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RESUMO

FIORI-SUZUKI, CLAUDIA CRISTINA LEITE, D.S., Universidade Estadual de
Maringa, fevereiro de 2008. Inducédo de resisténcia em maracujazeiro amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa) por shiitake (Lentinula edodes) e cogumelo
do sol (Agaricus blazei). Professora Orientadora: Dra. Katia Regina Freitas
Schwan-Estrada. Professores co-orientadores: Dr. José Renato Stangarlin e Dr.
José Ozinaldo Alves de Sena.

Atualmente, € grande a preocupagado em relagao ao uso excessivo de agrotéxicos
na agricultura e seus efeitos sobre o meio ambiente e a saude humana. Em
fungdo disso, novas tecnologias estdo sendo testadas como o controle alternativo
onde se inclui a inducéo de resisténcia. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivos avaliar o efeito in vitro dos cogumelos sobre Xanthomonas. axonopodis
pv. passiflorae; avaliar a protecdo de plantas de maracujazeiro por extratos
aquosos dos cogumelos Lentinula edodes e Agaricus blazei; detectar, por PCR, a
bactéria X. axonopodis pv. passiflorae em plantulas de maracujazeiro; avaliar o
efeito dos extratos dos cogumelos na emergéncia de plantulas de maracujazeiro; e
avaliar a protecdo de plantas de maracujazeiro, em casa de vegetagao, por
extratos aquosos dos cogumelos aplicados por meio de tratamento de sementes e
pulverizacdo foliar. Nos testes in vitro, os extratos aquosos de L. edodes
exerceram inibicdo dose dependente sobre a bactéria, aumentando a inibicdo com
0 aumento da concentragdo dos extratos. Para os extratos de A. blazei, houve
efeito estimulatorio da bactéria até a concentragao de 20% e a partir disso o efeito
foi inibitério. Os resultados das analises enzimaticas mostraram que o extrato de
A. blazei 20% foi eficiente em aumentar a atividade de peroxidases nas cultivares
IAC-275 e Epagri, e quitinases na cultivar IAC, quando o cultivo foi em solo de
barranco. O extrato de L. edodes 40% provocou aumento da atividade de
peroxidases na cultivar Epagri e da atividade de 3-1,3-glucanase na cultivar IAC-
275. Também para a cultivar IAC-275, o extrato de L. edodes 20% proporcionou
aumento da atividade de 3-1,3-glucanase. Utilizando a técnica de PCR, observou-
se a presencga de X. axonopodis pv. passiflorae em todos os lotes testados. Os

cogumelos nao interferiram negativamente na emergéncia das plantulas de
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maracujazeiro. Na avaliagao de prote¢ao de plantas de maracujazeiro, em casa de
vegetagao, observou-se que houve uma diminuigcdo da severidade da bacteriose
em plantas que foram tratadas com L. edodes e A. blazei tanto nas sementes,
quanto em pulverizagdes foliares. Com base nos resultados, os cogumelos L.
edodes e A. blazei apresentam potencial para auxiliar no controle da bacteriose do

maracujazeiro.



ABSTRACT

FIORI-SUZUKI, CLAUDIA CRISTINA LEITE, D.S., Universidade Estadual de
Maringa, February, 2008. Resistance induction in yellow passion fruit
(Passiflora edulis f. flavicarpa) by shiitake (Lentinula edodes) and sun
mushroom (Agaricus blazei). Adviser: Dra. Katia Regina Freitas Schwan-
Estrada. Committee Members: Dr. José Renato Stangarlin and Dr. José Ozinaldo
Alves de Sena.

Currently, the concern about the overuse of agrochemical in the agriculture and its
effects upon the environment and human health is huge. Due to this situation, new
technologies are being tested as the alternative control where is included the
resistance induction. In face of that, this paper aimed for an evaluation of the effect
in vitro of the mushrooms on Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae; for an
evaluation of the passion fruit plant protection by aqueous extracts from the
mushrooms Lentinula edodes and Agaricus blazei; for a detection, by PCR, of the
bacteria X. axonopodis pv. Passiflorae in passion fruit seedlings; an evaluation of
the effect of the mushrooms extracts on the emergence of passion fruit seedlings;
and evaluation of the passion fruit plant protection, in greenhouses, by aqueous
extracts of the mushrooms applied by seed treatment and foliar spraying. In the in
vitro tests, the aqueous extracts of L. edodes performed dose-dependent inhibition
in the bacteria, increasing the inhibition with the increase of the extracts
concentration. To the A. blazei extracts, there was a stimulating effect of the
bacteria up to the concentration of 20% and then the effect was inhibited. The
enzymatic analyses results showed that the A. blazei 20% extract was efficient at
increasing the peroxidase activity in cultivars IAC-275 and Epagri, and chitinases in
cultivar IAC, when cultivated in bank soil. The L. edodes 40% extract caused an
increase in the peroxidase activity in Epagri cultivar and in the activity of 3-1,3-
glucanase in cultivar IAC-275. In the cultivar IAC-275, L. edodes 20% extract also
caused an increase in the activity of B-1,3-glucanase. It was possible, by using the
PCR technique, to observe the presence of X. axonopodis pv. passiflorae in all

batches tested. The mushrooms did not interfere negatively in the emergence of



the passion fruit seedling. In the evaluation of passion fruit plant protection, in
greenhouse, there was a decrease in the bacterial spot severity in plants that were
treated with L. edodes and A. blazei, in seeds as in foliar spraying. The results
demonstrated that the mushrooms L. edodes and A. blazei have potential to help

control the bacterial spot in the passion fruit.

Xi



1. INTRODUGAO

A cultura comercial do maracujazeiro no Brasil iniciou-se na década de 70
e hoje o pais € o maior produtor mundial de maracuja amarelo. As perspectivas de
mercado, tanto para o segmento industria ou mesa, sdo promissoras por se tratar
de uma cultura com demanda crescente de fruta fresca, industrializagao de sucos
concentrados, sucos prontos para beber e polpas. E de grande relevancia o
carater social da cultura de maracuja, por ser ela uma fruteira cultivada
predominantemente em pequenos pomares, constituindo assim, uma alternativa
de producao e de elevacao de renda para pequenos e médios produtores.

Porém, problemas fitossanitarios tém contribuido para a reducédo da vida
util dos novos plantios. Um dos principais problemas tem sido a bacteriose do
maracujazeiro causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, que provoca
danos severos as plantas e a produtividade da cultura, além de diminuir a vida util
dos pomares.

Na regido de Maringa, a Prefeitura Municipal incentivou o cultivo do
maracujazeiro, adquirindo e repassando mudas a pequenos agricultores. Porém,
0s pomares acabaram por serem erradicados por causa da bacteriose. O
resultado foi prejuizo e desestimulo. A tecnologia tradicionalmente adotada por
esses fruticultores utiliza, intensivamente, fungicidas para o controle de doencgas
(MOTTA, 2005).

Entretanto, com o aumento expressivo do uso de agrotdxicos, as perdas
atribuidas a doengas e pragas néo sofreram redugéo drastica e os ganhos de
produtividade nao tém sido significativos. Os fungicidas sintéticos podem
permanecer no sistema e se acumular na cadeia alimentar, prejudicando em
ultima analise, todos os seres vivos. Além do que, o problema reside no fato de
que tais patdgenos tém se tornando resistentes a maioria dos fungicidas, os quais
estdo sendo utilizados sem um critério rigoroso. Aliado a esse fato, as
preocupacdes com o ambiente e com a saude humana tém contribuido para

modificar esta situacdo por meio do uso de métodos alternativos. Um dos



enfoques da agricultura alternativa € o controle alternativo de doengas que inclui a
inducdo de resisténcia em plantas. A inducdo de resisténcia baseia-se no
potencial genético da planta em ativar mecanismos eficientes de defesa quando
tratada com um agente indutor.

Tendo em vista que a ativagdo de mecanismos de resisténcia em plantas
tem demonstrado um potencial promissor, este trabalho teve como obijetivos:
avaliar o efeito in vitro dos extratos dos cogumelos Lentinula edodes e Agaricus
blazei sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae; avaliar a indugdo de
resisténcia em plantas de maracujazeiro, detectar a bactéria, por PCR, em
plantulas de maracujazeiro; avaliar o efeito dos extratos dos cogumelos na

emergéncia e protecédo de plantas de maracujazeiro, em casa de vegetagao.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CULTURA DO MARACUJAZEIRO

O termo maracuja refere-se a frutos de plantas originarias da América
Tropical. Seu nome € derivado do vocabulo tupi “mara cuia”, que significa comida
preparada em cuia (CUNHA & BARBOSA, 2002). Outra denominagao foi relatada
por Jacomo Bosio em 1610, como “flor da paixao”, de origem mistica, dada a
semelhanca da flor com os simbolos da Paixdo de Cristo. A flor mostra os
filamentos da corona como a coroa de espinhos, os estigmas como os cravos, o
androginoforo como a coluna de flagelagdo e os estames representam as cinco
feridas feitas em Jesus Cristo (CUNHA & BARBOSA, 2002).

O maracujazeiro € cultivado, principalmente, pelas caracteristicas
alimenticias de seus frutos, sendo importante fonte de sais minerais e vitaminas,
sobretudo as vitaminas A e C (LIMA, 2002). Também é cultivado pelo seu valor
medicinal devido as propriedades calmantes da passiflorina, um sedativo natural
encontrado nos frutos e nas folhas (SOUSA & MELETTI, 1997).

O maracujazeiro € uma planta trepadeira, sub-lenhosa, de crescimento
vigoroso continuo, podendo atingir de 5 a 10m de comprimento, com sistema
radicular pouco profundo, apresentando raizes até 30cm de profundidade
(FERRARI, 2006), embora, a maioria das raizes encontra-se nos primeiros 15 cm
(CUNHA & BARBOSA, 2002). As folhas sao lobadas ou digitadas com gavinhas,
gema florifera e gema vegetativa na axila da folha. A flor é andrégina com
estigmas localizados acima das anteras (FERRARI, 2006). O fruto do
maracujazeiro tem a forma ovodide ou globosa, raramente fusiforme, com polpa
mucilaginosa. A casca é coriacea, quebradiga ou lisa, protegendo o mesocarpo,
no interior do qual estdo as sementes (CUNHA & BARBOSA, 2002).

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, cujo género Passiflora
destaca-se com trés espécies de importancia econdmica: Passiflora edulis Sims f.

flavicarpa Deg. (maracuja amarelo ou azedo), Passiflora edulis Sims (maracuja



roxo) e Passiflora alata Ait (maracuja doce), que sao as espécies que possuem
maior expressao comercial, tanto para o uso in natura como para a producao de
suco concentrado. Existem cerca de 530 variedades tropicais e subtropicais sendo
150 nativas do Brasil e 60 delas possuem frutos que podem ser aproveitados na
alimentacédo (FERRARI, 2006).

A espécie Passiflora edulis f. flavicarpa que € conhecida vulgarmente por
maracuja-amarelo ou maracuja azedo, € uma planta nativa da América do Sul,
embora existam divergéncias quanto a sua origem, sendo, provavelmente, o Brasil
o seu centro de origem (CUNHA; BARBOSA; JUNQUEIRA, 2002). Possui folhas
simples, trilobadas, exceto quando jovens, quando as folhas apresentam-se
inteiras. O fruto é ovdide ou globoso (SOUSA & MELETTI, 1997) com diametro
longitudinal de 5,1 a 9,1cm e peso de 39 a 105g (MANICA, 1997). De maneira
geral, o maracuja-amarelo se assemelha a P. edulis, diferindo desse taxon pela
presenca de duas glandulas marginais nas sépalas mais externas, corona
fortemente roxa na base, frutos maiores (6-12cm de comprimento), e,
principalmente pela pigmentagdo amarela da casca do fruto na maturagéo
(CARVALHO-OKANO & VIEIRA, 2001; CUNHA & BARBOSA, 2002).

No Brasil, o cultivo de maracuja teve inicio na década de 70, época em
que o pais nado constava entre os maiores produtores mundiais e a
comercializacédo do fruto baseava-se somente no comeércio in natura (RUGGIERO
et al., 1996). A partir de 1986, observou-se uma ampliacédo significativa na area
cultivada e producdo acompanhada pelo aumento do consumo, pois as industrias
extratoras de suco estimularam o mercado do produto industrializado. A década
de 90 do século passado foi marcada pela valorizagdo do preco da fruta fresca
(MELETTI & MAIA, 1999).

Com aproximadamente 35 mil hectares de area cultivada e produgao
superior a 317 mil toneladas por ano, o Brasil € o maior produtor mundial de
maracuja amarelo. Apesar da posicdo de destaque do Brasil na produgdo de
maracuja, a produtividade média nacional € de 14t/ha, considerada baixa ao ser
comparada com a produtividade média do Havai que é de 50t/ha (FALEIRO,
2006).



A cultura encontra-se em plena expansao no Brasil, com um crescimento
médio de 5% ao ano. O cultivo do maracujazeiro esta difundido em quase todo o
pais, destacando-se como principais estados produtores o Para, Bahia, Sao
Paulo, Sergipe, Rio de Janeiro, Ceara e Minas Gerais, que sdo responsaveis por
97% da produgao nacional (AGUIAR & SANTOS, 2001).

A producao brasileira é destinada, principalmente, ao consumo in natura e
fabricagao de suco que, além de ser consumido no mercado interno, é exportado.
Para os exportadores brasileiros, o principal mercado ainda € o europeu que
adquire mais de 90% do suco para exportagdao. No entanto, ha boas perspectivas

para os mercados norte-americano, canadense e japonés (SOUZA et al., 2002).

2.2. BACTERIOSE DO MARACUJAZEIRO

As doencas causadas por fitobactérias sdo muito relevantes, pois podem
inviabilizar a exploragao econémica de determinadas culturas (ROMEIRO, 1995).

Atualmente, no Brasil, a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
(Pereira) Gongalves & Rosato € a unica a causar bacteriose de importancia
econdbmica para a cultura do maracujazeiro. Foi constatada pela primeira vez no
Estado de S&o Paulo, na regido Araraquarense, em 1967, infectando plantas em
cultivos comerciais (BERIAM & MALAVOLTA JUNIOR, 2006). Essa bactéria
apresenta ampla distribuicdo no territério nacional, tendo sido observada nos
principais Estados onde o maracujazeiro € plantado comercialmente. Em
condi¢gdes naturais, ocorrem em maracuja-amarelo, maracuja-roxo e maracuja-
doce e, aliada a outros patégenos, provoca uma anomalia denominada “morte-
precoce” do maracujazeiro, que diminui drasticamente o periodo de exploragéo
comercial e de vida das plantas afetadas (TODA FRUTA, 2002).

