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RESUMO

Os surfactantes sdo substancias muito utilizadas no preparo de suspensdes de esporos, em especial, de fungos ascomicetos. Dentre
esses estudos, estdo aqueles que avaliam o uso de compostos antifingicos. Entretanto, esses compostos, além de bons dispersantes,
podem apresentar também um efeito inibitorio sinérgico ou adicional ao efeito dos antiflingicos testados sobre a germinacéo dos esporos
ou sobre o crescimento micelial. Por isso, € vital que se avalie esse tipo de efeito antes da sua utilizagao 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 suspensédo de esporos, os surfactantes sdo utilizados na solubilizagdo 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 concentracGes de 0,5 e 1%, sobre o crescimento micelial de L. fungicola e A. bisporus. Para DMSO,
ndo se observou alteragfes visuais nas col6nias para as duas espécies. Tween 80 afetou o crescimento micelial, fazendo com que as
coldnias crescessem menos, quando comparadas com o controle, além de alterar o aspecto da col6nia 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 afetaram a quantidade e aspecto
dos esporos.

Palavras-Chaves: DMSO, Triton x-100, Tween 80, doenca da bolha seca, champignon, MEV.

Inhibitory effect of DMSO, Tween 80 and Triton X-100 on Agaricus bisporus and
Lecanicillium fungicola

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 affected the quantity and aspect of the spores.

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

Um dos maiores problemas econdmicos no cultivo do cogumelo Agaricus bisporus no Brasil é a doencga
da bolha seca, causada pelo fungo L. fungicola (Berendsen et al., 2012), cujos sintomas sdo a formacéo de
massas de tecidos indiferenciados nos cogumelos, comprometendo a sua qualidade (Largeteau & Savoie, 2010;
Rokni & Goltapeh, 2019). Dentro dessa problematica, tem se buscado alternativas para o controle deste e de
outros patdgenos no cultivo de cogumelos no Brasil. Neste contexto, o uso dos 6leos essenciais tem-se
mostrado uma alternativa promissora, entretanto, ainda sdo necessarios estudos para entender a interaco
patégeno-hospedeiro. Para isto, 0s ensaios com 0s 0leos essenciais requerem a utilizacdo de surfactantes, o0s
quais permitem o preparo de emulsfes com as concentracdes desejadas de cada tipo de 6leo essencial (Dianez
et al., 2018; Lee et al., 2020; Regnier & Combrinck, 2010).

Os surfactantes sao moléculas com capacidade para reduzir a tenséo superficial entre diferentes tipos de
liquidos ou entre liquidos e sélidos (Manikantan & Squires, 2020). Surfactantes sdo 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 (Silva et al., 2015; Nakama, 2017). A nanoemuls&o de 6leos essencias pode
ter suas propriedades antimicrobianas melhoradas em relagdo ao dleo puro (Silva et al., 2022). Por isso, 0s
surfactantes sdo utilizados para homogeneizar solu¢Bes com caracteristicas distintas, como em mistura de
solugBes aquosas e oleosas.

Devido as caracteristicas dos surfactantes, esses sdo muito utilizados no preparo de suspensdes de
conidios. Tanto esporos como hifas aéreas sdo conhecidos por apresentarem uma superficie hidrofobica,
conferida por proteinas hidrofobinas (Ball et al., 2020; Deacon & Berry, 2013). Essa caracteristica dificulta a
dispersdo dos conidios ou outros tipos de esporos em suspens@es aquosas, requerendo, por isso, a utilizacdo
dos surfactantes. Entretanto, um problema que deve ser considerado é o efeito inibitério que os surfactantes
podem apresentar sobre a germinacédo, o que pode ser influenciado tanto pelo tipo como pela concentracéo do
surfactante utilizado (Hari et al., 2013; Mwamburi et al., 2015). Na verdade, a a¢do antimicrobiana dos
surfactantes ja € bem documentada (Silva et al., 2015). E, por isso, deve ser sempre levada em conta para este
tipo de trabalho. Neste contexto, o efeito do surfactante pode ocorrer em dois momentos distintos. No primeiro
momento, o efeito inibitério ocorre diretamente quando o mesmo € utilizado para o preparo da suspenséo de
conidios do patégeno. No segundo momento, o efeito inibitdrio pode ocorrer de forma sinergistica ou
adicional, quando utilizado para o preparo da emulséo do 6leo essencial utilizado nos ensaios para o controle
do patogeno. Devido a isso, € importante conhecer o efeito do surfactante sobre a germinacéo dos conidios ou
sobre o crescimento micelial do patégeno.

