Universidade de Sao Paulo

Escola Superior de Agricultura "'Luiz de Queiroz"

Inducéo de resisténcia em plantas de berinjela e tomate por Lentinula edodes e
Agaricus blazei contra bactérias causadoras de murcha (Ralstonia

solanacearum) e cancro (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)

Ricardo Ferrari Silva

Tese apresentada para obtencdo do titulo
de Doutor em Agronomia. Area de concentragio

Fitopatologia

Piracicaba
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Ricardo Ferrari Silva

Engenheiro Agronomo

Inducdo de resisténcia em plantas de berinjela e tomate por Lentinula edodes e Agaricus
blazei contra bactérias causadoras de murcha (Ralstonia solanacearum) e cancro

(Clavibacter michiganensis SUbSP. michiganensis)

Orientador:

Prof. Dr. IVAN PAULO BEDENDO

Tese apresentada para obtencdo do titulo
de Doutor em Agronomia. Area de concentragio

Fitopatologia

Piracicaba
2007



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicagdo (CIP)
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - ESALQ/USP

Silva, Ricardo Ferrari

Indugéo de resisténcia em plantas de berinjela e tomate por Lentinula
edodes e Agaricus blazei contra bactérias causadoras de murcha (Ralstonia
solanacearum) e cancro (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) /
Ricardo Ferrari Silva. - - Piracicaba, 2007.

109 p. il

Tese (Doutorado) - - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 2007.
Bibliografia.

1. Bactérias fitopatogénicas 2. Berinjela 3. Cancro (Doenga de plantas -
Resisténcia) 4. Cogumelos comestiveis 5. Cromatografia 6. Murcha (Doenca
de planta - Resisténcia) 7. Tomate I. Titulo

CDD 635.646

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



“Entrega o teu caminho ao Senhor,
confia Nele, e o mais Ele fara.”

Salmo 37:5

“Com efeito, grandes coisas fez o

Senhor por nds; por isso estamos

alegres.” Salmo 126:3

A minha esposa, Scheila,
Aos meus pais, Nivaldo e Marli,
E aos meus irmaos e suas familias, Raquel e
Flavio, Daniel, Angélica e Davi, por seu amor, apoio
e confianca na realizagao deste trabalho.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — Universidade de Sio Paulo,
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola, Setor de Fitopatologia, pela
oportunidade de realizar o curso de Doutorado.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Ivan Paulo Bedendo, pela oportunidade oferecida, pela
confianga, amizade, orientacdo e pelo convivio agradével durante estes quatro anos.

Ao Prof. Dr. Sérgio F. Pascholati, pelo apoio, amizade, orientacdo e valiosas
contribuig¢des ao trabalho.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pela
concessao da bolsa de doutorado.

A empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda., pelo fornecimento das sementes e dos isolados
bacterianos.

Ao pesquisador Dr. Carlos Lopes, da EMBRAPA-CNPH, por sua atencdo, pelas
informagdes uteis compartilhadas e pelo envio dos isolados bacterianos.

A Prof. Dra. Marli T. A. Minhoni (UNESP, Botucatu), pelo fornecimento dos cogumelos
utilizados nesta tese.

Aos demais professores do Setor de Fitopatologia, pelos ensinamentos e pelos momentos
agradaveis proporcionados.

Aos amigos do Laboratério de Procariotos Fitopatogénicos, Ana Paula, Alan, Daniela,
Eliane, Isolda, Luciano, Luiz Fernando, Raquel e Samuel, pelo bom convivio e amizade.

Aos amigos do Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica Fitopatologica, André, Camila,
Danilo, Dirceu, Ely, Leonardo, Maria Cristina, Marisa, Marizete, Mauricio, Nivea, Odair, Patricia
e Robson, pela amizade, incentivo e auxilio durante a realizacao deste trabalho.

Aos funcionarios Fernanda e Rodolfo, Heloisa, Silvia, Edivaldo, Carmen e Sandra, Pedro
Arthuso, Jéferson e Linda, pela amizade e atencao dispensadas.

Aos amigos Adriana, Carol, Daniel, Débora, Estela e Silvio pelos bons momentos
passados juntos.

Aos demais amigos do Setor de Fitopatologia, pelo agradavel convivio e amizade.

A todas as pessoas que contribuiram, direta ou indiretamente, para a realizagao deste

trabalho.



SUMARIO
RESUMO ..ottt ettt ettt et et e e st e esseeseenseessaeseenseensesseenseensesseensennsenseenns 8
ABSTRACT ...ttt ettt e h ettt e bt et e it e s bt et et e s bt e b entenae e 9
LT INTRODUGAO ... 10
RETEIEIICIAS ...ttt ettt et e sat e bt e st ebeesaeeenbeeeaee 14
2 ACAO INDUTORA DE RESISTENCIA DE Lentinula edodes E Agaricus blazei EM
PLANTAS DE BERINJELA CONTRA Ralstonia solanacearum. ..................cccoeceeeeeecueennennnnn. 19
RESUIMO ... ettt et et e st e et esbt e st e sbeeebeesaneens 19
KN 11 ¢ o1 SO OO SRRSO PRORUUTOPRRRRRTRPON 20
2.1 INEEOAUGAO ...ttt e ettt e e e ettt e e e e etaeeeeeeataeeeeeaaseeeeeaaeeeeeenraeeeeanns 20
2.2 DESENVOIVIIMEINTO ...ttt ettt ettt sttt et et b et sbee bt esteeabenbeenesanens 22
2.2.1 RevisA0 BIDHOZIATICA ......ceeiiiiiieiieciteiece ettt et et eneesaaeessee e 22
2.2.2 Material € MELOAOS .......eeuiieiiiiie ettt ettt ettt ettt eb e 24
2.2.2.1 Obtencao dos isolados de L. edodes € A. blazei ................oooecueeecveeeeveeaciieeeieeeeieeeee e 24
2.2.2.2 Obtenc¢ao dos extratos aquosos de L. edodes € A. blazei...............ccoeeeeveveeecieseencenannane, 25
2.2.2.3 Obten¢ao e manutencao dos fitopatdogenos e das plantas..........ccceeeveviiereencieenienieenneenn, 25
2.2.2.4 Obtencao do INOCUIO DACIEIIANO .....cccuvviiiieiiiiee ettt e erae e 25
2.2.2.5 Efeito in vitro dos cogumelos sobre R. s0lanacearum ...............cccccceeeeeeeenceesceesienaneanne. 26
2.2.2.6 Protecao de plantas em casa-de-VeZetaCa0 .......c.eevueerireriieriieiieeieeiee e eiee e eeee e 26
2.2.2.7 Obtengao d0s Xtratos PIOLCICOS ...ccuvierrierrierieerreertieeteesteesreesseesseessaessseesseessseenseessseesseensns 27
2.2.2.8 Dosagem de Proteinas tOtAIS .......ecueeerieeeiieeeieeeeiteeesieeesteeesveeessreeessreeesseeesneesseeesseeensnes 28
2.2.2.9 Atividade de PeTOXIAASE ......ccuvieiiieriieiieeiii ettt ettt et ettt et esate et e st eeteesaaeenneeenes 28
2.2.2.10 Atividade de QUILINASE ......ceeuvieriieeiieiieeie ettt eiee ettt ete et e e e teeseaeebeesaeeenseesaaeenseennns 29
2.2.2.11 Atividade de polifenoloXidase .........ccveevierieiiieiieeie ettt 29
2.2.2.12 Atividade de fenilalanina amoOnia-liase ...........ceceeriiiiieniiiiiiene e 29

2.2.2.13 Separagdo através de precipitacdo dos componentes das preparagdes com atividade

DIOLOZICA ...ttt ettt e et et e e bt et e e bt e s sbeeabeesabeenbeeenbeenbeeeabeenbeeenbeeseennbaens 30
2.2.2.14 Bioensaio com os componentes da precipitagdo com sulfato de amonio......................... 30
2.2.2.15 Separagao cromatografica dos componentes das fragdes com atividade biologica.......... 31

2.2.2.16 Bioensaio com as fragdes obtidas através da cromatografia ..........ccoeceeeveeniiieiienieencenne 31



2.2.2.17 Analise eletroforética das fragcdes biologicamente ativas..........ccceeeveeerveeeiieesceeesieeenne 32
2.2.3 RESUITAAOS. ...ttt ettt ettt et s e et e st e b e it e b e eae 33
2.2.3.1 Efeito in vitro dos cogumelos sobre Ralstonia solanacearum ..................ccccceeveuevcueanuenne. 33
2.2.3.2 Protecao de plantas em casa-de-VEeZetaCa0 .......c.eevueeriieriieriiieiieeieeiee e eiee e eeeeseae e 34
2.2.3.3 Determinagdo da concentragdo de proteinas e atividade enzimatica.............ceeevverveennennee. 36
2.2.3.4 Bioensaio com os componentes da precipitacdo com sulfato de amonio...............cc.u....... 41
2.2.3.5 Separagdo cromatografica dos componentes das fragdes com atividade biologica............ 42
2.2.3.6 Bioensaio com as fracdes obtidas através da cromatografia ............cceeceeevieriiiinienieeneenne, 43
2.2.3.7 Analise eletroforética das fragdes biologicamente ativas...........cceevverieerieeecieeneenieenneennes 45
2.2.4 DIISCUSSAO ..eenuteeutteeiteeteeette et ettt e bt e sat e e bt e saee e bt e suteeabeessteeabeesaeeeabeeeabeeabeesabeenbeeaaeeenbeesaneenbeennee 46
2.3 Consideragies FINAIS ......cccuuiiiuiiiiiieeiiieeeiee et e eieeeeteeeete e e e teeesaaeeesabeeesseeesseessaeesssaeesnseeennnes 49
RETETEICIAS ...ttt ettt ettt st et s et et s bt e b et e saeebesanens 49

3 ACAO INDUTORA DE RESISTENCIA DE Lentinula edodes E Agaricus blazei EM
TOMATEIRO CONTRA Ralstonia solanacearum E Clavibacter michiganensis subsp.

TRECHIGANOIISTS ..ottt ettt ettt et e et e bt e e et e et e e eateeabeesabeeabeeeateeabeeeneeenseesnseenseannns 56
RESUIMO ...t ettt et ettt e ae e st esat e et esbeeeneesaneens 56
F N a1 1 1o F OO RORPTRSRRRRRRN 57
3.1 INEEOAUGAD ...ttt e e et e e e et e e e e et e e e e e tra e e e eettaaeeeaaraaaeeenras 58
3.2 DESENVOIVIIMEINILO ...ttt ettt ettt et et e et e st e e bt e esbeeseesnteenbeesnneenseas 60
3.2.1 RevisA0 BIDHOGIATICA ...cueiiiieiiieiieie ettt et ettt eneeas 60
3.2.2 Material € MELOAOS .....coueetieiieiieiieieeiie sttt ettt sttt sttt et sae e b e sae e 64
3.2.2.1 Obtencao dos isolados de L. edodes € A. blazei ...................ccooceveeeeeciueeeeciiiieeeccieeeeenne. 64
3.2.2.2 Obtengao dos extratos aquosos de L. edodes e de A. blazei.................coccevevveenecncenucnnnnne. 64
3.2.2.3 Obtengao e manutengao dos fitopatdogenos e das plantas..........cceeeveeveeeciieniencieenieenieennen. 64
3.2.2.4 Obtengao do iNOCULO DACLETIANO .........eeeeviiiiiiiieciiie ettt et et 65

3.2.2.5 Efeito in vitro dos cogumelos sobre C. michiganensis subsp. michiganensis e R.

SOLANACEATUNN ...ttt e et e et e et e e e eaa e e e taeesstaeessseeesssaeassaeasssaeasseesssseesnseeanns 65
3.2.2.6 Protecao de plantas em casa-de-Vegetacao .........ecuierueeriieriieeiieeniieeieeiee et eiee e aee e eeees 66
3.2.2.7 Obtengao d0s eXtratos PrOLEICOS ...cuuieruierureeiiertieeteerteeereestteeteesteesreesseessseeseessseesseessseensees 67
3.2.2.8 Dosagem de proteinas tOtAIS .......c..eeecueeeriuieeriieeiieeeseeeeiieeeeieeesveeessaeeessseeessseeessseesseeessseens 68

3.2.2.9 Atividade de PerOXidase .........cccueeriieiiieiieeiieiie ettt ettt ettt eeeas 69



3.2.2.10 Atividade de QUItINASE ......cccveeeerieeeiieeeiieeeiieerteeeseeeeeeeestaeesaeeessaeeessseessseessseesssaeensseens 69
3.2.2.11 Atividade de polifenoloXidase . .......ccceeevieiriieiiiieeiee e et 69
3.2.2.12 Atividade de fenilalanina amonia-liase ............ccccevveeeiiiieiiiieciiee e 70

3.2.2.13 Separacdo através de precipitacdo dos componentes das preparagdes com atividade

DIOIOZICA ...ttt ettt ettt et et e e bt esteeesbe e saeesbeessseenseeesaeesseessseenseessseenseeesseenseennsaans 70
3.2.2.14 Bioensaio com os componentes da precipitagdo com sulfato de amonio......................... 70
3.2.2.15 Separagdo cromatografica dos componentes das fracdes com atividade biologica.......... 71
3.2.2.16 Bioensaio com as fragdes obtidas através da cromatografia ...........cccceeeveevverciienieeniennnen. 72
3.2.2.17 Anélise eletroforética das fragdes biologicamente ativas............cceeveeevreereeniveerieeeneennen. 72
3.2.3 RESUIAAOS. ..ttt ettt sttt e b e et e b e et ebe e s ebeas 73

3.2.3.1 Efeito in vitro de L. edodes e A. blazei sobre C. michiganensis subsp. michiganensis e R.

SOIARNACEATUIN ...ttt ettt b e ettt b et ea et e e st e b enees 73
3.2.3.2 Protecdo de plantas em casa-de-Vegetacao .........ccueeruieereerieeiiieriieeieenee e eieeereeeeesneeeees 75
3.2.3.3 Determinagao da concentracao de proteinas e atividade enzimatica...........c.cccccveeevveennnen.. 78
3.2.3.4 Bioensaio dos componentes da precipitacdo com sulfato de amonio............cccceeevueereennee. 87
3.2.3.5 Separagao cromatografica dos componentes das fragdes com atividade bioldgica............ 88
3.2.3.6 Bioensaio com as fra¢des obtidas através da cromatografia ..........c.cceceeeeueevvenciienieeniennnen. 89
3.2.3.7 Analise eletroforética das fragdes biologicamente ativas.........cccueeecveeerveeerieeeseeesciieeeeneenn 92
3. 2.4 DIISCUSSAD ..eueeeeutieiieeutteeite et e st e et e e stteeateesate e bt e beeeabeebeeeabeansteeabeenseesabeenseeenbeenseeenteenseeenbeenteas 93
3.3 ConsideragOes FINAIS .........ccciuiiiiiiiiiiiiicciie ettt e et e ere e e etae e et e e e ets e e saaeeeaeeeeens 100

RETEICIICIAS ettt ee e eeeeeeeseeeeeneseeeeeeaeenenenennnen 101



RESUMO

Inducdo de resisténcia em plantas de berinjela e tomate por Lentinula edodes €
Agaricus blazei contra bactérias causadoras de murcha (Ralstonia solanacearum) e cancro
(Clavibacter michiganensis SUbSp. michiganensis)

Devido ao aumento da preocupacdo com o impacto dos agrotdxicos no meio ambiente e
na satde humana, busca-se uma agricultura sustentavel. E no ambito dessa questdo que a
resisténcia induzida torna-se uma ferramenta fundamental no manejo integrado de doengas e
indispensavel para uma nova agricultura, mais racional e sustentavel. Dentre os diversos agentes
bidticos e abidticos, utilizados em trabalhos de inducdo de resisténcia de plantas a patdogenos, os
cogumelos Lentinula edodes e Agaricus blazei vem sendo pesquisados. Desse modo, este
trabalho teve como objetivos avaliar o efeito de diferentes isolados de L. edodes e A. blazei e do
acibenzolar-S-metil (aSm) in vitro contra as bactérias ¢ o controle de doengas de importancia
econdmica para as culturas do tomate e da berinjela, em casa-de-vegetacdo. Depois de obtida a
protecao, estudar os possiveis mecanismos bioquimicos ativados nas plantas através do uso dos
extratos dos cogumelos e buscar a purificagdo parcial destes extratos, a fim de identificar o(s)
principio(s) ativo(s). No patossistema berinjela/Ralstonia, os extratos aquosos dos cogumelos nao
exerceram nenhum efeito direto sobre o patdégeno, sendo que os isolados Abl-11 e Abl-28 de A.
blazei reduziram significativamente a ocorréncia de folhas murchas das plantas em casa-de-
vegetacdo, em relacdo aos demais tratamentos. Ocorreu um aumento na atividade da peroxidase,
fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase nas folhas tratadas. O preciptado 60-80% obtido pela
precipitagdo com sulfato de amodnia e a fracdo 4 da cromatografia de troca anidnica (CTA) de
Abl-28 reduziram a ocorréncia de folhas murchas, sendo que a separagdo eletroforética revelou a
presenca de uma banda no gel com aproximadamente 29 kDa nesta fragdo. Em tomate, os
extratos aquosos dos isolados dos cogumelos e o acibenzolar-S-metil ndo exerceram nenhum
efeito inibitorio in vitro no crescimento de Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis. Porém, os isolados Abl-26 de A. blazei, Le-96/17 de L. edodes € aSm
foram os que conferiram maior prote¢cdo das plantas de tomates contra os patdgenos, diminuindo
a ocorréncia de folhas murchas, proporcionando um aumento na atividade da peroxidase no
patossistema tomate/Ralstonia e um aumento na atividade de peroxidase, quitinase, fenilalanina
amonia-liase e polifenoloxidase no patossistema tomate/Clavibacter. O preciptado 40-80% de
Le-96/17 foi submetido a CTA, obtendo-se seis fragdes protéicas. As fracdes 3 e 4, junto com
aSm e o extrato aquoso de Le-96/17 reduziram a ocorréncia de folhas murchas. A separagao
eletroforética destas fracdes da CTA, do preciptado 40-80% e do extrato aquoso de Le-96/17
revelaram a presenca de mais de uma banda no gel na fracdo 3 e 4 da CTA, no preciptado
40-80% e no extrato aquoso bruto de Le-96/17. Com base nos resultados, os cogumelos 4. blazei
e L. edodes apresentam compostos que induziram resisténcia em plantas berinjela e tomate,
podendo auxiliar no controle de doengas.

Palavras-chave: Indugdo de resisténcia; Lentinula edodes; Agaricus blazei, Murcha bacteriana;
Cancro bacteriano; Tomate; Berinjela



ABSTRACT

Induced resistance by Lentinula edodes and Agaricus blazei in tomato plant and eggplant
against bacterial wilt (Ralstonia solanacearum) and bacterial canker (Clavibacter
michiganensis SUDSP. michiganensis)

Because the increase of the impact of chemical products in the environment and in human
health, a search by sustainable agriculture is needed. It is in the scope of this problem that the
induced resistance becomes a tool in the integrated management of pests and diseases and
indispensable for a new agriculture, more rational and sustainable. Among the biotic and abiotic
agents used to induce resistance, the mushrooms Lentinula edodes and Agaricus blazei have
being studied. Thus, the objectives of the present work were evaluate the effects of different
isolates of L. edodes and A. blazei and of the acibenzolar-S-methyl (aSm) on in vitro bacterial
growth and the control of the diseases in tomato and eggplant under greenhouse conditions. The
studies also tried to elucidate the mode of action of the extracts from the fruiting bodies and
partially purify them. In eggplant plants, the aqueos extracts from the different mushroom isolates
did not have any direct effect on the pathogen. The isolates Abl-11 and Abl-28 of 4. blazei
reduced the wilt in eggplant leaves, under greenhouse conditions, and increased peroxidase,
phenylalanine ammonia-lyase and polyphenoloxidase activities in treated leaves. The fraction of
aqueous extract of 4. blazei (Abl-28) obtained with ammonium sulfhate and fraction 4 from
anion exchange chromatography reduced bacterial wilt and a protein fraction exhibiting
molecular mass around 29 kDa was obtained. In tomato plants, the aqueos extracts from the
different mushrooms and the acibenzolar-S-methyl did not inhibit in vitro growth of Ralstonia
solanacearum and Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. However, the isolates
Abl-26 of 4. blazei, Le-96/17 of L. edodes and aSm protected tomato plants against the bacterial
pathogens, reducing the wilt and causing an increase in peroxidase activity in the
tomato/Ralstonia interaction and an increase in peroxidase, chitinase, phenylalanine ammonia-
lyase and polyphenoloxidase activities in the tomato/Clavibacter interaction. The ammonium
sulphate fraction of Le-96/17 was submitted to anion exchange chromatography, and the proteins
from fractions 3 and 4, aSm and the aqueous extract of Le-96/17 reduced the occurrence of wilt
in the leaves. A protein fraction exhibiting proteins with molecular mass around 29, 37 and 45
kDA was obtained in fractions 3 and 4. Thus, the results showed that the mushrooms A. blazei
and L. edodes have substances that induce resistance in eggplant and tomato plants.

Keywords: Induction of resistance; Lentinula edodes; Agaricus blazei; Bacterial wilt; Bacterial
canker; Tomato; Eggplant
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1 INTRODUCAO

A redugdo da producdo em uma lavoura pode ser ocasionada por diversos fatores, dentro
0s quais os principais seriam as doengas, sejam elas causadas por fungos, bactérias, virus ou
nematodides. Dentre estes patdégenos que ocorrem sobre as espécies de plantas de expressdo
econdmica na agricultura brasileira, as bactérias vém assumindo importancia crescente, causando
elevadas perdas, embora ndo existam estatisticas precisas. (ARAUJO; ROBBS; RIBEIRO, 2003;
KIMURA; CARMO, 1995; LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997; ROMEIRO, 1995). Estes
fitopatogenos podem causar danos tanto na parte aérea como no sistema radicular, podendo levar
a perda total da cultura. Como nem sempre ¢ possivel utilizar a resisténcia genética, o uso de
agrotoxicos no controle de doencas tem sido cada vez mais freqiiente (GHINI; KIMATI, 2000;
MOTOYAMA et al., 2003).

Dentre as diversas bactérias que causam grandes prejuizos, Ralstonia solanacearum
(Smith) Smith tem promovido elevadas perdas em vdrias culturas a nivel nacional. Em tomate,
tem sido assinalada desde o Estado do Amazonas até o Rio Grande do Sul (BATISTA; GUEDES,
1981). Outra bactéria, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis, agente
causal do cancro bacteriano em pimentdo e tomate, ¢ uma das doencas mais importantes para
tomateiro estaqueado, podendo destruir grande parte da plantacdo. A doenca tem causado em
todo o mundo consideraveis perdas, e o patdgeno pode sobreviver em sementes, no solo e em
hospedeiros secundarios (AGRIOS, 2005; DIAS; TAKATSU, 1989; KUROZAWA; PAVAN,
2005).