2.2.1. Etiologia

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passifiorae tem a forma de

bastonete, € gram-negativa, movel por um flagelo polar, ndo produz esporos ou



capsulas e mede 0,5 x 1,5mm. Possui colénias em nuances amarelo-brilhantes,
circulares, convexas e mucoides, tendo crescimento 6timo a 27°C. Produz aménia,
liquefaz gelatina e hidrolisa fortemente amido. N&o utiliza asparagina como fonte
de carbono e nitrogénio, utiliza citrato, galactose, frutose, manose e trealose. Nao
reduz nitrato nem produz indol. Apresenta variabilidade quanto a produgao de H,S
(PIO-RIBEIRO & MARIANO 1997). Nakatani (2001) identificou grande
variabilidade genética entre os isolados de X. axonopodis pv. passiflorae por meio
de marcadores moleculares RAPD, encontrando, posteriomente, variagdo de
patogenicidade em populagdo de maracuja amarelo testada com os cinco isolados
que apresentaram maior divergéncia genética entre si.

Caracteristicamente, produz um pigmento amarelo e insoluvel,
denominado xantomonadina que pode estar associado a patogenicidade. Todas
as espécies do género sao fitopatogénicas, mostrando especializacdo em termos
evolutivos (ROMEIRO, 1995).

Além do maracujazeiro azedo (Passiflora edulis) e do maracujazeiro
doce (Passiflora alata), recentemente foi descrita a ocorréncia da bactéria em
duas outras espécies: P. amethystina e P. serrato digitata (BERIAM &
MALAVOLTA JUNIOR, 2006).

2.2.2. Epidemiologia

O primeiro ponto a ser considerado é a transmissao da bactéria pela
semente (indculo primario). Plantulas infectadas expressam sintomas da
bacteriose quando ha condi¢des de alta umidade e temperaturas elevadas. Nestes
casos, dificilmente a cultura sobrevive ao primeiro ano apoés o plantio. A bactéria
pode sobreviver por varios meses em restos culturais. Quando ocorre de forma
sistémica, as praticas culturais como poda, polinizagdo, desbaste, capinas e as
proprias pulverizagdes com fungicidas, herbicidas, adubos foliares, entre outras,
tém papel importante na disseminacdo da bactéria. Nos periodos chuvosos com
temperaturas elevadas, o patégeno dissemina-se de forma rapida e violenta

comprometendo toda a cultura em pouco tempo. Durante o inverno, juntamente



com periodos de estiagem, a disseminacao da bactéria no campo, quando ocorre,
é lenta (BERIAM & MALAVOLTA JUNIOR, 2006). X. axonopodis pv. passiflorae
sobrevive, principalmente, em restos culturais, sendo o periodo de sobrevivéncia
diminuido com o seu enterrio (LIBERATO & COSTA, 2001).

2.2.3. Sintomatologia

Os sintomas ocorrem principalmente nas partes tenras dos tecidos e
elementos vasculares adjacentes. A doenga pode apresentar duas formas de
infeccdo: a localizada e a sistémica. A forma localizada acontece nas folhas,
principalmente nas mais internas e a forma sistémica ocorre junto as nervuras
foliares (SANTOS FILHO; SANTOS; CORDEIRO, 2002).

Nas folhas, ocorrem lesbes pequenas, encharcadas, oleosas,
translucidas, e com halos visiveis. Com a evolu¢do da doencga, as lesdes tornam-
se marrons, deprimidas, com formato variado, mas raramente circulares, que
coalescem, sendo mais evidentes na face dorsal. A partir destas lesdes foliares, a
infeccdo pode se tornar sistémica e atingir os ramos, que podem apresentar
caneluras longitudinais, entdo se segue a desfolha, seca a partir das extremidades
e reducgao na frutificacdo. A exsudacgao tipica de pus bacteriano pode ser vista
quando feixes vasculares infectados s&o comprimidos (PIO-RIBEIRO &
MARIANO, 1997; EL TASSA & DUARTE, 2002).

Nos ultimos anos, tém-se observado em diversas regides produtoras do
Estado de Sao Paulo, algumas mudangas na sintomatologia apresentada pelas
plantas infectadas, com predominancia da forma sistémica de infeccao em relagao
a forma localizada. A forma sistémica caracteriza-se por um crestamento foliar
intenso, podendo originar-se tanto a partir de uma lesdo angular (forma localizada
de infecgdo), quanto pela penetragdo da bactéria em ferimentos ou aberturas
naturais, como os estdmatos ou hidatodios. O crestamento pode atingir grandes
areas foliares, tornando as areas doentes pardacentas, translucidas contra a luz e
escurecimento de pequenas por¢oes das nervuras. As folhas desprendem-se

facilmente dos ramos, cujo resultado € uma intensa desfolha. A caracteristica



predominante na forma localizada constitui-se de lesdes nitidamente angulares
(TODA FRUTA, 2002).

Recentemente, constatou-se infeccdo em flores de P. alata, tanto nas
sépalas quanto nas pétalas, apresentando manchas irregulares de aspecto
translucido e oleoso. Estudos em desenvolvimento sugerem a acdo de uma toxina
produzida pela bactéria como responsavel pela indugdo desse tipo de sintoma
(BERIAM & MALAVOLTA JUNIOR, 2006).

Malavolta Junior; Beriam; Rodrigues Neto (2001) relataram a presenga de
bacteriose ocasionada por X. axonopodis pv. passiflorae em frutos de
maracujazeiro-doce (P. alata), em plantio comercial localizado no municipio de
Valinhos, Estado de S&o Paulo. Em novembro de 1998, foram coletados e
analisados os frutos que, na maioria das vezes, estavam integros externamente,
sem manchas ou perfuragdes. Entretanto, apresentavam partes flacidas e caiam
antes de atingir o ponto de maturagdo. Cortes realizados nesses frutos, tanto
transversalmente como longitudinalmente, mostravam que estava ocorrendo
deterioragcdo do mesocarpo caracterizada por podriddo mole com anasarca,
descoloracéao, separagao da casca e aparecimento, ou ndo, de cavidades.

De maneira geral, em frutos infectados desenvolvem-se manchas pardas
quando ha condi¢gdes favoraveis ao desenvolvimento da doencga, depreciando o
aspecto do produto e, em raros casos, causa seu apodrecimento (MALAVOLTA
JUNIOR; BERIAM, RODRIGUES NETO, 2001).

A disseminagado planta-a-planta € favorecida por respingos de agua,
principalmente associados a ventos fortes. Por ser transmitida por sementes
contaminadas, a introdugdo do patégeno em novas areas de cultivo ocorre
facilmente, observando-se regularmente em viveiros, mudas expressando
sintomas tipicos. Mesmo assim, os produtores costumam utilizar mudas
sintomaticas para plantio no campo, até mesmo para reposicdo de plantas
doentes (HALFELD-VIERA & NECHET, 2006).



2.2.4. Controle

A principal medida de controle da mancha bacteriana é a exclusao,
evitando-se assim, a introducdo do patégeno na area de cultivo por meio da
utilizacdo de sementes e mudas sadias (HALFELD-VIERA & NECHET, 2006).

Segundo Beriam & Malavolta Junior (2006), uma 6tima alternativa de
controle seria a procura de variedades resistentes ou que apresentassem certo
grau de tolerancia a X. axonopodis pv. passiflorae.

O tratamento de sementes com produtos bactericidas visando a
eliminagdo do patdgeno tem sido realizado, existindo varios produtos eficientes
para esse fim, como a terramicina e o oxicloreto de cobre (BERIAM &
MALAVOLTA JUNIOR, 2006). Existem produtos cupricos e antibiéticos registrados
para o controle da mancha bacteriana que séo formulados com sulfato de cobre +
oxitetraciclina; oxitetraciclina + sulfato de estreptomicina e kasugamicina (MAPA,
2006). Fungicidas a base de cobre sdao uma opg¢ao no controle da mancha-
bacteriana, no entanto, estudos indicam que podem ser encontrados isolados
resistentes a fungicidas cupricos (FRANCO & TAKATSU, 2004).

2.3. INDUGAO DE RESISTENCIA

Apesar da aparente passividade associada ao carater sedentario, as
plantas percebem as agressdes e nao aceitam de modo passivo esses ataques
que sofrem de virus, bactérias, insetos e demais organismos ou de agentes nao-
biolégicos como radiagdo, temperaturas extremas, poluicado e outros (MARGIS-
PINHEIRO et al. 1999). No transcorrer do processo evolutivo, principalmente pela
selecao natural e por mutacbes, as plantas superiores desenvolveram varios
mecanismos que, por meio de rotas metabdlicas especificas, lhes permitem
sintetizar, acumular e secretar uma grande variedade de metabdlitos secundarios
utilizados na formacdo de barreiras de natureza fisica e/ou quimica, cujas
principais funcbes parecem ser de protecdo e/ou autodefesa (RESENDE &

CARVALHO, 2002). Sua alta capacidade de adaptagao permite que sobrevivam



com freqiéncia, mesmo tendo, muitas vezes, seus desenvolvimentos
prejudicados. Os efeitos sdo mais graves sobre as espécies de interesse agricola
que sao muito vulneraveis, pois, em geral, sdo usadas em monoculturas
geneticamente uniformes. Quando uma doenca atinge essas espécies, as perdas
podem ser severas (MARGIS-PINHEIRO et al. 1999).

A indugdo de resisténcia surgiu como uma possivel alternativa, ou
complementacao estratégica para as culturas vegetais, significando o controle de
pragas e patogenos por prévia ativagdo de precursores, geneticamente
programados de defesa vegetal (KOGEL & LANGEN, 2005).

O termo “indugdo de resisténcia” pode ser utilizado na designacao de
protecao local, ou seja, ocorre a protegdo somente onde foi efetuado o tratamento
com o agente indutor, ou também, pode indicar uma resisténcia sistémica com a
protecdo manifestada distante do local onde foi feito o tratamento com o agente
indutor (MORAES, 1992). No “First International Symposium on Induced
Resistance to Plant Diseases”, realizado em Corfu, na Grécia, em 2000, foi
proposto que o termo “resisténcia induzida” seja utilizado para designar todos os
tipos de respostas eliciadas que levam a protecdo contra doencas, incluindo
respostas locais e sistémicas (HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON,
2001).

2.3.1. Indutores de resisténcia

Varios compostos inorganicos ou organicos, nao relacionados
estruturalmente, induziram a resisténcia em plantas ao ataque por insetos
herbivoros e doengas causadas por bactérias, fungos, virus e nematoides
(HAMMERSCHMIDT; METRAUX; VAN LOON, 2001). Essas substancias foram
denominadas de agentes indutores devido a sua capacidade de induzir a
resisténcia contra doencas nas plantas tratadas com eles (GUZZO, 2004). A
ativagdo de mecanismos de defesa pela planta pode ser obtida pelo tratamento
com agentes de indugdo que podem ser de natureza bidtica (por exemplo,

microorganismos viaveis ou inativados) ou natureza abiotica (por exemplo, acidos
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graxos, acido salicilico, quitosana, metil jasmonato e derivados do acido 2,6-
dicloro-nicotinico) (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

Os agentes indutores possuem elicitores. Elicitores s&o quaisquer
moléculas ou fatores que estimulam qualquer resposta de defesa nas plantas,
sendo classificados em bidticos e abidticos (SMITH, 1996). Entretanto, varias
moléculas de origem biolégica ja estdo sendo sintetizadas em laboratério
(RESENDE, 2003). As moléculas elicitoras bidticas sdo de natureza variavel,
sendo mais comum a ocorréncia de carboidratos, lipidios, proteinas e
glicoproteinas. A origem dessas substancias também pode ser variavel, por
exemplo, lipopolissacarideos extracelulares de bactérias, glicoproteinas da
parede celular de fungos patogénicos e leveduras, e carboidratos da parede
celular de fungos ndo patogénicos, sdo alguns dos elicitores capazes de ativar
mecanismos de defesa de plantas (COVENTRY & DUBERY, 2001; WULFF &
PASCHOLATI, 1999). A variagdo da natureza quimica dos elicitores demonstra
que ndo ha uma caracteristica estrutural unica que possa ser considerada como
determinante da atividade elicitora (SMITH, 1996).

A ativacido de defesa de plantas pode ocorrer a partir da elicitagdo por
compostos presentes em extratos de plantas (STANGARLIN et al., 1999).
Segundo Schwan-Estrada (2003), varias plantas tém sido utilizadas em
bioensaios para a indugcdo de fitoalexinas em sorgo (deoxiantocianidinas)
(MOREIRA, 2003; FRANZENER et al., 2007) e soja (gliceolina); na inducao de
resisténcia em pepino a Colletotrichum lagenarium (BONALDO, et al. 2004); no
tratamento de sementes de trigo para o controle de Bipolaris sorokiniana
(RODRIGUES, 2001); em plantas de trigo para o controle do mesmo patégeno
(FRANZENER et al., 2003); indugéo de resisténcia em plantas de cevada contra
Bipolaris sorokiniana (CARVALHO & BACH, 2004); inducdo de resisténcia em
tomateiro contra Alternaria solani (BALBI-PENA et al., 2006).

A levedura Saccharomyces cerevisiae, possui agentes elicitores em sua
parede celular e varios trabalhos mostram seu potencial em controlar doengas por
meio de indugdo de resisténcia (PICCININ; DI PIERO; PASCHOLATI, 2005;
BONALDO, 2005). A aspersao prévia de S. cerevisiae em plantulas de milho
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pipoca suscetiveis a Exserohilum turcicum reduziu o tamanho e o numero médio
de lesdes por planta. (STANGARLIN & PASCHOLATI, 1994). S. cerevisiae possui
moléculas elicitoras capazes de induzir o acumulo de fitoalexinas em mesocétilos
de sorgo (WULFF & PASCHOLATI, 1999).

Segundo Pascholati & Leite (1994), luz ultravioleta, moléculas organicas
sintetizadas em laboratério e ions metalicos podem ser classificados como
elicitores abidticos. O silicio tem sido apresentado como um dos elementos
associados a indugao da resisténcia em plantas (SAVANT et al., 1999), na cultura
de arroz foi relatado para o fungo Pyricularia grisea (NOJOSA, 2003) e
Rhizoctonia solani (RODRIGUES; NETO; COELHO, 2006), para a cultura de café
ocorreu a diminuicdo da incidéncia e severidade de cercosporiose nas mudas
(SANTOS, 2002). Em plantas de pepino, os silicatos também s&o importantes para
o controle de Pythium ultimo e Sphaerotheca fulginea, sendo que para este,
também foi descrita a diminuigao significativa do numero de col6nias do fungo por
planta e por folha, quando estas foram tratadas com fosfatos (NOJOSA, 2003).
Em mamoeiro, o silicio reduziu a incidéncia e severidade da variola causada por
Asperisporium caricae (PRATRISSIOLI, et al, 2007).

Atualmente, novos produtos estdo surgindo baseados em tecnologias
peculiares que promovem a ativacdo de mecanismos de defesa das plantas.
Produtos como Actigard® (Syngenta), Messenger® (Eden Bioscience),
Oryzemate® (Bayer), Elexa® (SafeScience), Oxycom® (Redox Chemicals) e
Phitogard® (Intrachem) (CAVALCANTI, 2003), porém, somente o Bion® -
Acibenzolar-S-methil (ASM), um analogo do acido salicilico, é liberado
comercialmente no Brasil desde o ano de 2001 (CASTRO, 2003; RODRIGUES;
NETO; COELHO, 2006).

