 0,85% a partir de fragmentos da
colbnia. Apos diluigdes sucessivas e contagem em camara de Neubauer, uma aliquota de
0,1 mL foi transferida para placa com &gar-agar (20g de &gar/L) e espalhada com auxilio
de al¢a de Drigalsky. Com o auxilio de microscopio Optico, conidios que se encontravam
mais isolados foram transferidos unitariamente com auxilio de uma agulha para uma placa

contendo meio &gar malte.

2.4 ldentificacdo molecular

A massa micelial do fungo foi obtida em meio caldo malte 2%, inoculado com
uma suspenséo de conidios (10° mlI™%), e incubado por 5 dias a 25° C, sob agitacéo de 100
RPM. A massa micelial foi filtrada e lavada com agua destilada. A extracdo de DNA foi
realizada com utilizagdo do Kit Wizard Genomic DNA (Promega), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O DNA extraido foi utilizado para amplificacdo da regido
ribossomal, utilizando-se como iniciadores 0s primers ITS5 5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3°) e ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC?3’)
(White et al., 1990).

2.5 Isolamento de bactérias a partir de basidiocarpos de A. bisporus

As amostras foram obtidas de local de cultivo de champignon, no municipio de
Andradas — MG, sendo transportadas a temperatura ambiente até o laboratorio. Foram
selecionados cogumelos com sintomas causados por L. fungicola. As amostras foram
armazenadas em camara fria (4-8° C) até o momento do processamento. Para o isolamento
de bacterias a partir do basidiocarpo, foram cortados fragmentos com partes sadias e
acometidas pela doenga, esses fragmentos foram depositados de forma equidistante em

placas de Petri com os meios Agar Nutriente e BDA. Parte das amostras foi submetida ao
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procedimento de assepsia, conforme descrito no item 2.1, enquanto que outra parte foi
transferida direto para as placas, as quais foram incubadas em B.O.D a 25°C.

Posteriormente, os isolados foram submetidos a purificacdo e identificagéo.

Os isolados bacterianos que passaram previamente pelas técnicas de identificacdo
fenotipica, posteriormente foram identificados utilizando-se um sistema Matrix Assisted
Laser Desorption/lonisation - Time Of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)
(Microflex-Bruker Daltonik/ BioTyper™). Uma cepa de Escherichia coli K12 foi
utilizada como padrdo para calibracdo externa do equipamento, de acordo com a
metodologia proposta por Lima-Neto et al. (2014), sendo que as células foram cultivadas

em meio agar nutriente por 18h a 25°C.

2.6 Métodos de avaliacdo de atividade antagonista

Apos a identificacdo, foram selecionados dois isolados de Bacillus spp. para
avaliar a atividade antagonista sobre L. fungicola. Quatro métodos de avaliacdo foram
utilizados, de acordo com Sobrinho et al. (2018) com modifica¢Ges. No primeiro método,
utilizou-se a técnica de cultura pareada. Nesta técnica, um disco de BDA de 9 mm de
diametro, colonizado pelo fungo L. fungicola, foi colocado a 1,5 cm de distancia da borda
esquerda de uma placa de Petri de 9 cm de didmetro, contendo 20 mL de meio BDA e,
com o auxilio de uma alca de inoculacdo, uma estria simples da cepa de Bacillus sp. foi

feita do lado direito, a 1,5 cm de distancia da borda da placa.

Um segundo método consistiu no cultivo do patdgeno sobre a cultura do
antagonista. Para isto, uma placa de Petri com meio BDA foi estriada com Bacillus sp., e
imediatamente um disco de 9 mm de meio BDA, colonizado por L. fungicola foi

transferido para o centro da placa de Petri.

Em um terceiro método, avaliou-se a inibig&o do crescimento de L. fungicola por
meio da producdo de metabdlitos termoestaveis por Bacillus sp. Para tanto, placas de
Petri, contendo 20 mL de meio BDA, foram estriadas com Bacillus sp. e incubadas em
camara de B.O.D a 25°C por 48 horas, no escuro. Apés este periodo as placas foram
autoclavadas a 121 °C por 15 minutos e em seguida acondicionadas em camara de fluxo

laminar para solidificacdo do meio em ambiente asseptico. Apos a solidificacdo do meio,
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discos de meio BDA colonizados por L. fungicola foram colocados no centro das placas

para posterior avaliacdo do crescimento.

No quarto método, a atividade antagonista foi avaliada por meio da produgéo de
metabdlitos volateis. Este método consistiu na sobreposicao de bases de placas de Petri,
contendo meio BDA, inoculado com discos de meio BDA, medindo 9 mm de didmetro,
colonizado por L. fungicola, sobre bases de placas de Petri, contendo meio BDA, estriado
com Bacillus sp. Como tratamento controle, discos de meio BDA, colonizados pelos
isolados de L. fungicola, foram adicionados no centro de placas de Petri contendo apenas
meio BDA.

Todos os tratamentos foram incubados escuro a temperatura constante de 25 °C.
A avaliacdo consistiu em medir, com o auxilio de paquimetro digital, o didmetro médio
das coldnias de L. fungicola, 15 dias ap0s as inoculacgdes, periodo em que, um dos isolados
no tratamento controle, atingiu o crescimento total na placa. O diametro das col6nias foi
registrado a cada 48h. O tamanho da coldnia de cada amostra teste foi comparado com a
dimensdo dos controles. Os resultados foram expressos em termos de tamanho do
didametro do halo do crescimento microbiano. A porcentagem de inibicdo do nimero de
colénias (PI) foi calculada conforme Billerbeck et al. (2001), de acordo com a equacao:
PI1=(C-T/C-9)x100, sendo: C = didmetro médio do micélio no controle; T= didmetro

médio do micélio no tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
arranjo fatorial 4x5 (quatro isolados de L. fungicola, quatro métodos de avaliacdo do
antagonismo + um tratamento controle) com cinco repeticdes. As varidveis obtidas nos
testes foram analisadas por meio do programa estatistico SISVAR®, com andlise de
variancia e comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia
(Ferreira, 2014).

3. Resultados e discusséo

Dos 28 isolados bacterianos obtidos, foi possivel fazer identificacdo apenas dos
géneros, sendo todos identificados como pertencentes aos géneros Pseudomonas e
Bacillus. Para o presente trabalho, foram utilizados apenas os isolados de Bacillus. De

acordo com os resultados obtidos, foram observadas diferengas significativas tanto entre
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as cepas, como para 0os métodos de avalia¢do e ainda uma interacdo entre cepas e métodos.
O crescimento micelial das quatros cepas de L. fungicola testadas foram inibidas
significativamente pelas duas cepas de Bacillus sp, quando comparadas ao tratamento
controle (Tabela 1).

Tabela 1. Diametro médio de crescimento micelial (DM) e porcentagem de inibicao (PI)

das diferentes cepas de L. fungicola, submetidos a diferentes métodos de antagonismo de
diferentes cepas de Bacillus sp.

Patogeno
Controle Cultura sobre o Compostos  Compostos

Pareada - volateis Termoestaveis
Antagonista

DM DM Pl DM Pl DM Pl DM Pl

Antagonista  Fungo (mm)  (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)

01 66 383 41b 218 72a 335 50b 168  8la
Bacillus sp. 02 63 398 40b 141 87a 32,1 b54b 185 79
(M17) 03 78 40,3 51b 15 88a 351 58 268 7la
04 65 36 48b 115 92a 36,8 46b 21 75a

CVv=16,80
01 66 355 46c 223 71b 34,1 49c 21 74b
Bacillus sp. 02 63 27,1 63c 131 89 45 31lc 206 75b
(M18) 03 78 388 53¢ 131 9la 435 46c 241 75b
04 65 36,3  47c 0 100a 32,3 54c 20,5 76b

CV=16,53

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. (DM: didmetro médio,
Pl: porcentagem de inibig&o).

O método de antagonismo em que as cepas de Bacillus sp. promoveram as maiores
porcentagens de inibicdo do crescimento micelial dos isolados de L. fungicola foi:
Patdgeno sobre o Antagonista, a cepa Bacillus sp. (M17) apresentou inibicdo entre 72 e
92%, a cepa Bacillus sp. (M18) apresentou inibi¢do de 71 a 100%, como apresentado na

Figura 1.
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Figura 1. Antagonismo pelo método de patdgeno sobre o antagonista entre cepas de
Bacillus sp. (M17) (placas 5, 6, 7 e 8), e Bacillus sp. (M18) (placas 9, 10, 11 e 12) sobre
diferentes cepas de L. fungicola: LTLO1 (placas 1, 5e9), LTLO2 (placas 2,6 e 10), LTL03
(placas 3,7 e 11) e LTLO4 (placas 4, 8 e 12), como Controle (placas 1, 2, 3 e 4).

O objetivo deste trabalho era avaliar o efeito inibitério de Bacillus contra L.
fungicola, entretanto, observou-se um efeito inibitério reciproco. E possivel observar a
inibicdo do crescimento micelial de L. fungicola pelas duas cepas de Bacillus, uma vez
que as culturas fungicas ndo conseguiram crescer sendao apenas alguns milimetros. Para
LTLO4, observou-se uma inibicdo mais severa, uma vez que o crescimento do fungo
restringiu-se praticamente ao disco inoculado na placa. LTLO1 foi a cepa de L. fungicola
que apresentou maior crescimento micelial, entretanto, a inibicdo do crescimento micelial
é bastante evidente, quando comparado ao controle. N&o se observou diferencas entre as
duas cepas de Bacillus, uma vez que os fungos apresentaram o mesmo padrdo de
crescimento na presenca das duas cepas bacterianas. Além do efeito inibitorio das
bactérias sobre L. fungicola, ficou muito claro também que este fungo produz metabélitos
que inibem o crescimento das culturas de Bacillus utilizadas neste trabalho. Entretanto,
este efeito foi observado apenas para as cepas LTLOL1 e LTLO4 de L. fungicola. Além
disso, observou-se que o halo de inibigdo foi maior para a cepa M17 em comparagdo a
cepa M18 de Bacillus. E interessante observar que, para L. fungicola LTLO04, para o qual
o crescimento micelial foi minimo, o halo de inibic&o sobre a foi evidente. Isso demonstra
gue uma elevada atividade metabdlica de antagonismo a bactéria, sendo possivel que 0s
metabolitos inibitdrios vieram do disco inoculado na placa, uma vez que o crescimento

micelial foi quase nulo. Considerando que esses organismos estdo presentes naturalmente
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no solo, é natural que ambos tenham desenvolvido mecanismos de antagonismo entre si.
Por isso, 0 solo é uma fonte comum na busca de novos microrganismos produtores de
metabolitos de potencial farmacéutico. Neste contexto, a cepa LTL04 poderia ser melhor
avaliada com respeito a producdo destes metabolitos para o controle de outros
microrganismos, em especial para o controle de doengas do solo que acometem o sistema

radicular das plantas.