Tween 80 é um emulsificante ndo idnico amplamente utilizado em produtos cosméticos, farmacéuticos
e alimentos (Nielsen et al., 2016). E frequentemente incluido em experimentos de laboratorio, especialmente
em combinagdo com solugdo salina para o preparo de suspensdes de conidios e enddsporos bacterianos
(Mwamburi et al., 2015). Proporg¢des de até 3:1 (surfactante: 6leo) podem produzir goticulas menores com
propriedades antibacterianas mais eficientes ao 6leo puro ou compostos isolados. As propriedades aprimoradas
das nanoemulsdes estdo associadas ao tamanho e composi¢do quimica da gota, uma vez que a proporcdo do
ndcleo hidrofébico (6leo essencial) e da camada externa hidrofilica (Tween 80) influencia diretamente o
mecanismo de agdo antibacteriano (Silva et al., 2022).

Triton X-100 é um detergente ndo idnico, sendo um dos agentes mais utilizados para solubilizar
biomembranas. Este detergente interage com a camada lipidica da membrana, desencadeando a
permeabilizagdo e quebra de tensdo da mesma (Mattei et al., 2017). O Triton X-100 é um detergente
relativamente suave quando comparado com outros surfactantes. Pelo fato de ndo ser um detergente
desnaturante, pode ser utilizado em véarias metodologias para extragdo de &cidos nucléicos, proteinas e
organelas. Entretanto, o fato de ser utilizado para provocar a lise de células ou permeabilizar membranas
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(Koley & Bard, 2010), significa também que, quando utilizado na composi¢do da suspensdo de esporos, 0
Triton X-100 pode também ter um efeito adverso.

O DMSO (Dimetilsulfoxido) é um composto organico com propriedades solventes, utilizado como
crioprotetor em suspensdes de esporos de fungos. O DMSO é usado também no preparo de solu¢cdes de drogas
utilizadas nos ensaios de controle de fungos dermatofitos. Esses estudos permitiram observar que o DMSO
pode apresentar um efeito sinergistico com as drogas testadas contra os fungos, em baixas concentragdes, ou
até mesmo um efeito inibitdério acentuado quando utilizado na concentracdo de 10% (Randhawa, 2006). Trata-
se de um composto que penetra facilmente nas membranas celulares, pele e mucosa. Por isso, pode atuar como
um intensificador de penetragdo e aumentar a penetragdo transmembranar de antiflngicos e outros compostos
(Papich, 2016). Como um solvente, 0o DMSO pode ser utilizado também na aplicagdo de 6leos essenciais como
antifangicos. Entretanto, considerando que este produto apresenta ac¢ao antifingica contra dermatéfitos, além
de bactérias (Papich, 2016; Randhawa, 2006), é muito importante avaliar o seu efeito também sobre L.
fungicola e A. bisporus.

Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito destas substancias sobre o
crescimento micelial dos fungos L. fungicola e A. bisporus, além das possiveis agdes sinergéticas destes com
0s 6leos essenciais.

2. Material e Métodos

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-LTLOL, LF-LTLO2 e LF-LTLO03), obtidos de regides de cultivo
diferentes. Duas cepas de A. bisporus foram utilizadas, sendo da variedade Champignon (ABI-LTL-01 e ABI-
LTLO2) e outra da variedade Portobello (PB-LTLO01), oriundas de cultivo na cidade de Oliveira—Minas Gerais,
Brasil.

2.2 Avaliagédo do efeito dos surfactantes no crescimento micelial dos fungos

Os fungos L. fungicola e A. bisporus foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA (batata
220g/L, dextrose 150g/L e agar 150g/L) e por 10 dias a 25+0,5° C e, quando necesséario, as culturas foram
mantidas em refrigerador a 4° C. Avaliou-se o crescimento micelial das duas espécies em BDA com os
surfactantes Tween 80, DMSO (dimetilsulfoxido) 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 inoculacéo foi efetuada
usando palitos de madeira estéreis por meio de simples picada, transferindo-se esporos e fragmentos de micélio
para o ponto central das placas. Ap6s inoculacdo, as placas foram incubadas em cdmara B.O.D a 25+0,5° C,
por 10 dias, no escuro. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 5
repetigoes.