2.3.2. Mecanismos envolvidos na indugao de resisténcia

A resisténcia natural de plantas a microrganismos patogénicos baseia-se

numa grande variedade de barreiras quimicas e fisicas que representam

mecanismos de defesa eficientes que permanecem inativos ou latentes e que séo
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acionados ou ativados apos a célula vegetal entrar em contato com agentes de
indugdo (COLSON & DEVERAL, 1996). As plantas possuem fatores estruturais e
bioquimicos pré-existentes (passivos, constitutivos) que estdo envolvidos no
processo de resisténcia antes da infeccao pelo patbgeno como cuticula, tricomas,
fibras, vasos condutores, fendis, alcaldides, lactonas insaturadas, glicosideos
fendlicos e cianogénicos, fototoxinas e inibidores protéicos. Apds a infecgéo, pode
aumentar o nivel de compostos de defesa pré-existentes nas plantas ou ocorrer a
ativacdo de outros mecanismos de resisténcia (pdés-formados) que sao
sintetizados e acumulados nos tecidos do hospedeiro, como as proteinas
relacionadas a patogénese (proteinas-RP), fitoalexinas, calose, lignina, papilas,
camadas de cortica, tilose (PASCHOLATI & LEITE, 1995), podendo ocorrer
também a exploséo oxidativa (ALMEIDA, 2001).

Os diferentes mecanismos estruturais e bioquimicos que podem contribuir
para a resisténcia das plantas contra fitopatdgenos sao determinados
geneticamente. A efetividade dos mecanismos € dependente da expressao em
momento e magnitude adequados, numa sequéncia logica, que deve ocorrer apos
o contato do patdégeno com o hospedeiro (PASCHOLATI, 1998). Tais mecanismos
de defesa podem ser ativados préximo a area atacada pelo patéogeno, numa
tentativa de prevenir a colonizagao deste nos seus tecidos. A velocidade com que
a planta reconhece a presenca do agente elicitor determina o tempo de resposta a
invasdo, desencadeando uma ou mais reac¢des de defesa. Quando a resposta é
mais rapida que o processo de infeccdo, a planta pode conter o desenvolvimento
do patogeno, resultando, portanto, na expressdo da resisténcia (STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

A inducéao de resisténcia é controlada por um sistema multicomponente,
sendo o resultado de um conjunto de eventos que ocorre de forma harmoniosa e
que pode levar ndo apenas a uma resposta de resisténcia, mas a uma expressao
sincronizada de diversos mecanismos de defesa, culminando com a indugao de
resisténcia. Este fendmeno é caracterizado pela transformacdo de uma relagao
compativel entre planta e patégeno, em que ocorre a doenga, numa relagéao

incompativel e sem doenga (SBALCHEIRO, 2006). A indugao de resisténcia
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apresenta a vantagem do patogeno ter dificuldade de evoluir para vencer os
diferentes mecanismos de defesa, sendo, portanto, mais duradoura e estavel que
a resisténcia genética classica (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005;
KOGEL & LANGEN, 2005).

Didaticamente, os mecanismos de defesa dos vegetais sdo divididos em
pré-formados e pods-formados. Os mecanismos pré-formados sao aqueles
presentes na planta antes do contato com o patégeno. Os mecanismos pos-
formados encontram-se ausentes, ou presentes em niveis baixos antes da
infeccao, sendo produzidos em resposta a presenca de patdogenos (PASCHOLATI
& LEITE, 1995).

2.3.2.1. Lignificacao

A lignina é um polimero tridimensional amorfo formado pela polimerizagao
de precursores produzidos na rota dos fenilpropandides, sendo iniciada pela
deaminagao da fenilalanina para acido cindmico e catalizada pela enzima
fenilalanina amoénia-liase. Outras enzimas na rota dos fenilpropandides, como a
alcool-cinamil-desidrogenase, a 4-cumarato e a peroxidase estdo envolvidas em
reacdes de resisténcia e lignificagdo. Vesiculas armazenadoras de fendis migram
em diregdo a parede celular, onde ocorre a descompartimentalizacdo dos fendis
das porgdes glicosidicas. Os fendis livres sofrem oxidagado, ligacdo a parede
celular, ou sédo polimerizados, sendo que a acdo do H,O, catalisada por uma
peroxidase sobre os alcoodis 4-coumaril, coniferil e sinapil, leva a geragdo de
radicais livres e a formagdo de lignina (STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX,
1997).

O fendmeno de lignificacdo é uma resposta ativa de plantas a invaséo por
patdbgenos e acumulam-se evidéncias de que se constitui em importante
mecanismo de defesa, tendo sido observada em muitas espécies vegetais apos a
infecgdo com um organismo patogénico (HAMMERSCHMIDT; NUCKLES; KUC,
1982).
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A contribui¢cao da lignificagao para a resisténcia pode ocorrer de diferentes
formas. Em primeiro lugar, a incorporagao de lignina junto a parede celular vegetal
torna-a mais resistente a degradacdo por enzimas liticas secretadas pelo
patogeno invasor. Ocorre aumento da resisténcia das paredes a difusdo de
toxinas produzidas por patéogenos, impedindo que nutrientes do tecido hospedeiro
sejam utilizados pelo invasor (PASCHOLATI & LEITE, 1994). Os préprios
precursores da lignina podem exercer um efeito téxico sobre o patdgeno ou
conduzir a lignificacdo de estruturas do patégeno (HAMMERSCHMIDT,;
NUCKLES; KUC, 1982).

Segundo Koike et al. (2001), o aumento de deposicao de lignina ocorreu
em tecidos foliares de plantulas de pepino pré-tratados com filtrado da cultura de
fungos promotores de crescimento de plantas (Trichoderma sp,. Penicillium sp.,
Phoma sp.) contra Colletotrichum orbiculare.

Embora a maior parte das pesquisas sobre a deposi¢ao de lignina como
resposta de defesa seja conduzida com fungos, evidéncias indicam a possibilidade
da lignina e/ou precursores da mesma contribuirem na resisténcia de plantas a
bactérias. (PASCHOLATI & LEITE, 1995). Segundo Hilaire, et al. (2001), o
engrossamento da parede secundaria do xilema devido a lignificagao, diminui a
extensdo da membrana que é exposta as células bacterianas, reduzindo o acesso
das células ao xilema parenquimatico. Logo, paredes lignificadas no vaso do
xilema podem funcionar como uma barreira a transferéncia de compostos
produzidos pela bactéria para a célula vegetal, como fatores de viruléncia e
aviruléncia. Em cana-de-agucar, observou-se que variedades resistentes
infectadas com a bactéria colonizadora de xilema, Xanthomonas albilineans,
apresentaram uma significativa lignificagdo da parede celular quando comparadas
as variedades nao resistentes, indicando a lignificagdo como um meio de
resisténcia (DABBAS et al., 2006).
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2.3.2.2. Enzimas envolvidas na indugao de resisténcia

2.3.2.2.1. Peroxidases (E.C. 1.11.1.7)

As peroxidases sao glicoproteinas envolvidas na regulacédo de
alongamento da célula vegetal, oxidacdo fendlica, ligacdo cruzada de
polissacarideos, oxidagao de acido indol-acético (AlA), ligagbes cruzadas de
mondémeros de extensina, cicatrizacdo de feridas. O aumento dos niveis de
peroxidases foram correlacionados com a resisténcia de muitas espécies vegetais
a patogenos, incluindo cevada, algodao, fumo, trigo e arroz. Nestas interagdes, a
enzima esta envolvida na polimerizagdo de proteinas e lignina ou suberina, que
sdo componentes da parede celular vegetal. Talvez, as peroxidases sejam as
unicas enzimas que polimerizam os alcoois em lignina (YOUNG et al., 1995). Além
disso, os radicais livres na atividade das peroxidases podem ser toxicos para
microorganismos patogénicos (SUTHERLAND, 1991). As peroxidases, bem como
outras enzimas como a superoxido dismutase e a catalase, atuam sobre as
espécies ativas de oxigénio (EAOs) de modo a livrar a célula de seu efeito
deletério (YOUNG et al.,, 1995). Segundo Fernandes (1998), a atividade
peroxidasica a partir da inducdo advém de uma sequéncia de eventos e sinais,
catalizando o ultimo passo enzimatico da biossintese de lignina, servindo de
barreira para o patégeno.

As peroxidases também s&o responsaveis pela deterioragcdo oxidativa de
muitos vegetais durante o armazenamento, ocasionando mudangas na cor,
variacbes de aroma, alteracdes no teor de vitaminas e mudanca de textura dos
vegetais. Sdo enzimas resistentes a elevadas temperaturas (LAURENTI &
CLEMENTE, 2005).

Os resultados de Reimers & Leach (1991) indicam uma relagdo entre
aumento da atividade de peroxidases e lignificagdo, pois verificaram que em
cultivares de arroz infectados por Xanthomonas oryzae pv. oryzae, ocorre um
aumento na atividade de peroxidases com acumulo de lignina no sitio de infecgao,
como resposta do hospedeiro ao ataque do agente infeccioso. Dann & Deverall

(2000) observaram a ativacao de resisténcia em ervilha, quando as plantas foram
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tratadas com altas dosagens de ASM e isolados avirulentos de Pseudomonas
syringae pv. pisi. A ativacéo de resisténcia foi associada ao aumento da atividade
de peroxidase e B-1,3-glucanase. Cavalcanti, et al (2006), ao induzirem plantas de
tomate com acibenzolar-S-metil (ASM) e extratos citricos, evidenciaram a indugao
de resisténcia contra Xanthomonas vesicatoria, pelo aumento da atividade de
peroxidases.

Em trabalho com fungos, Hammerschmidt; Nuckles; Kuc (1982)
demonstraram que plantas de pepino inoculadas em uma folha com o patégeno
Colletotrichum lagenarium, apresentaram uma maior protegdo contra doenga
relacionada com aumento da atividade de peroxidases nas demais folhas. He;
Hsiang; Wolyn (2002) relataram que a colonizagdo de raizes de plantas de
aspargo com o isolado ndo patogénico de Fusarium oxysporum apresentaram
protecédo contra o isolado patogénico de F. oxysporum f. sp. asparagi. As plantas
tratadas com o isolado n&do patogénico apresentaram rapido aumento de
atividades de peroxidases, fenilalanina amédnia-liase e lignina em relagdo as

plantas n&o tratadas.

2.3.2.2.2. 3-1,3-Glucanases (E.C 3.2.1.39) e Quitinases (EC 3.2.1.14)

As B-1,3-Glucanases e quitinases fazem parte de um grupo de proteinas
denominado de proteinas relacionadas a patogénese - proteinas-RP. Atualmente,
séo classificadas em 17 familias distintas, baseando-se na similaridade das
sequéncias de aminoacidos, na relagao sorolégica, na atividade enzimatica, ou na
atividade biolégica (GUZZO, 2004). As proteinas-RPs mais pesquisadas sao as -
1,3-glucanases (PR-2) e as quitinases (PR-3), que possuem atividade hidrolitica,
quebrando polimeros estruturais presentes nas paredes dos patdégenos
(LABANCA, 2002).

A familia PR-2 é constituida por endo-p-1,3-glucanases e sado agrupadas
em pelo menos trés classes distintas. As B-1,3-glucanases da classe | séo
proteinas basicas, localizadas no vacuolo, especialmente na epiderme das folhas

inferiores e nas raizes de plantas, enquanto que as classes Il e lll incluem,
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principalmente as proteinas acidas extracelulares (GUZZO, 2003). As proteinas-
RPs presentes nos vacuolos geralmente exercem um efeito de defesa apds a
descompartimentalizagdo das células, enquanto que as proteinas-RPs
extracelulares atuam diretamente em contato com o patégeno no processo de
penetragdo do tecido (STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997). As B-1,3-
glucanases atuam na hidrélise do polimero -1,3-glucana, componente estrutural
da parede celular de muitos fungos, particularmente na extremidade de hifas em
que a glucana esta mais exposta, causando um enfraquecimento da parede e
resultando na morte celular dos fitopatégenos (GUZZO, 2003).

A familia PR-3 é constituida por endoquitinases que sdo agrupadas em
seis classes distintas (I, Il, 1V, V, VI e VIl), atuando diretamente nas paredes
celulares de 18 fungos, hidrolisando os polimeros de quitina, enfraquecendo-a e
tornando as células osmoticamente sensiveis (GUZZO, 2003).

As proteinas-RP tém sido definidas como proteinas vegetais que se
acumulam apdés o ataque de um patdégeno ou situagdes relacionadas, como o
tratamento com indutores de resisténcia (PASCHOLATI & LEITE, 1995). As
proteinas-RP, atuando em componentes dos fitopatogenos podem liberar
moléculas que sao capazes de atuar como elicitores de outras respostas de
defesa (LINTHORST, 1991).

O aumento de quitinases e B-1,3-glucanases relacionado a inducédo de
resisténcia foi observado por Xue; Charest; Jabaji-Hare (1998). Os autores
trataram plantulas de feijao com espécies nao patogénicas de Rhizoctonia e
observaram aumento da atividade de peroxidases, B-1,3-glucanases e quitinases,
e relataram também, que o tratamento induziu resisténcia contra R. solani e C.
lindemuthianum reduzindo em 80 a 100% a podridao da raiz causada por R. solani
e 38% a antracnose causada por C. lindemuthianum.

Ghaouth; Wilson; Callahan (2003a) observaram que péssegos tratados
com radiacdo UV-C induziram o aumento de proteinas relacionadas a patogénese
(quitinases, B-1,3 glucanases) e fenilalanina amoénia-liase (FAL), apés 6h do

tratamento. Solérzano; Peteira; Fernandez (1996), verificaram o aumento da
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atividade de B-1,3-glucanases em plantas de tomate apdés a inoculagdo com
Alternaria solani.

Suspensdes de Candida saitoana aplicadas em macas 48 e 72h antes da
inoculagdo com Botrytis cinerea reduziram em 50 e 70% o tamanho das lesdes
causadas pelo patdogeno. Houve aumento das atividades de B-1,3-glucanases e
quitinases em macas apos 12h do tratamento com a levedura (GHAOUTH,;
WILSON, WISNIEWSKI, 2003b).

Burketova; Stillerova; Feltlova (2003), observaram a indugédo de
resisténcia em plantas de beterraba tratadas com os indutores benzothiadazole
(BTH) e Beet necrotic yellow vein virus. Os dois indutores ativaram mecanismos
de defesa nos tecidos das raizes por meio do acumulo das enzimas [(-1,3-

glucanases e quitinases na parede celular e nos espacgos extracelulares.
2.4. Cogumelos Agaricus blazei e Lentinula edodes

2.4.1. Agaricus blazei

Agaricus blazei Murril € um basidiomiceto da ordem Agaricales, também
conhecido por “cogumelo do sol” devido a sua caracteristica de crescimento e
desenvolvimento em campos abertos e ensolarados, requerendo, normalmente,
muita luz para desenvolver os corpos de frutificacao (URYU, 1995).