O segundo método que permitiu observar maior porcentagem de inibicdo das
diferentes cepas de L. fungicola foi o método de utilizacdo de compostos termoestaveis.
De acordo com este método, observou-se que Bacillus sp. M17 apresentou inibicdo entre
71 e 81% sobre L. fungicola, enquanto que, para a cepa M18, este efeito variou de 74 a
76% (Figura 2). Apesar desses resultados serem muito interessantes, novos ensaios
deverdo ser conduzidos utilizando culturas liquidas, as quais, apds a autoclavagem
possam ser purificadas e aplicadas em meios de cultivo novos, para evitar a interferéncia
de outros fatores, uma vez um meio de cultura sélido autoclavado, pode ter sofrido muitas

alteracdes, tornando o cultivo do fungo inviavel.

Figura 2. Antagonismo pelo método de compostos termoestaveis entre cepas de Bacillus
sp. (M17) (placas 5, 6, 7 e 8), e Bacillus sp. (M18) (placas 9, 10, 11 e 12) sobre diferentes
cepas de L. fungicola: LTLO1 (placas 1,5¢€9), LTLO2 (placas 2,6 e 10), LTLO3 (placas
3,7e11) e LTLO4 (placas 4, 8 e 12), como Controle (placas 1, 2, 3 e 4).

O método de antagonismo por culturas pareadas apresentou inibicdo de 40 a 51%
para a cepa Bacillus sp. (M17), enquanto que a cepa Bacillus sp. (M18) apresentou
inibicdo entre 46 e 63% sobre L. fungicola (Figura 3).
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Figura 3. Antagonismo pelo método de cultura pareada entre cepas de Bacillus sp. (M17)
(placas 5, 6, 7 e 8), e Bacillus sp. (M18) (placas 9, 10, 11 e 12) sobre diferentes cepas de
L. fungicola: LTLO1 (placas 1,5e9), LTLO2 (placas 2,6 e 10), LTLO3 (placas 3,7 e 11)
e LTLO4 (placas 4, 8 e 12), como Controle (placas 1, 2, 3 e 4).

A inibicdo encontrada pelo método de compostos volateis sobre as diferentes
cepas de L. fungicola para Bacillus sp. (M17) variou entre 46 e 58% e os valores

encontrados para Bacillus sp. (M18) foi entre 31 e 54% (Figura 4).

Figura 4. Antagonismo pelo método de compostos volateis entre cepas de Bacillus sp.
(M17) (placas 5, 6, 7 e 8) e Bacillus sp. (M18) (placas 9, 10, 11 e 12) sobre diferentes
cepas de L. fungicola: LTLO1 (placas 1,5 e 9), LTLO2 (placas 2,6 e 10), LTLO3 (placas
3,7e11) e LTLO4 (placas 4, 8 e 12), como Controle (placas 1, 2, 3 e 4).
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As quatros cepas de L. fungicola tiveram seu crescimento micelial inibido pelas
duas cepas de Bacillus sp. Em todos os métodos testados, a porcentagem de inibicao
variou em funcdo do método utilizado e das cepas tanto de fungos como de bacterias. Os
resultados obtidos demonstram a acdo antagonista de Bacillus sp. sobre o fungo L.
fungicola, concordando com os resultados de Stanojevi¢ et al. (2019). Os autores
avaliaram 33 cepas de Bacillus spp. isoladas do substrato de cogumelos, através do
método de cultura pareada e encontraram porcentagem de inibicdo variando de 32 a 88%.
Segundo os autores, apesar das variacdes, todas as cepas testadas apresentaram algum
efeito de inibi¢do do crescimento do patdgeno. Riahi, Hashemi, e Sharifi, (2012), também
testaram trés bactérias isoladas de substrato de cogumelos quanto ao seu efeito antagdnico
sobre o crescimento de L. fungicola, e observaram que cepas de Bacillus sp. apresentaram

efeito inibitério que variou entre 55 a 61%.

Dentre os métodos avaliados, o que mostrou maior inibicdo das cepas de L.
fungicola foi 0 método do patdgeno sobre o antagonista, sendo que Bacillus sp. (M18)
apresentou 100% de inibigcdo sobre L. fungicola LTLO4. Vérios estudos relataram a
atividade antagonista de cepas de Bacillus sp. isoladas de cogumelos e substrato de A.
bisporus sobre fungos patogénicos (Liu et al.; 2015; Milijasevi¢-Mar¢i¢ et al., 2017;
Stanojevic et al., 2016).

De acordo com o teste de antagonismo pelo método de compostos termoestaveis,
0s metabolitos produzidos pelas duas cepas de Bacillus sp. sobreviveram ao processo de
autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Considerando que estes compostos mantiveram
as suas propriedades antifingicas, os mesmos podem ser considerados metabdlitos
termoestaveis. Esta propriedade é muito importante para o desenvolvimento de um

produto natural, porém, sem a presenca das células microbianas.

As bactérias naturalmente fazem parte dos diferentes estagios de desenvolvimento
dos cogumelos, auxiliando na degradacdo do substrato, produzindo metabdlitos
importantes para a nutricdo do cogumelo e auxiliando na indugdo da frutificagdo dos
cogumelos. Conhecer a dindmica, funcionalidade e a estrutura do microbioma dos
cogumelos sdo ferramentas que auxiliam na melhoria dos métodos de cultivo e producéo.
O conhecimento de todas essas interacdes ecoldgicas € importante para a sele¢do de novos
agentes de biocontrole de pragas e doengas no cultivo de cogumelos, com o potencial de

substituir agrotdxicos extensivamente utilizados (Carrasco & Preston, 2019).

59



4. Concluséao

As duas cepas de Bacillus sp isoladas de cogumelos A. bisporus apresentaram
atividade antifangica sobre as quatro cepas de L. fungicola. A cepa de Bacillus sp. com
maior porcentagem de inibicdo foi a M18. Além disso, observou-se também que duas

cepas de L. fungicola apresentaram atividade de inibicdo sobre as duas cepas de Bacillus

sp.
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Resumo

Os surfactantes sao substancias muito utilizadas no preparo de suspensdes de esporos, em
especial, de fungos ascomicetos. Dentre esses estudos, estdo aqueles que avaliam o0 uso
de compostos antifungicos. Entretanto, esses compostos, além de bons dispersantes,
podem apresentar também um efeito inibitério sinérgico ou adicional ao efeito dos
antifungicos testados sobre a germinacdo dos esporos ou sobre o crescimento micelial.
Por isso, € vital que se avalie esse tipo de efeito antes da sua utilizacdo neste tipo de
ensaio. O fungo Lecanicillium fungicola é o agente causador da doenca da bolha seca,
que acomete o cultivo do cogumelo Agaricus bisporus. Além do preparo da suspenséo de
esporos, os surfactantes sdo utilizados na solubilizacdo ou preparo de emulsGes de 6leos
essenciais testados no controle de L. fungicola. O objetivo desse estudo foi avaliar a
influéncia do DMSO (solvente e surfactante fraco) e dois surfactantes (Tween 80 e Triton
X-100) nas concentracdes de 0,5 e 1%, sobre o crescimento micelial de L. fungicola e A.
bisporus. Para DMSO, ndo se observou alteragdes visuais nas col6nias para as duas
espéecies. Tween 80 afetou o crescimento micelial, fazendo com que as colbnias
crescessem menos, quando comparadas com o controle, além de alterar o aspecto da
colbnia para ambas as espécies. Triton X-100 apresentou efeito inibitério ainda maior
sobre o crescimento das duas espécies fungicas, afetando consideravelmente tanto o
tamanho como a morfologia da col6nia. Anélises de microscopia eletrénica de varredura
permitiram observar que os surfactantes alteraram as estruturas e os aspectos das hifas de
ambos os fungos e no caso do L. fungicola também afetam a quantidade e aspecto dos
esporos.

Palavras-chaves: DMSO, Triton x-100, Tween 80, doenga da bolha seca, champignon,
MEV.
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Abstract

Surfactants are substances widely used in the preparation of suspensions of spores,
especially of ascomycete fungi. Among these studies are those that evaluate the use of
antifungal compounds. However, these compounds, in addition to being good dispersants,
may also have a synergistic or additional inhibitory effect to the action of the tested
antifungals on spore germination or mycelial growth. Therefore, it is vital to evaluate this
type of effect before its use in this type of test. The fungus Lecanicillium fungicola is the
causative agent of dry bubble disease, which affects the cultivation of the button
mushrooms (Agaricus bisporus). In addition to preparing the spore suspension,
surfactants are used in the solubilization or preparation of essential oil emulsions tested
in the control of L. fungicola. The aim of this study was to evaluate the influence DMSO
(solvent and a weak surfactant) and two surfactants: (Tween 80 and Triton X-100) at the
concentrations of 0.5 and 1%, on the mycelial growth of L. fungicola and A. bisporus. For
DMSO, no visual changes were observed in the colonies for both species. Tween 80
affected mycelial growth, causing colonies to grow less when compared to control, in
addition to changing the morphology of the colony for both species. Triton X-100 showed
an even greater inhibitory effect on the growth of the two fungal species, considerably
affecting both the size and the morphology of the colony. Scanning electron microscopy
analysis showed that surfactants alter the structures and aspects of the hyphae of both
fungi and in the case of L. fungicola they also affect the quantity and aspect of the spores.