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada com um paquimetro digital, fazendo-se duas medidas
do didmetro das colénias a cada 48 horas, com o0s dois eixos cruzando-se a 90° e previamente marcados na face
externa do fundo da placa de Petri. O didmetro da colonia de cada tratamento teste foi comparado com o
didmetro dos controles. A porcentagem de inibicdo (PI) do crescimento micelial causada pelo surfactante foi
calculada conforme Billerbeck et al. (2001) (Equagéo 1):

Pl = @X 100 (Equacio 1)
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sendo: A = diametro médio da col6nia no controle;
B = didmetro médio da col6nia no tratamento.

2.3 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), os quais foram imersos em solucéo fixadora
(Karnovsky's modificado) pH 7,2 e armazenados a 4° C por 24h. Apos este periodo, seguiu-se o protocolo
descrito por Bozzola e Russell (1999), com algumas modificacBes. 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, 0s 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 observagdo em microscopio eletrénico de varredura,
modelo Evo® 40 VP (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

2.4 Analise estatistica

As variaveis obtidas nos testes foram analisadas por meio do programa estatistico SISVAR®, com
andlise de varidncia e comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Influéncia dos surfactantes no crescimento micelial de Lecanicillium fungicola

Houve efeito significativo dos diferentes surfactantes, para o tempo de incubag&o, assim como para a
interacdo (Surfactante x tempo), indicando que o crescimento do fungo L. fungicola na presenca dos
surfactantes, depende da interag&o entre a concentracdo aplicada e o tempo de incubag&o do fungo.

Para os trés isolados de L. fungicola, DMSO e Tween 80, ambos a 1%, permitiram crescimento micelial
idéntico ao controle, enquanto, 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 se utilizou a concentracdo de 0,5%.
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Figura 1. Crescimento micelial de L. fungicola, cepas: A) (LF-LTLO1); 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%).

Figure 1. Mycelial growth of L. fungicola, strains: A) (LF-LTLO01); B) L (LF-LTL02) and C) (LF-LTLO03) on the
influence of different surfactants and solvent. D) Photograph of plates showing the influence of surfactants at different
concentrations on the mycelial growth of the fungus L. fungicola. (A: Control; B: 1% DMSO; C: 1% Tween 80; D: 1%
Triton X-100; E: 0.5% DMSO; F: 0.5% Tween 80 and G: Triton X-100 0.5%).
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Para Triton X-100 ndo se observou o mesmo efeito, uma vez que as diferengas entre as duas
concentragdes 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, de acordo com os autores, as alteragdes das caracteristicas
fisico-quimicas dos fungos filamentosos por surfactantes s&do comumente medidas pelo método do angulo de
contato, esse método esta intimamente relacionado com a tensao superficial das superficies solidas. A tensdo
superficial de qualquer superficie é modificada pela adicdo de agentes tensoativos (surfactantes) através da
adsorcdo das moléculas. Os surfactantes sdéo moléculas anfifilicas que consistem em porc¢des hidrofilicas e
hidrofdbicas dependendo do tipo de surfactantes. As superficies sdo alteradas de hidrofobicas para hidrofilicas
e vice-versa através das interacdes fisico-quimicas. Este é, portanto, um importante aspecto que merece ser
mais bem estudado.

Na Tabela 1 esté apresentado o resultado da andlise estatistica, demonstrando o efeito no crescimento
micelial das diferentes cepas de L. fungicola.
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Tabela 1. Crescimento micelial (mm) das diferentes cepas de L. fungicola sob diferentes concentragdes dos surfactantes
e solvente testados apds 10 dias de avaliagdo.
Table 1. Mycelial growth (mm) of different strains of L. fungicola under different concentrations of surfactants and
solvent tested after 10 days of evaluation.
Surfactantes e solvente

Cepa Controle DMSO DMSO  Tween80 Tween80 Triton X- Triton X-
0,5% 1% 0,5% 1% 1000,5% 100 1%
LF-LTLO1 92Aa 80,2Bb 92Aa 59,9Dc 92Aa 32,3Ed 28Ed
LF-LTLO02 92Aa 71,5Cc 92Aa 80,5Bb 92Aa 28,7Ed 31,2Ed
LF-LTLO3 92Aa 61,7Db 92Aa 67,3Cbh 92Aa 26,9Ec 28,3Ec
CV: 4,91%