E nativo do Brasil e sua descoberta ocorreu na década de 60 por um
pesquisador autbnomo, Takatoshi Furumoto, na cidade de Piedade - SP, e é
encontrado naturalmente na regido sudoeste do Estado de Sdo Paulo. Furumoto
enviou o novo cogumelo descoberto para identificagdo na Universidade de
Medicina e Farmacologia da Provincia de Mie, no Japao, onde foi chamado de
Himematsutake e patenteado por um pesquisador dessa Universidade. Antes,
porém, William A. Murrill (1869-1957) descreveu a espécie pela primeira vez em
1944 com material coletado em Gainesville na Florida (EUA). Contudo, a
identificacdo correta do cogumelo ndo estd bem estabelecida, pois, o material-

referéncia coletado por Murrill se encontra danificado, ndo favorecendo um estudo
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comparativo entre o material obtido no Brasil com aquele obtido nos Estados
Unidos (ROSA, 2006).

O cogumelo A. blazei, também conhecido por “Cogumelo do Sol”, tem
despertado interesse surgido pela crescente demanda do mercado japonés, que é
o principal comprador brasileiro. A exportagdo para o Japao tem sido direcionada
principalmente para o mercado dos laboratorios de pesquisa que estdo
empenhados em isolar substancias de uso medicinal (OLIVEIRA et al., 1999). Este
consumo foi amplificado gragas a estudos desenvolvidos no Japao que permitiram
a descoberta e isolamento de substancias com atividade antitumoral, presentes
nesse cogumelo (KAWAGISHI; INAGAKI; KANAO, 1989).

De acordo com Takaku; Kimura; Okuda (2001), o “Cogumelo do Sol” é
utilizado por cerca de 300 a 500 mil pessoas no Japao para a prevengao do
cancer e/ou como produto natural medicinal complementar na quimioterapia apos
a remocgao de tumores malignos. Trata-se de um produto natural cuja principal
fungao é reforgar o sistema imunologico (MIZUNO et al., 1990).

O basidiocarpo de A. blazei (matéria seca) apresenta 40-45% de proteina,
38-45% de carboidratos, 6-8% de fibras, 5-7% de minerais e 3-5% de gordura,
além de vitaminas B1, B2 e niacina (MIZUNO et al., 1990); e elevados teores de
fosforo, potassio, magnésio, enxofre, calcio e zinco (OLIVEIRA, et al. 1999).
Também foram encontrados compostos antitumorais como polissacarideos
complexos proteinapolissacarideos, esterdides (MIZUNO et al., 1995b) e
ergosterol (TAKAKU; KIMURA; OKUDA, 2001).

MIZUNO et al. (1990), fracionando os corpos de frutificagao de A. blazei e
purificando-os, obtiveram 17 polissacarideos que, por meio de testes com cobaias,
demonstraram atividades antitumoral em camundongos, podendo ter potencial
para prevenir o aparecimento de varios tipos de cancer. Dentre esses
polissacarideos, destacam-se o [-D-glucano, acido a-D-glucano, acido [3-D-
glucano e proteinas complexas de RNA. Essas glucanas também sao capazes de
estimular a producdo de interferon e interleucinas, substancias produzidas
normalmente pelo organismo humano que previnem o aparecimento de doengas
causadas por virus (FUJIMIYA; SUZUKI; KATAKURA, 1999).
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Segundo MIZUNO et al. (1998), o complexo 1,6-a-glucana e 1,4-0-
glucana do cogumelo A. blazei, quando administrado em camundongos normais,
estimulou a sintese de linfécitos, sugerindo que polissacarideos deste cogumelo
podem atuar preventivamente no tratamento contra cancer. Outro indicativo do
potencial do efeito de A. blazei contra o cancer foi estudado por Ahn et al, (2004),
que trabalhou com pacientes com cancer cervical, de ovario e endometrial, com
idade variando de 26 a 79 anos, que utilizaram quimioterapia e drogas anticancer
comerciais e foram submetidos a administracao oral do extrato de A. blazei por
trés semanas. Apos este periodo, os pacientes que consumiram o extrato
apresentaram aumento do numero das células “natural killer” quando comparado
com grupo tratado unicamente com as drogas anticancer. As células “natural killer”
exercem uma importante fungdo no sistema de defesa dos seres humanos e sao
responsaveis por inibir o desenvolvimento de tumores e sua disseminagdo em
diferentes 6rgaos.

O “cogumelo do sol” também pode estar relacionado ao controle de
microorganismos in vitro e in vivo, pois Osaki et al. (1994) encontraram atividade
antibacteriana nos extratos cloroférmicos e metandlicos do basidiocarpo de A.
blazei que foram ativos contra Salmonella typhimurium. Além disso, Di Piero &
Pascholati (2004a,b), demonstraram que o extrato aquoso do basidiocarpo de A.
blazei inibiu, em média, 50% da severidade da antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum lagenarium em plantas de pepino cultivadas em casa de vegetacgéao.
Os mesmos autores também observaram uma reducgao significativa da severidade
de mancha bacteriana causada pela bactéria Xanthomonas vesicatoria, em dois
dos trés testes conduzidos, em plantas de tomate, quando estas foram tratadas

com extrato de basidiocarpo de A. blazei.

2.4.2. Lentinula edodes

O fungo Lentinula edodes (Berk.) Pegler, conhecido comumente como
shiitake (shii = tipo de arvore; take = cogumelo), pertence a classe dos
Basidiomicetos (CHANG & MILES, 1989). E aerdbio e possui elevado potencial de
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biodegradagdo em madeira, ocasionando a “podriddo branca” pela decomposigéo
de lignina (BONONI et al., 1995).

O cultivo de shiitake originou-se na China, sendo posteriormente
introduzido no Japéao por intermédio dos cultivadores chineses. Apds, o cultivo foi
extendido para os Estados Unidos e Europa (PAULA; TARSITANO; GRACIOLLI,
2001). No Brasil, o desenvolvimento da cultura de shiitake iniciou-se na década de
1980 empregando-se como substrato a madeira de Eucalyptus (ANGELIS et al.,
1998).

Atualmente, ha grande interesse no consumo de shiitake, atribuido as
suas ricas propriedades nutricionais e medicinais e também pelo seu apreciavel
sabor, tornando-o o segundo cogumelo mais consumido no mundo (PAULA;
TARSITANO; GRACIOLLI, 2001). Nutricionalmente, o shiitake & rico em proteinas,
contendo, em relacdo a matéria seca, 17,5% de proteinas (com nove aminoacidos
essenciais), 8% de lipideos, 67,5% de carboidratos, 8% de fibras e 7% de cinzas.
O conteudo total de minerais na matéria seca é de 2,6% a 6,5%, com teores
significativos de calcio, fésforo, ferro, sédio e potassio. O cogumelo fresco possui
85% - 95% de agua e é uma boa fonte de vitaminas, especialmente as do grupo B.
(ALMEIDA; UZZO; MALUF, 1999).

Segundo BREENE (1990), desde a antiguidade, varias espécies de
cogumelos tém sido utilizadas como medicamento. O valor medicinal de Lentinula
edodes tem sido relacionado a prevencédo de cancer, tratamento de infecgdes
viroticas, de alergias ambientais, de diabetes, de pressdao sanguinea elevada, de
baixa imunidade, de doencas respiratorias superiores, de fadiga, de tumores e de
efeitos colaterais de quimioterapia (ISMAIL, 2000). Além de possuir atividade
antibiotica (SASAKI et al., 2001), pode atuar na prevengdo de doengas
coronarianas, na reducdo de colesterol, possuindo, além de tudo, atividade
antitrombatica e hipoglicémica (WASSER & WEIS, 1999).

Pesquisas sobre o potencial de L. edodes como agente anti-tumoral
comegaram na década de 60, no Japao, pela Fundacéao Imperial de Pesquisa de
Cancer (DAWN SO0, 2002)
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Segundo Dawn Soo (2002), a molécula bioativa isolada mais pesquisada
de L. edodes é a lentinana, uma f(-1,3-glucana com alta massa molecular
(aproximadamente 5.10°Da), configuracdo de tripla hélice, solivel em &gua,
resistente a temperatura elevada e a acidos e sensivel a alcalis. A lentinana,
extraida de extrato aquoso do corpo de frutificacdo de L. edodes foi testada em
ratos, sendo aplicada por meio de inje¢cdes intraperitoniais, e inibiu em 81% o
desenvolvimento tumoral de sarcoma 180, quando comparado com os ratos nao
tratados. Ela ndo é toxica as células tumorais, age inibindo o crescimento do tumor
pelo acionamento do sistema imunoldgico, ativando células efetoras como
macrofagos, células T-helper e células “natural Killer”, e assim, proporcionando um
aumento no numero de anticorpos, interleucinas e interferon (MIZUNO et al.
1995).

Além da lentinana, varios compostos com propriedades medicinais tém
sido isolados. A molécula KS-2 é um polissacarideo obtido a partir do micélio de L.
edodes e é composta principalmente pelos aminoacidos serina, treonina, alanina e
prolina. Esse polissacarideo apresenta atividade antitumoral em ratos
concomitante a indugéo de interferon e ativagdo de macrofagos (SUZUKI et al.,
1979, citado por TONUCCI, 2004).

Outra substancia, uma glicoproteina denominada LEM (Lentinula edodes
mycelia), constituida de galactose, xilose, arabinose, vitaminas do complexo B e
ergosterol, apés maceracéao, foi extraida do micélio de L. edodes junto com o0 meio
sélido no qual o fungo cresceu vegetativamente por trés a quatro meses a 22°C. O
macerado foi incubado por 60 h a 50°C na presenca de enzimas de ocorréncia
natural do micélio e o residuo foi extraido com agua (60°C) e liofilizado.
Compostos do LEM e duas fragdes extraidas do mesmo (LAP e EP3)
apresentaram atividade anticarcinogénica em animais e humanos, ativando o
sistema imune do hospedeiro (SUGANO et al., 1982).

E encontrada em corpos de frutificacdo de L. edodes outra molécula
bioativa, a eritadenina (purina alcaléide) que é relatada como um agente
hipocolesterolémico. A eritadenina nado inibe a biossintese do colesterol no figado,

mas aumenta a remogdo do colesterol no sangue. Em estudos com ratos
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alimentados com eritadenina em suas dietas, houve a reducdo do colesterol
plasmatico (ENMAN; ROVA; BERGLUND, 2007). Outros estudos com ratos
sugerem que a eritadenina pode aumentar a absorcdo de lipoproteinas
plasmaticas do colesterol pelo figado, reduzindo assim o teor de colesterol
plasmatico (SUGIYAMA, et al., 1997; ENMAN; ROVA; BERGLUND, 2007).

Atualmente, trabalhos tém relatado as propriedades antimicrobianas de L.
edodes. Extratos obtidos a partir do micélio de L. edodes exerceram efeito
inibitério no desenvolvimento in vitro de quatro espécies de fungos filamentosos de
importancia agricola: Helminthosporium sp., agente causal da helmintosporiose do
trigo; Fusarium solani, agente causal da sindrome da morte subita em soja; e
Phomopsis sojae, agente causal da seca das hastes e das vagens da cultura de
soja. Foram usadas trés concentragdes de extratos, porém, ndo houve diferenca
significativa entre as dosagens utilizadas (SASAKI, 1997).

Também na agricultura tem sido estudado o potencial do cogumelo L.
edodes no controle de agentes patogénicos de plantas como bactérias
(PACUMBABA; BEYL; PACUMBABA, 1999; GODOY & PASCHOLATI, 2004;
SILVA et al., 2007) e fungos (FIORI-TUTIDA, 2003; TONUCCI, 2004; TOFFANO,
2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao dos isolados e dos extratos aquosos de Lentinula edodes e
Agaricus blazei

Os isolados, na forma de pd seco de basidiocarpo dos cogumelos
Lentinula edodes (isolado LE-95/01) e Agaricus blazei (isolado ABL-30), foram
cedidos pela Prof? Dra. Marli T. A. Minhoni - Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho, Campus de Botucatu (UNESP).

O preparo dos extratos brutos (EBs) consistiu da hidratagdo do p6 seco de
basidiocarpos com agua destilada na propor¢gdo de 1 grama de pd seco de
basidiocarpo em 14mL de agua destilada (1:14; p:v), incubados durante 24h a
temperatura de 4°C. Apds este periodo, a suspensao foi filtrada em papel filtro
comum. O extrato bruto foi diluido com agua destilada para a obtencédo de
concentracdes estabelecidas para cada bioensaio. Para os testes realizados in
vitro, os extratos aquosos foram filtrados em membrana Milipore (didametro do poro
= 0,2um), sob condigdes assépticas (DI PIERO, 2003a).

3.2. Obtencgéo do fitopatégeno Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

O fitopatdbgeno Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (registro n°® 121)
foi adquirido da Colegcao de Culturas de Fitobactérias — IBSBF do Laboratério de
Bacteriologia Vegetal do Centro Experimental do Instituto Biolégico — Campinas-
SP, por intermédio do curador, Dr. Julio Rodrigues Neto. A bactéria liofilizada foi
repicada em microtubos de ensaio contendo agua destilada esterilizada. Os
microtubos foram mantidos congelados para posteriores repicagens, conforme
sugestao do instituto que forneceu as bactérias. Quando da necessidade de
in6culo bacteriano para os testes, os microtubos contendo as bactérias foram
descongelados e a suspensdo bacteriana foi repicada para o meio nutritivo
nutriente-agar (NA). As placas foram incubadas em ambiente escuro a

temperatura de 28°C durante dois dias.
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3.3. Efeito in vitro dos cogumelos sobre X. axonopodis pv. passiflorae

Tubos de ensaio contendo agua destilada esterilizada receberam extratos
aquosos de L. edodes (LE-95/01) e A. blazei (ABL-30) (preparados conforme item
3.1), de modo a obter-se concentragdes finais de 10%, 20%, 30% e 40% (v/v). O
tratamento controle foi representado por tubos contendo somente agua estéril.
Posteriormente, adicionou-se 1mL de suspensao bacteriana em cada tubo, de
modo que a concentracdo final fosse de 108ufc/mL. O ensaio foi conduzido com
quatro repeticbes por tratamento, de modo que cada tubo representou uma
repeticdo. Os tubos contendo os extratos com a suspensdo bacteriana foram
mantidos no escuro a 28+2°C por 24h. Ao final desse periodo, aliquotas de 300uL
de cada tubo foram pipetadas em placas de Petri contendo meio nutriente-agar
(NA) e espalhadas por toda a superficie do meio com o auxilio de uma alga de
Drigalsky. As placas foram mantidas no escuro a 28+2°C por 48h. A avaliagao dos
resultados foi efetuada por meio da suspensao bacteriana obtida em cada placa,
pela adicdo de 10mL de agua destilada e leitura da absorbadncia em
espectrofotdmetro a 550nm (PICCININ, 2000). Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e feita a regresséo, utilizando o programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2000).