Key-words: DMSO, Triton x-100, Tween 80, dry bubble disease, button mushroom
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1. Introducéo

Um dos maiores problemas econémicos no cultivo do cogumelo Agaricus
bisporus no Brasil é a doenca da bolha seca, causada pelo fungo L. fungicola !, cujos
sintomas sdo a formacdo de massas de tecidos indiferenciados nos cogumelos,
comprometendo a sua qualidade 23. Dentro dessa problematica, tem se buscado
alternativas para o controle deste e de outros patdgenos no cultivo de cogumelos no Brasil.
Neste contexto, 0 uso dos 6leos essenciais tem-se mostrado uma alternativa promissora,
entretanto, ainda sdo necessarios estudos para entender a interacdo patégeno-hospedeiro.
Para isto, 0s ensaios com 0s 6leos essenciais requerem a utilizacdo de surfactantes, os
quais permitem o preparo de emulsées com as concentracdes desejadas de cada tipo de

6leo essencial 48,

Os surfactantes sdo moléculas com capacidade para reduzir a tensdo superficial
entre diferentes tipos de liquidos ou entre liquidos e s6lidos ‘. Surfactantes sio compostos
caracterizados por duas regides, sendo uma de natureza polar (hidrofilica) e, outra, de
natureza apolar (hidrofobica). Esta caracteristica torna os surfactantes substancias
anfipaticas, ou seja, possuem a capacidade de interagir em meios com polaridades
diferentes 8°. Por isso, os surfactantes sdo utilizados para homogeneizar soluges com

caracteristicas distintas, como em mistura de solucdes aquosas e oleosas.

Devido as suas caracteristicas, os surfactantes sdo muito utilizados no preparo de
suspensdes de conidios. Tanto esporos como hifas aéreas sdo conhecidos por
apresentarem uma superficie hidrodofébica, conferida por proteinas hidrofobinas %12,
Essa caracteristica dificulta a dispersdo dos conidios ou outros tipos de esporos em
suspensdes aquosas, requerendo, por isso, a utilizacdo dos surfactantes. Entretanto, um
problema que deve ser considerado é o efeito inibitdrio que os surfactantes podem
apresentar sobre a germinagdo, o que pode ser influenciado tanto pelo tipo como pela
concentragdo do surfactante utilizado 23, Na verdade, a agfo antimicrobiana dos
surfactantes ja é bem documentada 8 e, por isso, deve-se sempre levar em conta o seu
possivel efeito inibitorio sobre as espécies fungicas em estudo. Neste contexto, o efeito
do surfactante pode ocorrer em dois momentos distintos. No primeiro momento, o efeito

inibitdrio ocorre diretamente quando o mesmo ¢é utilizado para o preparo da suspenséo de
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conidios do patdgeno, podendo afetar, portanto, a sua viabilidade. No segundo momento,
o efeito inibitério pode ocorrer de forma sinergética ou adicional, quando utilizado para
o0 preparo da emulsdo do 06leo essencial utilizado nos ensaios para o controle do patdgeno.
Portanto, é importante conhecer o efeito do surfactante sobre a germinacéo dos conidios
ou sobre o crescimento micelial do patdgeno, para evitar que os resultados de inibi¢do do
surfactante sejam confundidos com a acdo inibitoria do agente de controle propriamente,

neste caso, o 6leo essencial.

Tween 80 é um emulsificante ndo i6nico amplamente utilizado em produtos
cosméticos, farmacéuticos e alimentos **. E frequentemente incluido em experimentos de
laboratdrio, especialmente em combinacdo com solucdo salina para o preparo de

suspensdes de conidios e enddsporos bacterianos 2.

Triton X-100 é um detergente ndo iénico, sendo um dos agentes mais utilizados
para solubilizar biomembranas. Este detergente interage com a membrana e a camada
lipidica, desencadeando a permeabilizacdo e quebra de tensdo da mesma °. O Triton X-
100 € um detergente relativamente suave quando comparado com outros surfactantes.
Pelo fato de ndo ser um detergente desnaturante, pode ser utilizado em varias
metodologias para extracdo de acidos nucléicos, proteinas e organelas. Entretanto, o fato
de ser utilizado para lisar células ou permeabilizar membranas 1°, significa também que,
quando utilizado na composicdo da suspensdo de esporos, o Triton X-100 pode também

ter um efeito adverso.

O DMSO (Dimethyl Sulfoxide) é um composto organico com propriedades
solventes, além de ser considerado um surfactante fraco, utilizado como crioprotetor em
suspensdes de esporos de fungos. O DMSO ¢ usado também no preparo de solugcbes de
drogas utilizadas nos ensaios de controle de fungos dermatofitos. Esses estudos
permitiram observar que o0 DMSO pode apresentar um efeito sinergistico com as drogas
testadas contra os fungos, em baixas concentracdes, ou até mesmo um efeito inibitorio
acentuado quando utilizado na concentracio de 10% ’. Trata-se de um composto que
penetra facilmente nas membranas celulares, pele e mucosa. Por isso, pode atuar como
um intensificador de penetracdo e aumentar a penetracdo transmembranar de antifungicos
e outros compostos 8. Como um solvente, 0 DMSO pode ser utilizado também na

aplicacdo de oleos essenciais como antiflngicos. Entretanto, considerando que este
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produto apresenta acdo antifingica contra dermatofitos, além de bactérias 1”8, é muito
importante avaliar o seu efeito também sobre L. fungicola e A. bisporus.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito destas substancias sobre o
crescimento micelial dos fungos L. fungicola e A. bisporus, além das possiveis acdes

sinergisticas destes com os 6leos essenciais.

2. Metodologia

2.1 Microrganismos utilizados

Os isolados de L. fungicola e A. bisporus foram obtidos, conforme descrito por
Lee et al. (2020). Trés isolados de L. fungicola foram utilizados (LF-LTLO1, LF-LTL02
e LF-LTLO03), obtidos de regibes de cultivo diferentes. Duas cepas de A. bisporus foram
utilizadas, sendo da variedade Champignon (ABI-LTL-01 e ABI-LTLO02) e outra da
variedade Portobello (PB-LTLO1), oriundas de cultivo na cidade de Oliveira — Minas

Gerais, Brasil.

2.2 Avaliacao do efeito dos surfactantes no crescimento micelial dos fungos

L. fungicola e A. bisporus foram cultivados em placas de Petri contendo meio
BDA por 10 dias a 25+0,5°C e, quando necessario, as culturas foram mantidas em
refrigerador a 4°C. Avaliou-se o crescimento micelial das duas espécies em BDA com
DMSO (dimetilsulfoxido) e os surfactantes Tween 80, e Triton X-100, nas concentragdes
de 0,5 e 1%. Cada surfactante foi adicionado ao meio BDA nas suas respectivas
concentracdes e autoclavados a 121° C por 20 minutos. Como controle, foram utilizadas
placas que continham apenas meio BDA. A inoculacdo foi efetuada com palitos de
madeira estéreis por meio de simples picada, transferindo-se esporos e fragmentos de
micélio para o ponto central das placas. Apos inoculacdo, as placas foram incubadas em
camara B.O.D a 25+0,5°C, por 10 dias, no escuro. O experimento foi conduzido em

delineamento inteiramente casualizado, com 5 repeticoes.

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada com um paquimetro digital,
fazendo-se duas medidas do diametro das col6nias a cada 48 horas, com os dois eixos

cruzando-se a 90° e previamente marcados na face externa do fundo da placa de Petri. O
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didametro da colbnia de cada tratamento teste foi comparado com a dimensdo dos
controles. A porcentagem de inibicdo (Pl) do crescimento micelial causada pelo
surfactante foi calculada conforme Billerbeck et al. (2001): P1: (A-B/A)x100, sendo: A

= diametro médio da coldnia no controle; B = didametro médio da colbnia no tratamento.

2.4 Andlise da ultraestrutura por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a obtencdo das amostras, foram utilizadas culturas fangicas crescidas em
meio com os surfactantes a 0,5%. As amostras consistiram em discos miceliais (7 mm),
0s quais foram imersos em solucdo fixadora (Karnovsky's modificado) pH 7,2 e
armazenados a 4°C por 24h. Apo0s este periodo, seguiu-se o protocolo descrito por
Bozzola e Russell (1999), com algumas modificacfes. As amostras foram lavadas por
trés vezes em &gua destilada e em seguida desidratadas em gradiente crescente de acetona
(25, 50, 75, 90%), por 10 minutos cada etapa e 100% (por trés vezes no mesmo tempo).
Em seguida, o material foi levado ao aparelho de ponto critico Bal-Tec (Balzers,
Liechtenstein) modelo CPD 030, para substituicdo da acetona por CO,. Para completar a
secagem, o0s espécimes obtidos foram montados em stubs (suportes de aluminio, cobertos
com uma camada de papel aluminio e fixados com fita dupla face de carbono) e cobertos
com ouro em evaporador Bal-Tec (Balzers, Liechtenstein) modelo SCD 050, para
observacdo em microscopio eletrénico de varredura, modelo Evo® 40 VP (Carl Zeiss,

Oberkochen, Germany).

2.5 Analise estatistica

As variaveis obtidas nos testes foram analisadas por meio do programa estatistico
SISVAR®, com anélise de variancia e comparacio de médias pelo teste de Scott-Knott a

5% de significancia.
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3. Resultados e discussao

3.1 Influéncia dos surfactantes no crescimento micelial de Lecanicillium fungicola

Houve efeito significativo dos compostos testados, para o tempo de incubacéo,
assim como para a interacdo (surfactante x tempo), indicando que o crescimento de L.
fungicola na presenca dos surfactantes depende da interacao entre a concentracao aplicada
e 0 tempo de incubacédo do fungo.

Para os trés isolados de L. fungicola, DMSO e Tween 80, ambos a 1%, permitiram
crescimento micelial idéntico ao controle, enquanto que, na presenca de Triton X-100, o
crescimento micelial de todos os isolados foi intensamente inibido (Tabela 1; Figura 1A).
Portanto, Triton X-100 ndo deve ser usado para o preparo de suspensdes de esporos de L.
fungicola. E importante destacar que, para DMSO e Tween 80, observou-se um
crescimento micelial menor quando utilizou-se a concentragdo de 0,5%. Para Triton X-
100 ndo se observou o mesmo efeito, uma vez que as diferencas entre as duas
concentracdes ndo foram significativas. Esses resultados podem indicar, portanto, um
efeito de estimulo do crescimento na concentracdo de 1%, entretanto, é algo dificil de
explicar, o que requer a confirmacdo dos resultados. Além do crescimento micelial,
observou-se uma alteracdo na morfologia da colénia de L. fungicola na presenca de
Tween 80 0,5% (Figura 1D). Efeito semelhante foi observado por Hamzah et al. (2018)
sobre Aspergillus brasiliensis, porém, com Triton X-100. Este €, portanto, um importante
aspecto que merece ser melhor estudado.

