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RESUMO

A mancha foliar causada por Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem., vem atacando as culturas
de cevada, causando prejuizos aos produtores e as industrias cervejeiras. Para o controle da
doenca, o mais utilizado pelos produtores tem sido o tratamento com fungicidas podendo
provocar riscos para 0 meio ambiente e para a saude do homem. Visando eliminar estes
inconvenientes, preconiza-se a utilizagdo de indutores de resisténcia. O objetivo do presente
trabalho foi verificar a possibilidade da utiliza¢ao do extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus
em promover a indugdo de resisténcia em plantas de cevada das variedades Embrapa 128 e
Embrapa 195. Para isto, foram preparados lotes de plantas envolvendo as duas variedades de
cevada. Em todos os tratamentos foram aspergidos cerca de 10mL da suspensdo na
concentracio de 10° conidios/mL, e ou solugdo do extrato (indutor) ou ainda 4gua em grupos
de 10 plantas cada e com 3 repetigdes. Os tratamentos para indugdo foram: a- sadia (plantas
aspergidas com agua); b- tratadas com indutor (plantas aspergidas com extrato); c- inoculadas
com os patogenos (plantas aspergidas com suspensdes dos isolados); d- tratadas com indutor e
apods 24 h inoculadas com a suspensdo de conidios ; e- idem ao grupo d, entretanto, apds 48
horas; f- idem ao grupo d, entretanto, apds 72 horas; g- Sist 1T = pinceladas as primeiras
folhas com 2mL do extrato e apds 24, 48 e 72h com suspensdo de conidios; h- Sist 2 T =
pinceladas as segundas folhas com 2mL do extrato e apds 24, 48 e 72h com suspensdo de
conidios. A protecdo das plantas foi avaliada 04 dias apds a inoculagcdo do patéogeno. Os
resultados oriundos dos tratamentos com o extrato de Agaricus sylvaticus na concentragdo de
1,2mg de proteina, demonstraram prote¢do local nas duas cultivares de cevada, apresentando
uma porcentagem de protecdo entre 70 a 85%, aumentando em funcdo do tempo (24, 48 e 72
horas), entre a aplicagdo do indutor e a inoculagdo com o patdogeno. Em relagdo a protecao
sist€émica, na variedade Embrapa 128, os resultados demonstraram protecdo tanto para a fase
ascendente como na descendente. Quanto as analises bioquimicas foi possivel visualizar
aumento nas concentragdes de proteinas, enzimas [-1,3-glucanase e esterase nas plantas
tratadas e, decréscimo de fendis isto quando comparadas com plantas infectadas. Isto
indicou que o extrato de Agaricus sylvaticus demonstrou ser um indutor de resisténcia.

Palavras-chave:Indutor de resisténcia, cevada, Bipolaris sorokiniana, Agaricus sylvaticus.



ABSTRACT

Foliar diseases caused by Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem., was attacking the barley
cultures, causing damages to the producers and to brewers industry. For disease control,
producers were used for treatment fungicides that could provoke risks in the environment and
cause problems in man's health. Seeking to eliminate these inconveniences, the use of elicitors
of resistance indutores is sought. The objective of the present work was to verify the
possibility of the use of fungi extract (Agaricus sylvaticus) in promoting the resistance
induction in barley plants (varieties Embrapa 128 and Embrapa 195). For this, lots of plants
were prepared involving two barley varieties. In all the treatments were sprinkled about 10mL
of the suspension in the concentration of 10° conidia/mL and or solution of the extract
(elicitor) or still water in groups of 10 plants each with 3 repetitions. The treatments for
induction were: a- healthy (plants sprinkled with water); b- treated with inducer (plants
sprinkled with extract); c- inoculated with pathogen (plants sprinkled with suspensions of the
isolated); d- treated with inducer and after 24 h inoculated with conidia suspension; e- same to
the group d, however, after 48 hours; f- same to the group d, however, after 72 hours; g-Sist
1T = brushstrokes the first leaves with 2mL of extract and after 24, 48 and 72 hours with
conidia suspension; h- Sist 2 T = brushstrokes the second leaf with 2mL of the extract and
after 24, 48 and 72 hours with conidia suspension. The protection of the plants was evaluated
4 days after the inoculation of pathogen. The results using extract of Agaricus sylvaticus in
the concentration of 1,2mg of protein, demonstrated local protection in the two cultivars of
barley and that presenting among 70 to 85% of protection, increasing in function of the time
(24, 48 and 72 hours). In relation to systemic protection, variety Embrapa 128, the results
demonstrated protection more in phase ascending than descendant. With relationship to the
biochemical analyses was possible to visualize that concentrations of proteins, enzymes [3-1,3-
glucanase and esterase, were increased in the treated plants and a decreased of phenols when
compared with infected plants. This came to indicate that extract of Agaricus sylvaticus
demonstrated a inducer of resistance.

Key-words: Inducer of resistance, barley, Bipolaris sorokiniana, Agaricus sylvaticus.
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1 INTRODUCAO

A cevada (Hordeum vulgare L.) ¢ um dos cereais mais produzidos no mundo, gragas a
sua grande adaptabilidade ambiental, bem como a sua utilizagdo alimentar, em especial na
producdo de malte para industria cervejeira. No Brasil, a cevada ¢ cultivada quase que
exclusivamente para fins cervejeiros, cujo cultivo esta concentrado nos estados do Parana,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, que apresentam areas com caracteristicas ecologicas
semelhantes e propicias para esta atividade.

Virias doencas que atacam as culturas de cevada sdo causadas por fungos, como
Blumeria graminis hordei, Puccinia hordei, Bipolaris sorokiniana, Drechslera teres entre
outras. O fungo Bipolaris sorokiniana é o causador de uma das mais sérias doengas da cultura
de cevada denominada mancha foliar.

Para o controle destas doengas diversas medidas vém sendo praticadas, das quais a
mais utilizada pelos produtores tem sido o tratamento com fungicidas. Contudo os riscos para
0 meio ambiente e para a saide do homem sdo bastante conhecidos e difundidos. Visando
eliminar estes inconvenientes, um dos métodos preconizados t€ém sido o da utilizacao de
indutores de resisténcia. A inducdo de resisténcia tem sido observada em varias plantas em
resposta ao tratamento prévio do hospedeiro com agentes bidticos ou abidticos, denominados
elicitores ou indutores de resisténcia.

Muitos estudos dentro da area médica mostraram resultados positivos na utilizagcao do
cogumelo Agaricus sylvaticus no combate a patdogenos humanos, e também na ativagdo do
sistema imunolégico e na melhoria de problemas de satide como hipocolesterolémico, anti-
trombdtico, entre outros. Dentre as substancias ativas, os polissacarideos, como as beta-
glucanas, os heteropolissacarideos e as glicoproteinas, sdo os principais responsaveis pelo
aumento da resisténcia do hospedeiro contra varios tipos de canceres e doengas infecciosas.
Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes obtidas
do extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus em patossistemas agricolas, visando o controle de
moléstias de interesse econdmico como a mancha foliar nas plantas de cevada, nas variedades

Embrapa 128 ¢ Embrapa 195, contra Bipolaris sorokiniana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Cevada

A cevada, Hordeum vulgare L., tem sua origem no Oriente Médio, denominada
“Fertile Crescent”, abrangendo Israel, Jordania, Siria, Turquia, Iraque e Ira. A forma cultivada
originou-se da espécie selvagem Hordeum spontaneum reclacificada atualmente como
Hordeum vulgare sp. vulgare. As sementes foram levadas a Grécia, Etiopia e China e por
apresentar grande adaptabilidade ecologica, a cevada atingiu boa parte do planeta
(MINELLA, 2001).

No Brasil a cultura da cevada teve seu inicio no periodo colonial, mas o processo de
selecdo iniciou-se em 1920 por intermédio de imigrantes europeus, principalmente
tchecoslovacos que introduziram as primeiras linhagens. A partir de 1976 a area de cultivo se
expandiu devido a implantagdo do Plano Nacional de Auto-suficiéncia em Cevada e Malte, o
qual incluiu a cevada na politica dos pre¢os minimos, credito e financiamento da produgdo
(MOURA,1987).

A malteacdo tem sido no Brasil, a principal aplicagdo econdmica da cevada, ja que o
pais dispde de outras opgdes mais vantajosas para a alimentagdo animal. Nesse sentido,
aproximadamente 85% da cevada produzida ¢ utilizada na industrializagdo de malte, 7% ¢
reservada para semente € 8% na elaboracdo de ragdes, quando ndo atingem padrdo de
qualidade cervejeira. O consumo anual de malte pela industria cervejeira brasileira esta
estimado em um milhdo de toneladas, sendo que 70% desta demanda ¢ suprida pela
importacdo de malte Argentino, Uruguaio, Canadense ou Europeu. Seu cultivo esta
concentrado nos estados do Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, os quais apresentam
areas com caracteristicas ecologicas semelhantes (TONON, 1992). O Brasil ¢ o quinto
mercado mundial na producdo de cerveja chegando a 8,47 bilhodes de litros, perdendo apenas
para China com 27 bilhdes, Estados Unidos com 24 bilhdes, Alemanha 11 bilhdes e Russia

com 9 bilhdes de litros (MESQUITA, 2005).
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No estado de Goias iniciou-se em 2004 a plantacdo em sistema irrigado sendo que a
safra ficou em torno de 4.700 quilos por hectare nos cultivares BRS 180 e BRS 195. A
preferéncia dos produtores, tanto no sequeiro como no irrigado, foi pela cultivar BRS 195 por
caracteristicas superiores como ampla adaptagdo, resisténcia ao acamamento, doencas, e alta
produtividade. Esta cultivar respondeu por 60% da area plantada no Brasil.

As lavouras de sequeiro foram plantadas no Rio Grande do Sul (88 mil hectares) e no
Parana (57 mil hectares) e as cultivares mais plantadas foram BRS 195, MN 698, Embrapa
127, Embrapa 128 e BRS 225 (MINELLA, 2004).

No ano de 2004, a producdo agricola nacional dedicada a cerveja foi de 137mil
hectares para produgdo de 400 mil ton/ano (MESQUITA, 2005), sendo que o planejamento de
cultivares feito pelos produtores foi de que a BRS 195 seja plantada em cerca de 93% da éarea

(WOBETO, 2005).

2.2 Bipolaris sorokiniana

O fungo Bipolaris sorokiniana era originalmente denominado Helminthosporium
sativum, sendo descrito pela primeira vez por Link, em 1809, e foi confirmado por S. F. Gray,
em 1821 (SHOEMAKER, 1959). A observaciao da distingdo na formacdo dos conidios das
espécies que parasitavam gramineas (HUGHES, 1953), levou a exclusdo destas do género
Helminthosporium.