Uma vez que ndo existe produto quimico que controle eficientemente estas doengas, € o
seu uso indiscriminado tem aumentado as preocupagdes com o meio ambiente € com a saude
humana, o uso de métodos alternativos de controle, entre os quais se incluem o controle biologico
e a indugdo de resisténcia em plantas, estdo sendo pesquisados e utilizados.

As plantas possuem tanto mecanismos pré-formados quanto induziveis para resistir a
invasdo dos patégenos (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). A indugdo de resisténcia em
plantas pode ser definida como uma resisténcia dindmica baseada na produgdo de barreiras fisicas
e/ou quimicas estimuladas pela aplicagdo de uma substancia indutora. E um fenémeno sistémico
ou local, efetivo contra uma ampla gama de patdgenos, incluindo bactérias, fungos ou virus

(BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005). Os agentes ativadores ou indutores sio
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representados por microrganismos saprofiticos, patdgenos de plantas, metabdlitos microbianos,
extratos de plantas sadias ou imunizadas, agentes quimicos, entre outros (CAVALCANTI et al.,
2005; DUKE; RAMIREZ; TOMIYAMA, 1987; JENSEN et al., 1998).

Estes indutores aumentam o nivel de resisténcia da planta, sem alterar seu genoma. Eles
ocorrem de maneira ndo especifica, por meio da ativacdo de genes que codificam diversas
respostas de defesa, que incluem enzimas como peroxidase e polifenoloxidase, que catalisam a
formacdo de lignina e oxidacdo de compostos fendlicos (que sdo toxicos aos patdogenos);
proteinas relacionadas a patogénese, como por exemplo, quitinases e [-1,3-glucanases, que
podem agir diretamente sobre o patdégeno degradando sua parede e causando a lise celular, ou
indiretamente, através de sinais bioquimicos gerados pela degrada¢ao da parede celular dos
patdgenos; fenilalanina amodnia-liase, enzima envolvida na via dos fenilpropandides e associada
com a biossintese de fitoalexinas, fenois, ligninas e acido salicilico (BONALDO;
PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; MILOSEVIC; SLUSARENKO, 1996, RAMAMOORTHY;
RAGUCHANDER; SAMIYAPPAN, 2002; TUZUN, 2001).

A resisténcia induzida depende, entre outros fatores, do intervalo de tempo entre o
tratamento inicial com o indutor e a inoculagdo com o patdégeno (agente desafiante). Essa
dependéncia indica que mudangas especificas no metabolismo da planta, os quais envolvem a
sintese ou o acumulo de compostos, sdo importantes para o fendmeno da resisténcia induzida
(RYALS et al., 1996). Por exemplo, o tratamento com o aminoacido ndo-proteico DL- § -amino-
n-butirico (BABA) s6 foi eficiente em proteger plantas de girassol contra Plasmopara helianthi
quando aplicado via solo, um dia antes da inoculagdo com o patégeno (TOSI; LUIGETTI,
ZAZZERINI, 1998). Frey e Carver (1998) s6 obtiveram inducdo de resisténcia sistémica em
ervilha quando as folhas tratadas foram inoculadas trés ou mais dias apds a aplicacdo de acido
salicilico.

Além do intervalo de tempo, a concentracao do indutor também pode afetar a ativacio da
resisténcia da planta. Tosi, Luigetti e Zazzerini (1998) obtiveram 38, 39 e 83% de protecdo em
girassol contra P. helianthi utilizando BABA colocado no solo a 50, 100 e 250 mg/ml,
respectivamente.

Dentre os indutores abioticos de resisténcia, o acido salicilico (AS) e seus andlogos sao os
mais importantes. Ele representa o primeiro composto derivado de plantas demonstrado como

indutor de resisténcia sistémica adquirida (SAR). Posteriormente, o acido 2,6 dicloroisonicotinico
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(INA), um analogo funcional do AS, foi o primeiro composto sintético a ativar a SAR. Porém,
devido ao fato do AS e do INA serem fitotoxicos para a maioria das plantas cultivadas, eles ndo
apresentam potencial para uso comercial como protetores. Mais recentemente, outro analogo
funcional do AS, o acibenzolar-S-metil (aSm), um composto do grupo benzotiadiazole, revelou-
se um potente ativador de SAR, conferindo protecdo em condigdes de campo contra um amplo
espectro de patogenos de diversas espécies de plantas cultivadas (GORLACH et al., 1996).

Viarios estudos tém apontado o aSm como um dos mais promissores indutores de
resisténcia vegetal. Sua molécula ¢ um éster S-metil do 4cido benzo (1,2,3) tiadiazole-7-carbético
(SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005), sendo empregado e estudado como indutor
de resisténcia em varias espécies vegetais, como em tomate contra Cucumber mosaic virus
(ANFOKA, 2000) e contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (SOYLU;
BAYSAL; SOYLU, 2003), em meldo contra Didymella bryoniae and Sclerotinia sclerotiorum
(BUZI et al,, 2004), em batata contra Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum
(BENELLI; DENARDIN; FORCELINI, 2004), em pos-colheita de péssego contra Penicillium
expansum (LIU et al., 2005), em pimentdo contra Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(ROMEIRO; KOUSIK; RITCHIE, 2001), entre outras.

Ja entre os diversos indutores biodticos, os cogumelos Lentinula edodes (Shiitake) e
Agaricus blazei (Cogumelo do Sol) apresentam substincias no corpo de frutificacao
(basidiocarpo) e no micélio com atividades antibidticas e imuno-regulatorias (PASCHOLATI;
STANGARLIN; PICCININ, 1998), as quais tém sido relatadas como atuantes no controle de
doengas no homem. Trabalhos realizados na area agrondomica também t€ém mostrado o potencial
destes fungos para o controle de doengas de plantas.

Os cogumelos comestiveis apresentam compostos que tem propriedades funcionais, em
particular os homo e hetero-glucanos com ligacdes glicosidicas do tipo PB(1-3) e P(1-6),
supostamente responsaveis por algumas das propriedades benéficas dos cogumelos (MANZI;
PIZZOFERRATO, 2000). Como medicamentos, as -glucanas sdo utilizadas no Japao desde a
década de 80, no tratamento de pacientes com cancer e comercializados com nomes comerciais
como Krestin® (Trametes versicolor), Lentinan® (L. edodes) e Sonifilan® (S. commune)
(MIZUNO, 1999 apud CAMELINI et al., 2005).

Além das propriedades farmacoldgicas, os polissacarideos de origem flingica, como os

encontrados em A. blazei, apresentam vdrias outras propriedades como ac¢des anti-mutagénicas,
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bactericidas e estimulantes das atividades imunolégicas do organismo humano (TEIXEIRA,
1999). De acordo com Kawagishi et al. (1989), a fracdo de polissacarideo extraido de A. blazei
que apresenta atividade antitumoral ¢ composta de um complexo de B-(1-6)-D-glucano e
proteinas. Lentinam ¢ um composto ativador do sistema imunoldgico encontrado em L. edodes,
sendo uma B-1,3-D-glucana com alto peso molecular com atividade antitumoral, isolada a partir
do extrato aquoso do corpo de frutificagdo do fungo (BREENE, 1990).

No caso dos fitopatogenos, Komemushi, Yamamoto e Fujita (1996) isolaram do
cogumelo shiitake algumas substancias com efeito antimicrobiano, entre as quais B-fenetil alcool
e octa-2,3-dieno-5,7 dieno-1-ol (lentinamicina) e demonstraram que as mesmas sdo efetivas no
controle de bactérias Gram negativas. Tendo em vista que a maioria das bactérias fitopatogénicas
¢ do tipo Gram negativa, existe um indicativo do potencial de uso de L. edodes para o controle de
bactérias fitopatogénicas. Um dos exemplos ¢ o trabalho de Pacumbaba, Beyl e Pacumbaba
Junior (1999), os quais demonstraram que o lixiviado micelial de L. edodes inibiu
significativamente o crescimento de todas as espécies de bactérias fitopatogénicas testadas,
incluindo Pseudomonas syringae pv. glycinea, P. syringae pv. tabaci, Xanthomonas campestris
pv. glycines, Erwinia amylovora, Xanthomonas campestris pv. campestris, Ralstonia
solanacearum e Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. A agdo inibitéria também foi
evidenciada sobre o crescimento de bactérias que afetam alimentos e animais como Bacillus
cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e Staphylococcus
aureus.

Piccinin (2000) demonstrou que filtrados de estipe e do micélio de L. edodes protegeram
plantas de maracuja contra Xanthomonas passiflorae € que o filtrado de basidiocarpo protegeu
plantas de sorgo contra Colletotrichum sublineolum. No patossistema pepino — Colletotrichum
lagenarium, Di Piero e Pascholati (2004b) demonstraram que os cogumelos L. edodes e A. blazei
reduziram a severidade de C. lagenarium em plantas de pepino, local e sistemicamente, sendo o
efeito protetor dependente da concentracdo do extrato de cogumelo e, em menor grau, do
intervalo de tempo inducdo-inoculagdo e do ambiente. Além disso, o extrato de L. edodes
promoveu aumento nas atividades de quitinase e peroxidase nas plantas tratadas.

Visando avaliar os efeitos dos cogumelos no controle da mancha bacteriana do tomateiro,
Di Piero e Pascholati (2004a) verificaram que os isolados de L. edodes, de maneira geral, ndo

controlaram a bacteriose. Por outro lado, o isolado ABL 99/28 de A. blazei reduziu
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significativamente a severidade da doenca, além de promover um aumento da atividade de B-1,3-
glucanase nas plantas de tomate tratadas. Este efeito sugeriu que ABL 99/28 induziu resisténcia
em tomateiro contra X. vesicatoria.

Assim, a inducdo de resisténcia em plantas mostra-se como um dos métodos de controle
de doengas infecciosas com grande potencial de uso (CAVALCANTI et al., 2005). No entanto, ¢
importante aumentar o conhecimento sobre os mecanismos de agdo do agente indutor de
resisténcia, de acordo com as consideragdes de Ryals et al. (1996) e de Pascholati (1997).

Em razdo do efeito positivo de extratos de L. edodes e A. blazei, e do indutor abidtico
acibenzolar-S-metil, na indugdo de resisténcia a doengas em plantas e da necessidade de se
conhecer os mecanismos envolvidos na acdo do agente indutor, o presente trabalho de pesquisa
teve por objetivos:

- Avaliar a a¢do indutora de resisténcia de extratos destes basidiomicetos e do
acibenzolar-S-metil em plantas de tomate e berinjela contra bactérias causadoras de murcha e
cancro;

- Determinar alteragdes bioquimicas nas plantas tratadas, visando ampliar o conhecimento
sobre os mecanismos de a¢do envolvidos na indugdo de resisténcia;

- Identificar o(s) principio(s) ativo(s) existente(s) nos extratos que podem promover o

efeito indutor.
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2 ACAO INDUTORA DE RESISTENCIA DE Lentinula edodes E Agaricus blazei EM
PLANTAS DE BERINJELA CONTRA Ralstonia solanacearum.

Resumo

Os cogumelos Agaricus blazei e Lentinula edodes vem sendo utilizados em pesquisas que
visam o controle tanto de doengas em humanos como em vegetais. Seus extratos aquosos dos
basidiocarpos possuem substancias do tipo antibiotico e outras substancias capazes de atuarem
como elicitoras da resposta de resisténcia em plantas, mostrando-se assim promissores no
controle alternativo de fitopatogenos. Com o objetivo de estudar o efeito destes extratos aquosos
e do indutor acibenzolar-S-metil (aSm) no controle da murcha bacteriana em berinjela, observar o
modo de acdo destes materiais na atividade protetora, através de alteragdes na atividade de
determinadas enzimas, e de obter moléculas de interesse agrondmico € que o presente trabalho foi
realizado. Inicialmente, verificou-se que os isolados de A. blazei e L. edodes, utilizados em
diversas dilui¢des, ndo exerceram nenhum efeito inibitério in vitro no crescimento de Ralstonia
solanacearum. Porém, os isolados Abl-11 e Abl-28 de A. blazei reduziram significativamente a
ocorréncia de folhas murchas das plantas de berinjela, em casa-de-vegetagdo, quando aplicados a
15% (v/v), dois dias antes da inoculagdo das plantas com o patégeno. O aSm também reduziu a
ocorréncia de folhas murchas das plantas de berinjela. No estudo de possiveis alteragdes na
atividade enzimatica, ocorreu um aumento na atividade da peroxidase em folhas de berinjela aos
7 e 12 dias apds o tratamento com Abl-28. Para o aSm e Abl-11, o aumento na atividade de
peroxidase ocorreu apenas aos 7 € aos 12 dias apds o tratamento, respectivamente. A atividade de
quitinase, fenilalanina amodnia-liase e polifenoloxidase nao foi alterada nas plantas tratadas com
Abl-28 ou com aSm. Plantas de berinjela tratadas com Abl-11 exibiram uma aumento na
atividade de fenilalaniana amonia-liase aos 7 ¢ 12 dias apos o tratamento ¢ de polifenoloxidase
aos 7 dias apds o tratamento, enquanto que a atividade de quitinase ndo foi alterada. Como o
isolado ADbI-28 apresentou os melhores resultados na redugdo da murcha e atividade de
peroxidase, seu extrato aquoso bruto foi fracionado com sulfato de amonio. A fragdo precipitada
a 60-80% de saturacdo mostrou-se mais efetiva em reduzir a murcha bacteriana, sendo entao
submetida a cromatografia de troca anidnica (CTA). Apds a CTA, cinco fragdes protéicas foram
obtidas e a fracdo 4 reduziu a murcha bacteriana em berinjela. A separacdo eletroforética destas
fragdes da CTA e do preciptado 60-80% revelou a presenga de uma banda no gel na fragdo 4 da
CTA e no precipitado 60-80%, com aproximadamente 29 kDa. Com base nos resultados, o
isolado Abl-28 de 4. blazei induziu resisténcia em berinjela contra R. solanacearum e obteve-se
uma purificacao parcial do elicitor presente no basidiocarpo do mesmo.

Palavras-chave: Proteinas-RP; Resisténcia induzida; Murcha bacteriana; Berinjela; Cromatografia
de troca anidnica
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Abstract

The mushrooms Agaricus blazei and Lentinula edodes can control human and vegetable
diseases. The aqueous extracts of the mushrooms have substances with antibiotic activity and
others able to activate the defense mechanisms in plants against pathogens, exhibiting potencial
in the alternative control of diseases. The objectives of the present work were to study the effects
of aqueous from the mushrooms extracts and acibenzolar-S-metil (aSm) in the control of bacterial
wilt in eggplants, the mode of action of these mushrooms materials in the protective activity,
based upon the activity of some enzymes and partially purify the active compounds. Initially, it
was shown that the isolates of A. blazei and L. edodes, used in different concentrations, did not
inhibit in vitro bacterial growth. However, the isolates Abl-11 and Abl-28 of A. blazei reduced
the wilt in eggplant leaves under greenhouse conditions, when the mushroom extract at 15% (v/v)
was applied 2 days before plant inoculation. The aSm also reduced the wilt in eggplant leaves.
Regarding enzyme activity, plants treated with the extract from Abl-28 exhibited increased
peroxidase activity 7 and 12 days after the treatment. For aSm and Abl-11, the increase in
peroxidase activity occurred only 7 and 12 days after the treatment, respectively. The chitinase,
phenylalanine ammonia-lyase and polyphenoloxidase activities did not changed in plants treated
with Abl-28 or aSm. Plants of eggplant treated with Abl-11 exhibited increased phenylalanine
ammonia-lyase activity 7 and 12 days after the treatment and polyphenoloxidase activity 7 days
after the treatment, whereas the chitinase activity did not change. Since the isolate Abl-28 was the
best one in reducing of bacterial wilt and increasing peroxidase activity, its aqueous extract was
fractionated with ammonium sulphate. The fraction from precipitation 60-80% was the most
effective one in reducing bacterial wilt. Then, this fraction was submitted to anion exchange
chromatography (AEC). The fraction 4 from AEC reduced bacterial wilt and a protein fraction
exhibiting molecular mass around 29 kDa was obtained. Thus, with these results, it is suggested
that the isolate Abl-28 of A. blazei induced resistance in eggplants against R. solanacearum and a
partial purification of the elicitor present in the A. blazei fruiting body was obtained.

Keywords: PR-protein; Induced resistance; Bacterial wilt; Eggplant; Anion exchange
chromatography

2.1 Introducao

A berinjela (Solanum melongena L.) ¢ uma solanicea originaria de regides tropicais do
Oriente, sendo cultivada pelos chineses ¢ arabes ha muitos séculos. Foi introduzida na Europa
pelos arabes durante a Idade Média (FILGUEIRA, 2000). No Brasil ¢ uma hortaliga bastante
valorizada, sendo comercializada o ano inteiro no CEAGESP — SP, em um volume aproximado
de 22.315 toneladas, em 2004 e 20,7 toneladas exportadas em 2003 (FNP, 2006). O consumo
vem crescendo, motivado pela procura por parte dos consumidores por produtos mais saudaveis e
com propriedades medicinais, com destaque para suas propriedades redutoras do nivel de

colesterol (FILGUEIRA, 2000).
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Entre as diversas doencgas que atacam as solanaceas, destaca-se a murcha bacteriana,
causada por Ralstonia solanacearum (Smith), a qual ¢ considerada a principal doenga vascular de
etiologia bacteriana encontrada no mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais,
onde infecta plantas pertencentes a mais de 50 familias botanicas (HAYWARD, 1991; LOPES,
1994). E considerada a mais importante das doengas que atacam a berinjela, podendo causar
perdas de 10 a 100% (LI; GOTH; BARKSDALE, 1988).

A primeira descri¢do da espécie Ralstonia solanacearum (anteriormente referida como
Pseudomonas solanacearum) foi efetuada por Smith em 1896 (PALLERONI, 1984). No Brasil, a
espécie foi relatada pela primeira vez em 1922, em fumo e batata (VON PARSEVAL, 1922),
embora a natureza da doenca s6 tenha sido confirmada posteriormente (KRAMER; AMARAL,
1944). E uma bactéria cosmopolita e a dificuldade em se desenvolver estratégias de controle da
murcha tem sido atribuida, em grande parte, a falta de conhecimentos basicos sobre a ecologia e a
evolucdo deste fitopatogeno (LOPES, 1994; COOK; SEQUEIRA, 1994).

A existéncia de trés racas e de trés (I, 11, III) das cinco biovares de R. solanacearum no
Brasil, aliada ao vasto circulo de plantas hospedeiras, resulta em aspectos epidemiologicos
complexos. Levantamentos conduzidos em diversas regides brasileiras, com é&nfase em
solanéceas, indicaram a presenca da biovar I em todas elas, da biovar Il predominantemente em
climas amenos (Regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste) e da biovar III no Norte e Nordeste.
Considerando o circulo de hospedeiras da bactéria, a raca 1 ocorre em um maior nimero de
solanéceas cultivadas (tomateiro, batata, berinjela, jil6 e fumo), incluindo as biovares I, III e IV.
A raga 2 ataca bananeira e heliconias, enquanto a raga 3 (biovar II) ¢ considerada especifica de
batata, ocorrendo em regides mais frias, embora possa infectar naturalmente algumas outras
solanaceas (ARAUJO; ROBBS; RIBEIRO, 2004).

O aparecimento da murcha se manifesta inicialmente nas folhas superiores, dentro de
poucos dias, em condi¢des favoraveis a doenga (AKIEW; TREVORROW, 1994). As se¢des do
caule de plantas infectadas apresentam fluxo bacteriano caracterizado por exsudacao de pus
(FERREIRA; SALGADO, 1995; AGRIOS, 2005). As plantas infectadas que sobrevivem a
murcha bacteriana apresentam nanismo e amarelecimento das folhas murchas (GOTO, 1992).

Como o controle da bactéria em condigdes favoraveis ¢é dificil, medidas como rotagdo de
cultura com gramineas (milho, arroz, sorgo, cana-de-agticar e pastagens), plantio em areas onde

nao ha histérico da doenga, isolamento dos focos iniciais da doenga e cuidados com a irrigagdo se
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tornam necessarias (KUROZAWA; PAVAN, 2005). Com relagdo ao controle quimico da murcha
bacteriana, este tem apresentado pouco sucesso (LOPES, 1994; TAKATSU; LOPES, 1997).

No contexto da prote¢do de plantas, a resisténcia induzida pode ser visualizada como uma
das medidas de controle alternativo. Ela tem sido demonstrada em diversas espécies de plantas,
ocorrendo em resposta ao tratamento, por exemplo, com fungos, bactérias e -elicitores
microbianos ou quimicos (HAMMERSCHMIDT; KUAE, VAN LOON, 2001; PASCHOLATI,
2003). Este tipo de controle provavelmente se tornard um componente importante no manejo de
doencas, principalmente daquelas onde os métodos atuais mostram-se pouco efetivos
(PASCHOLATI, 2003).

Entre os diversos agentes bioticos existentes, os cogumelos Lentinula edodes e Agaricus
blazei tém sido pesquisados como potenciais agentes indutores de resisténcia, para o controle de
doencas em plantas. Dentre as substancias presentes no basidiocarpo e no micélio de L. edodes e
A. blazei, a lentinana, uma glucana obtida a partir de L. edodes, protegeu plantas de maracuja
contra Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, sem apresentar efeito direto sobre a bactéria,
indicando que a prote¢do provavelmente ocorreu através da inducdo de resisténcia (PICCININ,
2000).

Em vista do uso potencial deste método de controle, ja demonstrado por pesquisas
anteriores, o presente trabalho teve por objetivos:

- Avaliar a acdo dos extratos aquosos de L. edodes e A. blazei como indutores de
resisténcia em plantas de berinjela contra a bactéria causadora da murcha;

- Investigar os mecanismos bioquimicos ativados na planta;

- Identificar o(s) principio(s) ativo(s) existentes nos extratos que podem promover o efeito

indutor.