O dimetilsulféxido (DMSO) é um composto considerado simples, mas
considerado adequado para solubilizar agentes terapéuticos ou outros que ndo sdo
sollveis em agua pura. Além disso, o0 DMSO apresenta caracteristicas consideradas
particularmente importantes como penetracdo rapida e, consequentemente, maior
penetracdo de outras substancias nas membranas bioldgicas; eliminacao de radicais livres;
efeitos na coagulacdo; etc. A toxicidade sisttmica do DMSO ¢é considerada baixa.
Combinagbes de DMSO com outros agentes toxicos provavelmente constituem seu maior
potencial toxico 22. Além de ser um solvente importante, 0 DMSO também apresenta
propriedades terapéuticas e é amplamente utilizado para tratar injarias, desde

manifestaces cutaneas a infecgdes como as do trato urinario 22,
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Figura 1. Crescimento micelial de L. fungicola, cepas: A) (LF-LTLO01); B) L (LF-LTLO02)
e C) (LF-LTLO3) sobre a influéncia de diferentes surfactantes e solvente. D) Fotografia
de placas mostrando a influéncia dos surfactantes em diferentes concentragdes no
crescimento micelial do fungo L. fungicola. (A: Controle; B: DMSO 1%; C: Tween 80
1%; D: Triton X-100 1%; E: DMSO 0,5%; F: Tween 80 0,5% e G: Triton X-100 0,5%).

Tabela 1. Crescimento micelial (mm) das diferentes cepas de L. fungicola sob diferentes
concentracOes dos surfactantes e solvente testados ap6s 10 dias de avaliacéo.

DMSO DMSO Tween Tween  Triton X- Triton X-

Cepas  Controle " 5o, 1%  8005% 801% 10005% 100 1%

LF-
LTLO1
LF-
LTLO2
LF-
LTLO3
CV:4,91%
*Letras iguais mailsculas nas colunas demonstra serem estatisticamente semelhantes
entre as diferentes cepas. Letras mindsculas nas linhas demonstra serem estatisticamente
iguais a cepa sob diferentes surfactantes (Scott-Knott 5%)

92Aa 80,2Bb  92Aa 59,9Dc 92Aa 32,3Ed 28Ed
92Aa 71,5Cc  92Aa 80,5Bb 92Aa 28,7Ed 31,2Ed

92Aa  61,7Db  92Aa  67,3Cb 92Aa 26,9Ec 28,3Ec
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No estudo desenvolvido por Reese e Maguire (1969), utilizando surfactantes
como estimulantes de producdo de enzimas, todos os diferentes sistemas enzimaticos
responderam de forma favoravel ao Tween 80. Segundo os autores, o surfactante altera a
permeabilidade da célula, indicando que eles promovem a entrada e saida de compostos.
Animais, anfibios e larvas apresentam maior resposta ao composto ativo na presenca de
surfactantes. Além disso, os surfactantes podem também alterar as caracteristicas
fenotipicas dos fungos. Tween 80 foi associado a um aumento da biomassa fungica e de
atividade enzimatica em Penicillium simplicissimum. Entretanto, o efeito sobre o
crescimento ou metabolismo do fungo pode variar de acordo com o tipo de surfactante.
Garon et al. (2002), por exemplo, observaram que o Triton X-100 foi mais toxico que o
Tween 80, apesar de ambos serem utilizados para fungos. Segundo os autores a baixa
tolerancia ao surfactante pode estar relacionada as interacGes fisico-quimicas entre as
estruturas fangicas, tais como membrana plasmatica e parede celular, com o surfactante.
Porém, esse tipo de efeito varia ndo apenas de um surfactante para outro, mas também de
espécie para espécie, sendo que, as vezes, as variacdes ocorrem dentro do mesmo género.
Em outro estudo observou-se um crescimento superior de Lecanicillium lecanii na
presenca de Triton X-100, quando comparado com o crescimento na presenca de Tween
80'°. Para o presente trabalho, com Lecanicillium fungicola, Triton X-100 apresentou o
maior efeito inibitorio sobre o crescimento fungico, com um didmetro de coldnia inferior
a 50% quando comparado com o controle. Esses resultados corroboram, portanto, a
assertiva anterior de que efeito do surfactante depende muito da espécie de fungo
estudada, o que tem sido demonstrado também em outros estudos, inclusive para o Tween
80 14, Isto torna necessario fazer novos ensaios sempre que se trabalha com novas espécies

de fungos ou com novos surfactantes.

Amostras de L. fungicola cultivadas em meio com surfactante na concentragdo de
0,5% foram submetidas a analise em microscopio eletrdnico de varredura (Figura 2). As
imagens obtidas mostram as diferencas causadas pelos surfactantes na morfologia das
hifas de L. fungicola, quando comparadas ao controle. De modo geral, observa-se no
controle hifas mais homogéneas, com textura lisa e diametro uniforme, enquanto que, nos
tratamentos com surfactantes, observa-se hifas deformadas, com rugosidade, mais

emaranhadas e organizas de forma mais indefinida.
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Figura 2. Eletromicrografias de varredura das hifas de L. fungicola apds cultivo na
presenca dos surfactantes. A: Controle, B: Tween 80, C: DMSO e D: Triton X-100.

3.3 Efeito dos surfactantes sobre o crescimento micelial de Agaricus bisporus

Os surfactantes apresentaram um efeito mais acentuado sobre A. bisporus, em
comparacao a L. fungicola (Tabela 2, Figura 3). O aspecto mais importante foi que, além
do Triton X-100, o qual inibiu completamente o crescimento do fungo, observou-se
também que Tween 80 apresentou um forte efeito inibitorio, reduzindo em mais de 50%
o diametro da col6nia. Portanto, o Gnico composto que permitiu um crescimento micelial
préximo ao controle foi o DMSO. O segundo aspecto importante observado foi que ndo
houve diferencga significativa entre as concentragdes dos surfactantes, inclusive DMSO.
E, por fim, também ndo se observou diferencas significativas entre as cepas de A.
bisporus, ao contrario do que se observou para L. fungicola.

Com base no exposto acima, pode-se dizer que, para 0s experimentos com A.
bisporus, dentre os surfactantes testados, o Unico que pode ser utilizado para o preparo
das emulsdes de 6leos essenciais ¢ 0 DMSO, uma vez que 0s demais apresentaram efeito
inibitério evidente sobre o fungo. Estes resultados sdo extremamente importantes para

este tipo de ensaio, uma vez que o interesse foi avaliar o efeito inibitorio dos 6leos
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essenciais sobre o patdgeno L. fungicola. Para isto, é vital que nem o 6leo essencial e nem

o0 surfactante utilizado para o seu preparo, apresentem qualquer efeito negativo sobre o

cogumelo cultivado. Além disso, considerando que, posteriormente aos testes “in vitro”,

serdo realizados os testes “in vivo”, na presenga do cogumelo, é importante também que

o surfactante ou solvente ndo apresentem efeito inibitorio sobre o fungo. Para uma

aplicacdo pratica, isto é também de suma importancia, uma vez que o produto seria

aplicado sobre a camada de cobertura, a qual deve ser completamente colonizada pelo

micélio do cogumelo antes de iniciar a frutificacdo do mesmo.
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Figura 3. Efeito dos diferentes surfactantes sobre o crescimento micelial de A. bisporus:

A) ABI-LTLO1; B) ABI-LTL02 e C) PB-LTLOL1.
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Tabela 2. Crescimento micelial (mm) das diferentes cepas de Agaricus bisporus sob
diferentes concentracdes dos surfactantes e solvente testados, apos 10 dias de incubacao.

Triton Triton
DMSO DMSO Tween Tween

Cepa Controle X-100  X-100
0,5% 1% 800,5% 801%

0,5% 1%
ABI-
92Aa 92Aa  87,4Ba  40Eb 41,7Eb OFc OFc
LTLO1
ABI-
92Aa  84,5Bb  92Aa  43,7Ed  49,7Dc OFe OFe
LTLO2
PB-
92Aa 72Cc  83,2Ba 38,3Ed 41,9Ed OFe OFe
LTLO1
CV:5,82%

*Letras iguais maiusculas nas colunas demonstra serem estatisticamente semelhantes entre as diferentes
cepas. Letras minGsculas nas linhas demonstra serem estatisticamente iguais a cepa sob diferentes
surfactantes (Scott-Knott 5%).

Além do menor crescimento micelial observado na presenca do surfactante Tween
80, verificou-se uma alteracdo intensa da morfologia de col6nia de A. bisporus (Figura
4). Na verdade, este efeito foi muito mais acentuado em A. bisporus do que aquele
observado em L. fungicola. A colénia de A. bisporus passou do aspecto cotonoso, tipico
dos fungos filamentosos, para um aspecto cremoso. Este efeito foi observado para as duas
concentracdes testadas de Tween 80. Para o Triton X-100, observou-se uma agéo
fungitoxica, impedindo completamente o desenvolvimento das col6nias. Para 0 DMSO,
0 crescimento das coldnias foi aparentemente normal, ndo se percebendo nenhuma
alteracdo a olho nu. Entretanto, as analises de microscopia eletrdnica mostraram uma
alteracdo na morfologia e organizacdo das hifas (Figura 5), demonstrando que o
surfactante afeta algum aspecto da fisiologia do fungo, apesar de isso ndo ser visivel a
olho nu. E interessante notar que, na presenca de Tween 80, as hifas apresentaram
morfologia parecida com as hifas do controle, mas, por outro lado, a morfologia da
colénia foi afetada de forma drastica. Esses resultados sdo uma evidéncia de que 0s
surfactantes afetam aspectos diferentes da fisiologia do fungo. Portanto, a escolha do
surfactante deve levar em conta ndo apenas a velocidade de crescimento micelial e a
morfologia da coldnia. Dependendo dos objetivos do estudo, mesmo que estes parametros

ndo sejam afetados pelo surfactante, o surfactante pode ainda nao ser o mais apropriado.
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Portanto, para a escolha do surfactante ideal, deve-se avaliar o seu efeito sobre pardmetros

especificos de acordo com os objetivos do estudo a ser feito.