*Letras mailsculas iguais nas colunas indicam médias estatisticamente semelhantes entre as diferentes cepas. Letras
mindsculas nas linhas indicam médias estatisticamente semelhantes entre os diferentes surfactantes (Scott-Knott 5%)

O dimetilsulfoxido (DMSO) é um composto considerado simples, mas considerado adequado para
solubilizar agentes terapéuticos ou outros que ndo séo sollveis em agua pura. Além disso, 0o DMSO apresenta
caracteristicas consideradas particularmente importantes como penetracgéo rapida e, consequentemente, maior
penetracdo de outras substancias nas membranas biologicas; eliminagdo de radicais livres; efeitos na
coagulacdo; etc. A toxicidade sistémica do DMSO ¢é considerada baixa. Combinacdes de DMSO com outros
agentes toxicos provavelmente constituem seu maior potencial toxico (Brayton, 1986). Além de ser um
solvente importante, 0 DMSO também apresenta propriedades terapéuticas e é amplamente utilizado para tratar
injarias, desde manifestagdes cutaneas a infecgdes como as do trato urinario (Swanson, 1985).

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 aos anestésicos na presenca de
surfactantes. E os surfactantes também podem alterar as caracteristicas fenotipicas de fungos.

No estudo desenvolvido por Zeng et al. (2006), que avaliaram os efeitos de Tween 80 em enzimas
extracelulares de Penicillium simplicissimum, os autores observaram maior atividade de algumas enzimas,
além de um aumento da biomassa fungica. Por outro lado, Garon et al. (2002), observaram que o Triton X-100
é mais téxico que o Tween 80, apesar de terem encontrado que ambos sdo bem tolerados por fungos. Os autores
ainda prop6em que a baixa tolerancia a surfactantes esteja relacionada, provavelmente, as interacGes fisico-
quimicas entre as estruturas fangicas, como a membrana plasmatica e parede celular, com o surfactante. A
toxidade dos surfactantes em meio sélido foi testada para diversos fungos, entre eles o Verticillium lecanii
[sinbnimo: Lecanicillium lecanii], e observaram um crescimento superior na presenca de Triton X-100, quando
comparado com o crescimento na presenca de Tween 80. Esses resultados demonstram, portanto, que o efeito
do surfactante pode variar de espécie para espécie, até mesmo dentro do mesmo género. Para o presente estudo
foi utilizada espécie do mesmo género (Lecanicillium) e, para as trés cepas testadas de L. fungicola, o Triton
X-100 apresentou o maior efeito inibitdrio sobre o crescimento fungico, com um didmetro de colénia inferior
a 50% quando comparado com o controle.

Tawfik et al., (2015), sintetizaram surfactante idnicos e ndo i6nicos e testaram no crescimento in vitro
de fungos fitopatogénicos, os resultados relataram que a porcentagem de inibigdo do crescimento micelial
aumenta com 0 aumento das concentragcdes do surfactante para todas as espécies de fungos utilizadas. Esses
resultados indicaram que o surfactante inibiu o crescimento micelial de todas as espécies fungicas de maneira
dose-dependente. Os surfactantes associados tém potencial efeito antifngico para o controle de alguns fungos
fitopatogénicos.

Em outros estudos, o efeito negativo tem sido observado para outros surfactantes, tais como Tween 80
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(Nielsen et al., 2016), evidenciando que ndo h& uma regra geral para espécies de fungos ou tipos de
surfactantes. Isto torna necessario fazer novos ensaios sempre que se trabalha com novas espécies de fungos
ou novos surfactantes.

Amostras de L. fungicola cultivadas em meio com surfactante na concentracdo de 0,5% foram
submetidas a analise em microscépio eletrénico de varredura (Figura 2). As imagens obtidas mostram as
diferencas causadas pelos surfactantes na morfologia das hifas de L. fungicola, quando comparadas ao controle.

Figura 2. Eletromicrografias de varredura das hifas de L. fungicola ap0s cultivo na presenca dos surfactantes. A:
Controle, B: Tween 80, C: DMSO e D: Triton X-100.