Com base na germinacdo dos conidios, (SHOEMAKER,1959) propds a separagao dos
fungos graminicolas em trés géneros: Helminthosporium, Drechslera e Bipolaris, e este
ultimo apresentava germinacdo bipolar e conidios fusdides. Uma revisdo destes critérios
taxonomicos foi feita por Muchovej, et al. (1988). O género Bipolaris caracteriza-se por
conidios curtos, fusiformes e elipsoidais, escuros, arredondados no 4pice, com cerca de 75 pm
de comprimento, septos sem listras pretas e conidiéforos usualmente sem ramificagdes.
Segundo Picinini (1990) B. sorokiniana constitui a fase perfeita de Cochiliobolus sativus,
causando uma das mais sérias doencas da cultura de cevada. Turquetti et al. (2001)
descreveram que praticamente todas as cultivares brasileiras sdo sensiveis ao patdégeno B.
sorokiniana. O patogeno sobrevive de uma safra a outra, nas sementes e nos restos de cultura

de cevada entre outras (NILSEN et al., 1979).
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Os fungos, antes de penetrar e colonizar os tecidos vegetais, necessitam aderir a
superficie da folha. Essa adesdo ocorre por substancias mucilaginosas produzidas pelo
propagulo, contendo misturas de polissacarideos, glicoproteinas, polimeros de hexosaminas e
material fibrilar que, quando imido, adere o esporo na folha permitindo depois a germinagao
e conseqliente penetragdo. Os fungos penetram diretamente pela epiderme através da hifa ou
um apressorio formado no ponto de contato com a superficie, liberando enzimas para a
completa infeccdo. A penetragdo pode ocorrer também através de estdmatos ou ferimentos da
folha. O conidio de Bipolaris sorokiniana penetra na folha diretamente ou através dos
estomatos e se desenvolve, ocorrendo a patogénese (AGRIOS1997). Como o fungo B.
sorokiniana ¢ um organismo necrotrofico isto é, capaz de matar as células da folha para
garantir a sua sobrevivéncia, produz toxinas na penetra¢cdo, podendo induzir muitos dos
sintomas comumente observados nas doencas como clorose, necrose, além da producdo de
fenois nas folhas infectadas (HAMMOND-KOSACK & JONES. 1996).

As folhas apresentam manchas que variam conforme as espécies infectantes. A
mancha marrom ¢ causada por B. sorokiniana. No caso do trigo foi possivel observar na
interagdo com fungos B. Dbicolor, B. sorokiniana e D. tritici-repentis, a producdo de
metabolitos por esses fungos, quando em meio de cultura e observado o efeito de induzir a
necrose em folha parecida a de uma lesdo pelos patogenos. Desses metabolitos foram
identificadas proteinas de baixa massa molecular responsaveis pela producdo da lesdo,
podendo estar também presente em cevada (BACH & KIMATI, 1999).

Sementes de cevada (Hordeum vulgare L.), freqiientemente, encontram-se infectadas
por fungos patogénicos, como ja citado anteriormente, B. sorokiniana (Sacc.) Shoem.,
Drecheslera teres (Sacc.) Shoem. e Fusarium graminearum Schwabe, os grandes causadores
de doencas que limitam a produtividade dessa cultura no sul do Brasil, especialmente nos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (REIS, 1987), onde as condigdes
climaticas da regido do Brasil sdo muito favoraveis ao desenvolvimento deste tipo de doenca.
Outro fator a ser considerado quanto a doenga causada por B. sorokiniana ¢ a efetividade dos
tratamentos quimicos e bioldgicos, que sdo considerados como ferramenta importante para a
estabilizacdao da produtividade (MOURA,1987; PICININI & FERNANDES, 2001).

Em 1999 Picinini & Fernandes (2001), concluiram que as condigdes climaticas
ocorrentes na safra de inverno nao favoreceram ao aparecimento do fungo Bipolaris
sorokiniana. Nao tendo a mesma sorte no ano seguinte, em que manchas foliares causadas por
este fungo, foram as doengas prevalecentes. Em 2003, Carmo et al., trabalharam com distintas

cultivares de cevada e relataram que estas reagiram diferentemente em relagdo a
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patogenicidade perante os diferentes isolados de Bipolaris sorokiniana. No mesmo ano de
2003, Bach et al., demonstraram que isolados do mesmo fungo em trigo, foram capazes de
causar manchas foliares em diferentes cultivares de cevada, sendo estes também capazes de
causar doengas em plantas de cevada e trigo. Os autores demonstraram na patogenicidade

uma especializacdo intra e interespecifica associada com estudos eletroforéticos dos isolados.

Elongacéo Espigamento Maturagao

1

Parfilhamenio

LYW

Legenda da Escala Feekes-Large (LARGE, 1954)

Estagios Descri¢ao de cada estagio

1°ao 5° Perfilhamento — germinagao, nascimento das folhas.

6° ao 10° Elongagdo — crescimento da planta e de suas folhas.

10.1°e 10.5° Espigamento — surgimento das espigas.

11° Maturacdo — a planta atinge o estagio maximo de crescimento.

Figura 1: Escala de Feeks-Large (LARGE, 1954).

Em todas as pesquisas realizadas em casa-de-vegetagdo com plantas de cereais tais
como cevada ou trigo, tem sido trabalhado no estddio 5 da escala de Feeks modificado por
Large(1954) (Figura 1). O referido estadio indica que as plantas estdo na fase do final de

perfilhamento para inicio de elongagao, fases estas suscetiveis ao patdégeno.

2.3 Inducéo de Resisténcia

Toda e qualquer planta se defende do ataque de um microrganismo invasor, seja fungo,

bactéria ou virus. Cada espécie vegetal tenta impedir o estabelecimento e o desenvolvimento
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da maioria dos organismos invasores, podendo assim mesmo ser infectada por alguns deles.
Assim, surge o conceito de resisténcia, como regra e suscetibilidade, como excecao (BACH,
1997).

De acordo com Pascholati & Leite (1994), a resisténcia de um hospedeiro pode ser
definida como a capacidade da planta de atrasar ou de evitar a entrada e/ou subsequente
atividade de um patéogeno em seus tecidos, sendo caraterizada por sua natureza dinamica e
coordenada, além de mostrar-se como um sistema multicompetente. Este sistema de defesa
culmina em um ntmero de alteracdes fisioldogicas e bioquimicas, que buscam limitar a
penetragdo e o desenvolvimento do patdégeno nos tecidos do hospedeiro.

As plantas podem se defender dos agentes fitopatogénicos passiva ou ativamente.
Desta forma, a defesa passiva ou constitutiva depende de fatores existentes nas plantas,
denominados pré-formados, passivos ou constitutivos. A resisténcia induzida ¢ a resisténcia
que depende de fatores presentes somente apos o hospedeiro ter sido tratado com agentes
bioticos, quimicos ou fisicos, denominados pds-formados, ativos ou induziveis. (KUC, 1982;
SEQUEIRA, 1983; PASCHOLATI & LEITE (1994).

RAY (1901) foi quem relatou pela primeira vez a indugdo de resisténcia, utilizando o

3

termo “vacinagdo de plantas”, com formas atenuadas de ferrugem. Ja, em 1909, Bernad
utilizou isolado de Rhizoctonia repentis com baixa patogenicidade, para desenvolver
resisténcia ao mesmo fungo virulento em orquideas.

Em 1911, Smith verificou que margaridas Paris, quando inoculadas com
Agrobacterium tumefaciens, apresentavam tumores em seus tecidos, € tornavam-se resistentes
a uma posterior reinoculacao com o patogeno. Estes dados ndo foram confirmados na época,
porém, Brown (1923), utilizando-se de uma suspensdo das mesmas bactérias mortas,
conseguiu proteger as plantas contra infecgdes posteriores.

Chester (1933) levantou a hipotese de que as plantas teriam um sistema imunoldgico
similar ao dos mamiferos, isto €, existia a producdo de um sinal liberado na folha infectada e
translocada para outras partes da planta onde era induzida a reagdo de defesa.

Esta forma de inducdo foi denominada primeiramente por Ross (1961) como
Resisténcia Adquirida Sistémica (SAR) ao ver que folhas superiores de fumo apresentavam
lesdes necroticas apos inoculagdo com virus do mosaico do fumo (TMV) nas folhas
inferiores. Isto demonstrou que o fendomeno descrito como indugdo de resisténcia sistémica
era diferente da resisténcia induzida ap6s a inoculagdo com o patogeno foliar.

Diante disto, a indugdo de resisténcia passou a ser conhecida como local e sistémica.

Este fendmeno indicou que as plantas ativam um conjunto de respostas apos o



19

reconhecimento de um patogeno ou da aplicagao exdgena de indutor, capacitando-as assim a
responderem mais rapidamente a infec¢do promovendo uma resposta de resisténcia. Isto tem
sido observado em vérias plantas em resposta ao tratamento prévio do hospedeiro com
agentes bidticos ou abidticos, denominados elicitores ou indutores de resisténcia
(BENHAMOU & THERIAULT, 1992; BENHAMOU et al., 1994; KUC, 1987; 2000; 2001;
LYON et al., 1995; MANANDHAR et al., 1999; MORAES, 1991; ).

A resisténcia pode ser induzida mediante diferentes métodos, tais como: pré-
inoculacdo das plantas com racas avirulentas dos patdégenos (DEVERALL et al., 1968;
ELLISTON et al., 1971, 1976a,b,c, 1977; KUC et al., 1975); inoculagdo com nao-patogénicos
(DOLAN et al., 1986); inoculagdo com patogeno termoinativado ou sonicado com ultra-som
(HEALE & SHARMAN, 1977); pré-tratamento das plantas com metabolitos ou filtrados de
fungos ou bactérias fitopatogénicos ou substincias (BACH, 1997; EBRAHIMNESBAT &
SCHONBECK, 1985; GUZZO et al., 1993; KESSMANN et al., 1994; MORAES, 1991); e,
agentes abidticos como luz ultravioleta, ferimentos, enxertos, entre outros (KUC, 1982). Os
elicitores quimicamente sdo: oligopeptideos, carboidratos, carboidratos complexos ou
ergosterol (OKU, 1994). BOLLER (1995), isolou glicopeptideos de fungos, capazes de
induzir respostas de defesa em diferentes plantas; transformando uma relagdo compativel
numa relacdo incompativel (SCHAFFRATH et al., 1995). Ebel (1995), mostrou resultados
obtidos com os elicitores que indicaram a indugdo de resisténcia como um potencial
alternativo no manejo de doencas de plantas.

Tanto localmente ou sistemicamente, a resisténcia induzida, mostra-se dependente do
tempo entre aplicacdo do indutor e a inoculagdo com o patdégeno; dependente da temperatura,
da concentrag¢do do indutor versus patogeno (KUC, 1987; SEQUEIRA, 1979; 1983).

A inducdo de resisténcia esta relacionada ao tempo, como descrito por Pascholati et al.
(1986) que observaram o fenomeno de resisténcia em plantas de meldo, quando tratadas com
o indutor 24 horas antes da inoculagdo com o patogeno Mycosphaerella melonis. Bach
(1997) trabalhando com trigo, Bipolaris sorokiniana e com indutor goma xantana, observou
que o tempo de intervalo de 48 e 72 horas entre indutor e patdogeno foi suficiente para a
inducdo. Rodrigues et al. (2002) observaram o mesmo tempo para inducdo de resisténcia em
plantas de cevada tratadas com alicina contra Bipolaris sorokiniana.