2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Revisdo Bibliogréafica

A redugdo da producdo em uma lavoura pode ser ocasionada por diversos fatores, dentro
os quais as doencas, sejam elas causadas por fungos, bactérias, virus ou nematoides. Estes
fitopatdégenos podem causar danos tanto na parte aérea como no sistema radicular, podendo levar

a perda total da cultura. Como nem sempre ¢ possivel utilizar a resisténcia genética, o uso de
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agrotoxicos no controle de doengas tem sido cada vez mais freqliente. Porém, o uso continuo
desses defensivos pode acarretar o surgimento de patdgenos resistentes, bem como contaminar o
ambiente, os alimentos, o homem e os animais (GHINI; KIMATI, 2000; MOTOYAMA et al.,
2003).

Se o controle quimico de fungos fitopatogénicos ¢é por vezes questionado,
primordialmente por motivos ecotoxicoldgicos e de saude, para as bactérias ¢ ainda mais
problemadtico, pois os resultados sdo pouco eficientes, ndo merecendo confianga por parte do
produtor. Resultados pouco satisfatérios ndo sdo geralmente divulgados, mas alguns deles
evidenciam que o controle quimico de certas bactérias, seja com cobre ou antibioticos, ndo atinge
o nivel desejado (MARINGONI et al., 1986; KUROZAWA; SAKAMOTO; KOYAMA, 1998).
Entretanto, os patdgenos que atacam as culturas, seja no campo ou em pos-colheita, podem ser
controlados através de medidas alternativas, como o controle bioldgico e a indugdo de resisténcia.
A inducdo de resisténcia em plantas vem sendo estudada desde o inicio do século XX
(BERNARD, 1911 e CHESTER, 1933 apud ARAUJO; ROBBS; RIBEIRO, 2003). Porém,
apenas recentemente, a potencialidade de seu emprego no controle de enfermidades tem recebido
o merecido destaque (GORLACH et al., 1996; OOSTENDORP et al., 2001).

A indugdo de resisténcia utiliza moléculas ou substancias elicitoras, que podem ser de
origem biotica ou abidtica, dentre as quais pode-se citar os extratos vegetais, os 0leos essenciais,
produtos quimicos, cogumelos, entre outros (CIA, 2005; DI PIERO, 2003; MOTOYAMA et al.,
2003; STANGARLIN et al., 1999, TOFFANO, 2005).

Os extratos aquosos dos cogumelos A. blazei e L. edodes possuem substancias do tipo
antibidtico e outras substancias capazes de atuarem como elicitoras da resposta de resisténcia em
plantas (local ou sistemicamente), mostrando-se assim potencialmente promissores no controle
alternativo de fitopatogenos (EIRA et al., 2005).

Embora tenham sido publicados muitos trabalhos sobre compostos isolados de L. edodes
com atividade antitumoral, anticancerigena e antiviral em humanos e animais, poucos trabalhos
que tratam da atividade antibacteriana sdo encontrados. Em 1962, Venner et al. extrairam uma
substancia antibiotica do shiitake denominada cortinelina, a qual mostrou ter amplo espectro
antibacteriano, sendo efetiva contra bactérias Gram negativas e Gram positivas (VERNER, 1962
e VO, 1987 apud ISHIKAWA, 1998). Bianco Coletto (1981) obteve atividade antibidtica contra

Staphylococcus aureus, Candida albicans e Bacillus subtilis utilizando esta mesma substancia.
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A lentinana, um ativador do sistema imunolédgico, ¢ outro composto encontrado em L.
edodes, o qual teve efeito sobre as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella pneumonia, devido ao aumento da imunoprotec@o e nao pela acdo direta do composto
sobre os microrganismos (JONG; BIRMINGHAM, 1993).

A atividade antibacteriana de L. edodes foi estudada in vitro por Ishikawa, Kasuya e
Vanetti (2001), através da técnica de difusdo em sobrecamada de agar semi-solido. Os 35
isolados de L. edodes testados mostraram atividade antibacteriana contra diversas espécies de
bactérias, nocivas ao homem ou patogénicas as plantas, sendo que poucas Gram-negativas e
diversas Gram-positivas tiveram seu crescimento inibido. O mesmo efeito de inibicdo de
crescimento in vitro, através do uso de L. edodes, foi verificado por Pacumbaba, Beyl e
Pacumbaba Junior (1999), sobre diversas bactérias como Pseudomonas syringae pv. glycinea, P.
syringae pv. tabaci, Ralstonia solanacearum, Bacillus cereus e Escherichia coli.

Poucos estudos tém sido conduzidos com o uso dos cogumelos na indugdo de resisténcia
em plantas contra fitopatogenos. Em um desses estudos, Di Piero e Pascholati (2004) verificaram
que o extrato aquoso do isolado ABL 99/28 de Agaricus blazei reduziu significativamente a
severidade da mancha bacteriana em tomateiro, em casa-de-vegetagdo, obtendo-se uma prote¢ao
média de 45%, quando o extrato foi aplicado 5 dias antes da inoculagdo com o patdgeno.
Verificou-se também um aumento da atividade de B-1,3-glucanases, sugerindo assim a indugao

de resisténcia em tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria.

2.2.2 Material e Métodos

2.2.2.1 Obtenc&o dos isolados de L. edodes e A. blazei

Os cogumelos foram produzidos no Departamento de Produg¢do Vegetal (Modulo de
Cogumelos), da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — UNESP/Botucatu, sendo enviados pela
Prof® Dra. Marli T. A. Minhoni. Utilizaram-se nos bioensaios os isolados Le-96/22 e Le-96/17 de
L. edodes, obtidos de basidiocarpos produzidos em toras de eucalipto, e os isolados Abl-11 e Abl-

28 de A. blazei, obtidos de cultivo axénico.
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2.2.2.2 Obtencéo dos extratos aquosos de L. edodes € A. blazei

Para obtencdao do extrato aquoso, o p6 seco de basidiocarpo recebeu 14 mL de agua
destilada por grama. Apo6s 24 h de incubacdo a 4°C, a suspensdo foi filtrada em papel de filtro
comum e centrifugada a 20.000g por 25 min. Para os bioensaios realizados em casa-de-
vegetagdo, os extratos aquosos foram diluidos. Assim, o extrato aquoso a 10% v/v (10 mL de
extrato bruto + 90 mL de agua destilada) continha o equivalente a 7,15 mg de p6 seco de
basidiocarpo/mL. Para os testes realizados in vitro, os extratos aquosos foram filtrados em
membrana tipo Millipore (didmetro do poro = 0,2 um), sob condigdes assépticas, sendo

posteriormente armazenados em geladeira até serem usados.

2.2.2.3 Obtencao e manutencao dos fitopatégenos e das plantas

O isolado Rs84 de Ralstonia solanacearum foi cedido pelo pesquisador Dr. Carlos Lopes,
do Centro Nacional de Pesquisa de Hortaligas da Embrapa. Para a realizacdo dos ensaios, o
isolado foi cultivado no meio de tetrazélio (KELMAN, 1954), cuja composigao apresenta glicerol
(5,0 mL), peptona (10 g), caseina (1 g), agar (18 g), cloreto de tretazolio 1% (5,0 mL), dgua
destilada para completar 1 litro e pH 6,8-7,0, ajustado com NaOH, e em meio nutriente-agar
(NA). O isolado bacteriano foi preservado em tubos de ensaio contendo o meio NA coberto por
0leo mineral esterilizado e em agua destilada esterilizada (WAKIMOTO et al., 1982). Os tubos
foram vedados com filme plastico e armazenados em temperatura ambiente ou na geladeira.

Em todos os bioensaios, buscou-se a uniformidade das plantas de berinjela (Solanum
melongena L.) utilizando o Hib. F1 Napolitana, cujas sementes foram cedidas pela empresa
Sakata Seed Sudamerica Ltda, através do Engenheiro Agronomo Msc. Robert Wierzbicki. As
plantas foram produzidas em bandejas de poliestireno de 128 células, contendo o substrato

agricola Plantmax® (Eucatex) e mantidas sob condi¢des de casa-de-vegetacio.

2.2.2.4 Obtengéo do indculo bacteriano

O isolado bacteriano Rs84 foi repicado para placas de Petri contendo meio NA ou meio
de tetrazodlio, sendo incubado no escuro por 48 h a 28+2°C. Apds o crescimento das colonias,
foram preparadas as suspensdes bacterianas em agua destilada, ajustando-se a concentra¢do para

10® ufc/mL, em espectrofotdmetro (0,1 de absorbancia em comprimento de onda de 550 nm).
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2.2.2.5 Efeito in vitro dos cogumelos sobre R. solanacearum

Tubos de ensaio contendo 7 mL de 4gua destilada esterilizada receberam extratos aquosos
dos isolados de L. edodes (Le-96/17 e Le-96/22) e A. blazei (Abl-11 e Abl-28), obtendo-se
concentragdes finais de 5%, 10%, 15% e 20% (v/v). O tratamento controle foi representado por
tubos contendo somente dgua. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de uma suspensdo bacteriana
de R. solanacearum em cada tubo, de modo que a concentra¢dao final em cada tubo fosse de
10° ufe/mL. O volume final de cada tubo foi de 10 mL, com cinco repeti¢des por tratamento,
onde cada tubo representou uma repeticao.

Os tubos contendo os extratos com a suspensao bacteriana foram mantidos no escuro a
28+2°C por 24 h. Ao final deste periodo, aliquotas de 300 puL de cada tubo foram pipetadas em
placas de Petri contendo o meio NA, onde foram espalhadas por toda a superficie do meio, com o
auxilio de uma alga de Drigalsky. As placas foram novamente mantidas no escuro a 28+2°C, por
48 h. A avalia¢ao dos resultados foi efetuada em espectrofotometro. Para isto, 20 mL de agua
destilada foram colocados em cada placa, sendo feita a leitura da concentragao desta suspensao
bacteriana a 550 nm, obtendo-se como resultado o valor da unidade de absorbancia (U.A.) por

mL . Este ensaio foi realizado em duplicata.

2.2.2.6 Protecdo de plantas em casa-de-vegetagao

Sementes de berinjela Hib. F1 Napolitana foram semeadas em bandejas de poliestireno,
contendo substrato agricola Plantmax” (Eucatex), e mantidas em casa-de-vegetagio até sua
utilizagdo. As plantas de berinjela foram inicialmente transplantadas para vasos contendo
substrato esterilizado composto de solo, esterco de curral e areia. Quando as plantas apresentaram
um par de folhas definitivas totalmente expandidas, 10 ml de agua, dos extratos aquosos dos
cogumelos ou de acibenzolar-S-metil (Bion®, Syngenta) foram aspergidos sobre as plantas e,
apos dois dias, a bactéria foi inoculada. O método de inoculacdo consistiu de ferimento no caule
através da introducao de um alfinete entomologico niimero 3, que transpassou uma gota de 10 pl
da suspensdo bacteriana (10° ufc/mL), que estava depositada na axila foliar (MORGADO:;
LOPES; TAKATSU, 1994). Foram realizadas 10 repetigdes/tratamento, onde cada planta
representou uma repeti¢cao. O delineamento experimental foi do tipo completamente casualizado.

As avaliacdes foram feitas no 5° e 10° dias apds a inoculagdo, através da porcentagem de folhas
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murchas, peso fresco e seco das plantas. Os tratamentos conduzidos sdo apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1 — Tratamentos com agua, com acibenzolar-S-metil (aSm) e com os isolados dos cogumelos Agaricus blazei
(Abl-11 e AbI-28) e Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), utilizados no experimento em casa-de-
vegetacdo. As plantas de berinjela foram inoculadas com R. solanacearum (Rs84) dois dias depois de

tratadas
Tratamento | Agente aplicado | Concentracao | Inoculacdo
Tl Agua - Agua
T2 Agua - Rs84
T3 Abl-11 5% (v/v) Rs84
T4 Abl-11 10% (v/v) Rs84
T5 Abl-11 15% (v/v) Rs84
T6 Abl-11 20% (v/v) Rs84
T7 Le-96/17 5% (v/v) Rs84
T8 Le-96/17 10% (v/v) Rs84
T9 Le-96/17 15% (v/v) Rs84
T10 Le-96/17 20% (v/v) Rs84
TI1 Le-96/22 5% (v/v) Rs84
T12 Le-96/22 10% (v/v) Rs84
T13 Le-96/22 15% (v/v) Rs84
T14 Le-96/22 20% (v/v) Rs84
T15 AbI-28 5% (v/v) Rs84
T16 Abl-28 10% (v/v) Rs84
T17 Abl-28 15% (v/v) Rs84
T18 AbI-28 20% (v/v) Rs84
T19 aSm 0,05 g/L Rs84

2.2.2.7 Obteng&o dos extratos proteicos

Os tratamentos que promoveram os melhores resultados no controle da murcha bacteriana
foram utilizados em novo ensaio, a fim de se determinar possiveis alteragdes na atividade de
algumas enzimas. Os procedimentos para obtencao de plantas, de indculo ¢ o método de
inoculacdo foram idénticos aqueles adotados nos ensaios do item 2.2.2.6. Para cada tratamento
foram utilizadas quatro repeti¢cdes, onde cada planta representou uma repeticdo. Os tratamentos

realizados podem ser vistos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Tratamentos com agua, com acibenzolar-S-metil (aSm) e com os isolados do cogumelo Agaricus blazei
(Abl-11 e Abl-28), utilizados no experimento em casa-de-vegetagio, envolvendo a atividade de enzimas.
As plantas de berinjela foram inoculadas com R. solanacearum (Rs84) dois dias depois de tratadas

Tratamento Agente aplicado Concentracéo Inoculacio
T1 Agua - Agua
T2 Agua - Rs84
T3 aSm 0,05 g/L Agua
T4 aSm 0,05 g/L Rs84
TS Abl-28 15% (v/v) Agua
T6 Abl-28 15% (v/v) Rs84
T7 Abl-11 15% (v/v) Agua
T8 Abl-11 15% (v/v) Rs84

As amostragens foram feitas aos 0, 1, 2, 3, 4, 7 e 12 dias ap0ds os tratamentos. Todas as
folhas de cada planta foram coletadas, pesadas e armazenadas em congelador a -20°C. As
amostras coletadas foram maceradas e homogeneizadas em 4 mL de tampao acetato de s6dio 100
mM (pH 5,0) com o auxilio de um almofariz, sendo centrifugadas a 20000g/25 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados e armazenados em congelador a -20°C, para avaliagdao do teor de
proteinas totais e atividades de quitinase, peroxidase, fenilalanina amonia-liase e

polifenoloxidase.

2.2.2.8 Dosagem de proteinas totais

O contetdo total de proteinas das amostras foi determinado através do método de
Bradford (1976). Em 800 puL de sobrenadante, obtido como descrito acima, adicionou-se 200 pL
de reagente concentrado de Bradford, sendo que ap6s 10 min realizou-se a leitura de absorbancia
a 595 nm em espectrofotdmetro. A concentragdo de proteinas de cada amostra, expressa em pug
equivalentes de albumina de soro bovino (ASB) em 800 pL de amostra, foi determinada

utilizando-se uma curva padrio de ASB, variando de 0 a 25 pg.0,8 mL™" .

2.2.2.9 Atividade de peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada por método espectrofotométrico direto, através
da medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999).
A reacdo foi realizada com 0,1 mL do extrato proteico misturado com 2,9 mL de uma solugdo

com 250 pL de guaiacol e 306 puL de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampao fosfato
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0,01M (pH 6,0). Como referéncia utilizou-se uma cubeta com 3 mL da solug¢ao contendo guaiacol
e peroxido de hidrogénio em tampao fosfato. A atividade da peroxidase foi expressa em

unidades de absorbancia / min / mg proteina (U.A. / min / mg prot).

2.2.2.10 Atividade de quitinase

Para avaliar a atividade de quitinase utilizou-se a metodologia descrita por Wirth e Wolf
(1990), na qual ocorre a liberagdo de fragmentos soltiveis de quitina carboximetilada marcada
com remazol brilhante violeta (CM-Chitin-RBV). Foram utilizados 200 pL. do extrato proteico
misturados com 600 uL de tampao de extragdo (acetato de sédio 10 mM, pH 5,0) e 200 puL do
substrato CM-Chitin-RBV (2,0 mg.mL™"). Estas amostras foram incubadas a 40°C em banho-
maria por 20 min, paralisando-se a rea¢do com a adig¢do de 200 uLL. de HCI1 1,0 M. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 4°C por 10 min a 5000g, procedendo-se entdo a leitura do
sobrenadante em absorbancia a 550 nm, utilizando-se uma cubeta de referéncia com 800 pL de
tampao de extracdo + 200 uL do substrato CM-Chitin-RBV + 200 pL de HCI 1,0 M. Os

resultados foram expressos em unidades de absorbancia / min / mg de proteina (U.A. / min / mg

prot).

2.2.2.11 Atividade de polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase (PPO) foi determinada de acordo com Duangmal e
Apenten (1999), pela mensuracao da conversdo do catecol em quinona. O substrato utilizado foi
composto por catecol 20 mM dissolvido em tampao fosfato de s6dio 100 mM (pH 6,8). Para a
reacdo, que ocorreu a 30°C, 900 uL do substrato foram misturados com 100 pL. do extrato
proteico. As leituras foram feitas a 420 nm em espectrofotometro, durante um periodo de 1 min, a
cada 10 s. O diferencial entre a terceira e a quinta leitura foi utilizado para determinagdo da
atividade. Os resultados foram expressos em unidades de PPO, sendo que uma unidade foi
definida como um incremento de absorbancia de 0,001 por min de reagdo por mg de proteina

total.

2.2.2.12 Atividade de fenilalanina amonia-liase
A atividade da fenilalanina amoénia-liase foi determinada pela quantificacao colorimétrica

do 4cido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006). A reacdo continha
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100 pL do extrato proteico misturado com 400 puL do tampao Tris HCI 25 mM (pH 8,8) e com
500 pL de L-fenilalanina (50 mM em tampao Tris HC1 25 mM, pH 8,8), a qual foi incubada por
2 h a 40°C. A absorbancia das amostras foi determinada a 290 nm, contra tampdo de extragdo,
sendo subtraido de cada amostra o valor do controle (o controle correspondia a uma mistura
contendo 100 pL do extrato proteico e 900 puL de tampao Tris HCI 25 mM (pH 8,8). A atividade
enzimatica foi expressa em pg de acido trans-cinamico / min / mg de proteina, utilizando uma

curva padrdo para o acido.

2.2.2.13 Separacdo atraves de precipitacdo dos componentes das preparacdes com atividade
biol6gica

O extrato aquoso Abl-28, que proporcionou a melhor prote¢do das plantas no
patossistema berinjela/Ralstonia, foi submetido a procedimentos para a separacdo das proteinas
presentes, através da precipitagdo com sulfato de amonio. A precipita¢ao foi realizada utilizando
100 mL de filtrado bruto do extrato em saturacdes de 0-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100%. Para
evitar a desnaturagao das proteinas, o sal foi dissolvido gradativamente, com a suspensdo mantida
a temperatura de 10°C. Apos a dissolucdo total do sal, os filtrados permaneceram em repouso
durante 1 h a 10°C, sendo posteriormente centrifugados a 5.000g/35 min. Cada precipitado foi
resuspenso em 4 mL de 4gua destilada, dialisado contra agua destilada e tiveram seu volume final

ajustado com 4gua destilada para 10 mL. As amostras dialisadas foram utilizadas em bioensaio.

2.2.2.14 Bioensaio com 0s componentes da precipitacdo com sulfato de aménio

As plantas de berinjela foram inicialmente transplantadas para vasos contendo substrato
esterilizado composto de solo, esterco de curral e areia, conforme ja mencionado. Quando as
plantas apresentaram um par de folhas definitivas totalmente expandidas, agua, acibenzolar-S-
metil (0,05 g/L), o extrato aquoso bruto do AbI-28, bem com suas fra¢des originadas da
precipitacdo, foram aspergidos sobre as plantas, de acordo com os tratamentos na Tabela 3. Apos
dois dias, as plantas foram inoculadas com suspensdo bacteriana de R. solanacearum (Rs84). O
método de inoculacdo utilizado ja foi descrito anteriormente, no item 2.2.2.6. Foram realizadas
10 repetigdes/tratamento, em um delineamento experimental completamente casualizado, sendo
avaliada a porcentagem de folhas murchas, o peso fresco e o peso seco das plantas. As avaliagdes

foram efetuadas aos 5 e 10 dias ap6s a inoculagao.
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Tabela 3 — Tratamentos com agua, com acibenzolar-S-metil (aSm), com o extrato aquoso do cogumelo Agaricus
blazei (Abl-28) e suas fragdes obtidas através da precipitagdo em sulfato de amoénio. As plantas de
berinjela foram inoculadas com R. solanacearum (Rs84) dois dias depois de tratadas

Tratamento Agente aplicado Concentracéo Inoculacdo
T1 Agua - Agua
T2 Agua - Rs84
T3 aSm 0,05 g/L Rs84
T4 AbI-28 15% (v/v) Rs84
TS5 Abl-28 fracao 0-40% - Rs84
T6 Abl-28 fracdo 40-60% - Rs84
T7 Abl-28 fracao 60-80% - Rs84
T8 Abl-28 fragao 80-100% - Rs84

2.2.2.15 Separacdo cromatogréafica dos componentes das fracdes com atividade bioldgica

O material com atividade bioldgica, obtido através da precipitacdo com sulfato de amonio,
que foi capaz de reduzir a murcha bacteriana em berinjela, foi submetido a cromatografia de troca
anionica (CTA), utilizando-se uma coluna de vidro preenchida com resina de troca idnica
DietilaminoetilCelulose (DEAE-Celulose; Sigma®). Todo material submetido & cromatografia foi
filtrado em filtro tipo Milipore (diametro do poro = 0,2 um) e degaseificado com o auxilio de
bomba de vacuo por 20 min. Para tanto, uma amostra de 4,5 ml do precipitado (saturagdo 60-
80%) de Abl-28 foi aplicada no leito da coluna e eluida com tampao fosfato 25 mM (pH 6,0), em
fluxo de 3,0mL/min. Apo6s elui¢do de 100 mL do tampao, o material adsorvido a resina foi eluido
com NaCl no mesmo tampdo, em procedimento “step wise”. As fragcdes coletadas foram
agrupadas de acordo com o perfil de proteinas, dialisadas contra dgua destilada, concentradas
com polietileno glicol 20.000, até se obter um volume final de 20 mL. Estas fragdes foram

utilizadas em novo bioensaio.

2.2.2.16 Bioensaio com as fracdes obtidas através da cromatografia

As plantas de berinjela foram tratadas novamente com aSm (0,05 g/L), com o extrato
aquoso do Abl-28 e com as fragdes obtidas na CTA, quando estas apresentaram um par de folhas
definitivas totalmente expandidas. A inoculagdo da bactéria foi efetuada conforme Morgado et al.
(1994), em casa-de-vegetacdo, com 10 repeti¢cdes/tratamento, em delineamento experimental

completamente casualizado. Foram avaliados a porcentagem de folhas murchas, o peso fresco e
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seco das plantas, sendo que as avaliagdes ocorreram aos 5 ¢ 10 dias apds a inoculagdo. Os

tratamentos podem ser visto na Tabela 4.