Figura 4. Morfologia de coldnias de A. bisporus cultivadas na presenca de diferentes
surfactantes e solvente. (1: ABI-LTLO1; 2: ABI-LTLO2 e 3: PB-LTLO1 onde se 1€ A:
controle; B: DMSO 1%; C: Tween 80 1%; D: Triton X-100 1%; E: DMSO 0,5%; F:
Tween 80 0,5% e G: Triton X-100 0,5%).
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Figura 2. Eletromicografia das hifas de Agaricus bisporus ABI-LTLO1 ap6s cultivo na
presenca dos surfactantes e solvente. A: controle, B: DMSO 0,5% e C: Tween 80 0,5%.

4. Conclusao

Para os estudos in vitro, DMSO e Tween 80, ambos a 1%, séo adequados para o
preparo de suspensdes de esporos de L. fungicola. Mas, para o preparo de emulsdes de
6leos essenciais visando o controle de L. fungicola durante o cultivo de A. bisporus,
nenhum desses surfactantes é indicado. Neste caso, deve-se usar DMSO 1%, tanto para o
preparo das emulsdes de Oleos essenciais, como para 0 preparo das suspensdes de

conidios de L. fungicola a serem utilizadas nos estudos in vivo com A. bisporus.
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Resumo

Lecanicillium fungicola é o agente causal da doenca da bolha seca no cogumelo
champignon, bem como de outros cogumelos cultivados comercialmente. Portanto, um
melhor entendimento de novos e eficazes métodos de controle desse fungo é necessario
para minimizar o uso de produtos quimicos na industria de cogumelos. Os 6leos
essenciais (OE) foram relatados como produtos naturais antifingicos promissores. No
presente estudo, Oleos essenciais de Cymbopogon winterianus (citronela), Eugenia
caryophyllus (cravo folha) e Litsea cubeba (pimenta chinesa) foram avaliados in vitro e
in vivo para o controle de trés linhagens de L. fungicola. var. fungicola, bem como o efeito
sinérgico desses OE contra cepas de L. fungicola. O efeito dos OE na morfologia de L.
fungicola foi estudado por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os OE foram
caracterizados pela presenca de citronelal (35,57%), eugenol (88,90%) e geranial
(42,25%) respectivamente. Todos os OE apresentaram 100% de inibicdo do crescimento
micelial de L. fungicola nas concentracdes de 1%. Litsea cubeba apresentou concentragao
inibitéria minima (CIM) em concentragdes mais baixas (> 0,0156%). Com base nos
resultados das concentracdes fungicidas minimas (CFM > 0,0312%), o efeito inibitorio
dos OE foi mais eficiente em Litsea cubeba. Um efeito sinérgico foi observado a partir
da combinacdo dos OE de L. cubeba com C. winterianus e E. caryophyllus com L. cubeba
em uma concentragdo muito menor. A analise de MEV revelou aspecto de aspereza de
hifas e esporos em amostras tratadas com OE. No teste in vivo os OE se mostraram
eficientes no controle da incidéncia da doenca da bolha seca sem prejudicar a producgéo
de A. bisporus. Assim, o efeito antimicrobiano sinérgico e a eficacia observados neste
estudo abrem novas perspectivas sobre o desenvolvimento de uma nova mistura
antifungica natural e potente contra L. fungicola na industria de cogumelos.

Palavras-chaves: Cymbopogon winterianus, Eugenia caryophyllus, Litsea cubeba,
Atividade sinérgica, CIM, MEV, Agaricus bisporus.
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Abstract

Lecanicillium fungicola is the causative agent of dry bubble disease in button mushroom,
as well as other commercially grown mushrooms. Therefore, a better understanding of
new and effective methods of controlling this fungus is necessary to minimize the use of
chemicals in the mushroom industry. Essential oils (EO) have been reported as promising
natural antifungal products. In the present study, EO of Cymbopogon winterianus
(citronella), Eugenia caryophyllus (clove leaf) and Litsea cubeba (Chinese pepper) were
evaluated in vitro and in vivo to control three strains of L. fungicola. var. fungicola, as
well as the synergistic effect of these EO against strains of L. fungicola. The effect of EO
on the morphology of L. fungicola was studied by scanning electron microscopy (SEM).
EO were characterized by the presence of citronellal (35.57%), eugenol (88.90%) and
geranial (42.25%) respectively. All EO showed 100% inhibition in the mycelial growth
of L. fungicola at concentrations of 1% and 0.1%. Litsea cubeba showed minimum
inhibitory concentration (MIC) at lower concentrations (> 0.0156%). Based on the results
of the minimum fungicidal concentrations (MFC > 0.0312%), the inhibitory effect of EO
was more efficient in Litsea cubeba. A synergistic effect was observed from the
combination of the L. Cubeba EO with C. winterianus and E. caryophyllus with L. cubeba
in a much lower concentration. The observation of SEM revealed an aspect of roughness
of hyphae and spores in samples treated with EO. In the in vivo test, EO were efficient in
controlling the incidence of dry bubble disease without impairing the production of A.
bisporus. Thus, the synergistic antimicrobial effect and effectiveness observed in this
study open new perspectives on the development of a new natural and potent antifungal
mixture against L. fungicola in the production of mushrooms.

Keywords: Cymbopogon winterianus, Eugenia caryophyllus, Litsea cubeba, Synergistic
activity, MIC, SEM, Agaricus bisporus.
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1. Introduction

The fungus Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare and Gams [synonym:
Verticillium fungicola (Preuss) Hassebrauk] (Zare and Gams, 2008), is the causal agent
of dry bubble disease of the white button mushroom Agaricus bisporus, as well as of other
commercially cultivated mushrooms (Mills et al., 2008). This disease is of economic
importance and causes necrotic lesions and deformities on mushroom caps, making
unviable for consumption, causing significant yield and quality losses in the mushroom
industry (Berendsen et al., 2010). Control methods rely on rigorous hygiene procedures
and targeted fungicide treatments (Grogan and Gaze, 2000; Chrysayi-Tokousbalides et
al., 2007; Banks et al., 2019). However, the use of conventional chemical fungicides is
gradually being limited due to their negative effects on human health, environmental
safety, pathogen resistance, and legal availability due to government regulations.
Therefore, development of new and effective control methods is necessary to minimize
the use of chemicals in the mushroom industry (Gea et al., 2019).

Essential oils (EO) have been reported as promising natural antifungal products
that constitute effective alternatives or complements to synthetic fungicides (Bakkali, et
al., 2008; Lang and Buchbauer, 2012). They are a mixture of volatile compounds
characterized by a strong odor and are formed during the secondary metabolism of
aromatic plants (Bakkali et al., 2008). In addition to their well-documented antimicrobial
properties (Burt, 2004), most of the EO are considered “generally recognized as safe”
(GRAS) as food additives by the United States Food and Drug Administration (FDA),
which makes them a potential bioresource of eco-friendly antifungal agents (Tisserand
and Young, 2013; Oliveira et al., 2020).

The antifungal action of some essential oils has also been tested for the control of
several fungal pathogens of Agaricus bisporus, such as Mycogone perniciosa,
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Cladobotryum mycophilum and Lecanicillium fungicola (Sokovic and Van Griensven,
2006; Regnier and Combrinck, 2010; Abbaszadeh et al. 2014; Nazzaro et al., 2017; Santos
etal., 2017; Gea et al., 2019). However, nothing is known about the mode of action, the
dosage optimization or the synergistic effect of using multiple essential oils for the control
of these fungi in the cultivation of A. bisporus. Thus, more detailed strategies need to be
developed for a more practical and effective application of these antifungal natural
products.

Saikia et al. (2013) evaluated the chemical composition and antimicrobial activity
from the fruit and leaf essential oils of L. cubeba and obtained positive results with
different levels of microbial inhibition depending on their particular chemical
composition and all microbial strains appeared sensitive to the cytotoxic activity of the L.
cubeba EO under investigation.

The aim of the present study was to characterize the chemical composition of EO,
extracted from Cymbopogon winterianus (citronella), Eugenia caryophyllus (clove leaf)
and Litsea cubeba (Chinese pepper); determine the effectiveness and mode of action of
the above-mentioned EO in the control of three strains of L. fungicola by in vitro
antifungal activity bioassays, and test the synergistic effect of these EO against the L.

fungicola strains.
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2. Material and Methods
2.1 Lecanicillium fungicola isolates

Three strains of L. fungicola were obtained and isolated from infected mushrooms
with symptoms of dry bubble disease. Two strains were collected directly from A.
bisporus mushrooms on a mushroom farm in Barbacena, Minas Gerais state, Brazil in
2019, and the third provided by UNESP, Dracena, Sdo Paulo state, Brazil. The isolates
were examined morphologically and molecularly to confirm their initial identifications
and purity by microscopy and growth tests at 30°C for intraspecific varietal distinctions
(Zare and Gams, 2008). Virulence assays were carried out according to Bonnen and
Hopkins (1997) by drop inoculation (50 pL) on freshly harvested mushroom caps at a
concentration of 10° spore /mL of L. fungicola. Consequently, three strains of L. f. var.
fungicola (LTLO1, LTLO2, LTLO3) which demonstrated pathogenicity were used to
determine the in vitro test of the antifungal activity and to assess the synergistic effect of

the three EO.

2.2 Essential oils

The essential oils of C. winterianus (citronella), E. caryophyllus (clove leaf) and
L. cubeba (Chinese pepper) used in this study were purchased from Ferquima® Ind. and
Com. Ltda (S&o Paulo state, Brazil). The essential oils were stored under refrigeration in

amber glass containers.