A inducdo também pode estar relacionada a concentracdo do indutor provocador, em
que varios autores demonstraram que a resisténcia ¢ dependente da concentragdo. Pascholati
et al. (1986) constataram que quanto maior a concentragao de M. melonis (provocador),

menor foi a prote¢do em plantas de meldo pré-inoculadas com Helminthosporium carbonum.



20

Guzzo et al. (1993) verificaram que o aumento na concentragdo da goma xantana ou de
glicose dos EPS (exopolissacarideo), aumentava até certo nivel a porcentagem de protecao em
plantas de café contra Hemileia vastatrix. Bach (1997) e Bach et al. (2003b), observaram a
indugdo de resisténcia em plantas de trigo quando inoculadas com goma xantana na
concentragdo de 0,5 mg/mL e no intervalo de 48 horas. A resisténcia foi observada para
Bipolaris bicolor, Bipolaris sorokiniana, ¢ Drechslera tritici-repentis.

A resisténcia induzida nas plantas ndo se mostra especifica, sendo efetiva contra varios
tipos de patdgenos e em diferentes interagdes como: trigo - Bipolaris sorokiniana e
Drechslera teres (BACH, 1997); cevada - Bipolaris sorokiniana (CASTRO et al, 2001; 2002;
CASTRO & BACH, 2004; RODRIGUES et al., 2002; SILVA, 2005; FELIPE, 2005); café -
Hemileia vastatrix (GUZZO et al., 1993); arroz - Pyricularia oryzae e Bipolaris sorokiniana
(MANANDHAR et al, 1999) e pimentao - Phytophthora capsici (HWANG et al., 1997).

Como elicitores isto ¢, substincias que induzem reagdes de defesa nas plantas,
existem varias estruturas analisadas as quais sdo: acido aracdonico, &cido jasmoénico e acido
salicilico, entre outros (BOLCH et al., 1984; CREELMAN et al., 1992; RASKIN, 1992).

O potencial para uso de indutores de resisténcia no controle de doengas ndo chamou a
atencdo apenas da comunidade de pesquisa, mas também da area comercial. Atualmente,
existem alguns indutores de resisténcia no mercado mundial: o Oryzemate® , o Bion®, o
Messenger®, o OxycomTM , o Elexa® e o Opera®.

O Oryzemate® (probenazole) ¢ um produto para protecdo do arroz contra a brusone
que ja conta com mais de 20 anos de mercado no Japao e sem que haja um tunico relato de
surgimento de resisténcia em populagdes de Pyricularia grisea. O produto ndo apresenta agao
fungicida sobre o patdgeno tanto quanto ndo reduz a viruléncia do mesmo. A ativacdo da
defesa ¢ feita por enzimas na via dos fenilpropanoides, tais como a fenilalanina amoénia liase,
peroxidase e polifenoloxidase (IWATA et al., 1980).

A via dos fenilpropandides tem sido importante no sistema de defesa da planta, pois
quando a planta ¢ infectada a lignina € sintetizada e atua como uma barreira fisica contra a
invasdo do patdogeno e ¢ produzida a fitoalexina com atividade antimicrobiana. Isto veio
contribuir como limitagdo da invasdo do patdégeno no tecido da planta. Além disto foi
observado a presenca do gene em plantas de arroz correspondendo a PR (proteinas
relacionadas a resisténcia) (IWATA, 2001). Além do arroz esse produto ¢ usado em algumas
culturas horticolas, mostrando-se efetivo, ndo sé para o controle de fungos e bactérias, mas

também para o controle de viroses (KOGANEZAWA et al., 1998).
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O Bion ® (acibenzolar S-metil, ASM) foi langado em 1996 na Alemanha. Hoje, ja tem
registro em diversos paises, inclusive no Brasil. A comercializagdo do Bion® ¢ feita em
formulagdes em que o ASM € o Unico produto ativo ou ainda em formula¢des onde ha um
fungicida conjugado. No caso de formulagdes em que o ASM ¢ o Unico principio ativo, o
produto ¢ recomendado em parceria com fungicidas. Isso provavelmente se deve ao fato de
que o uso de um indutor de resisténcia, junto com um fungicida, apresenta efeitos sinérgicos
no controle das doengas-alvo (HAMMERSCHMIDT, 1999a; MOLINA et al., 1998). O ASM
¢ um analogo do acido salicilico (AS) e age na cascata de sinais, um dos eventos que leva a
SAR (“Resisténcia Adquirida Sistémica”) (HAMMERSCHMIDT et al., 2001; METRAUX,
2001; OOSTENDORP et al.; 2001).

O ingrediente ativo do Messenger® ¢ uma proteina, produzida por um gene hrp, da
bactéria fitopatogénica Erwinia amylovora. O Elexa® , além de ingredientes inertes, contém
um carboidrato, a quitosana, extraido do exoesqueleto de crustaceos. Tanto a proteina hrp do
Messenger ® como a quitosana do Elexa ® agem ligando-se a receptores existentes na
membrana celular de plantas, mimetizando o fendmeno de reconhecimento que ocorre em
uma interagdo incompativel entre planta e patégeno (EPA, 2000).

O OxycomTM ¢ formado pela combinagdo de dois compostos, o primeiro ¢ uma
mistura de nutrientes € o segundo uma mistura de acido peracético, acido acético e H202. O
produto ¢ capaz de aumentar a atividade de enzimas importantes ligadas a SAR, como a
fenilalanina amoénia-liase (PAL), chalcona sintase e peroxidases (PO) e proteger plantas
contra nematodides e fungos (KIM et al., 2001).

O Opera® ¢ um novo fungicida pertencente a familia F500 promovido pela Basf. F500
retine uma grande familia de fungicidas recomendados para as mais diversas e importantes
culturas com moderno ingrediente ativo Pyraclostrobin (C;9H;3CIN3;O4 (carbami-cacid, [2-
[[[1-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazol-3-ylJoxy|methyl]phenyl] methoxy-, methyl ester).

O fungicida Opera pertence a classe dos estrubilurinas (OPERA, 2005; F500, 2005).
“Strobilurins” ou estrubilurinas sdo produtos produzidos por fungos, no caso foi encontrado
em cogumelos, isto foi descoberto por um grupo de cientistas alemdes no ano de 1970
encontrado originalmente em simbiose no pinus como Strobilurus tenacellus. Este fungo
produzia a estrubilurina e protegia os pinus de diferentes doencas. Entretanto a molécula era
instdvel na presenga de luz. Assim, isto foi melhorado na inddstria em meio sintético

passando assim a ser fungicida da Classe I (OPERA, 2005).



22

Inicialmente o Opera® foi usado para o controle das principais doengas da cultura da
soja, tendo acdo sistémica, e foi associado a Epoxiconazole que apresenta efeito sistémico,
permitindo que a soja tenha maior produtividade e rentabilidade (OPERA, 2005).

O Opera® ¢ uma alternativa disponivel no mercado internacional e nacional para o
controle de doencas foliares da soja. Para o seu langcamento, foram necessarios
aproximadamente 10 anos de estudos. Atualmente esta sendo utilizada em outras culturas. No

caso de cevada ainda estd em testes (OPERA, 2005).

2.3.1 Respostas de Defesa

Para que haja uma resposta de defesa por parte da planta é necessario, primeiramente,
que a planta reconheca o patogeno. Este reconhecimento normalmente se d4 por meio da
ligacdo de um elicitor a um receptor presente na membrana plasmatica. A partir desta ligagao
ocorre a sinalizagdo e a sintese de compostos de defesa.

Normalmente as respostas de defesas sdo divididas em barreiras estruturais e em
barreiras quimicas e podem ser resultado da ativa¢do de genes de defesa ou do aumento da
atividade de determinadas enzimas (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

A primeira barreira que um fungo encontra na planta ¢ a cuticula. As cutinases
produzidas por patogenos degradam a cutina, facilitando a penetracdo. A cutina presente na
cuticula tem composi¢cdo bastante complexa e, aparentemente, a indug¢do de resisténcia ¢
capaz de alterar sua composicdo, tornando-a mais resistente a degradacdo enzimatica.
Vencendo a cuticula, o fungo encontra a parede celular vegetal, que, assim como a cuticula,
pode ser penetrada tanto por acdo mecédnica como por acdo enzimatica (HUANG & KUC,
1995).

Em estudos com pepinos a fortificacio da parede celular vegetal, obtida por
tratamento com indutores de resisténcia, ¢ responsavel pelo fracasso de um grande niamero de
tentativas de penetragdo de fungos. Em hipocétilos de pepino tratados com o éacido 2,6-
dicloroisonicotinico (DCIA), a redu¢@o na penetracdo chega a ser de quase 100 % em relagao
a hipocotilos ndo tratados (FAUTH et al, 1996).

Estudos citologicos e histologicos demonstram que as alteracdes ocorridas em plantas
com resisténcia induzida podem variar. Stein et al. (1993) verificaram que a indugdo de

resisténcia em pepinos através de inocula¢do controlada com Colletotrichum lagenarium nao
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causa alteracdes citologicas qualitativas, mas sim, quantitativas. O uso de Milsana e, também
em pepino, provoca alteracdes qualitativas como formagdo de papilas, aposi¢cdes de parede e
acimulo de compostos fenodlicos, assim como modificagdes de estruturas do patdogeno nao
observadas em patogenos presentes em tecidos ndo tratados com o indutor (WURMS et al.,
1999). A mesma gama de respostas foi verificada em plantas de tomate tratadas com
glucanas, quitina e laminarina e em plantas de ervilha, tratadas com um fungo endofitico. O
interessante nestes casos ¢ que o patdégeno, ou o fungo endofitico, penetram na planta tratada.
No entanto, o desenvolvimento do fungo fica restrito as células da epiderme e suas estruturas
sofrem alteragdes drasticas, inviabilizando a infeccdo (BENHAMOU & GARAND, 2001;
BENHAMOU & LAFONTAINE, 1995).

Fungos inoculados em plantas tratadas com ativadores de resisténcia apresentam
germinagdo normal dos esporos com a emissdo do tubo germinativo, formagdo de apressorio e
da hifa de penetracdo. No entanto, a penetragdo ndo ocorre normalmente. Muitas hifas de
penetracao sdo aprisionadas por papilas ou t€ém seu desenvolvimento retardado por aposig¢des
de parede, em ambos os casos impregnados por compostos fenolicos. Outro fator estrutural
que contribui para o insucesso da infeccdo ¢ a fortificagdo da parede celular por meio de
ligacdes cruzadas de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina ou pelo aumento da lignificagao
(AGRIOS, 1997; WURMS et al., 1999). Além das barreiras estruturais, diversas barreiras
quimicas também sdao formadas quando ocorre a indugdo de resisténcia. A inducdo de
resisténcia leva a ativacdo de uma série de genes, conhecidos como SAR-genes. Esses genes
codificam proteinas que tém atividades diversas e agem, em conjunto, para restringir a
invasdo do patogeno. Entre essas proteinas estdo as (PRPs-Proteinas Relacionadas com
Patogénese) e enzimas do metabolismo secundario vegetal. As PRPs sdo um grupo de
enzimas sintetizadas em resposta a infeccdo ou a outras situagdes de estresse. Atualmente,
essas proteinas estdo agrupadas em 14 familias, sendo que algumas tém atividade conhecida e
outras nao (VAN LOON & VAN STRIEN, 1999).