Tabela 4 — Tratamentos com agua, com acibenzolar-S-metil (aSm), com o extrato aquoso do cogumelo Agaricus
blazei (Abl-28) e suas fragdes obtidas na cromatografia de troca anionica (CTA). As plantas de berinjela
foram inoculadas com R. solanacearum (Rs84) dois dias depois de tratadas.

Tratamento Agente aplicado Concentracao Inoculagdo
Tl Agua - Agua
T2 Agua - Rs84
T3 aSm 0,05 g/L Rs84
T4 Abl-28 15% (v/v) Rs84
T5 Abl-28 1? fragdo - Rs84
T6 Abl-28 2% fracdo - Rs84
T7 Abl-28 3* fracao - Rs84
T8 Abl-28 4? fragdo - Rs84
T9 Abl-28 5% fracdo - Rs84

2.2.2.17 Anélise eletroforética das fracGes biologicamente ativas

O precipitado 60-80% de Abl-28 e as fragdes proteicas obtidas na CTA foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante descontinuo, de acordo com o procedimento
descrito por Laemmli (1970). O gel separador foi preparado na concentracdo de 10% de
acrilamida e o gel concentrador na concentracdo de 4%, sendo a eletroforese conduzida sob
voltagem de 90V a 4°C, por um periodo de 2,5 h.

Apds preparar o gel, 20 uL de cada amostra foram misturados em tubos tipo eppendorf
com 20 pLde tampdo desnaturante [62,5 mM de fosfato de sdédio pH 7,0; glicerol 10% (v/v); SDS
2% (m/v); azul de bromofenol 0,001% (m/v)], sendo estes tubos aquecidos em banho-maria por 5
min e posteriormente as amostras aplicadas nos pocinhos do gel.

Com o término da eletroforese, o gel foi retirado e imerso em solugdo corante [azul de
comassie R250 1% (m/v); etanol 40% (v/v); acido acético 10% (v/v)], permanecendo 12 h sob
agitagdo. O gel foi entdo lavado com 4gua destilada e imerso em solugdo descorante [etanol 40%
(v/v); acido acético 10% (v/v); dgua destilada 40% (v/v)], permanecendo sob agitagdo por um

periodo de 4 h, sendo realizadas trés trocas da solucdo descorante.
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2.2.3 Resultados

2.2.3.1 Efeito in vitro dos cogumelos sobre Ralstonia solanacearum

Apenas no segundo teste in vitro (Figura 2) os isolados Abl-28, na concentracdo de 10%,
e Abl-11, nas concentracdes de 5% e 20%, apresentaram efeito na diminui¢do do crescimento da
bactéria, quando comparado com os demais tratamentos. Porém, essa diminui¢do no crescimento
ndo ocorreu na repeticao do teste (Figura 1), ndo sendo possivel comprovar o efeito direto dos
isolados Abl-28 10% e Abl-11 5% e 20% no crescimento da bactéria. Alguns tratamentos até

estimularam o crescimento da bactéria.
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Figura 1 — Efeito direto dos extratos aquosos de basidiocarpos de Agaricus blazei (isolados Abl-28 e Abl-11) e de
Lentinula edodes (isolados Le-96/17 ¢ Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre o crescimento de
Ralstonia solanacearum (Rs84), no primeiro teste in vitro. As barras representam a média £ desvio
padrao. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Os
tratamentos controle sdo representados pela agua e Rs84
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Figura 2 — Efeito direto dos extratos aquosos de basidiocarpos de Agaricus blazei (isolados Abl-28 e Abl-11) e de
Lentinula edodes (isolados Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentracdes, sobre o crescimento de
Ralstonia solanacearum (Rs84), no segundo teste in vitro. As barras representam a média + desvio
padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Os
tratamentos controle sdo representados pela agua e Rs84

2.2.3.2 Protecdo de plantas em casa-de-vegetacao

O experimento realizado em casa-de-vegetacao, visando avaliar a protecdo das plantas de
berinjela contra R. solanacearum, utilizando o indutor acibenzolar-S-metil e os extratos aquosos
de L. edodes e A. blazei, foi realizado em duplicata. Os resultados obtidos nos dois experimentos
foram semelhantes, sendo apresentado abaixo os resultados de apenas um dos experimentos.

Os resultados da Figura 3 mostram que o extrato aquoso Abl-28, nas concentragdes
utilizadas, proporcionou a menor porcentagem de folhas murchas, em relagdo aos demais
tratamentos. O tratamento com acibenzolar-S-metil e com os demais extratos aquosos de
cogumelos também proporcionaram uma menor porcentagem de folhas murchas em comparacao
as plantas tratadas com agua e inoculadas com a bactéria (tratamento Rs84).

Quando analisamos o efeito dos tratamentos sobre o peso fresco e seco das plantas de
berinjela (Figura 4), os extratos aquosos de Abl-11 20% e Le-96/17 5% proporcionaram pesos

semelhantes ao das plantas tratadas somente com agua.
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Tratamentos
tratamentos e as letras minusculas referem-se ao peso seco dos tratamentos. Os tratamentos controle sdo

letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. As letras maitsculas referem-se ao peso fresco dos
representados pela agua e Rs84

plantas de berinjela. As barras representam a média + desvio padrio. Médias seguidas pelas mesmas
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Figura 4 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-11 e AbI-28) e
Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre o peso fresco e seco das
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2.2.3.3 Determinagéo da concentragéo de proteinas e atividade enzimatica

Quando analisamos estatisticamente somente o efeito dos tratamentos indutores, sem a
inoculacdo com a bactéria, podemos observar que ocorreu um aumento na quantidade de
proteinas nas plantas de berinjela no 1°, 3° e 4° dias ap6s os tratamentos, com relacdo ao
tratamento Agua (Figura 5 A). Somente o tratamento Abl-11 diferiu estatisticamente do
tratamento Agua do 1° ao 12° dias apés o tratamento.

Apesar do Abl-11 proporcionar um maior acimulo na quantidade de proteinas, 0 mesmo
ndo se repetiu na atividade de peroxidase e quitinase, onde apenas o indutor aSm diferiu
significativamente dos demais tratamentos a partir do 3° dia apoOs o tratamento, para peroxidase e
a partir do 4° dia ap6s o tratamento, para quitinase (Figuras 5 B e 5 C). Por sua vez, o Abl-28
diferiu dos demais tratamentos, junto com aSm, apenas no 12° dia apds o tratamento.

Quando analisamos a atividade de fenilalanina amonia-liase, o Abl-28 diferiu do
tratamento Agua no 3°, 7° e 12° dia apés o tratamento (Figura 5 D). Todos os tratamentos com os
indutores diferiram do tratamento Agua no 12° dia apés o tratamento. Resultado semelhante foi
observado na atividade de polifenoloxidase, onde os tratamentos aSm e Abl-28 diferiram dos

demais somente no 12° dia ap6s o tratamento (Figura 5 E).
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Ja na comparagdo dos tratamentos, com a inoculacdo da bactéria, foi possivel observar
que na quantidade de proteinas, o tratamento Abl-11 diferiu significativamente em relacao as
plantas tratadas com Agua até o 4° dia apos o tratamento (Figura 6 C). Para os indutores aSm e
Abl-28, inoculados com Rs84, foi possivel observar diferencas significativas em relagdo as
plantas tratadas com Agua no 3° ao 12° dias apds o tratamento, no caso do aSm-Rs84 (Figura 6
A) eno 1° 2° 4° e 12° dias ap0s o tratamento, no caso de Abl-28-Rs84 (Figura 6 B).

Avaliando a atividade de peroxidase, foi possivel observar que as plantas tratadas com
aSm e inoculadas com Rs84 tiveram uma atividade maior que as plantas tratadas com Agua no 4°
e 7° dias apo6s o tratamento (Figura 6 D). Esta diferenga significativa na atividade de peroxidase
em relagio as plantas tratadas com Agua também ocorreu no tratamento Abl-11-Rs84, porém, no
4° e no 12° dias apos o tratamento (Figura 6 F). Quando analisamos o efeito do tratamento
AbI-28-Rs84 em relagdo ao tratamento Agua-Rs84 (Figura 6 E), podemos observar que ocorrem
diferengas significativas no 7° e 12° dias apds o tratamento, sendo também possivel observar uma
elevacdo na atividade aos 3 dias apds o tratamento, que seria o 1° dia apds a inoculacdo com a
bactéria, porém, nao significativamente diferente.

Todos os tratamentos indutores, inoculados com Rs84, ndo mostraram diferencas
significativas sobre a atividade de quitinase em relagio as plantas tratadas com Agua, mostrando
que os indutores ndo tiveram nenhum efeito na atividade de quitinase. Foi possivel observar, em
alguns tempos de coleta, um efeito de “inibi¢do” ou “diminui¢do” na atividade de quitinase nas
plantas tratadas com os indutores e inoculadas com Rs84. Este efeito para os tratamento aSm e
Abl-28 ¢ ilustrado nas Figura 7 A e 7 B. A mesma situagdo ocorreu na avalia¢do de fenilalanina
amonia-liase e polifenoloxidase (Figuras 7 C, 7 E e 7 F), exceto para o tratamento Abl-11-Rs84,
onde foi possivel observar um aumento na atividade de fenilalanina amdnia-liase no 7° e 12° dias

apos o tratamento (Figura 7 D), em relacio as plantas tratadas com Agua.
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2.2.3.4 Bioensaio com 0s componentes da precipitagdo com sulfato de amonio

Aplicando-se o extrato aquoso de basidiocarpos de Abl-28, bem como suas fracdes da
precipitagdo e o indutor acibenzolar-S-metil (aSm), com intervalo de 2 dias entre a aplicag@o dos
tratamentos e a inoculacdo, foi possivel observar uma menor ocorréncia de folhas murchas no
tratamento com a fragdo 60-80% de AblI-28 (Figura 8), tanto aos 5 como aos 10 dias apos a
inoculagdo. O tratamento com o extrato aquoso bruto de Abl-28 e aSm também promoveram

reducdo na ocorréncia de folhas murchas, em relagdo ao tratamento Rs84.
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Figura 8 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), do extrato aquoso de Agaricus blazei (Abl-28) e de suas fragdes
precipitadas com sulfato de amonio (Abl-28 0-40%; Abl-28 40-60%; Abl-28 60-80%; Abl-28 80-100%)
sobre a ocorréncia de folhas murchas de berinjela, causada por Ralstonia solanacearum (Rs84). As
barras representam a média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste
de Tukey a 5%. As letras maitsculas referem-se aos tratamentos avaliados aos 5 dias apos a inoculagio e
as letras minusculas referem-se aos tratamentos avaliados aos 10 dias ap6s a inoculagao

Quando analisamos o efeito dos tratamentos em relagdo ao peso fresco das plantas de
berinjela, plantas tratadas com aSm tiveram o maior peso, seguidas de perto pelos tratamentos

Agua, Abl-28 40-60% e Abl-28 80-100.% No peso seco, os tratamentos aSm, Abl-28 40-60% e
Abl-28 80-100% continuaram diferindo estatisticamente do tratamento Rs84 (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), do extrato aquoso de Agaricus blazei (Abl-28) e de suas fragdes
precipitadas com sulfato de aménio (Abl-28 0-40%; Abl-28 40-60%; Abl-28 60-80%; Abl-28 80-100%)
sobre o desenvolvimento das plantas de berinjela. Avaliagdo efetuada com base no peso fresco e seco. As
barras representam a média + desvio padrao. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste
de Tukey a 5%. As letras maiusculas referem-se ao peso fresco e as letras mintisculas referem-se ao peso
seco

2.2.3.5 Separacado cromatogréafica dos componentes das fragdes com atividade bioldgica

O extrato aquoso de Abl-28, bem como sua fracdo 60-80% da precipitacdo em sulfato de
amonio, foram os tratamentos que proporcionaram a maior reducao na ocorréncia de folhas
murchas de berinjela. Desse modo, o precipitado 60-80% foi submetido a cromatografia de troca
anidnica (CTA), em tampao fosfato 25 mM (pH 6,0). Apds o procedimento denominado de “step
wise”, foram obtidas cinco fragdes na cromatografia, ocorrendo uma maior absorbancia a 280 nm
na fragdo 4 (Figura 10). A cromatografia do precipitado 60-80% de Abl-28 foi realizada mais de
uma vez, obtendo-se fragcdes semelhantes. As fragdes da CTA foram concentradas até se obter um
volume de 20 mL, com o uso de polietileno glicol 20.000, sendo posteriormente utilizadas em

bioensaio com plantas de berinjela contra R. solanacearum.
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Figura 10 — Cromatografia de troca anionica do precipitado 60-80%, obtido a partir do extrato aquoso de

basidiocarpos de Agaricus blazei (Abl-28), submetido ao tratamento com sulfato de amonio. O
material foi aplicado em coluna preenchida com DEAE-Celulose e a cromatografia efetuada com
tampao fosfato 25 mM (pH 6,0), em fluxo de 3,0 mL/min. O material adsorvido foi eluido com NaCl
no mesmo tampao, em procedimento denominado “step wise”

2.2.3.6 Bioensaio com as fragdes obtidas através da cromatografia

Depois de obtidas as fragdes na CTA, estas foram aplicadas em plantulas de berinjela,
visando verificar o efeito na reducdo da murcha bacteriana. As avaliacdes em todos os
experimentos foram realizadas aos 5 e 10 dias, apés a inoculagdo com Rs84. Entretanto, neste
experimento ndo ocorreram sintomas de murcha na primeira avaliagdo, sendo que os resultados
observados na Figura 11 sdo apenas da segunda avaliacdo, aos 10 dias apos a inoculagdo. Foi
possivel observar que a fracdo 4 da CTA, bem como o extrato aquoso de Abl-28, promoveram a
menor ocorréncia de folhas murchas de berinjela, diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos. A fragdo 4 ¢ a que apresenta maior absorbancia a 280 nm dentre todas, como visto
na Figura 10.

Com relagio ao peso fresco e peso seco, a fragdo 4 , o tratamento Agua e a fragdo 2 foram
os tratamentos que promoveram o maior peso das plantas de berinjela, diferindo estatisticamente

do tratamento Rs84 (Figura 12).
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2.2.3.7 Andlise eletroforética das fragdes biologicamente ativas

O gel de poliacrilamida com as amostras das fracdes da CTA de Abl-28, bem como seu
precipitado 60-80% (p60-80), nos mostra a presenca de uma proteina de aproximadamente

29 kDa, tanto na fracdo 4 como na amostra da precipitagdo 60-80% de Abl-28 (Figura 13).

M Fracdol Fragdo?2 Fracdo3 Fracdo4 Fracdo5 p60-80 M

205 kDA 205 kDA
116 kDA
116 kDA
97,4 kDA
97,4 KDA
66 kDA
66 kDA
45 kDA
45 kDA
29 kDA
? 29 kDA

Figura 13 — Separag@o eletroforética em gel de poliacrilamida das fragdes 1 a 5 da Cromatografia de troca anionica e
do precipitado 60-80% do extrato aquoso de Agaricus blazei (Abl-28). Foi padronizada a quantidade de
proteina aplicada no gel em 40 pg. M = marcador molecular de 29 a 205 kDa (SDS-200 Sigma®)
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2.2.4 Discussao

Apesar das preparacdes dos isolados Abl-28 10% e Abl-11, 5% e 20% exercerem pequeno
efeito inibitorio sobre o crescimento de R. solanacearum em um dos testes in vitro, os demais
tratamentos ndo diminuiram e alguns deles até estimularam o crescimento da bactéria. Este
mesmo resultado foi obtido por Di Piero e Pascholati (2004), onde os isolados Le95/01 e Le96/22
de L. edodes ndo apresentaram efeito direto sobre a bactéria Xanthomonas vesicatoria e, outros
isolados de 4. blazei chegaram a estimular o crescimento bacteriano no teste in vitro. Entretanto,
efeito diferente foi obtido por Pacumbaba, Beyl e Pacumbaba Junior (1999), que utilizaram um
1solado de L. edodes e obtiveram inibi¢do do crescimento in vitro de diversas bactérias, inclusive
de Ralstonia solanacearum. Outros compostos, como extrato citrico, também ja foram testados in
vitro contra do crescimento de R. solanacearum, mostrando ter efeito na redugdo da concentragio
das células bacterianas (MOTOYAMA et al., 2003).

Interessante observar que, além do extrato aquoso do isolado Abl-28 de 4. blazei exercer
pequeno efeito inibitorio sobre a bactéria em um dos testes in vitro, este mesmo extrato reduziu a
murcha bacteriana nos experimentos de casa-de-vegetacdo, proporcionando uma menor
ocorréncia de folhas murchas, em relacdo aos demais tratamentos. O tratamento com aSm
também proporcionou menor ocorréncia de folhas murchas.

O efeito protetor de Abl-28 e aSm, observado pela menor ocorréncia de folhas murchas
em berinjela, também foi observado em um trabalho semelhante, realizado por Di Piero e
Pascholati (2004), no patossistema tomate / Xanthomonas vesicatoria. Neste trabalho, o extrato
aquoso de Abl-28 e o aSm reduziram a severidade da bacteriose, obtendo-se uma protecao média
de 45%. Além disso, a quantidade de indculo bacteriano e o intervalo de tempo entre a aplicagao
dos tratamentos e a inoculagdo com a bactéria tiveram influéncia na prote¢do das plantas de
tomate.

As analises bioquimicas realizadas a partir das folhas de berinjela coletadas mostraram
que as quitinases ndo sdo marcadores de resisténcia adequados para o patossistema estudado,
visto que até ocorreu uma diminuicdo da atividade nas plantas tratadas com os indutores e
inoculadas com a bactéria. A mesma situagdo ocorreu na atividade de fenilalanina amonia-liase ¢
polifenoloxidase, exceto para o tratamento Abl-11, onde ocorreu um aumento na atividade destas

duas enzimas (Figura 7).
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Esta inesperada reducdo na atividade de algumas enzimas também foi verificada por
Osswald et al. (2004) que, estudando o patossistema sorgo — Colletotrichum graminicola,
observaram que apesar da indu¢do na producdo de fitoalexinas ser diretamente proporcional ao
aumento na dose de aSm, ocorreu uma reducdo na atividade das enzimas B-1,3-glucanase e
quitinase.

No caso das peroxidases, o indutor aSm e o Abl-28 provocaram elevacao de sua atividade
aos 7 dias ap0s o tratamento (5 dias ap6s a inoculagdo com a bactéria), sendo mais eficiente que o
fitopatdgeno em induzir a atividade desta enzima. Além disso, as plantas tratadas com Abl-28
continuaram tendo maior atividade de peroxidase aos 12 dias apds o tratamento, sendo que esta
maior atividade enzimatica no tratamento Abl-28 coincidiu com menor porcentagem de folhas
murchas. Em relagdo ao tratamento com Abl-11, a maior atividade ocorreu apenas aos 12 dias
apés o tratamento. O aumento da atividade das peroxidases coincidiu com aumentos na
quantidade de proteinas das plantas tratadas com o0 aSm e com Abl-28.

A peroxidase € uma importante enzima nas plantas e esta envolvida em diversas reagoes,
como ligacdes de polissacarideos, oxidacdo do acido indol-3-acético, ligagdes de mondmeros,
lignificagdo, cicatrizacdo de ferimentos, defesa contra patdgenos, entre outras (GASPAR et al.,
1982 e KAO, 2003 apud CAMPOS et al., 2004).

Estudando o efeito da aplicacao do isolado Pfl de Pseudomonas fluorescens em raizes de
tomate, Ramamoorthy, Raguchander e Samiyappan (2002) verificaram que a atividade de
peroxidase aumentou nas plantas tratadas com Pfl e posteriormente desafiadas com Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, tanto em casa-de-vegetagdo como no campo. A atividade méaxima
desta enzima foi observada no quarto dia ap6s a inoculagdo com o patdogeno, sendo que as plantas
mantiveram alto nivel de atividade por todo o periodo do experimento. As atividades de f-1,3-
glucanase e quitinase também aumentaram e suas maiores atividades foram observadas de 3 a 5
dias apds a inoculacdo com F. oxysporum. A atividade de peroxidase das plantas de berinjela foi
semelhante a este trabalho, visto que as plantas tratadas com AbI-28 tiveram elevagdao nesta
atividade aos 5 e 10 dias ap6s a inoculagdo com a bactéria.

Avaliando o efeito de acibenzolar-S-metil na indugdo de resisténcia em trés cultivares de
feijoeiro, com diferentes niveis de resisténcia a murcha-de-Curtobacterium, Soares, Maringoni e

Lima (2004) verificaram que o indutor foi ineficiente em controlar a doenga na cultivar
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suscetivel e em incrementar os niveis de resisténcia nas cultivares resistentes. Entretanto, a
atividade de peroxidase aumentou, tanto nas folhas como no caule das plantas.

A atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase, -1,3-
glucanase, superoxido dismutase, poligalacturonase, pectina metilesterase e amilase foram
estudadas em plantas de berinjela, contra patdogenos de solo (KAWARADANI et al., 1994). Foi
verificado que a atividade de B-1,3-glucanase e amilase aumentaram em relagdo as plantas
sadias, na inoculagcdo com Verticillium dahliae. A atividade de superdxido dismutase foi elevada
na folhas de berinjela infectadas com R. solanacearum.

Continuando a investigar o efeito de Abl-28 na prote¢ao das plantas de berinjela contra a
murcha, realizou-se novo experimento atraveés da aplicagcdo do extrato aquoso de Abl-28, de suas
fracdes da precipitacdo com sulfato de amonio e do indutor acibenzolar-S-metil. Foi possivel
observar uma menor ocorréncia de folhas murchas no tratamento com o precipitado 60-80% de
AbI-28. O extrato aquoso de Abl-28 e com acibenzolar-S-metil também continuaram protegendo
as plantas de berinjela em relacao ao tratamento Rs84.

Procurando estudar o efeito do precipitado 60-80% de Abl-28, realizou-se outro
experimento com as fragdes da CTA obtidas do precipitado 60-80%. Foi possivel observar que a
fragdo 4 (a de maior concentragdo na CTA), bem como o extrato aquoso de Abl-28, promoveram
a menor ocorréncia de folhas murchas de berinjela, diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos. Com relacdo ao peso fresco e peso seco, a fragdo 4 continuou sendo a melhor entre
os tratamentos, juntamente com o tratamento Agua, promovendo maior peso das plantas de
berinjela. Essas fra¢cdes da CTA foram analisadas em gel de poliacrilamida desnaturante, visando
observar o(s) elicitor(es) presente(s) no basidiocarpo de 4. blazei. Observou-se que a fracdo 4 € o
precipitado 60-80% possuem uma banda de aproximadamente 29 kDa.