Figure 2. Scanning electron micrographs of L. fungicola hyphae after cultivation in the presence of surfactants. A:

Control, B: Tween 80 C: DMSO and D: Triton X- 100

As imagens obtidas através da microscopia eletronica de varredura mostram uma clara diferenca entre
as hifas do controle (Figura 2A), em relacéo aos tratamentos com Tween 80 (Figura 2B), DMSO (Figura 2C)
e Triton X-100 (Figura 2D). As hifas do controle (micélilio cultivado apenas em BDA) parecem ser cilindricas
e de forma regular, contrastando com as hifas tratadas com Tween 80, DMSO e Triton X-100, que aparecem
irregulares, arredondadas e deformadas. Isso indica que as hifas de L. fungicola sofrem alteracdes quando estdo
na presenca dessas substancias.

De modo geral, observa-se no controle, hifas mais homogéneas, com textura lisa e diametro uniforme,
enguanto nos tratamentos com surfactantes observa-se hifas deformadas, com rugosidade e se organizando de
forma mais indefinida e emaranhada. Também é possivel observar a alteragdo na quantidade de esporos
encontrado nas amostras, nos tratamentos que contém Tween 80 e Triton X-100 ocorre uma dréstica reducéo
dos mesmos. Na presenca de DMSO a quantidade de esporos visiveis é préxima a do controle.
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3.2 Efeito dos surfactantes sobre o crescimento micelial de Agaricus bisporus

Os surfactantes apresentaram um efeito mais acentuado sobre as cepas de A. bisporus, quando
comparado 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 inibitério, reduzindo em mais de 50% o didmetro da col6nia. Portanto, o Gnico surfactante que permitiu
um crescimento micelial proximo ao controle foi 0 DMSO. O segundo aspecto importante observado foi que
ndo houve diferenca 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.

Figura 3. Efeito dos diferentes surfactantes sobre o crescimento micelial de A. bisporus: A) ABI-LTLO01; B) ABI-
LTLO2 e C) PB-LTLO1.
Figure 3. Effect of different surfactants on the mycelial growth of A. Bisporus: A) ABI-LTL01; B) ABI-LTL02 and C)
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Tabela 2. Crescimento micelial (mm) das diferentes cepas de Agaricus bisporus sob diferentes
concentragdes dos surfactantes e solvente testados, apds 10 dias de incubagéo.
Table 2. Mycelial growth (mm) of different strains of Agaricus bisporus under different concentrations of
surfactants and solvent tested, after 10 days of incubation.

Surfactantes e solvente

Cepa Controle DMSO DMSO Tween 80 Tween80  Triton X-  Triton X-
0,5% 1% 0,5% 1% 100 0,5% 100 1%
ABI-LTLO1 92Aa 92Aa 87,4Ba 40EDb 41,7Eb OFc OFc
ABI-LTLO02 92Aa 84,5Bb 92Aa 43,7Ed 49,7Dc OFe OFe
PB-LTLO1 92Aa 72Cc 83,2Ba 38,3Ed 41,9Ed OFe OFe
CV:5,82%

*Letras iguais maidsculas nas colunas indicam médias estatisticamente semelhantes entre as diferentes cepas. Letras
minusculas nas linhas indicam médias estatisticamente iguais entre diferentes surfactantes (Scott-Knott 5%).

Com base no exposto acima, pode-se dizer que, para 0s experimentos com A. bisporus, dentre 0s
surfactantes testados, o Unico que pode ser utilizado para o preparo das emulsfes de 6leos essenciais é o
DMSO, uma vez que os demais apresentaram efeito inibitorio evidente sobre o fungo. Dentro deste contexto,
isto é extremamente importante neste tipo de ensaio, uma vez que o interesse seria avaliar o efeito inibitério
dos 6leos essenciais sobre o patogeno L. fungicola. Para isto, é vital que nem o 6leo essencial e nem o
surfactante utilizado para o seu preparo, apresentem qualquer efeito negativo sobre o cogumelo cultivado.

Os resultados obtidos neste estudo tornam evidentes as alterages na morfologia das colonias de A.
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bisporus cultivadas in vitro nas presencas de Tween 80, além da inibig&o parcial do crescimento micelial. Para
0 Triton X-100, sequer houve formagéo de colonia (Figura 4).