Entre as PRPs mais pesquisadas estdo as quitinases e as 3-1,3 glucanases. Essas duas
enzimas tém atividade hidrolitica, quebrando polimeros estruturais presentes na parede dos
patégenos (ANDREU et al., 1998; LORITO et al., 1993; WALTON, 1997). A modificacao
genética de plantas para expressdo constitutiva dessas proteinas faz com que a resisténcia
contra infecgdes seja aumentada (COVENTRY & DUBERY, 2001; EVANS &
GREENLAND, 1998; HONEE, 1999; LORITO et al., 1998). Além disso, a atividade dessas
enzimas ¢ aumentada quando plantas sdo tratadas com elicitores de respostas de defesa ou

indutores de resisténcia (KASTNER et al., 1998; GORLACH et al., 1996; JACOBS et al.,
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1999; SLOVAKOVA et al., 2000; SCHWEIZER et al., 2000). O incremento na atividade
dessas enzimas e a restri¢ao de patdogenos, tanto em plantas modificadas geneticamente como
em plantas tratadas com elicitores, leva a crer que as PRPs desempenham papel importante na
contencao de infecgoes.

As respostas de defesa comentadas acima sdo apenas alguns dos mecanismos de
protecao utilizados pelas plantas, sendo dificil avaliar o quanto cada uma contribui para o
estado de resisténcia induzido. Uma das primeiras respostas de defesa manifestadas em
relagdes incompativeis ¢ a explosdo oxidativa que desempenha papel importante no
estabelecimento da reacdo de hipersensibilidade (HR). A HR por sua vez ¢ freqiientemente
associada com a resisténcia induzida, sendo que, sem HR, ndo hé resisténcia sist€émica
induzida (COSTET et al., 1999).

Entre as reagdes bioquimicas de defesa freqlientemente verificada em plantas tratadas
com elicitores de respostas de defesa ou indutores de resisténcia temos: ocorréncia de
explosao oxidativa (SVALHEIM & ROBERTSEN, 1993), aumento na atividade da
peroxidases e de enzimas hidroliticas (DALISAY & KUC,1995a,1995b; MORAN &
CIPOLLINI, 1999; SLOVAKOVA et al., 2000) e acimulo de fitoalexinas fenolicas (DAAYF
ET AL., 1995, DAAYF ET AL. 1997; FAWE et al., 1998). O aumento da lignificagao
(STEIN et al., 1993), a explosdo oxidativa, a HR, as peroxidases e os fendis (incluindo

fitoalexinas) estdo bastante relacionados com a resisténcia induzida.

2.3.2 Compostos com Possiveis Func@es de Sinais

Um dos compostos que vém sendo considerados como sinais bioquimicos de indugao
¢ o etileno. Plantas o sintetizam tanto como resposta a ferimentos como a infec¢do por
patégenos e a exposi¢do a eliciadores de mecanismos de defesa (BOLLER, 1990;
GROSSKOPF et al., 1991). Mauch et al. (1984) encontraram que inducdo de sintese de
quitinase e de B-1,3-glucanase, proteinas associadas a resisténcia dindmica, ocorre em vagens
de feijoeiro expostas a aminoetoxivinilglicina (inibidor da sintese de etileno), o que levou
Sticher et al. (1997) a interpretar que esses resultados podem significar que a sintese de
etileno ocorrendo concomitante com a indugdo de resisténcia poderia ser mais um efeito que

uma causa.
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Acido jasminico (JA), jasminatos e seus derivados encontram-se largamente
distribuidos em tecidos de plantas (STUMPF & CONN, 1981). STICHER et al. (1997)
consideram ainda um pouco controvertidas as evidéncias experimentais de que JA e seus
derivados podem se constituir em sinais bioquimicos de resisténcia sistémica induzida.
Entretanto, a freqiiéncia com que eles ocorrem em tecidos vegetais, aliada a sua conhecida
mobilidade nos tecidos e entre plantas (andlogos volateis) podem apontar na direcdo de uma
funcdo sinalizadora, no entender de Farmer & Ryan (1990). Também Sticher et al. (1997),
mesmo colocando em duvida a real fungdo de JA e de seus anédlogos, como sinais, lembram
que devem ter algum envolvimento com a resisténcia sistémica adquirida ja que sua aplicagao
em plantas induz a sintese de eventos tipicamente associados a fenomenologia, como sintese
de osmotina, de sintetase chalconica, de fenilalanina amonia-liase (PAL) e de lacase oxidase
(LOX). Em resumo, se sua participacdo em SAR (“Systemic Acquired Resistance”) e ISR
(“Induced Systemic Resistance”) parece evidente, seu papel como sinal ainda ndo é muito
claro.

Podem ser incluidos na categoria de provaveis sinais bioquimicos de resisténcia
sistémica induzida o acido salicilico (SA), salicilatos e seus analogos. White (1979) observou
que a exposicao de plantas de fumo a SA induzia a sintese de proteinas relacionadas a
patogénese (PRPs) e concomitante resisténcia sist€tmica a TMV. Van Loon em 1983, também
constatou que a exposicao de plantas de fumo a etileno tinha o mesmo efeito e hipotetizou que
esse acumulo deve-se a algum composto com atividade semelhante a do 4cido salicilico (AS).
Algum tempo depois, Malamy et al. (1990), também trabalhando com fumo, levantaram a
hipoétese de que SA poderia ser um sinal endogeno ja que salicilatos se acumulam tanto local

como sistemicamente como resposta de plantas de fumo a inoculagdo com TMV.

2.3.3 ISR & SAR e Suas Rotas Metabdlicas

Duas siglas em inglés — ISR (“Induced Systemic Resistance”) e SAR (“Systemic
Acquired Resistance”) tém sido usadas como sinOnimos embora nao o sejam. Ambas
designam o fenomeno através do qual plantas, apos exposi¢do a um agente indutor, t€ém seus
mecanismos de defesa ativados ndo apenas no sitio de indugdo como também em outros locais

dele distantes, de forma mais ou menos generalizada (STICHER et al., 1997).
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Em verdade, autoridades contemporaneas (KLOEPPER, 1999; METRAUX, 1999;
PIETERSE et al., 1998; VAN LOON, 1999; VAN LOON et al., 1998) parecem concordar que
SAR e ISR s3o fenomenos distintos quanto a forma através da qual sdo induzidos. Mas
bastante semelhantes, se ndo idénticos, no que concerne ao resultado fenotipico final que se
expressa sob forma de indugdo de resisténcia com carater de sistemicidade.

Pesquisas anteriores de mecanismos moleculares envolvidos na SAR induzida por
patdgeno, demonstram que o inicio da SAR ¢ acompanhado por aumento local e sistémico de
niveis enddgenos de acido salicilico (MALAMY et al., 1990; METRAUX et al., 1990) e
concomitantemente, um aumento de expressao de um grupo enorme de genes (WARD et al.,
1991), incluindo aqueles que traduzem para proteinas relacionadas a patogénese (PRPs)
(VAN LOON & VAN STRIEN, 1999). Virias proteinas PRPs possuem atividade
antimicrobiana e acredita-se contribuirem para a planta atingir o estado de SAR.
Contrariamente, plantas transgénicas contendo o gene bacteriano NahG, que expressam a
enzima salicilato-hidroxilase, foram incapazes de acumular 4cido salicilico e sdo afetadas na
SAR (GAFFNEY et al., 1993), demonstrando que o acido salicilico (AS) ¢ necessario e
suficiente para induzir SAR (RYALS et al., 1996). Escrutinios feitos em populagdes de
mutantes de Arabidopsis, revelaram uma série de plantas mutantes que aparentam ter o
mesmo gene afetado (CAO et al., 1994; DELANEY et al., 1995). Esse gene foi denominado
nprl (ndo expressor de PR genes) ou niml (ndo imune). Plantas mutantes nprl acumularam
niveis normais de acido salicilico depois da infec¢do, mas diminuiram as suas habilidades de
expressar genes PR e de responder a SAR, indicando que NPR1 age abaixo do AS na rota
metabolica de SAR. O gene NPR1 codifica proteinas com repeti¢cdes do tipo ankyrinas, as
quais sdo conhecidas por mediar interacdes protéicas e estdo presentes em proteinas com as
mais diversas fungdes (CAO et al., 1997; RYALS et al.,1997). Existe evidéncia que sob
inducdo de SAR, NPR1 ¢ translocada para o ntcleo, onde ativa a expressao de genes PR por
interacao fisica com uma subclasse de fatores de transcrigao contendo zipper de leucina, que
se ligam as seqiiéncias promotoras requeridas para a expressdo de genes PR induzida por AS
(ZHANG et al., 1999; KINKEMA et al., 2000; SUBRAMANIAM et al., 2001). Pesquisas no
mecanismo molecular da ISR induzida por rizobactéria foi inicialmente focada no papel das
PRPs, como se o acumulo dessas proteinas estivesse diretamente correlacionado com a
resisténcia induzida. Entretanto, plantas de rabanetes que tiveram suas raizes tratadas com o
indutor de ISR, WCS417r, ndo acumularam proteinas PR, apesar de que essas plantas
demonstraram claramente um aumento na resisténcia contra murcha de Fusarium

(HOFFLAND et al., 1995). De modo similar, plantas de Arabidopsis expressando ISR
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mediada por WCS417r, demonstraram um aumento de resisténcia contra F. oxysporum f.sp.
raphani e Pst DC3000, mas isso nao coincidiu com uma ativa¢do dos genes marcadores de
SAR, PR-1, PR-2 e PR-5 (PIETERSE et al., 1996; VAN WEES et al., 1997). A determinagao
de niveis de AS em plantas de Arabidopsis expressando ISR, revelou que ISR nao ¢ associada
com acumulo de AS (PIETERSE el al., 2000). Além disso, ISR mediada por WCS417r,
expressou-se normalmente em plantas de Arabidopsis ndo acumuladoras de AS, plantas NahG
(PIETERSE et al., 1996; VAN WEES et al., 1997). Com isso, conclui-se que ISR mediada
por WCS417r ¢ independente da resposta da resisténcia por 4cido salicilico (AS), e que a ISR
induzida por rizobactéria ¢ SAR induzida por patéogeno sdo reguladas por rotas metabolicas
distintas, no caso de ISR a sinalizagdo esta mais associada a jasminatos e etileno (PIETERSE
etal., 1998; VAN LOON et al., 1998)

Dessa maneira, através dos varios trabalhos, pode-se observar que embora a resisténcia
induzida seja um fendomeno ndo permanente e nio hereditario, ¢ de extrema importancia para
proteger a planta nos periodos criticos mais favoraveis & ocorréncia da doenca. E necessario ainda
considerar que o efeito sistémico da inducdo de resisténcia nao ¢ especifico, podendo ser efetivo
contra fungos, bactérias, virus ou virdides (BACH, 1997). Para a comprovagdo do efeito se faz

necessario analisar as macromoléculas bioquimicas ligadas a inducgdo de resisténcia.