3.4. Indugcao de resisténcia em plantas de maracujazeiro por extratos
aquosos dos cogumelos

As mudas de maracujazeiro foram produzidas no viveiro de mudas
organicas da Fazenda Experimental de Iguatemi — UEM, utilizando-se para isto
dois substratos: substrato 1 (SB) - solo de barranco; substrato 2 (SBC) - 40% de
solo de barranco + 40% de composto organico + 20% de volumoso (casca de
arroz). Os substratos foram corrigidos com 1,0kg de calcario/m® de substrato e
0,5Kg de Yorim/m® (adubo fosfatado) de substrato. A desinfestacdo do solo foi
feita por meio de solarizagdo durante 30 dias e os substratos foram analisados

quimicamente (micro e macronutrientes).
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Neste experimento, utilizaram-se as cultivares de maracujazeiro IAC-275 e
Epagri Oval Grande, semeando-se 2 sementes por vaso (sacos de polietileno com
capacidade para 2L). Os vasos foram mantidos sob telado de sombrite com
reducéo de 30% da luz total para evitar herbivoria. As mudas foram mantidas num
regime de rega diaria. Os tratamentos foram: testemunha (sem tratamento);
biofertilizante Agro-mos® 1%; extrato aquoso de cogumelo A. blazei 20%; extrato
aquoso de cogumelo A. blazei 40%; extrato aquoso de cogumelo L. edodes 20%;
e extrato aquoso de cogumelo L. edodes 40%. A aplicagédo dos tratamentos
iniciou-se quando as mudas apresentavam entre 4-6 folhas. As pulverizacbes
foram semanais sendo realizadas em toda a planta até o ponto de escorrimento,
durante quatro semanas.

Foi utilizado o experimento fatorial em delineamento inteiramente
casualizado, sendo: 10 repetigdes, duas variedades, dois tipos de solo e seis
tratamentos indutores que totalizaram 240 vasos.

Para avaliar a atividade enzimatica induzida a planta pelos tratamentos,
foram realizadas coletas de folhas, sete dias apds a primeira pulverizacado e sete
dias apos a ultima pulverizagao. As amostras foram acondicionadas em geladeiras
de isopor contendo gelo e transportadas imediatamente ao laboratério para o
processamento, visando o armazenamento em congelador (-20°C) para posterior

analise experimental.

3.4.1. Obtencgao dos extratos protéicos

As amostras de tecido vegetal foram maceradas com nitrogénio liquido,
com o auxilio de almofariz. O p6 de folhas resultante foi homogeneizado em 4,0mL
de tampéo acetato de sédio 100mM (pH 5,0) e centrifugado a 20.000g por 10
minutos. O sobrenadante (extrato protéico) foi armazenado em freezer até o
momento da determinacdo da atividade das enzimas g-1,3-glucanases e

quitinases.
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3.4.2. Determinagao da atividade de peroxidases

As amostras de tecido vegetal foram homogeneizadas em 2,0mL de
tampéo fosfato 0,1M (pH 6,0) (tampao de extragdo) e submetidas a centrifugacao
a 10.000rpm durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para avaliar a
atividade enzimatica e o teor de proteinas (BRADFORD, 1976). A atividade de
peroxidases foi determinada a 30°C por meio de método espectrofotométrico
direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaicol a 470nm
(RONCATTO & PASCHOLATI, 1998). Em cubeta de vidro, com capacidade de
3,0mL, foram adicionados 2,9mL de tampdo de reacdo (250uL de guaiacol e
306uL de peroxido de hidrogénio em 100mL de tampéo fosfato 0,1M (pH 6,0)) e
0,1mL de extrato protéico (sobrenadante). A cubeta de referéncia continha 3,0mL
da solugédo de tampao de reagao. A atividade especifica da enzima peroxidase foi

expressa em variagao de absorbancia a 470nm/min/mg de proteina.

3.4.3. Determinagao da atividade de -1,3-glucanases

A atividade foi determinada pela quantificacdo colorimétrica de agucares
redutores liberados de laminarina, por meio do uso da hidrazida do acido p-
hidroxibenzoico (PAHBAH) (LEVER, 1972). Foram preparados dois tubos de
ensaio de mistura de reagdo por amostra. Um tubo (por amostra) consistiu de
150uL do extrato protéico e 150uL de laminarina (2,0mg/mL), e o outro consistiu
somente de 150uL do extrato protéico. Preparou-se também um tubo controle por
lote de amostras preparadas que consistiu em 150uL de solugdo de tampao de
extragdo (tampao acetato de sédio 100mM (pH 5,0)) e 150uL de laminarina. Os
tubos foram incubados a 40°C por 1h (ABELES e FOENCE, 1970). Apos esse
periodo, foi acrescentado 150uL de laminarina (2,0mg/mL) as misturas que foram
incubadas somente com o extrato protéico. Em seguida, foram retiradas aliquotas
de 30uL de cada tubo e a cada aliquota foi acrescentado 1,5mL de solugdo de
hidrazida alcali 0,5% (hidrazida do acido p-hidrobenzéico — PAHBAH preparada a
2,5% de HCI 0,5M e NaOH 0,5M). Os tubos contendo essa nova mistura foram
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incubados a 100°C por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram resfriadas
a 25°C e procedeu-se a leitura da absorbancia a 410nm contra o contole. O
resultado final foi a diferenca entre as absorbancias do tubo que foi incubado com
laminarina e do tubo que foi incubado sem laminarina. A diferenga das leituras de
absorbancia foram plotadas em curva padrdo para a glicose e o resultado

expresso [g de glicose/mg de proteina.

3.4.4. Determinagao da atividade de quitinases

A atividade de quitinases foi avaliada pelo método de Hackman &
Goldberg (1964), pela quantificacdo espectrofotométrica indireta do Remazol
Violeta Brilhante liberado de Chitin Azure (SIGMA). A mistura de reacéo constituiu
de 900 uL da solugao de substrato (1% (p/v) de Chitin Azure em tampao fosfato
50mM pH 6,0) e 100uL do extrato. Na mistura de reagao-controle, o extrato foi
substituido por tampao de extracdo no mesmo volume. A reacdo desenvolveu-se
por 48h a 25°C sob agitacdo seguindo-se de centrifugagdo a 10.000rpm durante
10 minutos. Apds, foi determinada a absorbancia a 575nm. Calculou-se a
diferenca entre o valor de absorbancia de cada amostra e valor de absorbancia do
controle. Os resultados finais foram expressos em unidades de quitinase. Uma
unidade de quitinase correspondeu a variagdo de 0,001 no valor de absorbancia
por ug de proteina total.

Para a avaliacdo de todas as enzimas, foi calculada a média dos
resultados da primeira e segunda coleta. Com as médias, calculou-se a atividade
especifica do periodo de tratamento. Os dados foram submetidos a analise de
variancia, sendo realizado desdobramento quando houve efeito significativo da
interacdo, pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). Nao foi realizado
o desdobramento entre os tipos de solo. As médias foram comparadas pelo teste

de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.4.5. Quantificagao de proteinas

A quantificacdo de proteinas totais presentes no extrato foi determinada
utilizando-se o método de Bradford (1976). Em cada 0,8mL de amostra foram
adicionados sob agitagdo 0,2mL de reagente concentrado de Bradford. Apds 5 min
de incubacdo a temperatura ambiente, realizou-se a leitura de absorbancia a
595nm. Como referéncia foi utilizado 0,8mL de agua destilada e 0,2mL de
reagente concentrado de Bradford. A concentragao de proteinas de cada amostra,
expressa em termos de equivalentes ug de albumina de soro bovino (ASB) em
0,8mL de amostra (ug proteina), foi determinada utilizando-se curva padrdo de

concentragdes de ASB variando de 0 a 20pg.

3.5. Detecgao de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em plantulas de
maracujazeiro, por PCR (Reag¢ao em Cadeia da Polimerase)

Para verificar a transmissibilidade da bactéria para plantulas de
maracujazeiro, 400 sementes de cada uma das cultivares Epagri Oval Grande,
IAC-275 e 400 sementes de frutos obtidos com produtores da regido de Maringa
(sem variedade especifica), foram semeadas em bandejas plasticas contendo
areia desinfestada em coletor solar (sete dias) e mantidas em casa de vegetacao
com o regime de rega diaria. Cada bandeja recebeu 100 sementes, totalizando
quatro repeticbes de 100 sementes em cada tratamento.

Plantulas com cerca de 15 dias foram coletadas e submetidas a técnica de
PCR - Reacgao de Polimerizacdo em Cadeia, com “primers” especificos para a
bactéria. Foi feita uma analise por repeticdo, onde as plantulas coletadas em cada
repeticdo foram picadas e misturadas. Em seguida foi realizada a extragdo do
DNA total das amostras de tecido vegetal segundo MURRAY & THOMPSON,
1980 (modificado) e a extracdo de DNA gendmico das bactérias foi realizada
segundo Dunigan (1997). Para a reagcdao de PCR utilizaram-se dois “primers”
especificos de X. axonopodis pv. passiflorae (GONCALVES & ROSATO, 2002),
Pas-R (5-CACAGCTGCCATGATGAG-3) e Pas3-D (5-
GAGGCGTTTTTGGGACCC -3'). Para a reagao foram utilizados 1,5mM de MgCl,,
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100mM de dNTP, 1,5mM de cada “primer’ e 0,5U de Taq DNA polimerase. As
condi¢cdes de amplificacdo para ambos os pares de “primers” foram: 1 ciclo de
94°C/3min e 35 ciclos (94°C/1min, 58°C/1min e 72°C/1min). Os produtos de

amplificagao foram visualizados em géis de agarose 1,0%.

3.6. Efeito dos extratos de cogumelos na emergéncia de plantulas de
maracujazeiro

Para verificar o efeito dos extratos dos cogumelos L. edodes e A. blazei na
emergéncia de plantulas, utilizaram-se sementes da cultivar Epagri Oval Grande
que foram embebidas durante 36h em agua (testemunha) e 12h em agua mais
24h em extrato bruto aquoso dos cogumelos, preparados conforme o item 3.1. As
sementes tratadas foram semeadas em bandejas plasticas contendo substrato
desinfestado em coletor solar por sete dias, constituido de 60% de solo de
barranco + 30% de solo de mata + 10% de serrapilheira. Cada tratamento
constituiu-se de oito bandejas com 50 sementes por bandeja, que foram mantidas
em casa de vegetacdo com rega diaria. Apos 40 dias da semeadura, foi feita a
contagem de plantas emergidas para verificar se havia ocorrido inibicdo da
emergéncia em fungdo dos tratamentos com cogumelos. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000). As médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de

probabilidade.

3.7. Protecao de plantas de maracujazeiro, em casa de vegetacao, por
extratos aquosos de cogumelos aplicados por meio de tratamento de
sementes e pulverizagao foliar

Para avaliar o efeito dos extratos de cogumelos na severidade e na
incidéncia da bacteriose no maracujazeiro, utilizaram-se dois métodos de

aplicacao dos extratos: tratamento de sementes e pulverizagédo da parte aérea.
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3.7.1. Aplicagado dos cogumelos por tratamento de sementes

Sementes da cultivar Epagri Oval Grande foram embebidas durante 24 h
em agua (testemunha), ou solugédo de extrato bruto de L. edodes ou de A. blazei
(preparado conforme item 3.1.). Apos os tratamentos, as sementes foram
plantadas em vasos de polipropileno contendo solo de barranco desinfestado em
coletor solar (sete dias). Foi utilizado o experimento fatorial em delineamento
inteiramente casualizado, com trés tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada
repeticdo composta de quatro plantas, totalizando 16 plantas por tratamento, que
foram mantidas em regime de rega diaria. No momento em que as mudas
apresentavam uma média de oito folhas, foi realizada a inoculagéo da bactéria X.
axonopodis pv. passiflorae por meio de cortes de tesoura previamente imergida
em suspensado de inéculo bacteriano (ROMEIRO, 2001), na concentragdo de
108UFC/mL. As plantas foram mantidas em local sombreado e em camara Umida
por 24h antes da inoculacao e 24h apds a inoculacdo. No inicio do aparecimento
dos sintomas, em torno do décimo dia, iniciaram-se as avaliagdes em intervalos de
dois dias, quantificando-se o numero de plantas com sintomas (incidéncia) e a
area foliar lesionada (severidade) de todas as folhas de todas as plantas, segundo
a escala diagramatica de MARTINS et al. (2004). Foram feitas oito avaliagdes.
Foram calculadas a severidade, a incidéncia (nUmero de plantas doentes) e a area
abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Os valores de AACPD foram

calculados conforme equacao:

n-1

AACPD = 2, (xi + Xir1 )(ti41-t)
i 2

Onde, n é o numero de avaliagdes, x € a propor¢ao da doenca no tempo ti,
e (t =1 — ti) o intervalo de avaliagdes consecutivas. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P= 0,05) pelo
programa SASM-Agri (CANTERI et al., 2001). Os valores foram transformados em
‘log x” na base 10 para a severidade e AACPD e "(x+k)*1/2" com k = 0,1 para a

incidéncia, para analise estatistica.
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3.7.2. Aplicagao dos cogumelos através de pulverizagao foliar

Sementes da variedade Epagri Oval Grande foram semeadas em vasos
de polipropileno contendo solo de barranco desinfestado em coletor solar (7 dias).
Foi utilizado o experimento fatorial em delineamento inteiramente casualizado com
trés tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada repeticdo composta de quatro
plantas, totalizando 16 plantas por tratamento, que foram mantidas em regime de
rega diaria. Os tratamentos foram: agua (testemunha); extrato aquoso de
cogumelo A. blazei 20%; e extrato aquoso de cogumelo L. edodes 20%. Os
tratamentos foram realizados no momento em que as mudas estavam com 4-6
folhas, por meio de pulverizagdo em toda planta até o ponto de escorrimento,
durante trés semanas, sendo as pulverizagbes semanais. Sete dias apos a ultima
pulverizagao, foi realizada a inoculagcdo da bactéria X. axonopodis pv. passifiorae
por meio de cortes de tesoura previamente imergida em suspensao de indculo
bacteriano (ROMEIRO, 2001), na concentracdo de 10°UFC/mL, As plantas foram
mantidas em local sombreado e em camara umida por 24h antes da inoculacéo e
24h ap6s a inoculacdo. No inicio do aparecimento dos sintomas, em torno do
décimo dia, iniciaram-se as avaliagbes em intervalos de 2 dias, quantificando-se o
numero de plantas com sintomas (incidéncia) e a area foliar lesionada
(severidade) de todas as folhas de todas as plantas segundo a escala
diagramatica de Martins et al. (2004). Foram feitas oito avaliagbes. Foram
calculadas a severidade, a incidéncia e a area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD). Os valores de AACPD foram calculados conforme equagao

anteriormente descrita no item 3.7.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito in vitro dos cogumelos sobre Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae

Nos testes in vitro dos extratos aquosos de L. edodes sobre a
bactéria fitopatogénica X. axonopodis pv. passiflorae (Figura 1), por meio da
analise de regressao por polinbmios ortogonais (Teste F, p=0,05) da absorbancia,
o modelo ajustado foi linear, observando-se inibicdo do desenvolvimento da
bactéria nas concentragcbes testadas. Essa inibicdo foi dose dependente, pois
aumentou com o aumento da concentragéo do extrato.