Os elicitores sdo moléculas que estimulam respostas de defesa nas plantas, por
desencadearem a transdugdo de sinais que levara a ativagdo dos mecanismos de defesa (HAHN,
1996). A purificacao parcial de elicitores envolvidos na prote¢do de plantas, obtidos a partir de
extratos de cogumelos, ja foi estudada por Di Piero (2003). A aplicacdo do precipitado e das
fracdes da CTA do isolado Le-96/22 permitiram ao autor verificar a redugdo na severidade da
antracnose em plantulas de pepino, bem como a purificagdo parcial de elicitores de peroxidase
em cotilédones de pepino. Outras fragcdes, como as oriundas da cromatografia da levedura de

panificagdo Saccharomyces cerevisiae, foram testadas por Labanca (2002), induzindo resisténcia
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local em pepino contra Coletothichum lagenarium, além de proporcionar redugdes de 50% a
70% nas éareas lesionadas e aumentar a atividade de peroxidases.

Finalmente, com base no presente trabalho, novos estudos envolvendo as fracdes de
interesse no controle de doencas em plantas poderdo mostrar a viabilidade de se obter um

produto comercial a partir do cogumelo Agaricus blazei.

2.3 Consideracdes Finais

O extrato aquoso de basidiocarpos do isolado Abl-28 de Agaricus blazei demonstrou
potencial para diminuir a murcha bacteriana em berinjela, causada por Ralstonia solanacearum.
Além disso, por ndo ter acdo direta sobre o patdgeno in vitro e por ter alterado a atividade da
enzima peroxidase, sugere-se que o mesmo induziu resisténcia nas plantas de berinjela.
Comportamento semelhante foi apresentado pelo indutor acibenzolar-S-metil, que também
reduziu a murcha bacteriana e aumentou a atividade de peroxidase.

A precipitacdo com sulfato de amoénio o extrato aquoso de Abl-28, seguida pela
cromatografia de troca anidnica do precipitado 60-80% permitiram verificar a presenga de uma
banda de aproximadamente 29 kDa, em gel de poliacrilamida desnaturante. Obteve-se assim uma

purificagdo parcial do elicitor presente nos basidiocarpos de 4. blazei.
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3 ACAO INDUTORA DE RESISTENCIA DE Lentinula edodes E Agaricus blazei EM
TOMATEIRO CONTRA Ralstonia solanacearum E Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis

Resumo

Dentre as diversas doengas que afetam a cultura do tomateiro, as de etiologia bacteriana,
como Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis tém causado
grandes prejuizos. Devido as dificuldades de controle, novas alternativas t€ém sido procuradas,
sendo a inducdo de resisténcia um método potencial de controle, podendo ser ativado por
indutores biodticos ou abioticos. Entre estes indutores, os cogumelos Lentinula edodes e Agaricus
blazei, que ja tém sido amplamente pesquisados na drea médica, tém sido utilizados em pesquisas
para o controle de doencas em plantas. Com o objetivo de estudar o efeito dos extratos aquosos
destes cogumelos e do indutor acibenzolar-S-metil (aSm) no controle da murcha e do cancro
bacteriano em tomateiro, observando seu modo de agdo através de alteracdes na atividade de
determinadas enzimas e na obtencdo de moléculas de interesse agrondmico ¢ que o presente
trabalho foi realizado. Inicialmente, verificou-se que os isolados de A. blazei e L. edodes,
utilizados em diversas diluigdes, bem como o aSm, nao exerceram nenhum efeito inibitorio in
vitro no crescimento das bactérias. Porém, os isolados Abl-26 de A. blazei ¢ Le-96/17 de
L. edodes reduziram significativamente a ocorréncia de folhas murchas das plantas de tomate, em
casa-de-vegetacdo, quando aplicados a 10% (v/v), dois dias antes da inocula¢do das plantas com
os patdgenos. O aSm também reduziu significativamente a ocorréncia de folhas murchas. No
estudo de possiveis alteragdes na atividade enzimdtica, no patossistema tomate/Ralstonia, a
atividade de quitinase, fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase nao foi alterada nas plantas,
exceto a atividade de quitinase no tratamento aSm, que aumentou no 3° ¢ 7° dias apos o
tratamento. Na atividade da peroxidase, os tratamentos aSm, Abl-26 ¢ Le-96/17 ocasionaram
aumentos na atividade no 7°, 12° e 3° dia apds o tratamento, respectivamente. No patossistema
tomate/Clavibacter, a atividade de peroxidase e quitinase aumentou no 17° dia apds o tratamento
em todos os tratamentos indutores em relagdo as plantas tratadas com agua. Somente aSm
ocasionou aumento na atividade de peroxidase também no 7° dia apds o tratamento. J& a
atividade de fenilalanina amdnia-liase e polifenoloxidase aumentou, em resposta a todos os
tratamentos, em relacdo as plantas tratadas com agua, no 4° dia apds o tratamento. Além disso,
plantas tratadas com aSm e Le-96/17 exibiram aumento na atividade de fenilalanina amonia-liase
no 7° e 12° dias apos o tratamento, e na atividade de polifenoloxidase no 7°, 12°, 17° e 22° dias
apods o tratamento. O isolado Le-96/17 apresentou os melhores resultados e seu extrato aquoso
bruto foi fracionado com sulfato de amonio, sendo posteriormente submetido o precipitado
40-80% a cromatografia de troca anidonica (CTA). Apos a CTA, seis fragdes protéicas foram
obtidas e as fragdes 3 e 4, junto com aSm e o extrato aquoso de Le-96/17 reduziram a ocorréncia
de folhas murchas no patossistema tomate/Clavibacter. No patossistema tomate/Ralstonia, a
fragdo 3, o aSm e o extrato aquoso de Le-96/17 reduziram a ocorréncia de folhas murchas. A
separagdo eletroforética destas fragdes da CTA, do precipitado 40-80% e extrato aquoso de
Le-96/17 revelaram a presenca de mais de uma banda no gel na fracdo 3 e 4 da CTA. Com base
nos resultados, sugere-se que o isolado Le-96/17 de L. edodes induziu resisténcia em tomateiro
contra R. solanacearum e C. michiganensis, obtendo-se uma purificacdo parcial dos elicitores
presentes nos basidiocarpos de L. edodes.
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Abstract

Among the diseases that affect tomato plants, bacterial diseases like Ralstonia
solanacearum and Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, cause high losses. Because
the difficulties to control these diseases, new alternatives must be searched, being the induced
resistance a potential method for the alternative control, by using biotic or abiotic elicitors.
Among these inducers, the mushrooms Lentinula edodes and Agaricus blazei, used in medical
research and exhibits the potencial to be used in research for the control of plant diseases. The
objectives of the present work were evaluate the potential of these mushrooms and acibenzolar-S-
metil (aSm) in controlling bacterial wilt and canker in tomato plants, study mode of action of
these materials based upon the activity of some enzymes and, partially purify biologically active
molecules. Initially, it was shown that the aqueous extracts from the isolates and dilutions of 4.
blazei and L. edodes, as well as aSm, did not inhbit in vitro bacterial growth. However, the
isolates Abl-26 of A. blazei and Le-96/17 of L. edodes reduced the wilt in tomato plants under
greenhouse conditions, when the mushrooms extracts at 10% (v/v) were applied two days before
plant inoculation. The aSm also reduced wilt. Regarding enzyme activity in the tomato/Ralstonia
interaction, the chitinase, phenylalanine ammonia-lyase and polyphenoloxidase activities did not
change, except the chitinase activity for the treatment aSm, which increased in the 3° and 7° days
after the treatment. Plants treated with aSm, Abl-26 and Le-96/17 exhibited increasing peroxidase
activity 7, 12 and 3 days after the treatments, respectively. In the tomato/Clavibacter interactions,
plants treated with aSm, Abl-26 and Le-96/17 exhibited increases in peroxidase and chitinase
activities 17 days after the treatment. The aSm caused increased peroxidase activity also 7 days
after the treatment. The phenylalanine ammonia-lyase and polyphenoloxidase activities increased
in the 4° day after treatment, for all the treatments in relation to the plant treated with water.
Moreover, plants treated with aSm and Le-96/17 exhibited increased phenylalanine ammonia-
lyase activity in the 7° and 12° days after the treatment, and polyphenoloxidase activity in the 7°,
12°, 17° and 22° days after the treatment. Since the isolate Le-96/17 was the best one in reducing
the wilt, its aqueous extract was fractionated with ammonium sulphate. The fraction (precipitated
from 40-80%) was submitted to anion exchange chromatography (AEC) and the fractions 3 and 4
from AEC, aSm and the aqueous extract of Le-96/17 were shown to reduce bacterial disease in
the tomato/Clavibacter interaction. For the tomato/Ralstonia interaction, fraction 3, aSm and the
aqueous extract from Le-96/17 reduce bacterial wilt. Fractions 3 and 4, the precipitaded 40-80%
and the aqueous extract from Le-96/17 showed more than one protein band under electroforesis.
Based upon these results, it is suggested that the isolate Le-96/17 of L. edodes induced resistance
in tomato plants against R. solanacearum and C. michiganensis and a partial purification of the
inducer molecules present in the L.edodes fruiting body was obtained.

Keywords: Bacterial wilt; Bacterial canker; Acquired systemic resistance



58

3.1 Introducgéo

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) ¢ uma hortalica amplamente cultivada no
mundo, tendo como conseqiiéncia de sua expansio o aumento dos problemas fitossanitarios. E
uma espécie origindria das Américas, onde foi cultivada e melhorada, sendo introduzida na
Europa entre 1523 e 1554 (FILGUEIRA, 2000; MAFFIA; MARTINS; MATSUOKA, 1980).

No Brasil, o tomateiro foi introduzido por imigrantes europeus no final do século XIX,
tornando-se a segunda hortalica em importancia. E cultivado comercialmente na maioria dos
estados brasileiros, estando presente em todas as regides do pais. A regido Sudeste ¢ a maior
produtora, atingindo em média 1,7 milhdes de toneladas/ano, nos ultimos quatro anos. (FNP,
2006).

O tomateiro ¢ uma planta que apresenta dois habitos de crescimento distintos, sendo que
estes habitos interferem no manejo e na ocorréncia de pragas e doengas. O tomate com habito
indeterminado ¢ aquele conduzido de forma tutorada, produzindo frutos para mesa. O de habito
determinado produz frutos com finalidade agroindustrial, sendo a cultura rasteira (FILGUEIRA,
2000).

Dentre as diversas doencas que afetam a cultura do tomateiro, as de etiologia bacteriana
tém causado grandes prejuizos, uma vez que seu controle ¢ dificil. Dentre elas, a murcha causada
por Ralstonia solanacearum tem promovido elevadas perdas em culturas instaladas nas diversas
regides brasileiras. A doenca tem sido assinalada desde o Estado do Amazonas até o Rio Grande
do Sul e, dependendo das condi¢des ambientais, os prejuizos podem ser totais (BATISTA;
GUEDES, 1981).

Outra bactéria, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis, agente
causal do cancro bacteriano em plantas de pimentdo e tomate, tem importancia relevante para o
tomateiro estaqueado, podendo destruir grande parte da plantacio. A doenca tem causado
consideraveis perdas em todo o mundo e seu agente pode sobreviver em sementes, no solo € em
hospedeiros secundarios (AGRIOS, 2005; DIAS; TAKATSU, 1989; KUROZAWA; PAVAN,
2005).

A medida de controle mais efetiva € o uso de variedades resistentes, obtidas via
incorporagdo de resisténcia genética aos patdgenos (LOPES; QUEZADO-SOARES, 1994).
Entretanto, medidas preventivas para o controle destas bactérias sdo necessarias, uma vez que nao

existem produtos quimicos que controlem eficientemente estas doencas. Entre as medidas
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preventivas, deve-se evitar o plantio em locais anteriormente cultivados com tomateiro ou outras
solanaceas e remover e destruir as plantas infectadas, para o controle de ambas as doencas. Para
C. michiganensis, deve-se ainda realizar rotacdo de culturas por um periodo minimo de 3 anos,
tratamento de equipamentos com hipoclorito de sddio, tratamento de sementes com agua quente
(56°C/30min) ou utilizar sementes certificadas (AGRIOS, 2005; CHANG; RIES; PATAKY,
1991; LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997;).

Devido a dificuldade para o controle destas doencas, deve-se buscar novas alternativas de
controle, sendo a indugdo de resisténcia um método potencial para promover a reducdo da
severidade de doencas em diversas culturas. Esta indugdo pode ser efetiva contra diversos
patogenos, incluindo viroses, bactérias e fungos, podendo ser ativada por indutores bidticos ou
abioticos (BAYSAL; SOYLU; SOYLU, 2003; BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005;
RYALS et al., 1996). O agente indutor ndo atua diretamente sobre o patégeno ou ¢ transformado
em algum agente antimicrobiano, mas ele sensibiliza a planta a ativar seus mecanismos de defesa
em resposta a presenca de um patdogeno potencial (CONRATH; PIETERSE; MAUCH-MANI,
2002). Experimentalmente, varios microrganismos tém mostrado potencial para induzir
resisténcia contra doengas em tomateiro. Anfoka e Buchenauer (1997) relataram a inducdo de
resisténcia local e sistémica em plantas de tomateiro contra Phytophthora infestans por meio da
inoculagdo prévia com Tobacco necrosis virus (TNV), enquanto o fungo formador de micorriza
arbuscular, Glomus mosseae, induziu resisténcia sistémica contra Phytophthora parasitica
(CORDIER et al., 1998).

Entre os diversos indutores existentes, os cogumelos Lentinula edodes e Agaricus blazei,
que ja tém sido amplamente pesquisados na area médica, estdo sendo também pesquisados como
agentes indutores de resisténcia, para o controle de doengas em plantas (EIRA et al., 2005). Os
resultados obtidos por Piccinin (2000) demonstraram que a lentinana, uma substancia obtida a
partir do extrato aquoso do corpo de frutificacdo de L. edodes, ndo apresentou atividade direta
contra Exseroilum turcicum, C. sublineolum e X. axonopodis pv. passiflorae em testes realizados
in vitro, no entanto, protegeu plantas de sorgo contra ambos os fungos e plantas de maracuja
contra a bactéria, pela ativacao das defesas das plantas.

Em razdo da importancia da murcha e do cancro para a cultura do tomateiro e do efeito
potencial de extratos de L. edodes e A. blazei sobre a indugao de resisténcia em outras plantas, o

presente trabalho teve por objetivos:
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- Avaliar o potencial indutor de resisténcia de extratos aquosos destes basidiomicetos em
tomateiro contra as bactérias causadoras de murcha e cancro;

- Investigar os possiveis mecanismos bioquimicos ativados nas plantas, bem como
procurar identificar o(s) principio(s) ativo(s) existente(s) nos extratos que exercerem efeito

indutor.

3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Revisdo Bibliogréafica

Dentre os agentes causadores de doencas de expressio econOmica na agricultura
brasileira, as bactérias vém assumindo importincia crescente, provocando elevadas perdas,
embora ndo existam estatisticas precisas. O aumento da importancia das bactérias como
fitopatogenos t€m sido atribuida ao desequilibrio progressivo do agroecossistema, emprego de
cultivares de alto potencial produtivo, porém suscetiveis, resisténcia das fitobactérias a principios
toxicos comumente empregados na lavoura, além da propria competéncia das fitobactérias por
sobreviverem de forma variada, de se disseminar eficazmente e de multiplicar o indéculo com
rapidez (ARAUJO et al., 2003; GARTEMANN et al., 2003; KIMATI et al., 1997; KIMURA;
CARMO, 1995; LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997; ROMEIRO, 1995).

Na cultura do tomateiro, as bactérias Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e
Ralstonia solanacearum representam importantes patogenos, pelas perdas que causam a cultura.
Ralstonia solanacearum é uma bactéria gram negativa, aerdbica, bastonetiforme (0,5 — 0,7 a 1,5 —
2,5 um) com um tufo de flagelos polares, pertencente ao grupo ndo fluorescente da familia
Pseudomonadaceae (PALLERONI, 1984). Esta bactéria tem sido classificada de acordo com a
hospedeira, distribui¢do geografica, patogenicidade, relacdes epidemioldgicas, propriedades
fisiologicas e padroes de proteinas de membranas (DRISTIG; DIANESE, 1991; HAYWARD,
1991). Assim, foram relatadas 5 racas baseadas principalmente na gama de hospedeiras que
afetam (AGRIOS, 2005). A raca 1 (biovares 1, 3 e 4) ataca um grande nimero de plantas,
incluindo batata, tomate, fumo e solanaceas em geral. A raga 2 (biovares 1, 3 e 4) ataca banana e
similares. A raca 3 (biovar 2) ¢ considerada especifica de batata, mas esta associada a algumas
solanaceas. A raga 4 (biovar 4) ataca gengibre e a raga 5 amora (HAYWARD, 1994;
HAYWARD, 1991). Pelo fato deste patogeno atuar no sistema vascular, ser habitante do solo e
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estar associado a um grande numero de espécies botanicas, o controle da doenga se torna
extremamente dificil (LOPES; REIFSCHNEIDER, 1999).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ¢ uma bactéria Gram-positiva, que tem
causado grandes prejuizos no cultivo de tomate (GARTEMANN et al.,, 2003). A planta ¢
suscetivel a bactéria em qualquer idade e todos os 6rgdos da planta podem ser afetados. A
bactéria se caracteriza por apresentar dois tipos de colonizagdo no tomateiro, ou seja, localizada e
sistémica. A coloniza¢do localizada ¢ mais comum nas épocas chuvosas, porque favorece a
disseminagdo e penetragdo da bactéria nos tecidos das plantas, via estdmatos e hidatddios. Ja a
colonizacdo sist€émica ¢ a mais importante porque as plantas afetadas murcham parcial ou
totalmente, pela penetragdo da bactéria por aberturas naturais e ferimentos, sobretudo pelas
raizes. Neste caso, ocorre uma rapida multiplica¢do da bactéria e colonizacdo do sistema vascular
de modo ascendente (KUROZAWA, 1984; KUROZAWA; PAVAN, 2005).

A resisténcia do hospedeiro a um patdégeno pode ser definida, sob o aspecto fisiologico,
como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade de um
patdgeno em seus tecidos. A planta pode dispor de mecanismos para resistir ao ataque dos
patogenos, quer seja por respostas pré-formadas ou de defesa induzida (HEATH, 2000). Esta
defesa induzida ou resisténcia induzida ocorre devido ao aumento da resisténcia da planta por
meio da utilizacao de agentes externos (indutores), sem que haja qualquer alteragdo no genoma
da planta (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; STADNIK, 2000).

Trabalhando com plantas de fumo, Averre e Kelman (1964) induziram resisténcia
localizada nos tecidos vegetais pela co-inoculacdo de isolados virulentos e avirulentos de
Ralstonia solanacearum, encontrando graus varidveis de resisténcia. Sequeira e Hill (1974), ao
inocularem células mortas de R. solanacearum, conseguiram proteger tecidos de fumo contra
isolados virulentos do préoprio patdégeno.

Um indutor de resisténcia pode estar ativando os mecanismos de defesa de uma planta por
provocar, por exemplo, aumentos no acumulo de fitoalexinas e/ou proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas-RP), quando da chegada do patdgeno. Desse modo, ¢ que Zehnder et al.
(1997) mostraram significativa redu¢do na murcha causada por Erwinia tracheiphila em pepino,
cujas sementes foram tratadas com uma suspensdo de rizobactérias promotoras de crescimento

(RPC), organismos capazes de provocarem o acumulo de fitoalexinas nas plantas.
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A ativagdo dos mecanismos de defesa da planta pode ser obtida pelo tratamento com
agentes abioticos, como o acido salicilico (HAMMERSCHMIDT; DANN, 1997) ou o
acibenzolar-S-metil (aSm), derivado benzotiadiazolico capaz de atuar como anélogo funcional do
acido salicilico, que ¢ uma molécula endogena sinalizadora de reacdes de defesa das plantas.
Estas defesas podem estar relacionadas com barreiras bioquimicas e estruturais de plantas
geneticamente suscetiveis, possibilitando uma protecao de campo contra um amplo espectro de
doencas em diversas espécies cultivadas (GORLACH et al., 1996; LOUWS; WILSON;
CAMPBELL, 2001). Os agentes bidticos, sejam estes microrganismos viaveis ou inativados,
podem também ativar os mecanismos de defesa da planta (STANGARLIN; PASCHOLATI,
1994).

Dentre os agentes bioticos, os cogumelos tém grande potencial na produgdo de
metabolitos bioativos, sendo estes utilizados na medicina como fonte para novos componentes
farmacoldgicos com propriedades antimicrobianas, antivirais, antitumor, antialergenica,
antinflamatoria, entre outras (EIRA et al., 2005; LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JULICH,
2005). Além de pesquisas na area médica, os cogumelos também tém sido utilizados na area
agrondmica contra diversos fitopatégenos. Di Piero (2003) investigou o potencial de Lentinula
edodes e Agaricus blazei no controle de doengas em pepino, maracuja e tomate, verificando que
estes cogumelos possuem substancias elicitoras de respostas de defesa nas plantas, podendo
auxiliar no controle de fitopatdgenos.

O cogumelo Lentinula edodes, conhecido como “shiitake”, ¢ um basidiomiceto cujo corpo
de frutificacdo ¢ amplamente utilizado na culinéria asidtica e seu consumo vem sendo difundido
atualmente ao nivel mundial, incluindo o Brasil, sendo o segundo cogumelo comestivel mais
popular no mercado global (PRZYBYLOWICZ; DOMOGHUE, 1990; SUGUI et al., 2003). O
cogumelo tem atraido a aten¢do de pesquisadores por apresentar qualidades nutricionais,
medicinais e terapéuticas comprovadas cientificamente. Estdo presentes nessa espécie substancias
de acdo antitrombodtica, hipocolesterolémica e imunopotenciadora (MAKI, 1999). Uma
heteroglucanoproteina, composta de galactose, xilose, arabinose, vitaminas do complexo B,
ergosterol, conhecida como LEM (“L. edodes mycelia”), pode ser obtida a partir dos extratos do
micélio do cogumelo ou ainda da cultura liquida do crescimento micelial (SUGANO et al., 1982).
Alguns dos compostos de LEM modulam respostas imunologicas em animais, por ativacdo de

macrofagos, enquanto outros apresentam carater antibiotico.
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O cogumelo 4. blazei ¢ uma espécie nativa do Brasil, que apresenta propriedades
medicinais e inimeros principios ativos, os quais vém atraindo a aten¢do da comunidade médico-
cientifica e do publico em geral. Anteriormente conhecido como A. blazei Murril, iniciou-se um
trabalho de identificacdo deste cogumelo ao se enviar diversas excicatas de linhagens de 4. blazei
de Sao Paulo, Parana, Minas Gerais, Rio de Janeiro ¢ Rio Grande do Sul para pesquisadores da
Embrapa (EIRA et al., 2005). Posteriormente, a identificacao destas linhagens foi concluida com
base no trabalho de Wasser et al. (2002), os quais propuseram a nova espécie Agaricus
brasiliensis (Murrill) ss. Wasser. Porém, foram realizados estudos comparativos entre varias
espécies de Agaricus, indicando que A. brasiliensis (=A. blazei Murrill) € bioldgica e
filogeneticamente identificada como A. subrufescens Peck, classificada em 1893, também nativa
na América do Norte (KERIGAN, 2005). Porém, no decorrer deste trabalho sera adotada a
classificagdo Agaricus blazei.