2.4 Os Cogumelos

O documento mais antigo sobre os cogumelos como agente medicinal vem da India,
3000 anos antes de Cristo. Na China os efeitos benéficos de varias espécies de cogumelos
foram compilados no "Shen Nong Ben Cao Jing" uma espécie de matéria médica escrita entre
200 AC e 200 DC. Foi na Franga que o cultivo do cogumelo teve inicio no reinado de Luiz
XIV (1638-1715). Os cogumelos sdo fungos ainda pouco conhecidos pela sociedade
brasileira, porém sabe-se que indios utilizavam algumas espécies na alimentagao e também no
combate a hemorragias, cdlicas, feridas e outras doengas. Eles denominavam os fungos de
urupé, em tupi-guarani que significa cogumelos e urupé-tinga, urupé-piranga como fungos
distintos 0 que mostra uma nog¢do de taxonomia. Esses conhecimentos como muitos outros
dos indigenas, foram praticamente perdidos e ndo fazem parte da cultura brasileira atual.
Entretanto somente em 1707 a técnica que ainda nos dias atuais vem sendo observada no

Brasil, foi entdo desenvolvida pelos cultivados Freucmnaw Tourmefort (FERREIRA, 1998).
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O cultivo tornou-se crescente em todo mundo podendo ser feito em pequenas areas, se
comparados com a ocupada por outros produtos e com baixo custo. Trata-se de um fungo, ou
seja, um organismo saprofito, portanto, transformam residuos organicos e florestais em
proteinas (FERREIRA, 1998).

Existem pelo menos 10.000 espécies de cogumelos, 700, comestiveis, 50 a 200 com
propriedades medicinais e 50 espécies venenosas. Seis géneros de cogumelos sdo
responsaveis por 90% da producdo mundial de 1,5 milhdes de toneladas / ano: Agaricus,

Lentinula, Pleurotus, Auricularia, Volvariella e Flammulina.

2.4.1 O Cogumelo Agaricus sylvaticus

O cogumelo Agaricus sylvaticus (Figura 2A) ¢ um cogumelo tipicamente brasileiro.
Foi descoberto no municipio paulista de Tapirai em 1965 pelo imigrante japonés T. Furumoto,
(BACH, 2005). Em 1972, Sr. Furumoto enviou amostras do fungo ao Japdo para serem
analisadas, tendo sido classificado como Agaricus sylvaticus pelo Instituto Real de Botanica,
na Inglaterra.

O cogumelo Agaricus sylvaticus pertence a Divisdo Basidiomycota ¢ a ordem dos
Agaricales. Esta ordem tem sido bastante estudada, compreende 300 géneros e
aproximadamente 5.000 espécies em termos mundiais (ALEXOPOULOS et al., 1996). No
Brasil sao conhecidos 136 géneros e 1011 espécies, de acordo com levantamento da produgao
cientifica referente aos anos de 1900-1991 (PUTZKE 1994). Entretanto, estes numeros vém
sendo alterados a cada dia com as descri¢gdes de novas espécies (CANTRELL & LODGE,
2001).

A classificagdo e descrigdo das espécies desta ordem baseiam-se, fundamentalmente,
nos caracteres morfoldgicos, anatdmicos e bioquimicos dos basidiomas (SINGER, 1972;
PEREIRA, 1984).

O Agaricus sylvaticus (Schaeffer), cresce sob a presenca de luz, o que lhe valeu o
registro de Cogumelo do Sol®, nasce em temperaturas elevadas de 25-28°C, devendo a noite
apresentar temperaturas baixas tendo a capacidade de absorver e reter do sol, ar, e da terra,
energia e substancias que nenhum outro tipo de cogumelo ¢ capaz de faze-lo. A regido que

esta sendo plantada ¢ a de Tapirai (SP) e Mogi das Cruzes (SP), (BACH, 2004).



29

A produgdo e as exportagdes no Brasil, que ¢ o maior produtor mundial desta espécie,
aumentaram nos ultimos anos, passando a sua producao/exportacao em 1996 de 7.440 Kg
para 32.602 Kg em 2001, porém houve um decréscimo para 20.072 Kg em 2003 (CACE,
2001, 2004). O interesse na espécie ¢ devido as propriedades anti-mutagénicas, anti-tumorais,
anti-virais, anti-trombotica, hipocolesterolémica, hipolipidémica e anti-oxidante, atividades
essas relacionadas a uma ampla gama de substancias, como ésteres, acido linoleico e oleico,
proteinas, enzimas, vitaminas e polissacarideos (BACH, 2005; BRUM, 2005; CHEN et al.,
2004; DELMANTO et al., 2001; EGUCHI et al., 1999; GUTERREZ et al., 2004; HUANG et
al., 2004; LUIZ et al., 2003; MATSUI et al.,, 2003; STAMETS, 1997). Dentre essas
substancias ativas, os polissacarideos, como as beta-glucanas, os heteropolissacarideos e as
glicoproteinas, sdo os principais responsaveis pela atividade anti-tumoral.

Diversos paises que utilizam os cogumelos, sdo principalmente como nutricéutico,
termo esse usado para uma nova classe de subprodutos que sdo obtidos de frutificagdes
(cogumelos) ou do micélio, minimamente processados, e encapsulados para serem
consumidos como suplementos dietéticos com propdsito terapéutico. As frutificagdes
produzidas pelo fungo podem também ser consumidos in natura, constituindo um alimento
muito apreciado em diversos paises, pelo seu sabor, tornando-se assim um alimento funcional
ou nutricéutico (CHANG; BUSWELL, 1996). Na preparacao dos nutricéuticos sdo utilizadas
frutificacdes em diferentes estdgios de maturacdo, fato que pode influenciar na qualidade
desses subprodutos. Podendo ainda ser encontrado no mercado sob a forma de cogumelo
seco e fragmentado devendo ser consumido na forma de infusdo (chd) quente ou frio.

No presente trabalho foi utilizado extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus como
indutor para depois, na continuacdo do projeto, purificar parcialmente o extrato a fim de
descobrir qual a estrutura especifica que possui a funcao de indutor, podendo assim baratear a

aplicagao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparo do extrato de Agaricus sylvaticus

Os cogumelos da regido de Tapirai (Figura 2), sdo conhecidos como Agaricus
sylvaticus, cogumelo este utilizado como complemento nutricional e comercializado pela

empresa Cogumelo do Sol”.

Figura 2: A. Aspecto do cogumelo Agaricus sylvaticus desenvolvido no solo em Tapirai,
B. colheita, C. Agaricus sylvaticus selecionados, D.lavagem dos cogumelos selecionados,
E. secagem (desidratacdo), F. preparacdo do extrato de cogumelo Agaricus sylvaticus
(fotos do autor).
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Os cogumelos foram colhidos, lavados e secos (Figura 2) sendo realizada a
quantificagdo de proteinas e fendis presentes nos mesmos. O extrato foi feito com 1 grama de
cogumelo em 20mL de 4gua, fervido por 10 minutos e depois filtrado em gaze (Figura 2F)
resultando em um extrato na concentracdo de 1,2mg de proteina. Esta quantidade tem sido
utilizada como complemento nutricional em ser humano e assim, foi utilizada esta
concentragdo e mais duas sendo uma 2,4mg de proteina e outra 0,6mg de proteina. O extrato
foi submetido a quantificagdo de proteinas (método de Lowry, em equivalentes de SAB/ml
Soro Albumina Bovina) (LOWRY, 1951) e, quantificacdo de fendis baseado no método de
Swain & Hillis (1959).

3.2 Preparacéo do Isolado.

O isolado de Bipolaris sorokiniana foi obtido a partir de folhas de cevada oriundas do
campo da Fundacao de Guarapuava no Parand, cultivar Embrapa 128, mantido em meio de
cultura BDA (batata-dextrose-agar).

A suspensdo de esporo foi preparada colocando 10mL de 4gua destilada estéril com
0,05% de Tween 20 (poli-oxietilen sorbitan monolauret, Sigma Chemical Co.) nas placas de
petri contendo as culturas e, retirando-se os esporos com al¢a de Drigalsky. A suspensao foi
filtrada em gaze e, contado os esporos em hematocitometro até a concentragdo de 2x 10’

conidios mL .

3.3 Teste Bioldgico do Extrato:

Um mL do extrato de cogumelo foi transferido em um tubo de ensaio contendo 10mL
de BAD (batata-dgar-dextrose) esterilizado e passado para placas de petri, sendo depois
inoculado o fungo. No intervalo de 0 a 8 dias foi medido o crescimento do fungo e, no final
de 10 dias foi feita a suspensdao de conidios e submetida a contagem em hematocitometro.

Paralelamente foi inoculado o fungo em placas controles.
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3.4 Sementes

As sementes das variedades Embrapa 128 e 195 foram enviadas pela Fundagao

Agraria de Produtores de Cevada Cervejeira em Guarapuava, Parana.

3.5 Preparacdo das Plantas para Ensaio Prévio do Extrato.

Para a preparacdo das plantas foram semeadas dez sementes da cultivar Embrapa 128
em vasos €, mantidas em casa-de-vegetacdo a temperatura ambiente até o estadgio 5 da escala
de Feekes-large (LARGE, 1954). Na composi¢ao do substrato foram utilizadas uma parte de
solo vermelho, oriundo do Parana e uma parte de terra vegetal adubada com NPK (na
formulacao 10-10-10) e micronutrientes marca Ouro Verde (de acordo com a especificagdao do
produtor).

Um total de 140 plantas foi separado em grupos de 10 plantas cada, sendo repetido o
experimento por trés vezes. Os tratamentos foram: a-sadia (plantas aspergidas com agua); b-
inoculadas com os patdgenos (plantas aspergidas com suspensoes dos isolados); c- tratadas
com indutor na concentracdo de 2,4mg de proteina; d- tratadas com indutor (conc. 2,4mg
proteina) e ap6s 24 h inoculadas com suspensdo de conidios; e- idem ao grupo d, entretanto,
apos 48 horas; f- idem ao grupo d, entretanto, apds 72 horas. Os grupos g,h,i,j foram
semelhantes aos grupos c,d,e,f entretanto com extrato na concentragdo de 1,2mg de proteina.
J& os grupos k,1,m,n mesmo sendo similares aos c,d,e,f receberam extratos na concentragao de
0,6mg de proteina.

Durante as primeiras 24 horas ap6s a inoculagdo do patdgeno, as plantas foram
mantidas em camara tmida (100% UR), temperatura ambiente e escuro. Em seguida, o
material foi transferido para casa-de-vegetacdo e mantido sob condi¢des de temperatura e
luminosidade ambiente.

A protecao das plantas foi avaliada 4 dias ap6s a inoculagdo do patéogeno de acordo

com BACH (1997).
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3.6 Tratamentos Para Indugéo Local.

Foram preparados lotes das variedades de cevada Embrapa 128 ¢ Embrapa 195. A
concentragdo do extrato utilizada foi a de 1,2mg de proteina. Em todos os tratamentos foram
aspergidos cerca de 10mL da suspensdao de conidios e ou, solugdo do extrato (indutor) ou
ainda, agua.

Foram semeadas sementes das duas variedades e separadas em grupos de 10 plantas
cada e com 3 repetigdes.