Em relacdo ao efeito dos extratos aquosos de A. blazei (Figura 2),
ressaltou-se pela analise de regressao por polinbmios ortogonais (Teste F,
p=0,05), um modelo exponencial no qual o maior valor alcangado ocorreu na
concentracao de 20% com o valor de absorbancia de 0,919UA, ou seja, houve
efeito estimulatorio inicial para o desenvolvimento da bactéria até a concentracao
de 20% e, apos, ocorreu um declinio desse efeito estimulatério do
desenvolvimento bacteriano. Porém, na concentragdo maxima testada (40%), ndo

houve efeito inibitdrio em relagéo aos testes sem extrato do cogumelo.
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Figura 1. Efeito de extratos de Lentinula edodes sobre o desenvolvimento in vitro da
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.
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Figura 2. Efeito de extratos de Agaricus blazei sobre o desenvolvimento in vitro da
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.
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A atividade antimicrobiana de L. edodes ja foi verificada por varios
autores. Pacumbaba; Beyl; Pacumbaba (1999) comprovaram a atividade inibitoria
do lixiviado de micélio de L. edodes contra varias bactérias como Pseudomonas
syringae pv. glycinea, P. syringae pv. tabaci, Xanthomonas campestris pv.
glycines, X. campestris pv. campestris, Erwinia amylovora, Ralstonia
solanacearum, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Listeria monocytogens, Salmonella typhimurium e
Staphylococcus aureus, o que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.
Hatvani (2001) verificou que o fluido de cultura de L. edodes agiu como
bacteriostatico contra Streptococcus pyognes, Staphylococcus aureus e Bacillus
megaterium, Sasaki et al. (2001), ao incorporarem ao meio BDA extrato aquoso de
L. edodes nas concentragbes de 10%, 20% e 30%, verificaram efeito inibitério
sobre os fungos Helminthosporium euphorbia, Helminthosporium sp. e Phomopsis
sojae. Piccinin (2000) verificou que tanto o filtrado de basidiocarpo como o filtrado
de estipe de L. edodes apresentaram efeito inibitério na esporulacido de
Exserohilum turcicum em concentracdes superiores a 10%. Ishikawa (1998)
avaliou a atividade antibacteriana in vitro de um isolado de L. edodes sobre 20
espécies de bactérias decompositoras de alimentos e verificou uma maior inibicao
em bactérias Gram positivas, sugerindo que a atuagdo de substancia inibidora
pode ocorrer sobre a parede celular. Nesse estudo, a bactéria Bacillus subtilis foi a
mais sensivel. Posteriormente, foi testada a atividade antibacteriana de 35
isolados de L. edodes em B. subtilis onde todos os isolados provocaram a inibicao
da bactéria (ISHIKAWA; KASUYA; VENETTI, 2001).

Fiori-Tutida (2003); Fiori-Tutida et al (2007) ao testarem, in vitro, varias
concentracdes de extrato de L. edodes e A. blazei (0,1%, 1,0%, 10% e 40%) em
Puccinia recondita f. sp. tritici e Bipolaris sorokiniana, observaram que os extratos
dos cogumelos inibiram significativamente a germinacéo de esporos de Puccinia
recondita f. sp. tritici, no entanto, os extratos de ambos os cogumelos nao tiveram
efeito significativo tanto no crescimento micelial quanto na germinacdo dos
esporos de B. sorokiniana. Segundo Del Signore; Romeo; Giaccio (1997), os

cogumelos do género Agaricus apresentam substancias fendlicas em sua
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composigdo que sao conhecidas por possuirem algumas propriedades
antibacterianas ou inibidoras de microorganismos.

Porém, resultados divergentes podem ocorrer, pois alguns isolados de
cogumelos podem apresentar maior ou menor concentragcdo de substancias
inibitérias ou diferir na composicao e na atividade dessas substancias (TONUCCI,
2004). Por exemplo, Silva (2007), realizou testes in vitro com os extratos aquosos
de L. edodes e A. blazei nas concentragbes de 5%, 10%, 15% e 20%, em
Clavibacter michiganensis subsp. solanacearum e constatou que nenhum extrato
inibiu o crescimento da bactéria. Em alguns tratamentos, os extratos chegaram a
estimular o crescimento, mostrando que ao contrario de um possivel efeito
antibiotico, ocorreu, provavelmente, uma melhoria na condi¢ao nutricional do meio
de desenvolvimento das bactérias. Em testes in vitro realizados com os mesmos
extratos aquosos de A. blazei e L. edodes com a bactéria Ralstonia solanacearum,
ndo ocorreu inibicdo significativa do crescimento bacteriano (SILVA;
PASCHOLATI; BEDENDO, 2007). Também, Di Piero & Pascholati (2004a),
utilizando extratos de isolados de L. edodes e A. blazei para teste in vitro com a
bactéria Xanthomonas vesicatoria, verificaram que os extratos de L. edodes nao
apresentaram efeito inibitério sobre a bactéria e que os extratos de A. blazei
chegaram a estimular seu crescimento.

Trabalhos de Piccinin (2000) e Tonucci (2004) corroboram os resultados
deste trabalho. PICCININ (2000) verificou que extratos de basidiocarpos e estipe
de L. edodes na concentragao de 2%, incorporados ao meio de cultivo, reduziram
a multiplicagdo da bactéria de X. axonopodis pv. passiflorae. Tonucci (2004)
também verificou o efeito in vitro de extratos aquosos de basidiocarpos de quatro
isolados L. edodes nas concentragbes de 5%, 10%, 15% e 20% sobre X.
axonopodis pv. passiflorae, e observou que todos os isolados proporcionaram
reducao significativa até a concentracdo de 15%. A mesma autora verificou que
extratos de basidiocarpos autoclavados, na concentragdao de 20%, resultaram na
perda da atividade bioldgica sobre o crescimento de X. axonopodis pv. passiflorae.
Portanto, extratos de L edodes podem exercer efeito antibidtico contra X.

axonopodis pv. passiflorae e extratos de A. blazei podem, dependendo da
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concentragcao utilizada, atuar como promotor do desenvolvimento de X.

axonopodis pv. passiflorae.

4.2. Indugcao de resisténcia em plantas de maracujazeiro por extratos
aquosos dos cogumelos

Os resultados da atividade de peroxidases da cultivar IAC-275 (Quadro 1)
mostraram que os tratamentos realizados com o cogumelo A. blazei 20% e 40%
foram superiores a testemunha quando o cultivo foi realizado em solo de barranco,
apresentando um incremento acima de trés vezes. O tratamento com A. blazei
20% foi superior a testemunha quando o cultivo foi em solo de barranco com
composto organico. Embora, numericamente todos os tratamentos tenham tido
valores maiores que a testemunha, estatisticamente, nem todos apresentaram

diferenca significativa.

Quadro 1. Atividade de peroxidases em folhas de plantas de maracujazeiro variedade
IAC-275, tratadas com extratos dos cogumelos e cultivadas em solo de barranco (SB) e
solo de barranco + composto organico (SBC)

Tratamentos SB* SBC*
Testemunha (agua) 0,4059 b 0,5467 b
Agro-Mos® 0,6087 b 0,7433 b
Agaricus blazei 20% 1,1510 a 1,6716 a
40% 1,1278 a 0,7234 b
Lentinula edodes 20% 0,5281 b 0,8775 b
40% 0,5059 b 0,8094 b

*Valores calculados pela média dos dados da primeira coleta (7 dias apdés o primeiro
tratamento) e da segunda coleta (7 dias apos o ultimo tratamento). Valores expressos em
Abs/min/mg de proteina. Médias nas colunas, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade
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Em relacdo a variedade Epagri Oval Grande (Quadro 2) cultivada em solo
de barranco, os tratamentos com A. blazei 20% e L. edodes 40% mostraram-se
superiores a testemunha. Para o solo de barranco com composto organico, os
tratamentos com A. blazei 20% e 40%, L. edodes 40% e o controle positivo Agro-
Mos® foram estatisticamente superiores a testemunha. Os resultados com o Agro-
Mos® foram discrepantes, pois no solo de barranco o resultado foi numericamente
inferior a testemunha e no solo de barranco com composto obteve-se valor
estatisticamente maior que a testemunha e mais de duas vezes maior que o valor

alcangado para o solo de barranco.

Quadro 2. Atividade de peroxidases em folhas de plantas de maracujazeiro variedade
Epagri Oval Grande, tratadas com extratos dos cogumelos e cultivadas em solo de
barranco (SB) e solo de barranco + composto organico (SBC)

Tratamentos SB* SBC*
Testemunha (agua) 0,5982 b 0,5213 b
Agro-Mos® 0,3728 b 0,7960 a
Agaricus blazei 20% 0,8490 a 0,6764 a
40% 0,4609 b 0,7457 a
Lentinula edodes 20% 0,5557 b 0,5365 b
40% 0,8819 a 0,8075 a

*Valores calculados pela média dos dados da primeira coleta (7 dias apds o primeiro
tratamento) e da segunda coleta (7 dias apds o ultimo tratamento). Valores expressos em
Abs/min/mg de proteina. Médias nas colunas, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade

Pbdde-se observar que a atividade de (3-1,3-glucanases (Quadro 3) para a
variedade |AC-275 cultivada em solo de barranco, apresentou aumento

significativo dos valores, em relagdo a testemunha, para os tratamentos com L.
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edodes 20% e 40% e o controle, porém, o valor obtido com o tratamento com A.
blazei 20% foi significativamente inferior. Em solo de barranco com composto
organico os tratamentos com A. blazei 40% e L. edodes 20% e 40% apresentaram
valores superiores a testemunha e ao controle. Tais resultados demonstram que o
cogumelo L. edodes, nas duas concentragdes utilizadas, proporcionou uma maior

atividade de -1,3-glucanases nos dois solos testados.

Quadro 3. Atividade de f-1,3-glucanases em folhas de plantas de maracujazeiro
variedade IAC-275, tratadas com extratos dos cogumelos e cultivadas em solo de
barranco (SB) e solo de barranco + composto organico (SBC)

Tratamentos SB* SBC*
Testemunha (agua) 0,560 b 0,537 b
Agro-Mos® 1,031 a 0,533 b
Agaricus blazei 20% 0,293 ¢ 0,432 b
40% 0,524 b 0,710 a

Lentinula edodes 20% 0,871 a 0,716 a
40% 0,887 a 0,881 a

*Valores calculados pela média dos dados da primeira coleta (7 dias apdés o primeiro
tratamento) e da segunda coleta (7 dias apos o ultimo tratamento). Valores expressos em
em ug de glicose/mg de proteina. Médias nas colunas, seguidas de mesma letra, nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade

A atividade de (-1,3-glucanases (Quadro 4), na variedade Epagri Oval
Grande, nao apresentou aumento significativo nos diferentes tratamentos
indutores e nos dois tipos de solo, em relacédo a testemunha. Além disso, em solo
de barranco, os tratamentos com L. edodes 20% e 40% proporcionaram, ainda,
uma diminuic¢ao significativa dos valores quando comparados a testemunha. E em
solo de barranco com composto, todos os tratamentos apresentaram valores

significativamente inferiores a testemunha.
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Quadro 4. Atividade de [B-1,3-glucanases em folhas de plantas de maracujazeiro
variedade Epagri Oval Grande, tratadas com extratos dos cogumelos e cultivadas em solo
de barranco (SB) e solo de barranco + composto organico (SBC)

Tratamentos SB* SBC*
Testemunha (agua) 0,717 a 0,928 a
Agro-Mos® 0,849 a 0,549 b
Agaricus blazei 20% 0,830 a 0,663 b
40% 0,852 a 0,398 b
Lentinula edodes 20% 0,377 b 0,541 b
40% 0,489 b 0,547 b

*Valores calculados pela média dos dados da primeira coleta (7 dias apds o primeiro
tratamento) e da segunda coleta (7 dias ap6s o ultimo tratamento). Valores expressos em
Mg de glicose/mg de proteina. Médias nas colunas, seguidas de mesma letra, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade

Para a atividade de quitinases, observou-se que os tratamentos com A.
blazei 20% e 40%, na variedade |AC-275 (Quadro 5) cultivada em solo de
barranco, promoveram aumento significativo dos valores quando comparados a
testemunha. Os demais tratamentos da variedade nado diferenciaram
significativamente da testemunha. Em relacdo a cultivar Epagri (Quadro 6),

nenhum tratamento diferenciou da testemunha.
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Quadro 5. Atividade de quitinases em folhas de plantas de maracujazeiro variedade IAC—
275, tratadas com extratos dos cogumelos e cultivadas em solo de barranco (SB) e solo
de barranco + composto organico (SBC)

Tratamentos SB* SBC*
Testemunha (agua) 1,105 b 1,123 b
Agro-Mos® 1,338 b 1,207 b
Agaricus blazei 20% 1,811 a 1,239 b
40% 2,083 a 1,521 b

Lentinula edodes 20% 1,458 b 1,277 b
40% 1,561 b 1,393 b

*Valores calculados pela média dos dados da primeira coleta (7 dias apdés o primeiro
tratamento) e da segunda coleta (7 dias apos o ultimo tratamento). Valores expressos em
unidades de quitinase/mg de proteina. Médias nas colunas, seguidas de mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade

Quadro 6. Atividade de quitinases em folhas de plantas de maracujazeiro variedade
Epagri Oval Grande, tratadas com extratos dos cogumelos e cultivadas em solo de
barranco (SB) e solo de barranco + composto organico (SBC)

Tratamentos SB* SBC*
Testemunha (agua) 0,971 a 1,019 a
Agro-Mos® 1,639 a 1,176 a
Agaricus blazei 20% 1,343 a 0,988 a
40% 1,357 a 1,337 a
Lentinula edodes 20% 1,347 a 1,284 a
40% 1,420 a 1,195 a

*Valores calculados pela média dos dados da primeira coleta (7 dias apdés o primeiro
tratamento) e da segunda coleta (7 dias apds o ultimo tratamento). Valores expressos em
unidades de quitinase/mg de proteina. Médias nas colunas, seguidas de mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade
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As analises bioquimicas feitas mostraram que a enzima quitinase, com
excecao dos tratamentos com A. blazei para a cultivar IAC-275 em solo de
barranco, ndo apresentou atividade superior a testemunha. Isso pode ser um
indicio de que a enzima nao apresenta a capacidade para ser uma boa indicadora
de resisténcia quando se utilizam os cogumelos L. edodes e A. blazei como
indutores de resisténcia, uma vez que, praticamente ndo houve acumulo da
enzima em plantas tratadas com cogumelos e com o indutor de resisténcia Agro-
Mos®. Mas, apesar dos resultados, a magnitude de expressao das enzimas pode
ter sido subestimada, uma vez que nao houve a inoculagdo com o agente
patogénico.