2.3 Chemical characterization of essential oils

Qualitative analyses were performed on a Shimadzu model QP 5050A gas
chromatograph coupled to a mass spectrometer (GC-MS). The chromatograph was

equipped with a fused silica (5% phenyl, 95% dimethylpolysiloxane) capillary column
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(Sigma-Aldric/Supelco) (30 m x 0.25 mm i.d.; 0.25 um film), employing helium (White
Martins), as the carrier gas at a flow rate of 1.18 mL min~t. The volume of the sample
injected was 1 uL diluted in hexane (Sigma-Aldrich®); the split ratio of the injected
volume was 1:100; and the column pressure was 71.0 kPa. The oven temperature was
programmed from 60°C for 2 minutes, increasing to 300°C at 3°C/min, where the
temperature was maintained for 30 minutes. The injector and detector temperatures were
220°C and 300°C, respectively. The conditions of the mass spectrometer were the
following: scanning detector 1000; scanning interval of 0.50 fragments; and fragments
detected in the range of 45 to 500 Da. The MS employed an ion capture detector operating
by electron impact and an impact energy of 70 eV. The comparison of the retention
indices with those encountered in the literature was also utilized for identification of the
components. The retention indices were calculated using the equation of Van den Dool
and Kratz, (1963). Two libraries, NIST107 and NIST21, were also used for comparison
of the spectral data.

Quantitative analyzes were performed using a Shimadzu GC-17A gas
chromatograph equipped with a flame ionization detector (FID) under the following
operational conditions: Rtx-5MS fused-silica (5% phenyl, 95% dimethylpolysiloxane)
capillary column (30 m x 0.25 mm id; 0.25 um film), using nitrogen as the carrier gas
with a flow rate of 1.18 mL mint. The temperature was maintained at 60°C for 2 min
and was then increased at the rate of 3 °C min1-240°C, followed by an increase of 10°C
min~1-300°C, where the temperature was maintained for 7 min. The injector temperature
was 220°C, and the detector temperature was 240°C. A 1 pL volume of essential oil in
hexane was applied to the column (Sigma-Aldrich, >98%). The compounds were

identified using the NIST107 and NIST21 equipment libraries, and the retention indices

88



were calculated by the VVan den Dool and Kratz equation (Van Den Dool and Kratz, 1963).

The abundance of the identified compounds was expressed as relative peak areas (%).

2.4 Antifungal activity of essential oils

The effects of the EO (C. winterianus, E. caryophyllus and L. cubeba) on
myecelial growth of L. fungicola strains (LTLO1, LTLO2 and LTLO3) were evaluated using
the agar diffusion method with potato dextrose agar (PDA) plates. Stock solutions were
added at different concentrations separately to sterile PDA medium at 45°C prior to
solidification to obtain concentrations of 1.0 and 0.1% of the essential oils. PDA medium
without EO and PDA with mycelium of L. fungicola were used as controls. The oil-added
medium was poured into sterile 90 mm diameter Petri dishes (20 mL/plate). After
solidified, a 9 mm disc containing mycelium of L. fungicola was added to the center of
each plate and incubated at 25 + 2°C and 12 h photoperiod. After 15 days of incubation,
the diameter of the fungal colony was measured using a digital caliper. The test was
performed in triplicate. The percentage of inhibition (PI) of mycelial growth was

determined as described by Billerbeck et al. (2001) using the following formula:
Pl = %xmo (Equation 01) where:
0

Xo = rate of growth of the control;
Y= rate of the treated combinations.

2.5 Microdilution method

Minimal inhibitory concentration (MIC) was determined in triplicate, using the
broth micro-dilution procedure, according to the recommendations of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002). The solutions of EO were dissolved in

Tween 80 0.5% and sterile water, and serial dilutions of the tested substances
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(concentration of 1% of essential oils), culture medium (200 pL of PD) and fungal
inoculum (10 pL of cell suspension 1.6x107 CFU/ mL, 530 nm, abs 0.08-0.1) were added
to PDA plates. The plates were incubated for 24, 48, 72h and 07 and 15 days at 25°C. The
MIC (the lowest concentration of the compound that inhibited visible growth of fungus)

was determined (Yamaguchi et al., 2011).

The minimal fungicidal concentration (MFC) of the compounds were obtained by
using a subculture of 10 puL from the minimum-inhibitory-concentration wells (without
visible growth) and transferred to Petri dishes containing PDA. After incubation for 72h
at 25°C, the minimum fungicidal concentration was determined by the lowest
concentration without fungus growth (Nakamura et al., 2016). Each test was performed

in triplicate.

2.6 Assessing synergistic interaction between essential oils

Interactions of EO were determined using a checkerboard microdilution test
described by White et al. (1996). Seven serial dilutions of the EO were prepared following
the same method used to evaluate the MIC. Briefly, PD broth (100 pul) and 10 pl of
working fungal inoculum (1.6 x 10" CFU/mL) were added to each well of a microtiter
plate; 100 pL of solution test essential oils in combination (1:1 v/v) of different
concentrations ranging from 1% to 0.078% were added to the wells. For the double
combinations, a two-dimensional checkerboard with dual dilutions of each EO was used.
Growth control wells (medium with fungal inoculum, but without essential oils) were
included in each microplate. Each test was done in triplicate. For the first clear well in
each row of the microtiter plate containing all EO, the fractional inhibitory concentration

index (FICI) was calculated as follows:
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MICA in comb ination) (MICB in comb ination)

FICI = (
MIC galone MICg alone

(Equation 02) where:
FIC = Fractional inhibitory concentration
FICI = Fractional inhibitory concentration index
MIC = Minimum inhibitory concentration

The results were interpreted according to a FIC index (Kumar et al., 2012) as

follows: synergy (FICI <0.5); additive (0.5 <FICI < 1); and antagonistic (FICI>2).

2.7 Scanning electron microscopy

Samples were collected from the fungal cultures with the lowest concentrations of
essential oils tested (citronella 0.5%, Chinese pepper and clove leaf 0.01%). All collected
samples were pre-fixed in modified Karnovsky fixer (2.5% glutaraldehyde, 2.5%
formaldehyde in 0.05 M phosphate buffer, pH 7.2) for a period of at least 24 h at 4 °C.
After fixation, the standard protocol for scanning electron microscopy described by
Bozzola and Russell (1999) with modifications was used. Samples were washed three
times in 0.05 M phosphate buffer for 10 min each, and dehydrated in acetone gradient
(25%, 50%, 75% and 90%, and three times 100%). After dehydration, acetone was
removed using a Bal-Tec (Balzers, Liechtenstein) model CPD 030 critical point drier.
Specimens were mounted on aluminum stubs with double face carbon tape on aluminum
foil paper, covered with gold in a Bal-Tec (Balzers, Liechtenstein) model SCD 050
evaporator sputtering and then observed in a Nano Technology Systems (Carl Zeiss,

Oberkochen, Germany) model Evo® 40 VP scanning electron microscope.
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2.8 Mushroom cultivation and in vivo test

The Agaricus bisporus colonized compost was supplied by a mushroom farm
(Sitio dos Micelios) from the city of Barbacena, Minas Gerais - Brazil. The casing layer
material was prepared in two steps. The first one consisted in a mixture of soil (60%),
limestone (30%) and sand (10%). This mixture was combined with charcoal in the
proportion 75:25 (mixture: charcoal, v/v). The final mixture was autoclaved for 30

minutes at 121 °C.

The colonized compost was conditioned in pots (700g/pot). Before casing the pots
were incubated at 25° C for a week to allow recovery of mushroom colonization. After

that, 3 cm height of casing layer material was applied on the compost and watered.

On the third day after casing 5 mL of spore suspension of L. fungicola strain
LTLO3 (4.5 x 10° spores mL™) were sprayed on the casing layer for each pot, except for
the control treatment. On the seventh day after casing, 5 mL of the essential oils for each
concentration were sprayed on the casing for each pot, except for the control without
essential oil. The emulsions of essential oils were prepared in 0.5% Tween 80, and, for
each essential oil three concentrations were tested, citronella: 0.05%; 0.1% and 0.15%);

cloves and Chinese pepper: 0.03%; 0.02% and 0.01%.

Three control treatments were used, being control 1: no pathogen inoculated and
not treated with essential oils or fungicide; control 2: pathogen inoculated and no treated
with essential oils or fungicide; control 03: pathogen inoculated and treated with
fungicide on the seventh day, Manzate® WG (Mancozebe) 2 mg/mL. All treatments,
except control 1 were kept together in a room at 25+3° C for casing-run. The control 1
was kept in a separate room in order to avoid its contamination with L. fungicola. Two

weeks after, the casing layer was ruffled, and when it was completely colonized, the
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environmental conditions were changed for fruiting induction, when the temperature was
decreased to 19+2° and 85+5% relative humidity. The mushrooms were harvested,

weighed and the severity of the disease symptoms assessed.

2.9 Statistical analysis

The statistical analysis of the data was performed using the SISVAR® program
(Ferreira, 2011). The data were analyzed by ANOVA, followed by the Scott-knott test

analysis (P <0.05).

3. Results and discussion

3.1 Chemical Composition of the Essential Oils

The chemical composition of the main compounds of the three EO is shown in
Table 1. The main components of C. winterianus EO were citronellal (35.57%),
citronellol (10.44%), geraniol (18.29%) and limonene (3.16%). In E. caryophyllus EO,
eugenol (88.90%) and caryophyllene (10.16%) were the major components, while the
main components of L. cubeba EO were geranial (42.25%), neral (33.02%) and limonene
(12.19%).

Generally, the major components present in the EO are responsible for
determining the biological activity and are usually identified as aromatic compounds with
low molecular weights (Bakkali et al., 2008). The qualitative and quantitative variations
found in the chemical composition of essential oils can be attributed to several factors,
but mainly to the factors related to the genetic characteristics of the species and the
environmental conditions under which they were grown (climate, seasonality, and

geography) (Gobbo-Neto and Lopes, N.P, 2007; Magalhdes et al., 2019).
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Table 1. Percentages of the main compounds of the essential oils from Cymbopogon
winterianus, Eugenia caryophyllus and Litsea cubeba.