Os tratamentos foram: a-sadia (plantas aspergidas com agua); b-tratadas com indutor
(plantas aspergidas com extrato); c- inoculadas com os patdogenos (plantas aspergidas com
suspensoes dos isolados); d- tratadas com indutor e apos 24 h inoculadas com suspensao de
conidios; e- idem ao grupo d, entretanto, apds 48 horas; f- idem ao grupo d, entretanto, apos
72 horas.

As plantas dos grupos d, e, f, foram inicialmente aspergidas com indutor sendo que
apos 24, 48 e, 72 horas, sob condi¢des de temperatura ambiente e fotoperiodo de 12 horas
(luz fluorescente 7,35 W m> ), as folhas foram inoculadas, por aspersdo, com as suspensdes
de conidios do isolado. Durante as primeiras 24 horas apds a inocula¢do do patégeno, as
plantas foram mantidas em camara umida (100% UR), temperatura ambiente ¢ escuro. Em
seguida, o material foi transferido para casa-de-vegetagdo e mantido sob condigdes de
temperatura e luminosidade ambiente.

A protegdo das plantas foi avaliada 4 dias ap6s a inoculagdo do patdgeno de acordo
com Bach (1997). As folhas dessas plantas foram coletadas, submetidas a extragdo e,

realizadas as quantificagcdes bioquimicas das macromoléculas.

3.7 Tratamento de Inducéo Sistémica

Grupos de 10 plantas cada de cevada variedade Embrapa 128, foram submetidas a
tratamentos: 1) Sadia = plantas pulverizadas com cerca de 10mL de dgua; 2) extrato = plantas
pulverizadas com 10mL do extrato de cogumelo; 3) Infectada = plantas pulverizadas com

10mL da suspensdo de conidios (10° conidios/mL); 4) Sist 1T = pinceladas as primeiras
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folhas (F1T) com 2mL do extrato; 5) Sist 2 T = pinceladas as segundas folhas (F2T) com
2mL do extrato.

Ap6s 48 horas da aplicagdo do extrato de cogumelo nos tratamentos 4 € 5, as plantas
de cevada foram aspergidas com 10mL da suspenséo de conidios (10°conidios/mL).

A protecdo das plantas foi avaliada 04 dias apds a inoculacdo do patégeno sendo as
folhas (primeira e segunda), da mesma planta, coletadas separadamente. Apds a coleta foram

submetidos a extracdo e quantifica¢do de proteinas, fendis e beta-1,3-glucanase.

3.8 Efeito do Fungicida Opera

Como comparagio do indutor de resisténcia foi utilizado o fungicida Opera que consta
do fungicida mais inovador F500 promovido pela Basf, que ¢ uma molécula proveniente de
um produto natural transformado em industria como fungicida. Dessa forma, o mesmo foi
utilizado na pulverizagao na concentragao de 0,6L/ha/100 litros de agua.

Assim, grupos de plantas de cevada foram submetidos a diferentes tratamentos:

A + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinagdo, submetidas a pulveriza¢do com o
cogumelo, sendo apds 48 horas pulverizadas com o fungo.
A + opera + fungo: grupo de plantas com 14 dias de germinagdo, submetidas a pulverizagao
com o cogumelo, apds 10 dias, pulverizadas com o fungicida 6pera, sendo apds 72 horas
pulverizadas com o fungo.
Infectada: grupo de plantas com 24 dias de germinagdo, submetidas a pulveriza¢cdo com o
fungo.
Opera + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinagao, submetidas a pulverizagio com
o fungicida 6pera, sendo apos 72 horas pulverizadas com o fungo.

Em relagdo aos tratamentos, foi verificado o numero de folhas de cevada com lesdes
ap6s uma semana em casa-de-vegetacdo, e, preparados os extratos das respectivas folhas e a

realizacdo de andlises bioquimicas.



35

3.9 Analises Bioquimicas

As folhas de todas as plantas submetidas aos tratamentos foram removidas e estocadas
no freezer até a realizacdo do extrato, bem como, almofariz e tampao também gelados.

Para a extragao foram utilizados 1g de folhas homogeneizadas em almofariz com 1mL
do tampao fosfato pH=7 / 0,IM. O extrato foi mantido em geladeira por um periodo de 1
hora, filtrado em gaze e guardado no freezer para posterior analise.

Para a quantificag@o de proteinas foi utilizado o método de Lowry, em equivalentes de
SAB/mL (SORO ALBUMINA BOVINA) (LOWRY, 1951). O total de fenoéis foi analisado
através do método de Folin-Ciocalteau sendo os resultados expressos em mg de equivalentes
de acido clorogénico por mL (mg Eq. Ac. clorogénico/mL) (SWAIN & HILLIS, 1959).

A atividade da enzima foi medida pelo aumento dos grupos redutores de actlicares
usando como substrato laminarina (Sigma) e o teste de agucares redutores segundo
(LEVER,1972). A glicose foi usada como padrao sendo que uma unidade do grupo redutor foi
definida como quantidade de enzima capaz de liberar 1 uM de glicose em 1 minuto a 37°C

(VAN HOOF et al., 1991).

3.10 Analise Eletroforética

Foi realizada a eletroforese das amostras em gel de poliacrilamida, na concentragao de
7% de AA (acrilamida) e Bis (N-metil bis acrilamida) em placa horizontal. As amostras
apresentavam 300 pg em equivalentes de SAB/mL, segundo método utilizado por BACH
(1997). A coloragdo realizada para isoenzimas de esterase foi pelo método segundo
Stegemann & Burgermeister (1987).

Para a avaliacdo foram comparadas as bandas de isoenzimas existentes nas plantas
sadias, infectadas e submetidas aos diferentes tratamentos, utilizando programa Analista
Molecular, da Biorad, acoplado ao computador e ao densitdmetro situados no Laboratério de

Bacteriologia Animal do Instituto Biologico.
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3.11 Andlise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e a média analisada pelo método

de Student’s ou Origin (Anova).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extrato de Cogumelo

O extrato de cogumelo bruto, originado da extrag¢do de lg de cogumelo seco,
apresentou a concentracao de 1,2 mg de proteinas e 0,4mg de fenois.

Desse extrato somente a diluicdo de 1:10 foi utilizada no teste bioldégico em placa
contendo 0,120mg de proteina e 0,04 mg de fenol.

No teste bioldgico, incorporando o extrato em meio de cultura de BAD, foram
observados o desenvolvimento micelial e a quantificacdo de conidios. Na Figura 3, pode-se
observar que o extrato de cogumelo reduziu o crescimento micelial quando comparado com o
controle. Entretanto, ao observar a contagem de conidios x10°, a quantidade foi proxima. Isto
veio indicar que o extrato reduziu o desenvolvimento micelial ndo tendo influéncia na
formagdo de conidios. Isto veio demonstrar que o extrato ndo possui agao fungitdxica pois o

patogeno esporula da mesma forma do que em meio contendo agua.
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Resultados sdo médias de 3 repetigoes sem diferenga significativa entre elas. Barras indicam desvio padrio.
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4.2 Ensaios Preévios da Concentracédo do Indutor.

Para se determinar a concentracdo ideal do extrato a ser utilizada nos tratamentos
como indutor, foi elaborado um teste prévio. O extrato de cogumelo apresentou a
concentragdo de 1,2 mg de proteinas e 0,4mg de fendis por 1grama de cogumelo.

Para um extrato mais concentrado utilizou-se 2 gramas de cogumelo, obtendo-se
2,4mg de proteina. Um outro grupo foi preparado através da diluicao chegando-se a 0,6mg de
proteinas.

Tabela 1: Porcentagem de protecéo em folhas de plantas de cevada Emb 128 contra o isolado
Bipolaris sorokiniana, utilizando extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus (A)

Conc. do extrato Tratamentos Média n.folhas % de protecao

infectadas /10 plantas

Testemunha (dgua) 0 --
Suspensao conidio 15 0
2,4mg proteina Controle (A) 0 B
A-24H 3,1 78.2%
A-48H 2,8 81.1*
A-72H 2,3 84.5%
1,2 mg proteina Controle (A) 0 B
A-24H 3,12 79.2%
A-48H 2,8 81 1+
A-72H 2,4 84 2+
0,6mg de proteina  Controle (A) 0 _
A-24H 5,2 65 4+
A-48H 4,2 71 5+
A-72H 2,9 80.5%

Os numeros representam média de um total de 10 plantas/tratamento ou 15 folhas no total.
* Médias seguidas por asterisco sdo significativamente diferentes das plantas infectadas
pelo teste T (P<0,05).

No teste da indugdo nas plantas foi possivel observar que o grupo de plantas de cevada
tratado com extrato na concentragdo de 2,4mg de proteina, apresentou resultados semelhantes
ao grupo de plantas com extrato 1,2mg de proteina (Tabela 1). J& o grupo com extrato de

0,6mg de proteina, as plantas obtiveram menor porcentagem de protecdo (Tabela 1).
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Sendo assim, para as proximas etapas foi utilizada a concentracdo de 1,2mg de

proteinas para as pulverizagdes.

F-igu ra 4: (A) Plantas infectadas com o patdgeno ; (B) Plantas tratadas com extrato de
cogumelo 24 horas antes do patdgeno. Concentragdo do extrato 1,2mg de proteina
(fotos do autor)

4.3 Tratamentos com Inducéo Local

Kuc (2001), descreveu a importancia em se usar indutores de resisténcia ao invés de

fungicidas, os quais contaminam o meio ambiente. Assim, foi utilizado como indutor o
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extrato de cogumelo Agaricus sylvaticus em plantas de cevada infectadas com Bipolaris

sorokiniana.

Tabela 2: Porcentagem de prote¢ao em folhas de plantas de cevada Emb 128 e 195 contra o isolado
Bipolaris sorokiniana, utilizando extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus (A)

Cultivares Tratamentos N. folhas com lesdao  %de protecdo
Embrapa 128  Testemunha (4gua) 0* --
Suspensdo conidio 60 0b

Controle (A) - -

A-24H
18 70,0 a
A-48H
11,3 81,2 a
A-72H
9,0 85,0 a
Embrapa 195  Testemunha (4dgua) 0 --
Suspensdo do conidio 58,8 2b
Controle (A) -- --
A-24H
15,9 73,5a
A-48H
14,1 76,5 a
A-72H
11,4 81,0 a

*Média do numero total de folhas com lesdo em um lote de 60 folhas no total.
As Médias seguidas por letra sdo significativamente diferentes das plantas infectadas
pelo teste T (P<0,05).

Nesta etapa foram utilizadas duas cultivares Embrapa 128 e 195 e, extrato de
cogumelo A. sylvaticus apresentando 1,2mg de proteinas. Estas duas cultivares sdo as mais

utilizadas no plantio do campo na regido Sul do Brasil como Parana e Rio Grande do Sul.
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Figura 5: Porcentagem de protegdo em folhas de plantas de cevada Emb 128 ¢ 195 contra o isolado Bipolaris
sorokiniana, utilizando extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus (A), nos diferentes intervalos de tempo.
Tratamentos: A-24 h =plantas aspergidas com extrato e apds 24 horas pulverizadas com suspensdo de conidios;
A-48 h = idem ao anterior, entretanto apos 48 horas pulverizadas com o patégeno; A-72 h= idem ao anterior,
entretanto apos 72 horas pulverizadas com o patogeno.