Nas plantas de maracujazeiro, mesmo as nao induzidas (testemunhas),
observou-se atividade das enzimas estudadas. E importante lembrar que algumas
proteinas relacionadas a patogénese podem estar presentes na planta de forma
constitutiva, porém, em baixas concentragbes, aumentando significativamente
como resultado da inducdo de sua sintese por substancias eliciadoras da prépria
planta ou do patégeno (XUE; CHAREST; JABAJI-HARE ,1998).

Apesar de todas as fungdes bioldégicas das peroxidases nédo serem
totalmente compreendidas, sabe-se que elas tém importante papel na biossintese
e lignificagdo da parede celular secundaria que esta relacionada com a resisténcia
a patogenos. Peroxidases especificas, como as de guaiacol, catalisam a oxidagao
de alcoois fendlicos a lignina, ao mesmo tempo reduzem peroxido de hidrogénio a
agua (RESENDE, 2007). Ja foi demonstrada uma correlagdo positiva entre a
lignificacdo da parede secundaria e a protecdo de pepino contra Cladosporium
cucumerum (HAMMERSCHMIDT et al., 1984, citados por XUE; CHAREST;
JABAJI-HARE ,1998) e de varias curcubitdceas contra C. lindemuthianum e
Rhizoctonia solani (SMITH & HAMMERSCHMIDT, 1988).

A atividade de peroxidases na cultivar Epagri Oval Grande foi maior nas
plantas cultivadas em solo de barranco com composto orgéanico, observando-se
que os valores obtidos pelas plantas sem tratamento (testemunhas) foram
estatisticamente iguais, indicando que o substrato pode interferir na atividade

desta enzima quando realizados os tratamentos com os cogumelos. Comparando-
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se 0 desempenho das duas variedades, observou-se que os incrementos da
atividade de peroxidases foram maiores na variedade IAC-275 do que na
variedade Epagri Oval Grande. A resposta da atividade enzimatica pode variar em
fungdo da cultivar. Segundo (CAMPOS et al., 2004), a atividade de peroxidase foi
significativamente maior na cultivar de feijao AB-136, do que nas cultivares Rio
Tibagi, Carioca e Macanudo quando estas foram submetidas a tratamentos com
acido salicilico, patétipo nao virulento de Colletotrichum lindemuthianum (fungo
indutor) e o patétipo virulento 33/95 de C. lindemuthianum.

Varios estudos demonstraram aumento da enzima peroxidase ocorrido por
tratamento com indutores de resisténcia. Xue; Charest; Jabaji-Hare (1998),
usando isolados de Rhizoctonia solani binucleada ndo patogénicos como
indutores de resisténcia, detectaram um aumento da atividade de peroxidases em
tecido de feijao nao inoculado, conferindo, assim, protecdo contra patétipo
virulento de R. solani e C. lindemuthianum. Siegrist et al. (1997) verificaram uma
alta producado enzimatica de peroxidases em fluidos intercelulares de folhas de
feijoeiro induzidas e inoculadas com Uromyces appendiculatus, quando
comparadas com o controle, relacionando a resisténcia com o fato do patégeno
crescer no apoplasto. Di Piero (2003a), verificando o controle da mancha
bacteriana do tomateiro, causada por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
pela utilizacdo de extratos aquosos de L. edodes e A.blazei, observou a ocorréncia
do aumento da atividade de peroxidases nas plantas de tomate tratadas com A.
blazei. Silva (2007) verificando a indugdo de resisténcia em plantas berinjela
contra Ralstonia solanacearum, utilizou extratos de isolados de L. edodes e A.
blazei e também o indutor quimico ASM, constatando um aumento na atividade de
peroxidases em plantas tratadas com A. blazei e ASM. Em teste enzimatico com
plantas de sorgo e milho tratadas com suspensdo de células ou filtrados de
Saccharomyces cerevisae, observou-se que houve alteracdo na atividade de
peroxidases, provavelmente, pelo fato da planta “reconhecer” a levedura ou seus
metabdlitos em resposta a um possivel invasor (RONCATTO & PASCHOLATI,
1998).
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Neste trabalho, a atividade da enzima (-1,3-glucanases foi diferenciada
em funcdo da cultivar e do tipo de solo. A cultivar IAC-275 apresentou valores
superiores a testemunha nos tratamentos com L. edodes 20% e 40% nos dois
tipos de solo, mas a cultivar Epagri Oval Grande obteve valores maiores em suas
testemunhas do que a cultivar 1AC-275, a ponto de ndo haver resultados
significativamente maiores que os das testemunhas.

A enzima quitinase ndo apresentou grande incremento dos seus valores
nas duas cultivares, com excegao dos tratamentos com A. blazei 20% e 40% nos
solo de barranco com a cultivar IAC-275.

Em estudos realizados por Dalisay & Kuc (1995), a atividade da enzima [3-
1,3-glucanases foi baixa nas plantas de pepino induzidas e ndo teve aumento
significativo nos diferentes dias apdés a indugdo, quando comparada com a
atividade das plantas n&o induzidas, resposta que corrobora com o presente
trabalho. Mesmo fato aconteceu com Osswald et al. (2004) ao estudarem o
patossistema sorgo/Colletotrichum graminicola. Os autores observaram que
apesar da inducdo na producdo de fitoalexinas diretamente proporcional a um
aumento na dose de ASM, ocorreu uma reducéo na atividade das enzimas [3-1,3-
glucanase e quitinase.

Resultados diferentes foram encontrados por Di Piero & Pascholati
(2004b) que verificaram que o extrato aquoso de um isolado de A. blazei reduziu
significativamente a severidade da mancha bacteriana em tomateiro, em casa de
vegetacao, quando o extrato foi aplicado cinco dias antes da inoculagdo com o
patdgeno e observaram também um aumento na atividade de B-1,3-glucanases,
sugerindo assim, a indugao de resisténcia em tomateiro contra Xanthomonas
vesicatoria. Selecionando extratos vegetais para indugao de resisténcia e ativagao
de respostas de defesa em cacaueiro, Resende et al. (2007) quantificaram a
atividade de proteinas relacionadas a patogénese estimuladas por VLA (extrato
aquoso fervido de lobeira) e acibenzolar-S-metil (padrdo), observando que ambos
os tratamentos induziram maiores atividades de peroxidases, quitinases e 3-1,3-
glucanases em mudas de cacaueiros, comparados as respectivas testemunhas,

no periodo de 4 a 18 dias apds a pulverizagao. Krisnaveni et al (1999) verificaram
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a indugao de quitinases e -1,3-glucanases em plantas de sorgo expostas a varios
tipos de estresses (infec¢ao fungica, insetos e injurias). Os autores notaram que
os niveis de enzima foram aumentados tanto em plantas resistentes como em
suscetiveis. Entretanto, os padrées de inducéo diferiram no niumero de isoenzimas
induzidas e suas concentragdes relativas.

As enzimas quitinases e [-1,3-glucanases apresentam agéao direta contra
patogenos fungicos, degradando a parede celular com o objetivo de impedir o
estabelecimento de relagbes parasiticas estaveis e a colonizagdo (KUHN, 2007).
Porém, Di Piero (2003b) relata que a protecao de tomateiro contra Xanthomonas
vesicatoria induzida por ASM e A. blazei permanece nao esclarecida, uma vez que
0 patdogeno nao apresenta quitina ou B-1,3-glucana em sua parede celular.
Segundo o autor, essas enzimas podem néo ter efeito direto contra a bactéria,
mas contribuir para a criagdo de um ambiente desfavoravel ao patdégeno nos
espacgos intercelulares, onde ocorre a colonizagdo. Schneider & Ulrrich (1994)
sugeriram um fato importante de que a indugdo de resisténcia pode ser
ocasionada pelo sinergismo do conjunto de enzimas relacionadas a patogénese e
nao por uma enzima em particular, uma vez que n&do encontraram relacéo entre o
aumento da atividade especifica das enzimas quitinases, B-1,3-glucanases,
peroxidases, polifenoxidases e fenilalanina aménia liase em plantas de pepino e
fumo tratadas com indutores (extratos de Reynoutria sachalinensis, preparagdes
de silica e AS-aspirina).

As enzimas relacionadas a patogénese também estdo presentes em
plantas ndo inoculadas com o patdégeno, no entanto, apresentam niveis de
atividade significativamente mais baixos. Isso se deve ao fato que as enzimas
podem estar presentes naturalmente no apoplasto e a liberagdo do sinal de
ativacédo de defesa ocorre no contato do patégeno com a parede celular da planta.
(SBALCHEIRO, 2006). A presenca do patdogeno apdés a inducdo altera a
magnitude dos eventos bioquimicos, bem como, promove o acionamento de
outros mecanismos, enquanto que plantas n&do induzidas e inoculadas com o
patogeno apresentam menor magnitude desses eventos bioquimicos. Dessa

forma, plantas tratadas com indutores de resisténcia, embora pouco se observe
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em termos de alteragbes bioquimicas, sdo protegidas e reagem de forma mais
rapida e eficiente ao desafio de um patégeno (STICHER; MAUCH-MANI;
METRAUX, 1997). No presente trabalho ndo houve a inoculagéo com o patégeno.
Em busca de tentar obter as mesmas condigdes que o agricultor teria no campo,
foram realizados somente os tratamentos com os agentes indutores para a
verificagdo da ocorréncia de atividade enzimatica, sem a inoculagao de patégeno.
Esse fato pode ter proporcionado uma menor magnitude da atividade enzimatica
em relagéo aos testes em que ocorre o desafio com o patégeno.

Varios autores, obtiveram resultados positivos em relacdo a atividade
enzimatica quando, depois de induzidas, as plantas foram inoculadas com o
fitopatbgeno. Nandakumar et al. (2001) induziram a resisténcia em arroz com
Pseudomonas fluorescens, uma rizobactéria promotora de crescimento, e
verificaram a reducdo da severidade da podriddo da bainha causada por
Rhizoctonia solani, correlacionada com o aumento da atividade de peroxidases e
quitinases de forma bastante atenuada. Porém, a partir do momento em que as
plantas foram desafiadas com o patdégeno, a magnitude dessa atividade foi
aumentada, o que nao aconteceu com plantas que nao foram induzidas, mas
desafiadas com o patdgeno. Plantas de cevada tratadas com extratos de folhas de
primavera apresentaram aumento na atividade enzimatica de -1,3-glucanases em
fungcdo do tempo em plantas tratadas com o indutor e inoculadas com Bipolaris
sorokiniana, enquanto que nas plantas somente inoculadas com o patdgeno
ocorreu uma menor atividade da enzima (CARVALHO & BACH, 2004).

Resultados positivos também foram obtidos por Guzzo & Martins (1996)
ao realizarem a pulverizacao do terceiro par de folhas de plantas de café com oito
meses de idade, utilizando-se 50 mg/mL de suspensdao aquosa de Bacillus
thruringienses (Thuricide HP Sandoz). Os autores verificaram que as atividades de
B-1,3-glucanase e quitinases foram induzidas tanto local como sistematicamente,
no intervalo de 4 a 25 e 11 a 25 dias, respectivamente, apds o tratamento com o
agente indutor. A maior protecdo contra Hemilleia vastatrix foi alcangada no

periodo de 7 a 18 dias apds o tratamento com B. thuringiensis e os niveis
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maximos de atividades das enzimas (B-1,3-glucanases e quitinases) foram
observados entre 0 11° e 0 21° dia apds o tratamento com o indutor.

Buscando respostas de defesa contra Xanthomonas vesicatoria, plantas
de tomate foram tratadas com suspensao heterogénea de quitosana de micélio de
Crinipellis perniciosa e ASM (acibenzolar-S-metil) e na avaliagdo da doenca
observou-se que as plantas tratadas e inoculadas com o patégeno apresentaram
uma reducgdo significativa de 87% da expressdo da mancha bacteriana.
Concomitantemente, houve aumento da atividade de peroxidases, quitinases e
aumento da deposicado de lignina sugerindo que as enzimas estao envolvidas na
indugdo de resisténcia (CAVALCANTI, et al. 2007). Kunh (2007) verificou a
atividade enzimatica em plantas de feijoeiro quando estas foram tratadas com os
indutores acibenzolar-S-metil (ASM) e Bacillus cereus antes das plantas serem
desafiadas pelo patégeno causador de crestamento bacteriano comum,
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. O autor observou a ocorréncia da indugao
de resisténcia em funcao dos dois indutores utilizados, porém, para o indutor ASM
a inducdo de resisténcia estava relacionada a aumentos na atividade de
peroxidases, p-1,3-glucanase e quitinases, enquanto que para o indutor B. cereus
ocorreu uma pequena atividade de peroxidases. Lusso & Pascholati (1999)
estudaram a atividade da enzima peroxidase em plantas de milho inoculadas com
os fungos Bipolaris zeicola (interacdo resistente) e B. maydis (interacao
suscetivel). Os resultados mostraram que o material inoculado com B. zeicola
apresentou atividade enzimatica menor em relagédo a B. maydis e préxima dos
valores encontrados para os tecidos das plantas n&o inoculadas.

Embora, neste trabalho, a atividade enzimatica de peroxidases e [3-1,3-
glucanases tenha variado em fungdo da cultivar utilizada, do tipo de solo e da
concentragdo do extratos utilizados, os cogumelos L. edodes e A. blazei
mostraram que podem induzir a atividade dessas enzimas corroborando com 0s
resultados obtidos por Di Piero (2003b) que investigou o potencial de L. edodes e
A. blazei no controle de doencgas de pepino, maracuja e tomate e verificou que
estes cogumelos possuem substancias elicitoras de defesa nas plantas, podendo

auxiliar no controle de doencas
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Neste trabalho tentou-se determinar também a atividade especifica de
polifenoloxidase, porém, ndo se observou atividade especifica da enzima nas

amostras (dados ndo mostrados).

4.3 Deteccao de Xanthomonas axonopodis pv passiflorae em plantulas de
maracujazeiro, por PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase)

Conforme a Figura 3, observa-se que em todas canaletas houve a
presenca de bandas correspondentes a X. axonopodis pv. passiflorae (300pb) ou
seja, em cada lote de 100 plantulas de cada repeticdo de todos os tratamentos,
ocorreu a presenca de pelo menos uma plantula com a bactéria que pode ter sido
transportada da semente para a plantula. Mesmo existindo outros métodos para a

deteccgéao de fitopatdogenos, a técnica de PCR é um método sensivel e confiavel.