Main compounds? RT® RIC Kl conc. (%)
Cymbopogon winterianus

Limonene 9.579 1031 1024 3.16
Citronellal 14.698 1158 1148 35.57
Citronellol 18.038 1235 1223 10.44
Geraniol 19.261 1263 1249 18.29
Citronellylacetate 23.595 1363 1350 1.95
Geranylacetate 24.966 1395 1379 2.43
B-Elemene 25.387 1405 1389 2.00
Germacrene D 26.043 1421 1484 1.76
A-Cadinene 30.454 1529 1522 2.47
a-Elemol 32.115 1571 1548 2.80
Germacrene D-4-ol 33.221 1599 1574 0.79

Eugenia caryophyllus
Eugenol 24.109 1357 1356 88.90
Chavicol 24.717 1252 1247 0.33
Caryophyllene 26.660 1421 1417 10.16
a-Copaene 28.115 1377 1374 0.30
a-Humulene 33.570 1457 1452 0.29
Litsea cubeba

a-Pinene 6.497 935 932 1.55
Camphene 6.950 950 946 0.51
Sabinene 7.678 975 969 0.83
B-Pinene 7.814 980 974 1.08
Myrcene 8.182 992 988 0.99
Limonene 9.584 1031 1024 12.19
1,8-Cineol 9.699 1034 1026 1.48
Linalol 12.381 1104 1095 1.07
Citronellal 14.680 1157 1148 1.18
Neral 18.686 1250 1235 33.02
Geraniol 19.334 1265 1251 0.69
Geranial 20.042 1281 1264 42.25
Caryophyllene 26.637 1435 1417 1.53

@ Compounds listed in order of elution from an HP-5 column.  Retention time (minutes).
¢ Retention index calculated “Kovats index.

3.2 Antifungal activity of essential oils
The tested EO showed antifungal activity, both, at 1% and 0.1% concentration,

with 100% inhibition on the mycelial growth of the three strains of L. fungicola studied
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at different incubation times. Santos et al. (2017) studied the effect of EO on the control
of dry bubble disease and found that EO of lemon balm, eucalyptus and oreganum were
inadequate to control L. fungicola.

The EO from Cinnamomum zeylanicum Blume, Origanum vulgare L.,
Syzygiumaromaticum (L.) Merr. and L.M. Perry, Thymus vulgaris L., Zataria multiflora
Boiss, Mentha arvensis L. and Satureja hortensis L. showed strong in vitro activity
against L. fungicola var. fungicola and others pathogens (Potocnik et al., 2015;

Mehrparvar et al., 2016).

3.3 Determination of MIC and MFC values

The results of MIC and MFC presented the same values for the strains tested
(Table 2). Litsea cubeba showed MIC activity at lower concentrations (> 0.0156%).
Based on the MFC results the inhibitory effect of the essential oils in defined
concentrations was more efficient for Litsea cubeba than for Cymbopogon winterianus
and Eugenia caryophyllus.

Thielmann and Muranyi (2019) reported that the EO of Litsea cubeba has
antimicrobial properties and the minimum inhibitory concentration can vary between 0.05
and 2.5% for bacteria and fungi. Sokovi¢ and Griensven (2006) reported a MIC > 0.25%
for limonene for the control of L. fungicola. Limonene is the major compound in both
citronella and Chinese pepper essential oils, which were used in the present work.

C. winterianus and E. caryophyllus showed MIC activity at higher activity at 15
days of observation (> 0.125%) for C. winterianus, and (> 0.0312%) for E. caryophyllus
respectively. The MFC was as follows: C. winterianus (> 0.25%), E. caryophyllus
(0.125%) and Litsea cubeba (> 0.0312%). Based on these results, the inhibitory effect of
essential oils in defined concentrations was efficient, which is consistent with the findings
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of other studies (Gucwa et al., 2018; EI Amrani et al., 2019; Kaur et al., 2019). Horvath
et al. (2016) reported the effect of E. caryophyllus EO on different microorganisms,
finding MIC for Candida albicans (0.078%), C. parapsilosis (0.039%), Aspergillus
fumigatus (0.156%), Aspergillus terreus (0.313%) Fusarium solani (0.313%),
Lichtheimia corymbifera (0.313%) and Rhizopus microsporus (0.625%), and the results
obtained with the C. winterianus EO were Candida albicans (0.039%), C. parapsilosis
(0.078%), Aspergillus fumigatus (0.078%), Fusarium solani (0.156%), Lichtheimia

corymbifera (>2.5%) and Rhizopus microsporus (>2.5%).

Table 2. Minimum Inhibitory and Fungicidal Concentrations of essential oils against L.
fungicola (strains LTLO1, LTLO2 and LTL03). The MIC and MFC values are expressed
as percentages % (v/v) and are the averages of the three strains.

EO MIC MFC

7 days 15 days 5 days
Cymbopogon winterianus >0.125% >0.125% >0.25%
Eugenia caryophyllus >0.0312% >0.0312% >0.125%
Litsea cubeba >0.0156% >0.0156% >0.0312%

*P < (.05 compared to minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum fungicidal concentration
(MFC) individual components.

Thus, EO at the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
fungicidal concentration (MFC) resulted in a fungistatic effect (after 5 days incubation),
demonstrating that the essential oils of Chinese pepper, citronella and clove leaf exerts

antifungal activity on different strains of L. fungicola.

3.4 Antifungal activity in different concentrations EO

A 100% growth inhibition of the L. fungicola strain LTLO1 was observed in the
presence of C. winterianus (0.06; 0.05%), E. caryophyllus (0.03 and 0.02%) and L cubeba
(0.03 and 0.02%), followed by 95% inhibition in the presence of E. caryophyllus 0.01%
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and L cubeba 0.01% and 94% inhibition in the presence of C. winterianus 0.04% during

the observed period (Figure 1).
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Figure 1. Growth inhibition of L. fungicola (LTLO1, LTLO02 and LTLO3) in the presence
of different essential oils. 1: C. winterianus (0.06; 0.05%); E. caryophyllus (0.03 e
0.02%); L cubeba (0.03 e 0.02%); 2: L cubeba 0.01%; 3: E. caryophyllus 0.01%; 4: C.
winterianus 0.04%; 5: E. caryophyllus (0.03 e 0.02%); L cubeba (0.03%); 6: E.
caryophyllus 0.01%; 7: C. winterianus 0.06%; 8: L cubeba 0.02%; 9: C. winterianus
0.05%; 10: C. winterianus 0.04%; 11: L cubeba 0.01%; 12: C. winterianus (0.5; 0.3; 0.25;
0.16; 0.15; 0.1%); E. caryophyllus (0.06; 0.058; 0.05; 0.04; 0.03 e 0.02%); L cubeba a
(0.03 e 0.02%); 13: C. winterianus 0.05%; 14: E. caryophyllus 0.01% e 15: L cubeba
0.01%.

The strain LTL02 was 100% inhibited in the presence of E. caryophyllus EO at
the concentrations of 0.03 and 0.02%) and L. cubeba (0.03%). A less inhibitory effect
was observed for the same EO at lower concentrations such as E. caryophyllus 0.01%

(91% inhibition), C. winterianus 0.06% (88%), L. cubeba 0.02% (84%) and others.

LTLO3 was tested with EO of C. winterianus at concentrations of 0.5; 0.3; 0.25;
0.16; 0.15; 0.1 and 0.05%, with total inhibition of mycelial growth observed in all
concentrations tested, except for 0.05%. Similar results were observed for the EO of E.
caryophyllus, for which concentrations of 0.06, 0.058; 0.05; 0.04; 0.03; 0.02 and 0.01%
were tested, and all of them were effective, except for 0.01%, which did not inhibit the
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fungal growth. For the EO of L. cubeba, concentrations of 0.03, 0.02 and 0.01% were
tested; and, likewise, only the 0.01% concentration did not result in total fungal inhibition.
Therefore, considering the three EO mentioned for this L. fungicola strain, concentrations
from 0.02% OE were sufficient for its complete inhibition, except for OE of C.
winterianus, for which a dose greater than 0.05%. These concentrations are much lower

compared to those reported by Santos et al. (2017), which will be discussed later.

This study demonstrated that the essential oils of Cymbopogon winterianus,
Eugenia caryophyllus and Litsea cubeba have fungitoxic activity in the assay using the
medium diffusion method. The activity of these essential oils on the strains tested was
dependent on the concentration and type of oil. Likewise, there were clear differences in

the sensitivity of fungal strains to different essential oils.

Santos et al. (2017) studied the effect of different EO against L. fungicola and
observed that the lemon balm, eucalyptus and oregano EO were inadequate to control L.
fungicola. On the other hand, according to the authors, the EO of cinnamon, thyme and
cloves were the most effective in inhibiting the fungus and considered the most suitable
for future studies of pathogen control in mushroom cultivation. These EO have been
reported for their strong in vitro activity against L. fungicola and other pathogens
(Potocnik et al., 2015; Mehrparvar et al., 2016), however, the concentration required for
control should be taken into account. Santos et al. (2017) used concentrations of 0.4%
(cloves and cinnamon) and 0.8% (thyme), which are relatively high, considering the cost

of these products.

For the present study, the EO of cloves showed total inhibition of fungal growth
at the concentration of 0.02%, which greatly reduces the cost of the product, corroborating

the values reported by Lukovic et al. (2018), for the same OE. As previously mentioned,
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the effects can vary greatly depending on the species, the type of OE, and, of course, the
concentration of the active components in each production batch. It is interesting to note
that, in order to control other species of fungi, much higher concentrations than those
reported in this work may be necessary. According to Moraes et al., (2018), even using a
concentration of 1.6% of citronella OE, mycelial growth of Aspergillus sp. was still
observed, despite the colony diameter reduction of 75.6 (in the concentration of 0.2%) to

8 mm (in the concentration of 1.6%).

3.5 Synergistic effect between essential oils

The results obtained in the synergism test between the essential oils of C.
winterianus, E. caryophyllus and L. cubeba tested against the LTLO3 strain of L.

fungicola, are presented in Table 3.

Table 3. Fractional inhibitory concentration indices (FICI) values in function of the
different combinations of essential oils against L. fungicola (LT03).

MIC (%) MFC (%)

Essential Oil Ax CrFe AR Ok FIC/MFC  FICI Result

C. winterianus / E.
caryophyllus 0125 0.06 025 0.06 048 0.06 24 Synergism

E. caryophyllus /

0.0312 0.06 0.125 0.03 192 0.03 0.9 Indifferent
L. cubeba

L. cubeba/ C.- 156 0,007 00312 006 045 006 24 Synergism
winterianus

A*= Alone, C** = Combination

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the EO of C. winterianus alone

was 0.125%, while the MIC found in combinations with the other essential oils was
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between 0.06 and 0.007%. The minimum fungicidal concentration (MFC) alone was
0.25%, while in combination, the MFC was 0.06%. The result of fractional inhibitory
concentration (FIC) demonstrates that C. winterianus EO combined with the others tested
had a synergistic effect.