Os resultados apresentados na Tabela 2 e Figura 5, demonstraram que o indutor
extrato de cogumelo, na concentragdo de 1,2mg de proteina, foi capaz de induzir resisténcia
nas duas cultivares de cevada, apresentando uma porcentagem de prote¢do entre 70 a 85%,
aumentando em fun¢do do tempo (24, 48 e 72 horas), entre a aplicagdo do indutor e a
inoculacdo com o patégeno. Os resultados envolvendo a indugdo com o intervalo de tempo
vieram ao encontro dos obtidos por Guzzo et al. (1993); Bach (1997); Bach et al. (2003b);
Castro & Bach (2004).

Uma das diferengas observadas entre as duas cultivares foi que Embrapa 195 demorou
mais dias para apresentar as lesdes foliares enquanto que, a cultivar Embrapa 128 apresentou
lesdes maiores em menor tempo. Por este motivo a cultivar 195 inoculada com o patégeno
apresentou 2% de protecdo. A Figura 5, demonstra o aumento da protecao de 24horas (70%)
a 48horas (81%) para plantas Embrapa 128 enquanto que na cultivar 195 o aumento foi menor
isto é: 24h (73%) e 48h (76%). No periodo de 48 a 72horas, o aumento foi diferente
chegando a cultivar Embrapa 128 a 85% e, Embrapa 195 a 81%. Dessa forma na Embrapa
195 o aumento foi linear enquanto na Embrapa 128 ndo foi totalmente linear indicando que a
cultivar 195 apresenta um mecanismo proprio de resisténcia, demorando a apresentar o efeito

de indutor de resisténcia. .
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A-72h
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Figura 6 : Aspecto visual das folhas de cevada cultivares Embrapa 128 e 195
oriundas dos tratamentos (de cima para baixo): infectadas, tratadas A-24h; A-
48h; A-72h (fotos do autor).

4.4 Inducéo de Protecdo Sistémica

Como foi observada a indugao de protecdo local para as duas variedades, verificou-se
a inducdo sistémica somente para a cultivar Embrapa 128 por ser esta a mais suscetivel. A
realizacdo do efeito sistémico tem a finalidade de otimizar o trabalho no campo, ndo
necessitando da pulverizagcdo em todas as folhas. A protecdo das plantas foi avaliada 04 dias
apos a inoculagdo do patogeno.

Os resultados oriundos dos tratamentos com extrato de cogumelo demonstraram
protecdo sistémica tanto para a fase ascendente, no caso das plantas que receberam tratamento

somente 2° folha, como para a fase descendente, em plantas que receberam tratamento
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somente na 1° folha, promovendo protecdo entre 56-100%, conforme demonstra a Tabela 3 e
a Figura 7. Estes resultados também foram observados por Castro, 2003 utilizando como
indutor a goma xantana.

Tabela 3: Porcentagem de protegdo sistémica em plantas de cevada
tratadas com indutor extrato de cogumelo.

Cultivares Tratamentos % de protegao *

Embrapa 128  Testemunha (4gua) ---

Suspensao conidio 0a

Controle (A) ---

sist 24h 1FT 1F 75b
sist 24h 1FT  2F 79,4
sist 24h 2FT 1F 70b
sist 24h 2FT  2F 56b
sist 48h 1FT 1F 96b
sist 48h 1FT 2F 100b
sist 48h 2FT 1F 76b
sist 48h 2FT  2F 70b
sist 72h 1FT 1F 96

sist 72h 1FT  2F 100
sist 72h 2FT  1F 90b
sist 72h 2FT  2F 85b

* 9% de protegdo em 25 folhas de cevada submetidas a tratamento com indutor via sist€mica.

Numeros seguidos por letra b, sdo significativamente diferentes das plantas infectadas, pelo teste T (P<0,05).
Tratamentos: sist-24h 1FT, sist-48h 1FT, sist-72h 1FT: Folha aspergida com extrato de cogumelo apenas na
folha 1 e, apés a o intervalo de tempo (24h, 48h, 72h) aplicado a suspensdo de conidios em toda planta e
analisada somente a folha no qual ndo foi tratada. sist-24h 2FT, sist-48h 2FT, sist-72h 2FT: Folha aspergida
com extrato de cogumelo apenas na folha 2 e, ap6s a o intervalo de tempo (24h, 48h, 72h) aplicado a suspenséo
de conidios em toda planta e analisada somente a folha no qual ndo foi tratada.

Folhas coletadas para analise: 1F= primeira folha; 2F= segunda folha
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Figura 7: Porcentagem de protecdo em folhas de cevada submetidas a tratamento com
extrato de cogumelo. Setas vermelhas indicam efeito ascendente (folha 1 envia mensagem
para folha 2) e, setas amarelas efeito descendente (folha 2 envia mensagem para folha 1)
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1F-24h 48H- 1F e 2F 72h- 1F e 2F

Figura 8 : Aspecto visual das folhas de cevada submetidas a tratamento sistémico.

Tratamentos: 1F-24h: 1Folha tratada e retiradas a 1F (A) e 2F (B); 2F-24h: 2F tratada e retiradas a 1F (B) ¢
2F (A); 48h -1F (A) IF tratada e retirada a mesma folha com aspecto igual na segunda folha e, 48h- 2F (B)
tratada e retirada folha 2 com aspecto igual na primeira folha; 72h -1F (A) 1F tratada e retirada a mesma
folha com aspecto igual na segunda folha e, 72h- 2F (B) tratada e retirada folha 2 com aspecto igual na
primeira folha (fotos do autor).

4.5 Analises Bioguimicas

Segundo Moraes (1991), algumas substincias quimicas ocorrem livres nos espagos
intercelulares de certos tecidos vegetais, substancias estas, produzidas pelas proprias células e
associadas as paredes celulares. Essas substancias sdo polissacarideos, glicoproteinas,
proteinas, que podem ser liberadas para o espago intercelular na integra ou na forma de
residuos terminais. No instante em que o patégeno penetra no hospedeiro, deve ocorrer o
reconhecimento dos determinantes especificos presentes nas paredes celulares do patdgeno,
através das macromoléculas de alta especificidade existentes nas células do hospedeiro.
Quando provocadas por agentes bidticos ou abidticos, as plantas respondem alterando seu
metabolismo, aumentando ou diminuindo a concentragdo de alguns metabdlitos ou
macromoléculas bioquimicas, ou ainda, produzindo outros, que estejam relacionados com a
reacdo de resisténcia, como por exemplo, as PR-proteinas, os fendis, as fitoalexinas, dentre
outros (FRY, 1986; KUC, 1993, 2001; BENHAMOU, 1996; KOMBRINK & SCHMELZER,
2001).
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4.5.1 Inducéao de Protecéo Local.

Nos extratos foliares dos tratamentos de protecao local observou-se que a quantidade
de proteina total encontrada na cultivar Embrapa 195 foi maior do que a cultivar Embrapa 128
quando observados os extratos de planta sadia e extrato de plantas controles tratadas com o
elicitor cogumelo (Figura 9). O mesmo pode ser observado com atividade beta-glucanase por
ser esta maior na cultivar Embrapa 195 do que na cultivar Embrapa 128 (Figura 10).

Entretanto, observando as plantas submetidas a tratamento com elicitor, tem-se
aumento gradativo nos intervalos de tempo nas duas cultivares mas, na cultivar Embrapa 195
a quantidade de proteinas bem como a atividade enzimatica foi maior do que na cultivar
Embrapa 128. Isto vem demonstrar, que as duas cultivares apresentam variabilidade genética

entre si, tendo assim alteragdes metabolicas também diferentes entre si (Figuras 9-10).

mmm Mg SAB
—e— erro padrao

195 128

Figura 9: Quantidade de proteinas em mg de SAB (soro albumina bovina) presente em folhas de plantas de
cevada tratadas com extrato de cogumelo contra Bipolaris sorokiniana.
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Figura 10: Atividade da beta glucanase presente em folhas de plantas de cevada tratadas
com extrato de cogumelo contra Bipolaris sorokiniana.

Os resultados observados vém ao encontro dos observados por Bach (1997), onde se
constatou aumento de proteinas apds inducdo de resisténcia utilizando goma xantana em
plantas de trigo. A concentracdo de proteinas observada nas plantas apo6s infeccdo com o
patogeno, vem ao encontro do observado por Bach et al. (1993) envolvendo interagdes entre
sorgo e capim elefante com Exserohilum turcicum. Para a atividade da enzima beta-1,3
glucanase o aumento nas plantas tratadas também foi observado na interacdo trigo-B.
sorokiniana (BACH et al., 2003a), ¢ na interagdo cevada-B. sorokiniana utilizando elicitor
goma xantana (CASTRO & BACH, 2004).
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Figura 11 : Concentragio de fenol, baseado em mg de acido clorogénico, presentes em extrato
de folhas de plantas de cevada tratadas com extrato de cogumelo contra Bipolaris sorokiniana.
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As plantas de cevada, nas duas cultivares Embrapa 128 e Embrapa 195, inoculadas
com o patogeno e denominadas de infectadas apresentaram a maior concentragdo de fenol
estando de acordo com os resultados observados por Oku (1964) em plantas de arroz
infectadas, e, por Bach (1997) em plantas de trigo infectadas com B. sorokiniana, D. tritici-
repentis ou B. bicolor.

Nas plantas das duas cultivares, submetidas a tratamento com extrato de cogumelo, a
concentragdo de fendis foi menor do que nas infectadas, entretanto ficando com a
concentragdo no mesmo patamar que as plantas sadias e as controles (plantas sadias
submetidas a extrato) (Figura 11). Estes resultados estdo de acordo com Bach (1997), Bach et
al (2003), Rodrigues et al. (2002) e Castro & Bach (2004). Segundo Bach (1997), algum
mecanismo foi ativado a fim de diminuir a concentracdo de fendis podendo estar associado
com a indug¢do de resisténcia.

Comparando os resultados de concentragdo de fenodis e atividade beta glucanase nas
plantas de cevada, pode-se observar que cultivar Embrapa 128 apresenta menos enzima do
que a cultivar Embrapa 195. No caso de fenois, a concentragdo nas plantas tratadas foi menor
do que nas infectadas isto para as duas cultivares (Figura 12).

Diante dos resultados de protecdo local, por ser a cultivar Embrapa 128 mais

suscetivel e a mais encontrada nos plantios de cevada, esta foi utilizada nos testes de inducao

sistémica.
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Figura 12: Comparagéo das cultivares em relagdo a atividade da beta glucanase e na concentragdo de
fenois (acido clorogénico) presentes nas plantas de cevada sadias, controles e tratadas com extrato do cogumelo.
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A inducao de protecdo teve efeito tanto na fase ascendente como na fase descendente.

Em relacdo as andlises bioquimicas pode-se observar um aumento na atividade beta glucanase

como também em proteinas quando comparado com plantas infectadas ou sadias ou ainda

controles. Para fenois, a concentracdo nas plantas tratadas ndo apresentou variagdo, indicando

que alguma molécula sinalizadora transcorreu pela planta sem danificar células (Figura 13).