Em relagdo a fitopatologia, Pacumbaba, Beyl e Pacumbaba Junior (1999) demonstraram
que o lixiviado micelial de L. edodes impedia a murcha bacteriana do tomateiro provocada por R.
solanacearum e a murcha de feijoeiro causada por C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, quando
aplicados em substrato composto por mistura de vermiculita e promix (1:1), previamente
infestado com as bactérias. Di Piero (2003) verificou a protecdo de plantas de tomate contra
Xanthomonas vesicatoria utilizando extratos de um isolado de A. blazei, que reduziu
significativamente a severidade da bacteriose, quando aplicado a 10% (v/v) e 5 dias antes da
inoculacdo das plantas. Trabalhando com o filtrado da cultura de L. edodes, Komemushi,
Yamamoto e Fujita (1995) observaram atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram positivas,
Gram negativas e sobre fungos. Posteriormente, foi isolado o composto antibacteriano (contra
bactérias Gram positivas) formado por um alcool B-fenetil e lentinamicin, que estava presente em
culturas liquidas de micélio (KOMEMUSHI; YAMAMOTO; FUJITA, 1996). Ainda, o filtrado
de pileo (FP) de L. edodes mostrou-se bacteriostatico, enquanto que o filtrado do estipe (FE) e o
filtrado de micélio (FCM) foram bactericidas para Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae,
quando usados na forma de extrato aquoso (PICCININ, 2000). Filtrados de basidiocarpo de A.
blazei mostraram resultados positivos quando aplicados em plantas de maracujd, provocando uma
reducdo superior a 80% na incidéncia da virose causada por Passionfruit woodness virus — PWV

(DI PIERO; PASCHOLATI, 2002).



64

3.2.2 Material e Métodos

3.2.2.1 Obtencao dos isolados de L. edodes e A. blazei

Os cogumelos foram produzidos no Departamento de Produg¢do Vegetal (Modulo de
Cogumelos), da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — UNESP/Botucatu, sendo cedidos pela
Prof* Dra. Marli T. A. Minhoni. Utilizaram-se nos bioensaios os isolados Le-96/22, Le-96/17 de
L. edodes, obtidos de basidiocarpos produzidos em toras de eucalipto, e os isolados Abl-26 e

ADI-29 de A. blazei, obtidos de cultivo axénico.

3.2.2.2 Obtencéo dos extratos aquosos de L. edodes e de A. blazei

Para obtencdo do extrato aquoso, o pd seco de basidiocarpos, de cada um dos isolados de
cogumelo testados, recebeu 14 mL de dgua destilada por grama e, apos 24 h de incubagdo a 4°C,
a suspensdo foi filtrada em papel filtro comum e centrifugada a 20.000g por 25 min. Para os
bioensaios realizados em casa-de-vegetacao, os extratos aquosos foram diluidos. Assim, o extrato
aquoso a 10% v/v (10 mL de extrato bruto + 90 mL de 4gua destilada) continha o equivalente a
7,15 mg de po6 seco de basidiocarpo/mL. Para os testes realizados in vitro, os extratos aquosos
foram filtrados em membrana tipo Millipore (diametro do poro = 0,2 pum), sob condi¢des

assépticas, sendo posteriormente armazenados em geladeira até serem usados.

3.2.2.3 Obtencédo e manutencéo dos fitopatogenos e das plantas

Os isolados utilizados nos ensaios da cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill.) foram Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (To534) e Ralstonia solanacearum
(Rs47), obtidos junto a empresa de sementes Sakata Seed Sudamerica Ltda, de Bragancga Paulista,
com o Engenheiro Agronomo Dr. Ricardo Gioria. Para a realizacdo dos ensaios, o isolado To534
foi cultivado em meio de cultura nutriente-agar (NA), composto por extrato de carne (3 g);
peptona (5g); agar (15g); dgua destilada para completar 1 litro. O isolado Rs47 foi cultivado no
meio NA e no meio de tetrazolio (KELMAN, 1954), cuja composi¢do apresenta glicerol (5,0
mL), peptona (10 g), caseina (1 g), agar (18 g), cloreto de tretazolio 1% (5,0 mL), dgua destilada
para completar 1 litro e pH 6,8-7,0, ajustado com NaOH.

Para a preservacao dos isolados bacterianos, foram utilizados tubos de ensaio contendo o

meio NA cobertos por 6leo mineral esterilizado e frascos com 4gua destilada esterilizada
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(WAKIMOTO et al., 1982). Os tubos foram vedados com filme plastico e armazenados a
temperatura ambiente ou na geladeira.

Em todos os bioensaios, buscou-se a uniformidade das plantas de tomate, utilizando o
Hib. F1 Carmen, cujas sementes foram cedidas pela empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda,
através do Engenheiro Agronomo Msc. Robert Wierzbicki. As plantas foram produzidas em
bandejas de poliestireno de 128 células, contendo o substrato agricola Plantmax® (Eucatex) e

mantidas sob condi¢des de casa-de-vegetacao.

3.2.2.4 Obtencéo do indculo bacteriano

Os isolados bacterianos foram repicados para placas de Petri contendo meio NA, sendo
incubados no escuro por 48 h a 28+2°C. Apds o crescimento das coldnias, foram preparadas as
suspensdes bacterianas em 4gua destilada, ajustando-se a concentragio para 10° ufc/mL, em

espectrofotometro (0,1 de absorbancia a um comprimento de onda de 550 nm).

3.2.2.5 Efeito in vitro dos cogumelos sobre C. michiganensis subsp. michiganensis € R.
solanacearum

Tubos de ensaio contendo 7 mL de adgua destilada esterilizada receberam extratos brutos
dos isolados de L. edodes (Le-96/17 e Le-96/22) e A. blazei (Abl-26 e Abl-29), obtendo-se
concentragdes finais que variaram de 5%, 10%, 15% e 20% (v/v). O tratamento controle foi
representado por tubos contendo somente adgua. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de uma
suspensdo bacteriana de C. michiganensis subsp. michiganensis ou de R. solanacearum em cada
tubo, de modo que a concentracio final em cada tubo fosse de 10° ufc/mL. O volume final de
cada tubo foi de 10 mL, com cinco repetigdes por tratamento, onde cada tubo representou uma
repeticao.

Os tubos contendo os extratos com as suspensoes bacterianas foram mantidos no escuro a
28+2°C por 24 h. Ao final deste periodo, aliquotas de 300 puL de cada tubo foram pipetadas em
placas de Petri contendo o meio NA, onde foram espalhadas por toda a superficie do meio, com o
auxilio de uma alga de Drigalsky. As placas foram novamente mantidas no escuro a 28+2°C, por
48 h. A avaliagdo dos resultados foi efetuada com uso de um espectrofotometro. Para isto, 20 mL

de agua destilada foram colocados em cada placa, sendo feita a leitura da concentracao da
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suspensao bacteriana a 550 nm, obtendo-se como resultado o valor da unidade de absorbancia

(U.A.) por mL . Estes ensaios foram realizados em duplicata.

3.2.2.6 Protecao de plantas em casa-de-vegetacao

Sementes de tomate Hib. F1 Carmen foram semeadas em bandejas de poliestireno de 128
células, contendo substrato agricola Plantmax®™ (Eucatex), e mantidas em casa-de-vegetagdo até
sua utilizacao.

Nos bioensaios visando verificar a protecdo das plantas de tomate contra R.
solanacearum (Rs47), os tratamentos foram realizados dois dias antes da inoculacdo com a
bactéria, quando as plantas apresentavam um par de folhas definitivas totalmente expandidas,
através da rega do substrato com os extratos aquosos dos cogumelos (10 mL/planta) em cada
célula da bandeja. A inoculagdo foi realizada no momento do transplante, através do corte das
raizes com tesoura e posterior imersio em suspensdo bacteriana calibrada para 10° ufc/mL
(LOPES, 1981). As plantas foram transplantadas para vasos contendo substrato esterilizado
composto de solo, esterco de curral e areia, € mantidas em casa-de-vegetagao.

Em outro bioensaio, os extratos aquosos dos isolados de L. edodes e 4. blazei foram
aspergidos nas plantas de tomate com 5-6 folhas (10 mL/planta) e, ap6s intervalo de tempo de
dois dias, as plantas foram inoculadas por aspersao com a suspensao de C. michiganensis subsp.
michiganensis (10° ufc/mL), sendo mantidas em cdmara imida 24 h antes ¢ 48 h depois da
inoculacdo, em casa-de-vegetacdo (KRONKA, 2004).

Foram realizadas 10 repetigdes/tratamento, onde cada planta representou uma repetigao,
em um delineamento experimental completamente casualizado. Foram avaliadas a porcentagem
de folhas murchas, o peso fresco, o peso seco e, para as plantas de tomate inoculadas com C.
michiganensis, também foi avaliado o peso dos frutos. As plantas inoculadas com R.
solanacearum foram avaliadas aos 5 e 10 dias apds a inoculacdo. J4 as plantas inoculadas com C.
michiganensis foram avaliadas a cada cinco dias apds a inoculagdo. Como controles, foram
usados plantas testemunhas inoculadas ou ndo com as bactérias. Os tratamentos realizados estao

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Tratamentos com agua, com acibenzolar-S-metil (aSm) e com os isolados dos cogumelos Agaricus blazei
(Abl-26 e Abl-29) e Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), utilizados no experimento em casa-de-
vegetacdo. As plantas de tomate foram inoculadas com R. solanacearum (Rs47) ou com C. michiganensis
dois dias depois de tratadas

Tratamento Agente aplicado Concentracao Inoculacdo

Tl Agua - Agua

T2 Agua - Rs47 ou To534
T3 aSm 0,05 g/LL Rs47 ou To534
T4 ADbl-29 10% (v/v) Rs47 ou To534
TS Abl-29 20% (v/v) Rs47 ou To534
T6 Abl-26 10% (v/v) Rs47 ou To534
T7 AbI-26 20% (v/v) Rs47 ou To534
T8 Le-96/17 10% (v/v) Rs47 ou To534
T9 Le-96/17 20% (v/v) Rs47 ou To534
T10 Le-96/22 10% (v/v) Rs47 ou To534
TI1 Le-96/22 20% (v/v) Rs47 ou To534

3.2.2.7 Obtencao dos extratos proteicos

Os extratos dos cogumelos que promoveram os melhores resultados no controle das
bactérias foram utilizados em novo bioensaio, a fim de se determinar possiveis alteracdes nas
atividades de enzimas. Os procedimentos para obtencdo de plantas, de in6culo e os métodos de
inoculagdo foram idénticos aqueles descritos no item 3.2.2.6. Para as plantas de tomate
inoculadas com R. solanacearum, as amostragens foram feitas aos 0, 1, 2, 3, 4, 7 e 12 dias apds
os tratamentos. No caso de C. michiganensis, as amostragens foram feitas aos 0, 2, 4, 7, 12, 17 ¢
22 dias apds os tratamentos. Para cada tratamento foram utilizadas quatro repeti¢cdes, onde cada
planta representou uma repeticao.

Os tratamentos realizados, tanto no bioensaio com R. solanacearum como com C.

michiganensis, sdo descritos na Tabela 6.



68

Tabela 6 — Tratamentos com agua, com acibenzolar-S-metil (aSm) e com os isolados dos cogumelos Agaricus blazei
(Abl-26) e Lentinula edodes (Le-96/17), utilizados no experimento em casa-de-vegetacdo, envolvendo a
atividade de enzimas. As plantas de tomate foram tratadas com agua ou inoculadas com R. solanacearum
(Rs47) ou com C. michiganensis dois dias depois de tratadas

Tratamento Agente aplicado Concentracéo Inoculacio
T1 Agua - Agua
T2 Agua - Rs47 ou To534
T3 aSm 0,05 g/LL Agua
T4 aSm 0,05 g/LL Rs47 ou To534
TS Abl-26 10% (v/v) Agua
T6 Abl-26 10% (v/v) Rs47 ou To534
T7 Le-96/17 10% (v/v) Agua
T8 Le-96/17 10% (v/v) Rs47 ou To534

As amostras coletadas de plantas de tomate inoculadas com R. solanacearum consistiram
de todas as folhas de cada planta. Nas plantas inoculadas com C. michiganensis, as amostras
vegetais coletadas consistiram de todas as folhas de cada planta até a terceira coleta e, nas
demais coletas, de 20 folhas do terco inferior das plantas. Estas amostras foram pesadas,
mantidas no gelo e, posteriormente, armazenadas em congelador a -20°C, até o momento da
extragdo. As amostras foram maceradas e homogeneizadas em 4 mL de tampdo de extracdo
(tampao acetato de s6dio 100 mM, pH 5,0) com o auxilio de um almofariz, sendo centrifugadas a
20000g/25 min a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em congelador a -20°C,
para avaliagdo do teor de proteinas totais e atividades de quitinase, peroxidase, fenilalanina

amonia-liase e polifenoloxidase.

3.2.2.8 Dosagem de proteinas totais

O conteudo total de proteinas das amostras foi determinado através do método de
Bradford (1976). Em 800 uL de sobrenadante, obtidos como descrito acima, adicionou-se 200 puL.
de reagente concentrado de Bradford, sendo que ap6s 10 min realizou-se a leitura de absorbancia
a 595 nm em espectrofotometro. A concentracdo de proteinas de cada amostra, expressa em pg
equivalentes de albumina de soro bovino (ASB) em 800 pL de amostra, foi determinada

utilizando-se uma curva padrio de ASB que variou de 0 a 25 nug.0,8 mL™" .
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3.2.2.9 Atividade de peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada por método espectrofotométrico direto, através
da medida da conversao do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999).
A reagdo foi realizada com 0,1 mL do extrato proteico misturado com 2,9 mL de uma solugdo
com 250 pL de guaiacol e 306 uL de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampao fosfato
0,01M (pH 6,0). Como referéncia utilizou-se uma cubeta com 3 mL da solug¢ao contendo guaiacol
e peroxido de hidrogénio em tampao fosfato. A atividade da peroxidase foi expressa em unidades

de absorbancia / min / mg proteina (U.A./ min / mg prot.).

3.2.2.10 Atividade de quitinase

Para avaliar a atividade de quitinase utilizou-se a metodologia descrita por Wirth e Wolf
(1990), na qual ocorre a liberagdo de fragmentos soltiveis de quitina carboximetilada marcada
com remazol brilhante violeta (CM-Chitin-RBV). Foram utilizados 200 pL. do extrato proteico
misturados com 600 uL de tampao de extracao (acetato de s6dio 10 mM, pH 5,0) e 200 uL do
substrato CM-Chitin-RBV (2,0 mg.mL'l). Estas amostras foram incubadas a 40°C em banho-
maria por 20 min, paralisando-se a reacdo com a adi¢ao de 200 pL de HCI 1,0 M. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 4°C por 10 min a 5000g, procedendo-se entdo a leitura do
sobrenadante em absorbancia de 550 nm, utilizando uma cubeta de referéncia com 800 uL de
tampao de extragdo + 200 pL do substrato CM-Chitin-RBV + 200 pL de HCI 1,0 M. Os

resultados foram expressos em unidades de absorbancia/ min / mg de proteina/ (U.A. / min / mg

prot).

3.2.2.11 Atividade de polifenoloxidase

A polifenoloxidase (PPO) foi determinada de acordo com Duangmal e Apenten (1999),
pela mensuracdo da conversdo do catecol em quinona. O substrato utilizado foi composto por
catecol 20 mM dissolvido em tampao fosfato de s6dio 100 mM (pH 6,8). Para a reagdo, que
ocorreu a 30°C, 900 uL do substrato foram misturados com 100 pL do extrato proteico. As
leituras foram feitas a 420 nm em espectrofotdometro, durante 1 min, a cada 10 s. O diferencial
entre a terceira e a quinta leitura foi utilizado para determinagdo da atividade. Os resultados
foram expressos em unidades de PPO, sendo que uma unidade foi definida como um incremento

de absorbancia de 0,001 por min de rea¢do por mg de proteina total.
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3.2.2.12 Atividade de fenilalanina amonia-liase

A atividade da fenilalanina amodnia-liase foi determinada pela quantificacdo do acido
trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006). A reacdo continha 100 puL
do extrato protéico misturado com 400 pL. do tampao Tris HCI 25 mM (pH 8,8) e com 500 pL de
L-fenilalanina (50 mM em tampao Tris HCI 25 mM, pH 8,8), a qual foi incubada por 2 h a 40°C.
A absorbancia das amostras foi determinada a 290 nm, contra tampao de extracdo, sendo
subtraido de cada amostra o valor do controle (o controle correspondia a uma mistura contendo
100 pL. do extrato proteico + 900 pL de tampao Tris HCI 25 mM, pH 8,8 ). A atividade
enzimatica foi expressa em pg de acido trans-cinamico / min / mg de proteina, utilizando uma

curva padrdo para o acido.

3.2.2.13 Separacao atraves de precipitacdo dos componentes das preparacdes com atividade
biologica

O extrato aquoso de L. edodes (Le-96/17) proporcionou a melhor protecao das plantas nos
patossistemas tomate/Ralstonia e tomate/Clavibacter, e foi submetido a procedimentos para a
separa¢do das proteinas presentes, através da precipitacdo com sulfato de amonio. A precipitacao
foi realizada utilizando 100 mL de filtrado bruto do extrato em satura¢des de 0-40%, 40-60%,
60-80% e 80-100%. Para se evitar a desnaturagdo das proteinas, o sal foi dissolvido
gradativamente, com a suspensao mantida a temperatura de 10°C. Apo6s a dissolucdo total do sal,
os filtrados permaneceram em repouso durante 1 h a 10°C, sendo posteriormente centrifugados a
5.000¢/35 min. Cada precipitado foi resuspenso em 4 mL de agua destilada, dialisados contra
agua destilada e tiveram seu volume final ajustado com agua destilada para 10 mL. As amostras

dialisadas foram utilizadas em bioensaio.

3.2.2.14 Bioensaio com 0s componentes da precipitacdo com sulfato de aménio

Assim como nos bioensaios anteriores, as plantas de tomate foram tratadas na bandeja
dois dias antes da inoculagdo com R. solanacearum, quando estas apresentavam um par de folhas
definitivas totalmente expandidas, através da rega com &gua, acibenzolar-S-metil (0,05 g/L),
extrato aquoso bruto de Le-96/17 (10 mL/planta), bem como com suas fra¢des originarias da

precipitacdo (1 mL/planta) em cada célula da bandeja. A inoculagdao foi realizada conforme
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descrito no item 3.2.2.6, e as plantas foram transplantadas para vasos contendo substrato
esterilizado composto de solo, esterco de curral e areia, e mantidas em casa-de-vegetagao.

Foram realizadas 10 repeti¢cdes/tratamento, onde cada planta representou uma repetigao,
em delineamento experimental completamente casualizado, sendo avaliadas a porcentagem de
folhas murchas, o peso fresco e o peso seco das plantas. As avaliagdes foram efetuadas aos 5 e 10
dias ap6s a inoculagao. Os tratamentos realizados estao descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Tratamentos com agua, com acibenzolar-S-metil (aSm), com extrato aquoso do cogumelo Lentinula

edodes (Le-96/17) e suas fragdes obtidas através da precipitagdo em sulfato de amdnio. As plantas de
tomate foram tratadas com agua ou inoculadas com R. solanacearum (Rs47) dois dias depois de

tratadas

Tratamento Agente aplicado Concentracao Inoculacdo
Tl Agua - Agua
T2 Agua - Rs47
T3 aSm 0,05 g/L Rs47
T4 Le-96/17 10% (v/v) Rs47
T5 Le-96/17 fragao 0-40 - Rs47
T6 Le-96/17 fragao 40-60 - Rs47
T7 Le-96/17 fragao 60-80 - Rs47
T8 Le-96/17 fracao 80-100 - Rs47

3.2.2.15 Separacao cromatogréafica dos componentes das fragcdes com atividade bioldgica

O material com atividade bioldgica capaz de reduzir a murcha bacteriana em tomateiro,
obtido através da precipitagdo com sulfato de amonio, foi submetido a cromatografia de troca
anionica (CTA), utilizando-se coluna de vidro preenchida com resina de troca idnica
DietilaminoetilCelulose (DEAE-Celulose; Sigma). Todo material submetido a cromatografia foi
filtrado em filtro tipo Milipore (didmetro do poro = 0,2 pm) e degaseificado com auxilio de
bomba de vacuo por 20 min. Para tanto, uma amostra de 4,5 ml do precipitado 40-80% de Le-
96/17 foi aplicada no leito da coluna e eluida com tampao fosfato 25 mM (pH 6,0), com fluxo de
3,0mL/min. Apo6s elui¢do de 100 mL do tampdo, o material adsorvido a resina foi eluido com
NaCl (0 a 1000 mM) no mesmo tampao, em procedimento “step wise”. As fragdes coletadas
foram agrupadas de acordo com o perfil de proteinas, dialisadas contra agua destilada,
concentradas com polietileno glicol 20.000, até se obter um volume final ajustado para 20 mL.

Estas fragoes foram utilizadas em novo bioensaio.
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3.2.2.16 Bioensaio com as fracGes obtidas através da cromatografia

As plantas de tomate foram tratadas novamente com aSm (0,05 g/L), com o extrato
aquoso do Le-96/17 e com as fragdes obtidas na CTA, quando estas apresentaram um par de
folhas definitivas totalmente expandidas. A inoculagdo de Rs47 foi feita conforme Lopes (1981)
e de To534 conforme Kronka (2004), em casa-de-vegetagdo com 10 repeti¢des/tratamento, em
delineamento experimental completamente casualizado. Foram avaliados a porcentagem de
folhas murchas, o peso fresco e seco das plantas. As avaliagdes ocorreram aos 5 e 10 dias apds a
inoculacdo com Rs47 e a cada 5 dias apos a inoculagdo, com To534. Os tratamentos sdo descritos

na Tabela 8.