E. caryophyllus EO alone showed an MIC value of 0.0312%, while the
combination with C. winterianus resulted in 0.06%. The MFC value alone was 0.125%,
while in combination, the MFC was 0.03%, and the FIC value was 1.92. These results
demonstrate that the combination of the E. caryophyllus and L. cubeba EO had an
indifferent effect. The E. caryophyllus EO when tested alone showed inhibitory effects
on the growth of L. fungicola in lower concentrations when compared to C. winterianus
EO.

The L. cubeba EO showed a MIC of 0.0156% when tested alone, and a MIC of
0.007% when combined with the other essential oils. The MFC was 0.0312% when tested
alone and 0.06% when tested in combinations with C. winterianus. The FIC value was
0.45%, as was reported to Kumar et al. (2012), who observed a synergism when the EO
of Chinese pepper was combined with EO of citronella.

Horvéth et al. (2016) evaluated the interaction of citronella and clove essential oils
against Candida albicans, as well as Candida parapsilosis, demonstrating an additive
interaction. However, Fusarium solani behaved in a different way, since its answer was
indifferent to the EO combination.

Synergies are known to occur for essential oil combinations, and it is, therefore, a
field with countless opportunities to find potent antimicrobial blends effective at low
concentrations. Our results demonstrated that the EO combination L. cubeba + C.

winterianus or C. winterianus + E. caryophyllus, have a synergistic effect with a much
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lower effective concentration and which may have efficacy in the control of dry bubble

disease.

3.6 Scanning electron microscopy

The treatments with essential oils from the in vitro test, where fungal growth occurred,
were subjected to scanning electron microscopy analysis, from the samples growed at the
concentrations of citronella 0.05%, Chinese pepper and clove leaf 0.01%. It was observed
that the EO change the hyphae morphology and dramatically decreased the amount of
spores when compared to the control (Figure 2).

In samples treated with EO it is possible to observe changes in the aspects of
hyphae and spores which assumed a roughness aspect. In addition, hyphae also started
to show a more tangled organization when compared to the control. These results agree
with Santos et al. (2017) who attested to the effectiveness of essential oils (cinnamon,
thyme and cloves) in inhibiting mycelial growth and germination of L. fungicola spores.
Sharma et al. (2017) reported similar results in a study about the effect of different EO on
Fusarium, observing a drastic change in the morphology of hyphae and spores, and
showed that the EO of cloves causes fragmentation and loss of the curvilinear
characteristic of the spores. According to Alizadeh Behbahani et al. (2019) EO affected
the bacterial cell membrane, increasing permeabilization of cells and damaging their
integrity. Therefore, the effects of EO can go beyond the cell wall, bringing an even more

drastic effect than a morphological alteration.
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Figure 2. Scanning electron micrographs of L. fungicola under treatment of essential oils.

E and F: E. caryophyllus 0,01%; G

05%;

C and D: C. winterianus 0

and H: L. cubeba 0,01%).

(A and B: control;
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Thus, synergistic antimicrobial effect and efficacy observed in this study open
new perspectives about the development of new natural and potent antifungal blend

against L. fungicola in the mushroom industry.

3.6 Control of L. fungicola by essential oils in the cultivation of A. bisporus

The use of essential oils for the control of pathogenic fungi in the mushroom
cultivation raises the question whether the use of these oils would affect the production
of mushrooms, assuming that essential oils have a fungicidal action and therefore may
inhibit the mushroom growth. The results showed that the EO are efficient in controlling
L. fungicola, but apparently does not affect the mushroom production (Table 2).
Sokovi¢ and Van Griensven (2006) reported a pioneer study about the effect of different
EO on the pathogens of the three major diseases of the white button mushroom: the fungi
Lecanicillium fungicola and Trichoderma harzianum and the bacterium Pseudomonas
tolaasii. According to the authors, the results indicate that oregano and thyme oils and
their derivatives may be used as an alternative for the synthetic pesticides, however,
further studies should be required for practical application. Later, Regnier and Combrinck
(2010) reported an in vivo test using essential oils for the control of wet bubble disease of
Agaricus bisporus, caused by the fungus Mycogone perniciosa. The authors found that
thyme and lemon verbena oil may be of potential use to control Mycogone perniciosa in

button mushroom production.

Santos et al. (2017), reported the action of essential oils (cloves, cinnamon and
thyme) pre and post-infestation to controll L. fungicola during A. bisporus cultivation. It
was observed a lower incidence of the disease when EO were applied post-infestation

depending on the strain. The effect was observed for a strain, whereas for another strain
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the moment of application of EO did not differ. The authors claim that the efficiency of
any treatment is related to the genetic variability of the pathogen, and suggest the use of
combined EO as a safer way to investigate the effectiveness of the treatment.

In addition to controlling diseases that affect the button mushroom, essential oils
also have benefits in post-harvest. Gao et al. (2014) reported that the fumigation of EO
soon after harvest can inhibit the senescence of mushrooms, browning, loss of weight,
firmness and mushroom caps opened. All of these factors affect the quality of the

mushrooms.

As can be seen in Table 2, the best productivity was obtained from the treatments
with the EO of clove leaves and Chinese pepper, which did not differ statistically from
control 1, which was not inoculated with the pathogen nor received any type of treatment.
There were also no significant differences between the concentrations tested for these EO.
Among all these treatments, the mushroom productivity ranged from 19.9 to 24.5%, with
the highest productivity value being obtained in the treatment with 0.02% leaf cloves EO.

Only citronella EO showed lower productivity, similar to the inoculated and
untreated control. In this case, the results were similar for all concentrations tested.
Similarly, no significant differences were observed between these treatments and control
3, which consisted of using the commercial fungicide Manzate®. Although this fungicide
was effective in controlling L. fungicola in the in vitro tests, the same effect was not

observed in vivo.
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Table 4. Button mushroom production in function of L. fungicola inoculation and
essential oils treatments.

Mushroom
Mushroom Mushroom

Treatment weight Productivity Disease

: o T
yield (g) number average (q) (%) incidence

Control 1 195.0 a 63 15,8 22,3 a 0.0
Clove leaf 0.8
0,03% 1845 a 69 17.3 233 a

Clove leaf

0.02% 1825 a 64 16.0 245 a 0.8
Clove leaf

0.01% 165.7 a 63 15.8 221 a 1.0
Chinese

pepper 179.7 a 60 15.0 22.7 a 2.2
0.01%

Chinese

pepper 169.0 a 56 14.0 225 a 0.8
0.02%

Chinese

pepper 166.0 a 56 14.0 199 a 2.0
0.03%

Control 3
(Manzate®) 1392 b 51 12.8 175 b 2.0
Citronella

0.1% 1285 b 36 9.0 147 b 1.8
Control 2 1105 b 40 10.0 131 b 1.8
(inoculated)

Citronella

0.05% 1090 b 35 8.8 134 b 1.8
Citronella

0.15% 955 b 38 95 11.7 b 25

CV:30.99%

As discussed before, EO have already been tested for the control of the main
pathogens of the major diseases of the white button mushroom, such as Mycogone
perniciosa, L. fungicola and Trichoderma harzianum (Sokovic & Van Griensven, 2006;
Regnier & Combrink, 2010; Mehrparvar et al. 2016; Santana Nunes et al. 2017). Despite

this, most of these works have been done only in vitro studies, emphasizing the need for
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practical studies (Sokovic & Van Griensven, 2006). Therefore, the present work shows a
complete study, approaching the screening of EO, their concentration and in vivo test.

The higher productivity observed in the treatments with clove leaf and Chinese
pepper EO showed the potential of their use for the control of the dry bubble, caused by
L. fungicola. However, despite ensuring high productivity, the use of essential oils did
not show 100% efficiency in controlling the pathogen, since, in all EO treatments, there
was an incidence of disease symptoms (Table 2. Figure 3). On average, the incidence of
the disease was lower in these treatments, when compared to the second group of
treatments. However, for some treatments, such as 0.01% Chinese pepper EO, an average
of 2.2 mushrooms per pot with symptoms of the disease was observed (Table 2). On the
other hand, among the 6 treatments with the best productivity results, 4 of them showed
an average of only 0.8 to 1.0 mushroom per pot with symptoms of the disease. For the
second group, which had significantly lower productivity, the average of mushrooms with
symptoms ranged from 1.8 to 2.5 per pot. Probably, for this group, the action of the
pathogen was not limited to the symptoms in the mushrooms, but it can also affect the
mycelium of the mushroom in the casing layer or in the compost.

Considering the variations observed in the different strains of pathogens,
mushroom strains and even in the different growing conditions, the effective use of
essential oils to control mushroom pathogens still requires further studies. In addition to
preventing the decrease of mushroom production, it will also be important to ensure that
they are produced without disease symptoms, as this can drastically reduce their market
value. The results found are promising, since the treatments with EO of Chinese pepper
and clove leaves provided a productivity equivalent to the control. In addition, there was

a reduction in the manifestation of the disease symptoms in these treatments. Therefore,
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new studies should aim to increase the effectiveness of essential oils in the control of

pathogens in the cultivation of A. bisporus.

Control Control + Fungicide
]

Pathogen Free Control Citronella 0,05%

Citronella 0,1% Citronella 0,15%

Clove Leaf 0,01% Clove Leaf 0,02%
A
Clove Leaf 0,03% Chinese pepper 0,01%
A B B
Chinese pepper 0,02% Chinese pepper 0,03%

Figure 3. Photographs of the mushrooms that were collected at the point of harvest,
infected with L. fungicola and sprayed with different concentrations of essential oils, in
some treatments showing the symptoms of dry bubble disease.
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Although EO have strong aromatic aroma as their main characteristic, no changes

in the organoleptic characteristics of the mushrooms were observed in this study.

4. Conclusions

Litsea cubeba showed MIC activity at lower concentrations. Based on the MFC
results the inhibitory effect of EO in defined concentrations was more efficient on L.
cubeba than on C. winterianus and E. caryophyllus.

The EO of L. cubeba and C. winterianus or C. winterianus and E. caryophyllus
combined have a synergistic effect with a much lower inhibitory concentration.

For practical application, clove leaf and Chinese pepper EO treatments resulted in
higher productivity, showing greater potential for use. However, future studies should be
required, with higher concentrations or with the combination of these two oils, in order

to eliminate any symptoms of the disease.
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