O efeito ascendente e descendente concorda com os resultados observados por Castro

& Bach (2004) quando utilizaram cevada e goma xantana como elicitor.
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Figura 13: Quantificagdo de proteinas, fendis e atividade beta-glucanase de plantas de cevada

tratadas sistémicamente com extrato de cogumelo.
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4.6 Tratamento das Plantas com Opera

Opera ¢ produzido por duas substancias, Piraclostrobin (133g/L) acrescido de
Epoxiconazol (50g/L) formando uma suspensdo. O Epoxiconazol tem sido acrescido ao
Opera, pois atua com efeito sistémico dentro da planta.

O Piraclostrobin apresenta a estrutura das estrobilurinas que foram extraidas de fungos
presentes no pinho conhecido como Strobilurus tenacellus. Entretanto a estrutura quimica
extraida apresentou como obstdculo por ser instavel perante a luz. Desta forma a Basf
procurou aprimorar a substancia quimica como sendo um fungicida denominado como familia
F500. O mecanismo de agdo do produto foi conhecido como indutor de resisténcia e

fungicida.

Tabela 4: Porcentagem de prote¢do nos diferentes tratamentos para a verificagdo da atuagio do fungicida 6pera

Variedades Tratamentos N¢ total de folhas / % de protegao
N° de folhas com lesdes

Embrapa 128  A+fungo 50/0 100
A+operatfungo  50/0 100
Infectada 50/50 0
Opera-+fungo 50/0 100

Embrapa 195  A+fungo 50/9,5 81
A+operat+fungo  50/10 80
Infectada 50/0 0
Opera-+fungo 50/11,1 78

Tratamentos: A + fungo: grupo de plantas com 24 dias de germinacdo, submetidas a pulverizagdo com o extrato
de cogumelo, sendo ap6s 48 horas pulverizadas com o fungo; A + 6pera + fungo: grupo de plantas com 14 dias
de germinagdo, submetidas a pulverizagdo com o extrato de cogumelo, apds 10 dias, pulverizadas com o
fungicida opera, sendo apds 72 horas pulverizadas com o fungo; Infectada: grupo de plantas com 24 dias de
germinagio, submetidas a pulverizagio com o fungo; Opera + fungo: grupo de plantas com 24 dias de

germinacdo, submetidas a pulverizagio com o fungicida opera, sendo apds 72 horas pulverizadas com o fungo.
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A porcentagem de protecdo nas plantas de cevada variedade 128 submetidas ao
tratamento com o extrato do cogumelo+fungo e com o produto 6pera foi de 100%,indicando
que tanto o Opera quanto o cogumelo apresentaram o mesmo efeito. Na variedade Embrapa
195, a porcentagem de protecdo nas plantas que receberam extrato ou Opera apresenta
protecdo de 78 a 81%. Mesmo sendo pequena a variacdo da porcentagem de prote¢ao nesta
variedade Embrapa 195 pode-se dizer que a protecao ocorreu tanto com o fungicida opera
tanto quanto com o cogumelo (Tabela 4).

Observando as analises bioquimicas foi possivel constatar que plantas tratadas com o
cogumelo e/ou Opera apresentaram as mesmas alteragdes bioquimicas como aumento de
enzima beta-glucanase, proteinas e diminui¢do de fendis quando comparado com plantas
infectadas. Entretanto, para plantas tratadas com o cogumelo/6pera ou somente Opera a beta-
glucanase diminuiu quando comparada com plantas tratadas somente com o cogumelo. Isto
vem indicar que o cogumelo tem uma agdo mais enérgica nas plantas de cevada do que com o
opera apenas (Tabela 5). Em relacdo a quantidade de proteinas as plantas submetidas ao
tratamento com o cogumelo apresentaram maior aumento do que com o produto Opera e

mantendo-se a concentracao de fenais.

Tabela 5: Quantidade de proteinas (mg SAB), de enzima beta-1-3-glucanase (umol de glicose/min) e de fenois
(mg acido clorogénico), presentes nos extratos foliares de plantas de cevada, submetidas aos diferentes
tratamentos com o fungicida Opera.

. Tratamentos Fené} >
Cultivares ok Proteinas Beta glucanase mg acido
MgSAB Atividade enzimatica clorogénico
Embrapa 128 A 48h 296D 0,92b 0,14b
A 48h +opera 1,98 b 0,74 b 0,13b
opera 2,03b 0,73b 0,15b
Infectada 0,40 a 0,20 a 0,45a
Sadia 1,90 b 0,75b 0,18b
Embrapa 195 A 48h 2,78 b 140b 0,12
A 48h+ opera 2,03b 13,5b 0,14
opera 2,26 Db 10,2 b 0,14
Infectada 0,83 a 3,7a 0,41

Sadia 2,91 a 12,2 b 0,11
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4.7 Eletroforeses das Plantas Tratadas

Na figura 14 ¢ possivel observar que em todas as cultivares, as plantas inoculadas com
suspensdo de conidios, apresentaram diminui¢do na intensidade de bandas, além de
desaparecimento de algumas delas, quando comparadas com as plantas sadias. Ja com as
plantas submetidas ao tratamento com extrato de cogumelo, ¢ possivel visualizar aumento na
intensidade das bandas.

A variedade Embrapa 128 apresentou 4 bandas de isoenzimas de esterase sendo que
ocorre aumento da atividade nas bandas dependendo do tempo de tratamento. Isto é, no
intervalo de tempo de 72horas todas as bandas correspondentes a isoenzimas de esterase
apresentam coloragdo mais forte, que corresponde a maior atividade do que, quando
comparado com 24 e 48h.

Entretanto, na variedade 195, ocorreu a presenca de 3 bandas de isoenzimas de
esterase sendo possivel visualizar que nas bandas referentes a 72h do tratamento as atividades

isoenzimaticas foram maiores.

Figura 14: Eletroforese de isoenzimas de esterase das variedades Embrapa 128 e 195, nos diferentes intervalos de
tempo.
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A (Figura 15) apresenta a eletroforese da cultivar 128 via sist€émica, perante
tratamento com extrato de cogumelo envolvendo tratamento na primeira e segunda folha. Foi
possivel observar na eletroforese do efeito sistémico que o nimero de bandas das folhas
tratadas 1, 2,3 e 4, foram iguais quando comparada com as plantas sadias entretanto, a maior

atividade foi visualizada no intervalo de tempo de 72h.

—— P s EOEE iy wis i Wi

Figura 15: Eletroforese de isoenzima de esterase da variedade Embrapa 128 com os tratamentos sistémicos, nos
diferentes intervalos de tempo. 1F=primeira folha tratada e retirada a segunda folha; 2F= segunda folha tratada e
retirada a segunda folha.

A atividade da enzima esterase foi observada ndo sé a olho nu como analisada através
do programa Analista Molecular da Biorad acoplado ao computador, sendo as bandas
representadas em valores de absorbancia x area indicada na densitometria (Figuras 16-17).

A mobilidade eletroforética associada a atividade enzimatica indica que bandas 1,2,3 e
4 devem estar ligadas a reacdo de resisténcia para a variedade Embrapa 128. Entretanto, ao
observar a planta infectada, com apenas duas bandas, a banda 1 ¢ 2 diminuem a atividade
enzimatica pois nao apresenta a reacdo de indugdo de resisténcia (Figura 16).

A variedade Embrapa 195, apresentou nas plantas sadias e tratadas apenas 3 bandas.
Esta variedade possui em campo uma resist€éncia em que nos primeiros estadios de
desenvolvimento nao apresenta sintomas da doenca. Assim, pode-se verificar que os gens
presentes na planta sdo diferentes da outra variedade. Sendo assim, esta variedade apresentou

3 isoenzimas de esterase mas, ao ser infectada passou também a ter 2 isoenzimas.
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Figura 16: Densitometria das amostras de plantas de cevada (variedade Embrapa 128) submetidas
aos tratamentos.

Nas plantas infectadas as bandas 1 e 2 tiveram diminui¢ao na atividade, enquanto a
banda 3 desapareceu (Rm 2,9-3,41) (Figura 17). Diante disto, pode-se confirmar que as
bandas de isoenzimas diminuem. Isto porque a planta tenta se defender digerindo a parede do
fungo, mas por haver baixa concentracdo de enzimas, ndo consegue reagir. Nas plantas

tratadas, como a isoenzima aumenta, ¢ possivel ver a resisténcia.
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Figura 17: Densitometria das amostras de plantas de cevada ( variedade Embrapa 195)
submetidas aos tratamentos.

Os tratamentos sist€émicos apresentaram na variedade 128 também 4 bandas,
confirmando a indu¢do de resisténcia local, na qual plantas infectadas tiveram somente 2
isoenzimas de baixa atividade, enquanto as plantas sadias apresentavam com 4 isoenzimas
(Figura 18).

As plantas submetidas ao tratamento sistémico apresentaram 4 isoenzimas, com
atividade diferente, dependendo do intervalo de tempo entre as aplicacdes. No intervalo de 72

horas a atividade enzimatica foi maior (Figura 15).
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submetidas aos tratamentos sistémicos.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

1. No teste bioldgico, incorporando o extrato em meio de cultura de BAD, pode-se observar
reducdo do crescimento micelial quando comparado com o controle mas, em relagdo a
producdo de conidios a alteracdo foi muito pequena indicando que possivelmente o extrato
nao apresenta efeito como fungitéxico sobre o fungo.

2. O extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus atuou como elicitor de resisténcia em plantas
de cevada (variedades Embrapa 128 ¢ Embrapa 195) contra o fungo Bipolaris sorokiniana na
concentragdo de 1,2mg de proteinas e 0,4mg de fenois.

2. Plantas de cevada tratadas com o extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus 72 horas antes
da inoculagao do patogeno Bipolaris sorokiniana, apresentaram maior percentual de protegio
em relagdo as plantas de cevada submetidas ao mesmo tratamento com intervalos de tempo de
48 e 24 horas.

3. A resisténcia induzida em plantas de cevada foi local e sist€émica, sendo que na resisténcia
sistémica, a fase ascendente apresentou maior prote¢ao do que a fase descendente.

4. A inducgdo de resisténcia foi comprovada por andlises bioquimicas, com o aumento de
proteinas, enzima beta-glucanase nas plantas tratadas, bem como diminui¢do de fenodis. Ja
nas plantas submetidas a infeccdo com o fungo, foi constatado aumento na quantidade de
fendis e diminuicdo na quantidade de proteinas e enzima beta-glucanase. As analises
eletroforéticas demonstraram que em plantas infectadas houve diminui¢do na atividade
esterdsica, enquanto nas submetidas ao tratamento, a atividade esterdsica apresentou-se maior.
5. O extrato do cogumelo Agaricus sylvaticus demonstrou ser indutor de resisténcia local e
sistémica, permitindo assim, resposta de defesa semelhante a verificada na utilizacdo do

Opera.

Perspectivas Futuras
Purificar o extrato na tentativa de isolar o principio ativo, o qual poderd servir de

base para obtengdo de moléculas de interesse fitopatologico.
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