Tabela 8 — Tratamentos com agua, com acibenzolar-S-metil (aSm), com extrato aquoso do cogumelo Lentinula
edodes (Le-96/17) e suas fragdes obtidas através da cromatografia de troca anidnica (CTA). As plantas
de tomate foram tratadas com agua ou inoculadas com R. solanacearum (Rs47) ou C.michiganensis
(To534) dois dias depois de tratadas

Tratamento Agente aplicado Concentracao Inoculacdo

Tl Agua - Agua

T2 Agua - Rs47 ou To534
T3 aSm 0,05 g/L Rs47 ou To534
T4 Le-96/17 10% (v/v) Rs47 ou To534
T5 Le-96/17 1? fragao - Rs47 ou To534
T6 Le-96/17 2? fragao - Rs47 ou To534
T7 Le-96/17 3? fracao - Rs47 ou To534
T8 Le-96/17 4? fragao - Rs47 ou To534
T9 Le-96/17 5% fragao Rs47 ou To534
T10 Le-96/17 6* fragao - Rs47 ou To534

3.2.2.17 Analise eletroforética das fracdes biologicamente ativas

O precipitado 40-80% de Le-96/17 e as fracdes obtidas em CTA do precipitado 40-80%
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante descontinuo, de acordo
com o procedimento de Laemmli (1970). O gel separador foi preparado na concentraciao de 10%
de acrilamida e o gel concentrador na concentragdo de 4%, sendo a eletroforese conduzida sob

voltagem de 90V a 4°C, por um periodo de 2,5 h.
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ApoOs preparar o gel, 20 uL. de cada amostra foram misturados em tubos tipo eppendorf
com 20 pLde tampdo desnaturante [62,5 mM de fosfato de sddio pH 7,0; glicerol 10% (v/v); SDS
2% (m/v); azul de bromofenol 0,001% (m/v)], sendo estes tubos aquecidos em banho-maria por 5
min e posteriormente as amostras aplicadas em pocinhos no gel.

Com o término da eletroforese, o gel foi retirado e imerso em solugdo corante [azul de
comassie R250 1% (m/v); etanol 40% (v/v); acido acético 10% (v/v)], permanecendo 12 h sob
agitacdo. O gel foi entdo lavado com 4gua destilada e imerso em solugdo descorante [etanol 40%
(v/v); acido acético 10% (v/v); adgua destilada 40% (v/v)], permanecendo sob agitagdo por um

periodo de 4 h, onde foram realizadas trés trocas da solugdo descorante.

3.2.3 Resultados

3.2.3.1 Efeito in vitro de L. edodes € A. blazei sobre C. michiganensis SUbSP. michiganensis € R.

solanacearum

Nos testes in vitro realizados para R. solanacearum, nenhum dos extratos aquosos de A.
blazei ou L. edodes inibiu o crescimento da bactéria, sendo que alguns tratamentos até
estimularam o crescimento da bactéria (Figura 14). Ja para os testes in vitro realizados para C.
michiganensis (Figuras 15 e 16), o tratamento com aSm no 1° teste in vitro e o tratamento Le-
96/22 10% no 2° teste in vitro mostraram algum efeito na diminui¢do do crescimento da bactéria,
quando comparados com os demais tratamentos. Porém, essa diminui¢cdo no crescimento ndo
ocorreu quando da repeticdo do teste, ndo sendo possivel comprovar o efeito direto do extrato

aquoso de cogumelo ou do indutor aSm no crescimento da bactéria.
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Figura 14 — Efeito direto do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26 e Abl-29)
e de Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre o crescimento de
Ralstonia solanacearum (Rs47), no primeiro teste in vitro. As barras representam a média + desvio
padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Os
tratamentos controle sdo representados pela Agua e Rs47
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Figura 15 — Efeito direto do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26 e Abl-29)

e de Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre o crescimento de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (To534), no primeiro teste in vitro. As barras
representam a média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%. Os tratamentos controle sdo representados pela Agua e To534
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Figura 16 — Efeito direto do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26 e Abl-29)
e de Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentracdes, sobre o crescimento de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (To534), no segundo teste in vitro. As barras
representam a média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%. Os tratamentos controle sdo representados pela Agua e To534

3.2.3.2 Protecao de plantas em casa-de-vegetacao

O experimento realizado em casa-de-vegetacdo, visando avaliar a prote¢ao das plantas de
tomate contra R. solanacearum, utilizando o indutor acibenzolar-S-metil e os extratos aquosos de
L. edodes e A. blazei, foi realizado em duplicata. Os resultados obtidos nos dois experimentos
foram semelhantes, sendo apresentado os resultados de apenas um dos experimentos.

Os resultados da Figura 17 mostram que o extrato aquoso Le-96/17 10% (v/v) e o indutor
acibenzolar-S-metil (aSm) proporcionaram a menor ocorréncia de folhas murchas, em relagdo aos
demais tratamentos. Quando analisamos o efeito dos tratamentos sobre o peso fresco e seco das
plantas de tomate (Figura 18), o tratamento Le-96/17 10% proporcionou maior peso nas plantas

de tomate, juntamente com as plantas tratadas somente com agua.
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Figura 17 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26 e Abl-29) e
Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre a ocorréncia de folhas
murchas em tomateiro, causada por Ralstonia solanacearum (Rs47). As barras representam a média +
desvio padrao. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. As letras
maiusculas referem-se aos tratamentos avaliados aos 5 dias ap6s a inoculagdo e as letras mintisculas
referem-se aos tratamentos avaliados aos 10 dias apds a inoculagdo. Os tratamentos controle sdo
representados pela Agua e Rs47
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Figura 18 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26 e Abl-29) e
Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre o peso fresco e seco das
plantas de tomate. As barras representam a média + desvio padrio. Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. As letras maitsculas referem-se ao peso fresco e as letras
minusculas referem-se ao peso seco. Os tratamentos controle sdo representados pela Agua e Rs47
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No caso do experimento realizado em casa-de-vegetacdo, visando avaliar a protecdo das
plantas de tomate contra C .michiganensis, o qual também foi realizado em duplicata, foram
realizadas nove avaliagdes, durante um periodo de 45 dias apds a inoculagdo com a bactéria.
Podemos observar na Figura 19 apenas as trés ultimas avaliagdes, cujos resultados mostram que,
assim como nos experimentos com R. solanacearum, o extrato aquoso Le-96/17 10% (v/v) e aSm
proporcionaram uma menor ocorréncia de folhas murchas, sendo portanto mais eficientes no
controle da doenca. Entretanto, quando analisamos o peso fresco e o peso seco (Figura 20), as
plantas tratadas com Abl-29 tiveram maior peso que todos os demais tratamentos, inclusive em
relacdo as plantas tratadas somente com agua. Ja os tratamentos que melhor controlaram a
doenca, Le-96/17 e aSm, tiveram valores proximos ao das plantas tratadas somente com agua. No

caso do peso dos frutos, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 19 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26 ¢ Abl-29) ¢
Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre a ocorréncia de folhas
murchas em tomateiro, causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (To534). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. Os tratamentos controle sdo
representados pela Agua e To534
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Figura 20 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26 e Abl-29) e
Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre o peso fresco e seco da
parte vegetativa e peso dos frutos das plantas de tomate. As barras representam a média + desvio
padrao. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. Os tratamentos
controle sio representados pela Agua e To534

3.2.3.3 Determinacdo da concentracgdo de proteinas e atividade enzimatica

No bioensaio conduzido no patossistema tomate/Clavibacter, visando avaliar a atividade
enzimatica entre os diferentes tratamentos indutores e sem a inoculagdo da bactéria, podemos
observar um aumento na atividade de fenilalanina amonia-liase nos tratamento aSm, Abl-26 ¢ Le-
96/17, no 4° dia apds o tratamento (Figura 21 D). No 12° 17° e 22° dias apds o tratamento, as
plantas tratadas com aSm exibiram maior atividade que os demais tratamentos. A quantidade de
proteinas foi maior nos tratamentos aSm, Abl-26 ¢ Le-96/17 no 4° dia apds o tratamento, em
relagio ao tratamento Agua (Figura 21 A).

Quando observamos a atividade de peroxidase e quitinase (Figuras 21 B e 21 C), estas
tiveram aumento significativo nos tratamentos indutores em relagio ao tratamento Agua somente
nas ultimas avaliagdes (17° e 22° dia). O aSm teve um aumento na atividade de peroxidase a
partir do 7° dia apds o tratamento (Figura 21 B). Ja a atividade de polifenoloxidase, em fun¢ao do
aSm, Abl-26 ¢ Le-96/17, diferiram do tratamento Agua a partir do 7° dia apds o tratamento,
mostrando uma elevada atividade desta enzima no tratamento aSm no 17° dia ap6s o tratamento

(Figura 21 E).
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Figura 21 — Concentragdo de proteinas (A) e atividade das enzimas peroxidase (B), quitinase (C), fenilalanina
amonia-liase (D) e polifenoloxidase (E), em folhas de tomateiro, em resposta a aplicacdo do indutor
acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26) e Lentinula edodes
(Le-96/17), no patossistema tomate/Clavibacter. A seta indica o0 momento do tratamento com agua,
dois dias apds o tratamento das plantas com os indutores. Barras representam a média +desvio padrao
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No bioensaio conduzido no patossistema tomate/Ralstonia, visando avaliar a atividade
enzimatica entre os diferentes tratamentos indutores ¢ sem a inoculagdo da bactéria, verificou-se
que a quantidade de proteinas aumentou significativamente nos tratamentos indutores, diferindo
do tratamento Agua, no 1° e 4° dias ap6s o tratamento (Figura 22 A). Entretanto, a atividade de
peroxidase (Figura 22 B) teve um aumento significativo nos tratamentos aSm, Abl-26 e Le-96/17,
em relacdo a testemunha no 3° dia ap6s o tratamento, um dia apds o tratamento com agua
destilada autoclavada, via ferimento radicular. A peroxidase voltou a aumentar novamente no 7° e
12° dias apds o tratamento.

As atividades de quitinase, fenilalaniana amonia-liase e polifenoloxidase também
exibiram aumento de suas atividades nos tratamentos com os indutores, em relacdo ao tratamento
Agua, no 3° e 7° dias apés os tratamentos, ocorrendo o aumento destas atividades um e cinco dias
apods o tratamento com agua destilada autoclavada, via ferimento radicular (Figuras 22 C,22 D e
22 E).

Quando comparamos os tratamentos indutores com o tratamento Agua, com a inoculagio
de R. solanacearum, as atividades das enzimas fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase
foram menores (Figura 23). Na avaliacdo de quitinase, o tratamento aSm ocasionou maior
atividade no 7°dia apds o tratamento (Figura 24 D). Por sua vez, os tratamentos Abl-26 e
Le-96/17 ocasionaram baixa atividade desta enzima nas avaliagdes, exceto no 3° dia apos os
tratamentos (Figuras 24 E e 24 F).

Houve um aumento significativo na concentracdo de proteinas nas plantas tratadas com
Le-96/17 em relacdo as plantas tratadas com agua, a partir do 4° dia apods o tratamento (dados nao
mostrados). Para os demais tratamentos indutores ndo ocorreram diferencgas significativas em
relacdo as plantas tratadas com 4gua (dados ndo mostrados). A atividade de peroxidase para as
plantas tratadas com aSm e Abl-26 e inoculadas com Rs47 foi significativa no 7° e 12° dias ap6s
o tratamento, respectivamente (Figuras 24 A e 24 B). Para Le-96/17 houve um aumento
significativo na atividade das plantas inoculadas com bactéria apenas no 3° dia apds o tratamento,

ou seja, um dia ap6s a inoculagao (Figura 24 C).
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Figura 22 — Concentragdo de proteinas (A) e atividade das enzimas peroxidase (B), quitinase (C), fenilalanina
amonia-liase (D) e polifenoloxidase (E), em folhas de tomate, em resposta a aplicagdo do indutor
acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-26) e Lentinula edodes
(Le-96/17), no patossitema tomate/Ralstonia. A seta indica o momento do tratamento com agua, dois
dias apo6s o tratamento das plantas com os indutores. Barras representam a média +desvio padrdo
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Figura 23 — Atividade de fenilalanina amoénia-liase em resposta a aplicagdo de aSm (A) e dos extratos aquosos de
Agaricus blazei, Abl-26 (B) e de Lentinula edodes, Le-96/17 (C), e atividade de polifenoloxidase em
resposta a aplica¢do de aSm (D) e dos extratos aquosos de Agaricus blazei, Abl-26 (E) e de Lentinula
edodes, Le-96/17 (F), nas folhas de tomateiro. A seta indica 0 momento do tratamento com agua ou da
inoculagdo com R. solanacearum (Rs47), dois dias apos o tratamento das plantas. Barras representam a
média £desvio padrdo
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Figura 24 — Atividade de peroxidase em resposta a aplicagdo de aSm (A) e dos extratos aquosos de Agaricus blazei,
Abl-26 (B) e de Lentinula edodes, Le-96/17 (C), e atividade de quitinase, apds o tratamento com aSm
(D), Abl-26 (E) e Le-96/17 (F), nas folhas de tomateiro. A seta indica 0 momento do tratamento com
agua ou da inoculagdo com R. solanacearum (Rs47), dois dias apo6s o tratamento das plantas. Barras
representam a média +desvio padrao
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De maneira geral, ndo ocorreram diferencas na quantidade de proteinas entre os
tratamentos indutores ¢ o tratamento Agua no patossistema tomate/Clavibacter (dados ndo
mostrados). Entretanto, a atividade de peroxidase foi maior em todos os tratamentos indutores em
relagio 4 Agua somente no 17° dia apos o tratamento (Figuras 25 A, 25 B e 25 C). As plantas
tratadas com aSm tiveram também uma maior atividade de peroxidase no 7° dia apdés o
tratamento (Figura 25 A), ou seja, ocorreu um aumento na atividade desta enzima apds 5 dias da
inoculagdo da bactéria. Ja para a quitinase, ocorreu aumento de sua atividade somente no 17° dia
apos o tratamento, para todos os tratamentos indutores (Figuras 25 D, 25 E e 25 F).

Quando analisamos as atividades de fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase,
ocorreram aumentos nas atividades em todos os tratamentos indutores em relagdo as plantas
tratadas com 4gua no 4° dia apos os tratamentos, ou seja, dois dias apds as plantas terem sido
inoculadas com a bactéria (Figura 26), em relacdo as plantas tratadas com agua e inoculadas com
a bactéria. Nas Figuras 26 A e 26 C, podemos observar que as plantas tratadas com aSm e
Le-96/17 e, posteriormente inoculadas com a bactéria, tiveram um aumento na atividade de
fenilalanina amonia-liase, tanto no 4° como no 7° e 12° dia apds o tratamento. A atividade
maxima desta enzima ocorreu no 12° dia apds o tratramento, tanto para aSm como para Le-96/17.
De maneira semelhante, a atividade de polifenoloxidase sofreu um aumento em fung¢do dos
tratamentos indutores em relagdo ao tratamento Agua-To534, no 4° dia apdés o tratamento
(Figuras 26 D, 26 E e 26 F). Porém, as plantas tratadas com aSm ou Le-96/17 e inoculadas com a
bactéria, tiveram também um aumento na atividade desta enzima nos 7°, 12°, 17° e 22° dias apds
o tratamento (Figuras 26 D e 26 F), com atividade maxima no 17° dia, em relacdo as plantas

tratadas com agua.
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Figura 25 — Atividade de peroxidase em resposta a aplicagdo de aSm (A) e dos extratos aquosos de Agaricus blazel,
Abl-26 (B) e de Lentinula edodes, Le-96/17 (C), e atividade de quitinase, ap6s o tratamento com aSm
(D), Abl-26 (E) e Le-96/17 (F), nas folhas de tomateiro. A seta indica 0 momento do tratamento com
agua ou da inoculagdo com C .michiganensis (To534), dois dias apds o tratamento das plantas. Barras
representam a média +desvio padrao
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Figura 26 — Atividade de fenilalanina amdnia-liase em resposta a aplicacdo de aSm (A) e dos extratos aquosos de
Agaricus blazei, Abl-26 (B) e de Lentinula edodes, Le-96/17 (C), e atividade de polifenoloxidase, ap6s
o tratamento com aSm (D), Abl-26 (E) e Le-96/17 (F), nas folhas de tomateiro. A seta indica o
momento do tratamento com agua ou da inoculagdo com C .michiganensis (To534), dois dias apos o
tratamento das plantas. Barras representam a média +desvio padrao
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3.2.3.4 Bioensaio dos componentes da precipitagdo com sulfato de amonio

Para os dois patossistemas estudados ocorreu uma menor porcentagem de folhas murchas
quando utilizado o extrato aquoso Le-96/17 (Figuras 17 e 19). Desse modo, podemos observar na
Figura 27 que, ao se aplicar o extrato aquoso de basidiocarpo de Le-96/17 e suas fragdes da
precipitacdo, junto com o indutor acibenzolar-S-metil, no patossistema tomate/Ralstonia, as
fragdes 40-60% e 60-80%, o extrato aquoso de Le-96/17 e o aSm proporcionaram uma menor

ocorréncia de folhas murchas em relacao ao tratamento Rs47.
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Figura 27 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), do extrato aquoso de Lentinula edodes (Le-96/17) e de suas fragoes
precipitadas com sulfato de aménio (Le-96/17 0-40%; Le-96/17 40-60%; Le-96/17 60-80%; Le-96/17
80-100%) sobre a ocorréncia de folhas murchas em tomateiro, causada por Ralstonia solanacearum
(Rs47). As barras representam a média = desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem pelo teste de Tukey a 5%. Avaliagdo realizada aos 10 dias apds a inoculagdo

Entretanto, quando analisamos o efeito dos tratamentos sobre o peso das plantas de
tomate, podemos observar que somente o tratamento Agua ocasionou maior peso fresco e seco

em relacdo aos demais tratamentos, diferindo estatisticamente (Figura 28).
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Figura 28 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), do extrato aquoso de Lentinula edodes (Le-96/17) e de suas
fragdes precipitadas com sulfato de amonio (Le-96/17 0-40%; Le-96/17 40-60%; Le-96/17 60-80%;
Le-96/17 80-100%) sobre o desenvolvimento das plantas de tomate. Avaliagdo efetuada com base no
peso fresco e seco. As barras representam a média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. As letras maitsculas referem-se ao peso fresco e as letras
minusculas referem-se ao peso seco

3.2.3.5 Separacdo cromatogréafica dos componentes das fracées com atividade bioldgica

As fragdes 40-60% e 60-80% da precipitacdo em sulfato de amonio do extrato aquoso
Le-96/17 proporcionaram a maior redugdo na ocorréncia de folhas murchas em tomateiro (Figura
27). Desse modo, optou-se por submeter a fracdo precipitada 40-80% de Le-96/17 a uma
cromatografia de troca anidnica (CTA), em tampdo fosfato 25 mM (pH 6,0). Apds o
procedimento denominado de “step wise”, foram obtidas seis fragdes de cromatografia,
ocorrendo uma maior concentragdo de proteinas na fragdo 4 (Figura 29). A cromatografia do
precipitado 40-80% de Le-96/17 foi realizada mais uma vez, obtendo-se fracdes de CTA
semelhantes. Estas fragdes foram concentradas com o uso de polietileno glicol 20.000 até¢ um
volume final de 20 mL e utilizadas em bioensaios com plantas de tomate contra R. solanacearum

e C. michiganensis.
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Figura 29 — Cromatografia de troca anidnica do precipitado 40-80%, obtido a partir do extrato aquoso de
basidiocarpos de Lentinula edodes (Le-96/17) submetido ao tratamento com sulfato de amonio. O
material foi aplicado em coluna preenchida com DEAE-Celulose e a cromatografia efetuada com
tampdo fosfato 25 mM (pH 6,0), em fluxo de 3,0 mL/min. O material adsorvido foi eluido com NaCl
no mesmo tampao, em procedimento “step wise”

3.2.3.6 Bioensaio com as fragdes obtidas atraves da cromatografia

Depois de obtidas as fracdes através da CTA (Figura 29), estas foram aplicadas nas
plantulas de tomate, visando verificar o efeito na redugdo da murcha de R. solanacearum e de C.
michiganensis. As avaliacOes no experimento tomate/Clavibacter foram realizadas a cada 5 dias,
apos a inoculagdo. Podemos observar na Figura 30 que as fragdes 3 e 4, bem como o acibenzolar-
S-metil e o extrato aquoso de Le-96/17, promoveram menor ocorréncia de folhas murchas de
tomate ao longo das avaliagdes. Com relagao ao peso fresco e peso seco, as plantas do tratamento
Agua tiveram maior peso, sendo que os pesos das plantas dos demais tratamentos variaram pouco

entre si (Figura 31).
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causado por C. michiganensis (To534). As avaliagcdes ocorreram a cada 5 dias apds a inoculagdo com a
diferem pelo teste de Tukey a 5%

Figura 30 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), do extrato aquoso de Lentinula edodes (Le-96/17) e de suas
fracdes obtidas através da cromatografia (CTA) sobre a ocorréncia de folhas murchas em tomateiro,