Figura 4. Morfologia de colbnias de A. bisporus cultivadas na presenca de diferentes surfactantes e solvente. (1: ABI-
LTLO1; 2: ABI-LTLO2 e 3: PB-LTLO1 onde se Ié 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%).

Figure 4. Morphology of A. Bisporus colonies grown in the presence of different surfactants and solvent. (1: ABI-
LTLO1; 2: ABI-LTLO2 and 3: PB-LTLO1 where it reads A: control; B: 1% DMSO; C: 1% Tween 80; D: 1% Triton X-
100; E: DMSO 0.5%, F: 0.5% Tween 80 and G: 0.5% Triton X-100).

Além do menor crescimento micelial observado na presenca do surfactante Tween 80, verificou-se uma
alteracdo intensa da morfologia de coldnia de A. bisporus na presenca deste surfactante. Na verdade, este efeito
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foi muito mais acentuado em A. bisporus do que aquele observado em L. fungicola. Para A. bisporus, observou-
se uma profunda alteracdo morfoldgica da coldnia, que passou do aspecto cotonoso, tipico dos fungos
filamentosos, para um aspecto cremoso. Este efeito foi observado para as duas concentracfes testadas de
Tween 80. Para 0 DMSO, esse efeito ndo foi observado, uma vez que ndo formacdo das coldnias, em funcéo
do seu elevado grau de toxidez para o fungo.

As anélises de microscopia eletrdnica permitiram observar que 0 DMSO apresentou também um efeito
negativo sobre a fisiologia do fungo, ainda que isto ndo tenha sido suficiente para alterar a morfologia da
col6nia (Figura 5).

Figura 5. Eletromicografia das hifas de Agaricus bisporus ABI-LTLO1 apés cultivo na presenca dos surfactantes e
solvente. A: controle, B: DMSO 0,5% e C: Tween 80 0,5%.
Figure 5. Electromycography of Agaricus bisporus ABI-LTLO1 hyphae after cultivation in the presence of surfactants
and solvent. A: control, B: 0.5% DMSO and C: 0.5% Tween 80.
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As imagens obtidas através da microscopia eletrdnica de varredura mostram uma clara diferenca entre
as hifas retiradas do controle (Figura 5A), daquelas retiradas dos tratamentos com DMSO (Figura 5B) e Tween
80 (Figura 5C) ambos em concentragdo de 0,5%. N&o foi possivel analisar amostras de A. bisporus tratadas
com Triton X-100, em funcdo da completa inibi¢cdo do crescimento micelial do fungo na presenca deste
surfactante. As hifas do controle (crescimento em BDA apenas) parecem ser cilindricas e de forma regular.
Contrastando com as hifas tratadas com Tween 80 e DMSO, que aparecem irregulares, achatadas e
deformadas, sendo visivel maiores danos na amostra tratada com o DMSO. Isso indica que as hifas de A.
bisporus sofrem alteracGes quando existem a presenca dessas substancias. De modo geral, observa-se no
controle hifas mais homogéneas, com textura lisa e didmetro uniforme, enquanto nos tratamentos com
surfactantes observa-se hifas deformadas, com rugosidade e se organizando de forma mais indefinida e
emaranhada. Curiosamente, a deformacéo das hifas pareceu mais evidente na presenca de DMSO do que em
Tween 90, sendo que a alteracdo na morfologia das coldnias ocorreu de forma intensa neste ultimo surfactante
e imperceptivel no primeiro.

4. Conclusao

Para estudos in vitro, DMSO e Tween 80, ambos a 1%, sdo os indicados para o preparo de suspensdes
de esporos de L. fungicola, uma vez que ndo inibiram o crescimento deste fungo.

Mas, para o preparo de emulsdes de 6leos essenciais visando o controle de L. fungicola durante o cultivo
de A. bisporus, é indicado o uso de DMSO 1%, uma vez que apenas este composto ndo inibiu o crescimento
micelial de A.bisporus. Neste caso, 0 DMSO deve ser utilizado tanto para o preparo das suspensdes de conidios
de L. fungicola, bem como para o preparo das emulsdes de 6leos essenciais.

O Triton X-100, apesar de ser um surfactante consagrado, ndo dever ser usado para o preparo de
suspensdes de conidios e nem para o preparo das emulsdes de 6leos essenciais para ensaios de controle da
doenga da bolha seca no cultivo do champignon.
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