R Fresco OSeco

70,0

2|
© o o o o o
o o o o o o
n < ™ N —

(B) osad

Agua

Le-96/17 fracdo1l fracdo?2 fracdo3 fracdo4 fracdo5 fracéo 6

asm

To534

Tratamentos

Figura 31 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), do extrato aquoso de Lentinual edodes (Le-96/17) e de suas

fracdes obtidas através da cromatografia (CTA) sobre o peso fresco e seco das plantas de tomate. As

barras representam a média + desvio padrao. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo

teste de Tukey a 5%. As letras maitsculas referem-se ao peso fresco e as letras minusculas referem-se

a0 peso seco
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De maneira semelhante, realizou-se o experimento para o patossistema tomate/Ralstonia,
apos a obtencdo das fragdes da CTA do precipitado 40-80% de Le-96/17. As fragdes foram
aplicadas nas plantulas de tomate, visando verificar seu efeito na redu¢do da murcha de R.
solanacearum. Os resultados podem ser observados na Figura 32, onde, assim como ocorreu no
experimento tomate/Clavibacter (Figura 30), a fragdo 3, bem como o extrato aquoso de Le-96/17,
ocasionaram menor ocorréncia de folhas murchas de tomateiro nas avaliagdes. Com relagdao ao
peso fresco e peso seco, as plantas do tratamento Agua tiveram maior peso, seguidas pelos

tratamentos Le-96/17 e fragdo 3 da CTA (Figura 33).
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Figura 32 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), do extrato aquoso de Lentinula edodes (Le-96/17) e de suas
fragdes obtidas através da cromatografia de troca aniOnica sobre a ocorréncia de folhas murchas em
tomateiro, causado por R. solanacearum (Rs47). As avaliagdes ocorreram aos 5 ¢ 10 dias apos a
inoculagdo da bactéria. As barras representam a média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. As letras maiusculas referem-se a avaliagdo realizada aos
5 dias e as letras mintsculas referem-se a avaliagdo realizada aos 10 dias.
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Figura 33 — Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), do extrato aquoso de Lentinula edodes (Le-96/17) e de suas

fragdes obtidas através da cromatografia de troca anidnica sobre o peso fresco e seco das plantas de

tomate. As barras representam a média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem pelo teste de Tukey a 5%. As letras maiusculas referem-se ao peso fresco e as letras mintsculas

referem-se ao PEeso seco

3.2.3.7 Andlise eletroforetica das fracfes biologicamente ativas

O gel de poliacrilamida mostra pelo menos duas bandas no precipitado 40-80% e no

extrato aquoso de Le-96/17, enquanto que nas fragdes 3 e 4, que foram as melhores na reducdo

das doencas, podemos observar pelo menos duas bandas, com massa molecular de

aproximadamente 29 e 37 kDa na fra¢ao 3 e uma de 45 kDa na fracdo 4 (Figura 34).
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Figura 34 — Separacdo eletroforética em gel de poliacrilamida das fragdes da cromatografia de troca anidnica, do
precipitado 40-80% e do extrato aquoso de Le96/17 de Lentinula edodes. Foi padronizada a quantidade
de proteina aplicada no gel em 40 pug. M = marcador molecular de 29 a 205 kDa (SDS-200 Sigma®™)

3.2.4 Discussao

Nos testes in vitro para as bactérias R. solanacearum e C. michiganensis, nenhum dos
extratos aquosos de A. blazei e L. edodes ou o indutor acibenzolar-S-metil (aSm) inibiu o
crescimento da bactéria nos experimentos realizados. Alguns tratamentos com os cogumelos
chegaram até a estimular o crescimento das bactérias, mostrando que ao invés de um possivel
efeito antibidtico, ocorreu provavelmente uma melhora na composi¢ao nutricional do meio com a
presenga destes extratos aquosos. Resultados semelhantes foram obtidos no trabalho de Di Piero
e Pascholati (2004), onde os isolados de L. edodes utilizados ndo apresentaram efeito in vitro € os
isolados de A. blazei chegaram até a estimular o crescimento de Xanthomonas vesicatoria.
Porém, os efeitos in vitro podem variar, podendo-se obter resultados satisfatdrios na inibi¢cao do
crescimento de patogenos. No estudo do efeito inibitorio in vitro de quatro linhagens de L. edodes
(Le 10, 46, K2, Assai) sobre quatro espécies de fungos filamentosos de importancia agricola
(Helminthosporium euphorbiae, Helminthosporium sp., Fusarium solani € Phomopsis sojae) €
sobre o sorotipo Alagoas do virus da estomatite vesicular (VSA), Sasaki et al. (2001) observaram

uma variabilidade do efeito das linhagens de L. edodes sobre os patdgenos. As linhagens K2 e
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Lel0 mostraram-se antagonicas sobre os fungos e as linhagens 46 ¢ K2 foram eficientes na
inibicdo do VSA. Neste trabalho, os resultados demonstraram o potencial de uso de linhagens de
L. edodes no controle e na prevengdo de virus patogénico a animais e de fungos filamentosos.

L. edodes exerceu efeito fungistatico in vitro sobre a levedura patogénica Candida
albicans em estudo realizado com cinco espécies de cogumelos comestiveis (L. edodes, Pleurotus
ostreatus, Pholiota nameko, Macrolepiota banaerensis e Agaricus blazei). O composto inibitdrio
estava presente no basidiocarpo e no micélio, o qual também foi secretado no meio de cultivo,
além de ser fungistatico, mostrava-se termosensivel e perdia sua atividade apds 72 horas
(PACCOLA et al., 2001).

Ja no estudo da atividade antibacteriana do isolado Lel de L. edodes, avaliou-se seu efeito
in vitro sobre 20 espécies de bactérias patogéncias e deterioradoras de alimentos, verificando-se
um maior potencial inibidor do mesmo sobre bactérias Gram positivas (ISHIKAWA, 1998). Este
comportamento indica possivel atuacdo da(s) substincia(s) inibidora(s) em nivel de parede
celular, sendo que neste estudo o Bacillus subtilis foi o microrganismo mais sensivel. Em outro
estudo, Ishikawa, Kasuya e Vanetti (2001) avaliaram a atividade antibacteriana de 35 isolados de
L. edodes contra Bacillus subtilis, onde todos os isolados inibiram a bactéria e o isolado Lel foi o
que promoveu maior inibicao.

O lixiviado micelial de um isolado de L. edodes também inibiu significativamente o
crescimento de diversas bactérias fitopatogénicas, como P. syringae pv. glycinea, P. syringae pv.
tabaci, Xanthomonas campestris pv. glycines, Erwinia amylovora, X. campestris pv. campestris,
Ralstonia solanacearum e Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, com base na
formagao de halo de inibicio (PACUMBABA; BEYL; PACUMBABA JUNIOR, 1999).

Quando os extratos de basidiocarpo dos cogumelos L. edodes e A. blazei, juntamente com
o acibenzolar-S-metil, foram utilizados em experimentos de casa-de-vegetacdo, visando avaliar a
prote¢do das plantas de tomate contra R. solanacearum e C. michiganensis, houve uma menor
porcentagem de folhas murchas nas plantas tratadas com o extrato de Le-96/17 10% (v/v) e com
aSm. Estes mesmos tratamentos também proporcionaram as plantas um peso fresco e seco
semelhante ao das plantas tratadas somente com agua.

O acibenzolar-S-metil ¢ um derivado benzotiadiazélico, capaz de atuar como analogo
funcional do acido salicilico. E uma molécula enddgena sinalizadora de reagdes de defesa das

plantas que, sendo ativadas, sdo representadas por barreiras bioquimicas e estruturais de plantas
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geneticamente suscetiveis, possibilitando uma protecao de campo contra um amplo espectro de
doencas em diversas espécies cultivadas (GORLACH et al.,, 1996; LOUWS; WILSON;
CAMPBELL, 2001). Esta resisténcia observada nas plantas apds o tratamento com aSm nao
ocorre devido a uma agdo direta sobre os patdgenos, uma vez que este produto ndo apresentou
atividade antibidtica in vitro.

Alguns poucos trabalhos utilizando aSm contra bactérias ja foram realizados. Em um
destes trabalhos, Soylu, Baysal e Soylu (2003) demonstraram que o aSm reduziu a severidade de
C. michiganensis subsp. michiganensis em 75% aos 7 dias apds a inocula¢do em plantulas de
tomate, mantendo o mesmo nivel de controle até os 14 dias apds a inoculagdo. Quando este
mesmo indutor foi utilizado visando o controle de R. solanacearum em trés cultivares de
tomateiro, ocorreu uma redugao significativa no progresso da doenga (ARAUJO et al., 2005).

Silva et al. (2001) verificaram que o aSm promoveu protecdo das plantas de tomate contra
R. solanacearum, através de redugdes significativas na incidéncia e severidade da doenga,
independente do modo de aplicacdo do produto. Além disso, quando o produto foi aplicado no
solo, obteve-se uma reducdo na incidéncia de 70%, sendo que as plantas testemunhas
apresentaram incidéncia superior a 62%. No presente trabalho o tratamento com aSm também foi
aplicado no solo, proporcionando menor ocorréncia de folhas murchas.

O desenvolvimento desta resisténcia sistémica adquirida, na qual o aSm ¢ um ativador,
estd associada com varias respostas celulares de defesa, como a sintese de proteinas relacionadas
a patogenese, as fitoalexinas, o acimulo de espécies reativas de oxigénio, rapidas alteragdes na
parede celular e no aumento de varias enzimas relacionadas com defesa (RYALS et al., 1996).
Deste modo, devido ao extrato aquoso Abl-26 e Le-96/17 atuarem de maneira semelhante ao aSm
na diminui¢do das doengas, buscou-se em novos bioensaios estudar quais proteinas poderiam
estar envolvidas. Estudando o mecanismo de a¢do no controle de R. solanacearum, a atividade de
peroxidase, para os tratamentos Le-96/17, aSm e Abl-26, foi significativa no 3°, 7° e 12° dia apos
o tratamento, respectivamente (Figuras 24 D, 24 E e 24 F). Estes niveis de peroxidase obtidos nas
folhas tratadas com Le-96/17 (3° dia) e aSm (7° dia) podem ter contribuido na redugdo da
porcentagem de folhas murchas, uma vez que estes dois tratamentos foram os melhores em
relacdo a todos os outros. Porém, o acimulo de peroxidase no tratamento aSm foi mais tardio nas
plantas em relagdo ao momento de inoculagdo com a bactéria, o que poderia comprometer a

participagdo desta enzima na protegao.



96

No momento da infec¢do, uma planta pode necessitar de uma atividade minima de
enzimas relacionadas a defesa para expressar sua resisténcia, sendo que niveis enzimaticos
maiores desenvolvidos posteriormente seriam inefetivos. Nao € claro se, apds a infec¢do, o
aumento dessas ou de outras enzimas relacionadas com a defesa das plantas esté relacionado com
a resisténcia ou com a expressao dos sintomas (JI; KUC, 1997; SCHNEIDER; ULLRICH, 1994).
As andlises realizadas para fenilalanina amdnia-liase e polifenoloxidase mostraram nado existir
diferencas significativas entre os tratamentos e o controle, ocorrendo ainda uma menor atividade
nos tratamentos com indutores em relagdo as plantas tratadas com agua. Na avaliacdo de
quitinase, o tratamento aSm mostrou maior atividade apenas no 7° dia ap6s o tratamento, sendo
que os demais tratamentos ndo diferiram significativamente entre si.

No patossistema tomate/Clavibacter, a atividade de peroxidase foi maior em todos os
tratamentos indutores em relacdo as plantas tratadas com agua somente no 17° dia apds o
tratamento. As plantas tratadas com aSm tiveram também uma maior atividade de peroxidase no
7° dia ap0s o tratamento, ou seja, 5 dias apds a inoculagdao da bactéria. As plantas tratadas com
Le-96/17 também tiveram um aumento na atividade de peroxidase no 7° dia apds o tratamento,
mas nao diferiram significativamente das plantas tratadas com agua e inoculadas com a bactéria.

Os dados no presente trabalho mostram um aumento na atividade de peroxidase 5 dias
apo6s a inoculagdo com a bactéria, para as plantas tratadas com aSm e, embora ndo significativo,
um aumento também nas plantas tratadas com Le-96/17. Baysal, Soylu e Soylu (2003)
constataram em seu trabalho que, plantas de tomate tratadas com aSm e inoculadas com C.
michiganensis, tiveram maior atividade de peroxidase aos 5 dias apds a inoculagcdo com a
bactéria. Este aumento foi correlacionado com a expressao de resisténcia induzida nas plantas de
tomate tratadas com aSm.

Na avaliacdo da resisténcia a antracnose de quatro cultivares de feijao, pulverizadas com
acido salicilico ou com um fungo indutor, Campos et al (2004) verificaram que, avaliando a
atividade de peroxidase e polifenoloxidase das plantas tratadas, cinco dias apos a inoculagao com
o patogeno, houve um acréscimo na atividade destas enzimas nos tratamentos com acido
salicilico ou com o fungo indutor em todas as cultivares. Os maiores estimulos nas atividades
enzimaticas foram observados nas cultivares com maior resisténcia a doenca.

Solorzano et al. (1996) apud Soares, Maringoni e Lima (2004), estudando a indugao

sistémica da peroxidase e da polifenoloxidase, pela aplicagio de NaH,PO; em tomateiro,
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concluiram haver uma relacao entre essas enzimas ¢ a resisténcia. As atividades foram maiores
entre 10 e 15 dias, decaindo ap6s 45 dias do tratamento.

A atividade de peroxidase tem sido implicada em uma variedade de processos
relacionados com a defesa das plantas, incluindo reacdo de hipersensibilidade, lignificagdo,
suberizacdo e producdo de fitoalexinas. Em tomate, a peroxidase ¢ uma das enzimas que se
acredita catalisar o ultimo passo na lignificagdao. O refor¢o da parede celular da planta por lignina
e fenolicos aumenta a resisténcia da planta a degradagdo enzimatica da parede pelos patogenos, e
atua como uma barreira mecanica ao ingresso de toxinas e penetragdo fisica através do
protoplasto (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). Ja para a quitinase, ocorreu aumento
de sua atividade somente no 17° dia apds o tratamento, para todos os tratamentos indutores.
Baysal, Soylu e Soylu (2003) obtiveram uma maior atividade de quitinase aos 2, 3, 5 e 7 dias
apos a inoculacao com C. michiganensis, nas plantas tratadas com aSm.

O éacido salicilico é componente importante na resisténcia as doengas, sendo que sua rota
pode representar o principal ponto no controle das respostas de defesa das plantas. A rota
biossintética do acido salicilico apresenta seu inicio com a conversdo da fenilalanina a acido
trans-cindmico, sendo catalisada pela enzima fenilalanina amoénia-liase. Esta conversdao ¢ o
primeiro passo na via dos fenilpropandides, os quais fornecem os precursores dos compostos
fendlicos, lignina e fitoalexinas (RYALS et al., 1996; TSUGE et al., 2004 apud UMESHA,
2006). Nossos resultados na atividade de fenilalanina amonia-liase mostram que as plantas de
tomate, tratadas com os indutores e desafiadas com C. michiganensis apos dois dias, tiveram um
aumento na atividade desta enzima tanto no 4° como no 7° e 12° dias ap6s os tratamentos, tendo a
maior atividade no 12° dia ap6s os tratramentos, tanto para aSm como para Le-96/17, em relagao
as plantas tratadas com agua.

Em seu trabalho, Umesha (2006) estudou a atividade de fenilalanina amoénia-liase em
diferentes genétipos de tomate, os quais possuiam varios graus de resisténcia e suscetibilidade ao
cancro bacteriano, observando haver uma correlacao entre a reacdo a doenga e a atividade da
enzima. Desse modo, verificou-se que quanto maior o grau de resisténcia do gendtipo a doenga,
maior era a atividade da enzima, ap6s 21 horas da inoculacdo. Nos gendtipos suscetiveis ou
altamente suscetiveis, a atividade da enzima foi préxima ou inferior ao das plantas sadias. Este

trabalho mostrou que esta enzima esta envolvida na resisténcia do tomate a C. michiganeneis.
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Apesar de realizar umas das coletas apenas aos dois dias apds a inoculagdo com C.
michiganeneis, os resultados obtidos demonstram que, assim como no trabalho de Umesha
(2006), as plantas tratadas com Le-96/17 e aSm exibiram um aumento na atividade da
fenilalanina amoénia-liase apds a inoculagdo com a bactéria, evidenciando que estes tratamentos
induziram a atividade da enzima nas plantas de tomate. Este aumento na atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase, bem como da enzima peroxidase, ocorreu em plantas de trigo tratadas
com aSm e posteriormente inoculadas com Blumeria graminis f. sp. tritici (STADNIK, 1999
apud SILVA, 2002).

A atividade de polifenoloxidase comecgou a aumentar nas folhas de tomateiro a partir do
4° dia apos o tratamento (dois dias apds a inoculagdo com C. michiganensis), para os tratamentos
Le-96/17 e aSm, em relacdo aos tratamentos controle. A atividade maxima de polifenoloxidase
nas plantas tratadas com Le-96/17 e aSm ocorreu no 17° dia apds o tratamento. A
polifenoloxidase catalisa a oxidacdo de fenodis para quinonas, na presenga de oxigénio. A
expressao de polifenoloxidase pode atuar como uma linha de defesa adicional na protecao de
plantas a futuros ataques de patogenos e insetos (THIPYAPONG; HUNT; STEFFENS, 1995).

A importancia da polifenoloxidase na resposta de defesa das plantas foi estudada por Li e
Steffens (2002), os quais produziram plantas de tomate transgénicas, que expressavam altos
niveis de polifenoloxidase. Estes tomates transgénicos, apds serem inoculados com Pseudomonas
syringae pv. tomato, apresentaram poucas lesdes nas folhas em relagdo aos controles, apds sete
dias da inoculacdo. Estes resultados sugerem um importante papel da oxidagdo fenolica
catalizada pela polifenoloxidase em limitar o desenvolvimento da doenca, mostrando claras
evidéncias do envolvimento da polifenoloxidase na resisténcia do tomateiro ao patdogeno
bacteriano no processo de infeccao.

Estudando a implicagdo do acumulo de polifenoloxidase no desenvolvimento da
resisténcia de uma graminea anual da familia das Poaceae [Pennisetum glaucum (L.)] contra
Sclerospora graminicola, Niranjan Raj, Sarosh e Shetty (2006) verificaram que a atividade de
polifenoloxidase foi significativamente maior nas plantas resistentes do que nas suscetiveis, com
ou sem a inoculacdo do patdégeno. O fato da atividade da enzima ser maior nas plantas resistentes
do que nas suscetiveis indica que a polifenoloxidase pode ter um papel especifico em ativar o

desenvolvimento da resisténcia do hospedeiro.
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Devido a menor porcentagem de folhas murchas para as plantas tratadas com Le-96/17 e
aSm, além das respostas enzimaticas observadas, foi realizado experimento, no patossistema
tomate/Ralstonia, com o extrato aquoso de Le-96/17 e suas fragdes da precipitacdo, junto com o
aSm. Os resultados mostraram que os preciptados 40-60% e 60-80% de Le-96/17 proporcionaram
uma menor porcentagem de folhas murchas, seguidas pelos tratamentos Le-96/17 e aSm, em
relagdo ao tratamento Rs47. Partindo destes resultados, realizaram-se os experimentos com as
fragcdes obtidas da cromatografia de troca anionica do precipitado 40-80% de Le-96/17, para os
dois patossistemas. No experimento tomate/Clavibacter, as fragdes 3 e 4, bem como Le-96/17 e
aSm, promoveram a menor ocorréncia de folhas murchas de tomateiro ao longo das avaliagdes.
Ja no experimento tomate/Ralstonia, a fragdo 3 bem como o extrato aquoso de Le-96/17
promoveram a menor ocorréncia de folhas murchas nas avaliagdes.

A separagdo eletroforética destas fragcdes da CTA, do preciptado 40-80% e do extrato
aquoso de Le-96/17 revelaram a presenga de mais de uma banda no gel na fragdo 3 e 4 da CTA,
no preciptado 40-80% e no extrato aquoso de Le-96/17. Estas fracdes da CTA, em razdo da
metodologia adotada para obté-las, mostram predominantemente proteinas em sua constitui¢ao.
As fragdes da CTA também elicitaram repostas de indugdo de resisténcia nas plantas de tomate.
Existem outros elicitores protéicos, obtidos a partir de microrganismos, como no caso das
proteinas da parede celular presentes no micélio de Pythium oligandrum, os quais foram
utilizados no tratamento de plantas de tomate, proporcionando um aumento na produgdo de
etileno e uma significativa redu¢do na murcha bacteriana (HASE et al., 2006). Outros elicitores
em P. oligandrum, como a oligandrina, de aproximadamente 10 kDa e que induziu resisténcia em
tomateiro contra Phytophthora parasitica (PICARD et al., 2000) ou duas fragdes protéicas de
aproximadamente 24 e 27 kDa que induziram resisténcia em beterraba contra Rhizoctonia solani
AG2-2 (TAKENAKA; NISHIO; NAKAMURA, 2003), ja foram identificadas. Outro elicitor
protéico € a harpina, que ¢ sintetizada por bactérias como Erwinia amylovora e Pseudomonas
syringae, tendo 44 kDa, rica em glicina, estavel ao calor e capaz de elicitar reacdo de
hipersensibilidade quando purificada e infiltrada nos espagos intercelulares de folhas de fumo
(BARNY, 1995; WEI et al., 1992).

Portanto, extratos aquosos de 4. blazei e L. edodes possuem tanto substancias antibidticas
como substancias capazes de agir como elicitores de respostas de resisténcia em algumas plantas

(local e sistemicamente), mostrando assim potencial para o uso no controle alternativo de
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patogenos de plantas. Além disso, estudos com substancias purificadas estdo sendo conduzidos
para se identificar os componentes responsaveis pelo efeito protetor e elucidar com precisao o
mecanismo de acao (EIRA et al., 2005).

Apesar do uso de cultivares resistentes de tomateiro ser considerado o método mais
efetivo para o controle destas doengas, inclusive com a identificagdo de fontes de resisténcia,
existem evidéncias indicando que a resisténcia ao agente da murcha bacteriana nao ¢ estavel,
considerando-se diferentes localidades (HANSON ef al., 1996). Portanto, a indugdo de resisténcia
torna-se bastante interessante, como componente de um manejo integrado, somando-se, por
exemplo, ao emprego de cultivares menos suscetiveis ou tolerantes a R. solanacearum e C.

michiganensis subsp. michiganensis.

3.3 Consideracdes Finais

O extrato aquoso de basidiocarpos do isolado Le-96/17 de Lentinula edodes demonstrou
potencial para diminuir a ocorréncia de folhas murchas em tomateiro, causada por Ralstonia
solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Além disso, aumentou a
atividade da enzima peroxidase nos dois patossistemas estudados e a atividade de quitinase,
fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase no patossistema tomate/Clavibacter, sugerindo
assim a ocorréncia de indugdo de resisténcia nas plantas. Comportamento semelhante foi
apresentado pelo indutor acibenzolar-S-metil, que também reduziu a ocorréncia de folhas
murchas e causou aumentos nas atividades das enzimas. O efeito indutor de resisténcia ¢
reforgado pelo fato de ndo ter ocorrido agdo direta dos indutores sobre os patogenos in vitro.

A precipitagdo com sulfato de amoénio do extrato aquoso de Le-96/17, seguida pela
cromatografia de troca anionica do precipitado 40-80%, permitiram verificar a presenga de mais
de uma banda nas fracdes 3 e 4, no preciptado 40-80% e no extrato aquoso de Le-96/17. O gel de
poliacrilamida desnaturante mostra bandas com tamanhos aproximados de 29 e 37 kDa na fragdo

3 e de 45 kDa na fracao 4.
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia
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