!_ﬁ" ‘ﬂﬂdiﬂr

H-‘d-—-- 300pb

Figura 3. Detecgdo de Xanthomonas axonopodis pv. passifiorae em plantulas de
maracujazeiro pelo método de PCR. Onde, M: marcador de peso molecular Ladder
1,0Kpb; CN: controle negativo X. campestris pv. citri; CP: controle positivo X. a. pv.
passiflorae; 1, 2, 3 e 4: produtos de amplificacdo da cultivar Epagri; 5, 6 e 7: produtos de
amplificagdo da cultivar IAC-275; 8, 9, 10 e 11: produtos de amplificacdo de plantulas de
sementes de produtores da regido de Maringa-PR.
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Para a realizacado deste trabalho foram utilizados os “primers” “Pas-R” e
“Pas3-D”. Gongalves & Rosato (2002), por meio da técnica de RAPD, definiram os
primers “Pas-R” e “Pas3-D” como especificos para a X. axonopodis pv. passiflorae
proporcionando uma unica banda de cerca de 300pb. Os “primers” foram testados,
por meio da técnica de PCR, em 54 isolados da bactéria representativos dos
diferentes Estados brasileiros, conseguindo a especificidade para 96,3% das
linhagens amostradas. Somente duas linhagens nao foram detectadas pelos
“primers”. Segundo os autores, os “primers” apresentam um nivel de detecgéo de
alta sensibilidade, permitindo a constatagéao precoce do patégeno.

Atualmente, o uso de tecnologias sofisticadas de amplificacdo do DNA
permite a detecgdo de patdgenos em sementes e outras partes vegetais, de
maneira mais sensivel que os métodos convencionais (NAMETH, 1998). Um
método muito comum para a determinagédo de sanidade de sementes € o do papel
de filtro. Martins; Lavorenti; Urashima (2004) verificaram que, por esse método, o
teste realizado com sementes 100% infectadas, ndo apresentou transmissdo do
patdbgeno para todas as plantulas e mesmo com o plantio de sementes
comprovadamente infectadas com Pyricularia grisea, isso nem sempre resultou
em efeito deletério para plantulas. A porcentagem de plantulas sadias, mesmo
com todas as condigdes aparentemente favoraveis para o desenvolvimento do
fungo, atingiu 35% no método agua-agua. Deste modo, métodos mais sensiveis
de deteccdo sao recomendados. Ruano-Rosa et al. (2007) compararam os
métodos convencional e molecular de detecgdo de microorganismos para o fungo
Rosellinia necatrix, causador da podridao branca da raiz em plantas de abacate na
regiao do Mediterraneo. A técnica de PCR mostrou-se mais eficiente que o
método convencional (observagao microscopica), pois das 47 amostras de raizes
analisadas, o patogeno foi detectado em 37 amostras contra 24 amostras da
metodologia convencional.

Segundo Lépez et al. (2003), as técnicas moleculares sao, atualmente, as
mais apropriadas para deteccdo bacteriana. Testes de PCR providenciam um
diagnostico relativamente rapido e seguro, sem a presenga de reagdes

inespecificas. Além do que, a quantidade inicial da sequéncia alvo de DNA pode
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estar na faixa de alguns picogramas ou nanogramas de bactérias/mL para serem
detectados, sendo, portanto, uma técnica bastante sensivel (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996).

Varios patégenos em plantas tém sido detectados com a utilizagdo da
técnica de PCR. Halfeld-Vieira et al. (2001) verificaram a viabilidade da utilizagao
da técnica de PCR, usando “primers” considerados especificos, para a
identificagcdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e X. axonopodis pv.
phaseoli var. fuscans, visando criar bases para a utilizagdo em diagnose rotineira
e em programas de certificacdo de sementes. Por meio dos resultados, os autores
concluiram que a utilizacédo da técnica de PCR é adequada para esse fim.

A Clorose variegada dos citros (CVC), causada pela bactéria Xylella
fastidiosa, € uma importante doenca que acomete laranjais em varios estados
brasileiros. No Para, folhas e frutos de laranjeira “Péra”, com sintomas
semelhantes a CVC foram coletadas e submetidas ao teste de PCR com “primers”
especificos para a bactéria. A doenga ja havia sido anteriormente assinalada no
estado do Para através da sintomatologia, porém, a presenca do fitopatégeno s6
foi realmente comprovada por meio da detecgcdo molecular, o que pode permitir
um programa de controle da CVC (POLTRONIERI, et al. 2005).

A bactéria Erwinia amylovora agente causal de “fireblight” em cultura de
péra e maga na América do Norte, Europa, regido do Mediterraneo e Nova
Zelandia, também pode ser detectada, com grande sucesso, por meio de “primers”
especificos com a técnica de PCR (SALM & GEIDER, 2004).

El Tassa & Duarte (2005), por meio da técnica de PCR, identificaram a
bactéria Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis, responsavel por causar
podriddo-mole em tubérculos (canela-preta) em plantas de batata no Brasil.
Anteriormente, a espécie P. carotovorum subsp. atroseptium era considerada
responsavel pela causa da doenga, porém, com as técnicas moleculares foi
possivel identificar a subespécie em questdo. Os autores afirmam que testes
bioquimicos e fisiologicos demandam tempo, sdo trabalhosos e, além disso, a

ocorréncia de formas intermediarias dificulta a interpretacdo dos resultados,
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impossibilitando, muitas vezes, a identificacdo correta dessas bactérias, tornando
a utilizacado de PCR um método refinado e eficaz para identificagcado de bactérias.

Dreo et al. (2007) afirmam que apesar de outros métodos de detecgéo de
fitobactérias em plantas, a técnica de PCR é um teste sensivel e de confianga. Os
autores testaram os “primers” desenvolvidos por Maneau, et al. (2005) para a
deteccgao de Xylophilus ampelinus, bactéria causadora da necrose em videira, com
baixa infestacdo de bactérias e obtiveram sucesso, assegurando a alta
sensibilidade da metodologia.

Neste contexto, técnicas moleculares em procedimentos rotineiros de
deteccdo de patdogenos vém sendo cada vez mais estudadas como ferramentas
promissoras devido a sua maior precisdo em caracterizar organismos e apresentar
resultados mais rapidos no processo de identificagdo (LOWS; RADEMAKER;
BRUJIN, 1999).

4.4. Efeito dos extratos de cogumelos na emergéncia de plantulas de
maracujazeiro

Conforme o Quadro 7, observa-se que os tratamentos com extrato bruto
de A. blazei e de L. edodes ndo inibiram a emergéncia das sementes de
maracujazeiro da cultivar Epagri Oval Grande. Observa-se também que o

tratamento com A. blazei promoveu um aumento significativo da emergéncia.
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Quadro 7. indice de emergéncia de plantulas oriundas de sementes tratadas com
extratos aquosos brutos dos cogumelos Agaricus blazei e Lentinula edodes

Emergéncia de

Tratamentos
pléntulas*
Testemunha (agua) 40,5 b
Agaricus blazei 47,3 a
Lentinula edodes 42, b
CV(%) 6,73

* Os valores de cada tratamento representam as médias de 8 repeticdes de 50 sementes
por repeticdo. Médias nas colunas, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade.

Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos referentes a germinagao ou
emergéncia de plantulas com sementes tratadas com cogumelos. Porém, varios
trabalhos referem-se aos efeitos provocados por outras substancias utilizadas
para o controle alternativo de doengas, como por exemplo, extratos de plantas ou
microorganismos. Portanto, a discussdo do presente topico foi embasada em
trabalhos realizados com compostos usados em controle alternativo de
fitopatdgenos. A maioria dos testes séo feitos em laboratério, contudo, o presente
trabalho foi realizado com a semeadura de sementes em solo, em casa de
vegetacao, colhendo-se dados sobre a emergéncia das plantulas. Para haver a
emergéncia de uma plantula, tem que ter ocorrido uma satisfatoria germinagéao.

Neste teste foi avaliado se haveriam efeitos alelopaticos deletérios,
alelopaticos estimulatorios ou nenhum efeito dos extratos brutos de A. blazei e L.
edodes sobre a emergéncia de plantulas de maracujazeiro amarelo, uma vez que
esses extratos foram testados em sementes como possiveis indutores de
resisténcia. Além do tratamento com A. blazei promover maior emergéncia das
plantulas, as mudas apresentaram, visualmente, um maior vico que as mudas
tratadas com L. edodes e a testemunha, embora n&o tenha sido feita mensuracao

nesse sentido. Segundo a Sociedade Internacional de Alelopatia, € definida a
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atividade alelopatica como um processo envolvendo metabdlitos especiais
(aleloquimicos) produzidos por plantas, microorganismos, virus e fungos que
influenciam o desenvolvimento de sistemas agricolas e biologicos (TORRES et al.,
1996). Os compostos alelopaticos podem afetar processos, tais como a
germinacdo das sementes e o crescimento das plantulas, a assimilacdo de
nutrientes, a fotossintese, a respiragdo, a sintese de proteina, a atividade de
varias enzimas e a perda de nutrientes causada por efeitos na permeabilidade da
membrana celular (DURIGAN & ALMEIDA, 1993).

Alguns compostos em plantas apresentam o mecanismo de agao bastante
similar ao de herbicidas, podendo diminuir ou impedir a germinagdo e o
desenvolvimento dos vegetais. O sorgo possui um potente aleloquimico, a quinona
sorgoleone, que inibe a germinacdo e o crescimento de varias plantas
(GONZALEZ; WESTON; CHENIAE, 1998).

A acao dos compostos aleloquimicos ndo € muito especifica podendo uma
mesma substancia desempenhar varias fungdes ou s6 atuarem quando em
presenca de outros compostos em combinacbes e proporgdes especificas ou
ainda, atuarem em algumas espécies e em outras ndao (ALMEIDA, 1990).
Sementes de guanxuma tratadas com extrato aquoso de capim-limdo e
sabugueiro apresentaram intensa inibicdo da germinagao (PICCOLO et al., 2007).

Inoue; Cruz;, Schwan-Estrada (1998a) verificaram inibicdo total da
germinacdo de sementes de soja tratadas com suspensdo aquosa do Oleo
essencial de losna, capim limdo e eucalipto na concentragao de 5% e suspensao
aquosa de 6leo essencial de manjericao, na concentragdo de 3%. Os mesmos
autores (INOUE; CRUZ; SCHWAN-ESTRADA, 1998b) verificaram inibigao total da
germinagdo de sementes de soja tratadas com suspensdo aquosa do dleo
essencial de losna, capim lim&o e eucalipto na concentracdo de 5% e suspensao
aquosa de Oleo essencial de manjericao, na concentragdo de 3%. Com extrato
aquoso de folhas frescas de tremogo branco, sementes de soja ndo tiveram sua
germinacao inibida, mas as de alface apresentaram inibicgdo (CORSATO et al.
2007).
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Santorum et al. (2006) testaram o efeito alelopatico de varias
concentragdes de extrato aquoso de erva-doce para a germinagcédo de alface,
picdo-preto e capim colonido. Para a alface, as concentracées de 20%, 40% e
60% n&o diferiram da testemunha e as demais (80% e 100%) inibiram a
germinagédo. No caso do capim colonido, somente o extrato de concentragcdo de
100% inibiu a germinagdo e em picao-preto, houve inibicdo da germinagao em
todas as concentragdes, mostrando que realmente pode ocorrer diferengas quanto
a atuacao dos metabdlitos. Buttow et al. (2004), verificaram que o extrato de féafia
nao apresentou efeito alelopatico sobre a germinagéo de sementes de alface, mas
em teste com Oleo essencial de alfavaca cravo (ROCHA et al., 2002) e 6leo de
alecrim pimenta (NAGAO et al., 2002) ocorreu a inibicdo da germinacdo. Ja o
extrato volatil de 6leo de jaborandi estimulou o crescimento da radicula e n&o
provocou inibicdo da germinacéo, caracterizando-se como de efeito alelopatico
benéfico (ALVES et al., 2004).

Foram desenvolvidos bioensaios na Embrapa-Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo (CNPMS), para avaliar o efeito de extratos aquosos, a
frio e a quente, da parte aérea de leucena sobre a germinagdo e o
desenvolvimento das plantas de milho. O extrato obtido com agua fria (EF) e
aplicado ao solo ndo causou nenhum efeito fitotoxico sobre a germinagéo e o
desenvolvimento das plantas de milho, porém, o extrato obtido a quente, alterou o
tamanho da radicula, mas nao afetou a germinagao (PRATES et al., 2000). Souza;
Cruz; Constantin (1998), verificaram que extratos aquosos na concentragéo de
10%, das plantas medicinais capim limdo e vetiver inibiram significativamente a
germinagdo de sementes de mentrasto e de picdo, ndo afetando a germinagao
das sementes de algoddo e milho. Tokura & Noébrega (2005), submeteram
sementes de milho a extratos de parte aérea de outras gramineas como trigo,
colza, aveia preta, milheto e nabo forrageiro. Seus resultados demonstraram uma
germinacao superior a 80%, ndo havendo interferéncia na germinacédo. Esses
resultados sugerem que as sementes de milho podem n&o ser muito sensiveis a

aleloquimicos em sua germinagao. Sementes de pepino também nao tiveram sua
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germinacgao influenciada quando tratadas com extrato vegetal aquoso da parte
aérea da planta medicinal barbitimdo (BARREIRO; DELACHIAVE; SOUZA, 2005).

Grande parte dos trabalhos envolvendo testes de germinagcdo com
sementes tratadas esta relacionada a tratamentos com compostos vegetais. O
presente trabalho verificou a influéncia de extratos de fungos sobre a germinagao
de maracujazeiro. Souza Filho & Duarte (2007) verificaram o extrato aquoso de
filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. pipers nas concentragcbes de 1,0% e
4,0%, sobre a germinagao de sementes de malicia e mata-pasto. Os resultados
mostraram que o extrato foi inibitério para a germinagcdo das duas espécies
testadas, sendo maior a inibicdo com a maior concentragado do extrato. Lazzaretti
& Bettiol (1997), utilizando sementes microbiolizadas com produto a base de
células e metabdlitos de Bacillus subtilis, demostraram que o produto nao afetou a
emergéncia de plantulas de feijdo, soja e trigo, em relagdo a testemunha e que
para o teste em arroz, os resultados foram superiores a testemunha. Enquanto
Paz et al. (2007), em ensaio com a microbiolizacdo de sementes de milho e feijao
com B. subtilis em concentragdo de 10° UFC, durante quatro minutos, observaram
gue ocorreu inibicdo de 22,79% das sementes de milho e 14,29% das sementes
de feijdo.

Embora a maior parte dos trabalhos sejam relacionados a germinacgéo,
Rodrigues et al. (2006) avaliaram também a porcentagem de emergéncia de
pléntulas de trigo tratadas por imersao com varias concentragdes de extrato bruto
aquoso (autoclavado e nao autoclavado) de alfavaca. Os autores observaram que
todos os tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo a

testemunha.

4.5. Protecao de plantas de maracujazeiro, em casa de vegetagao, por
extratos aquosos de cogumelos aplicados por meio de tratamento de
sementes e pulverizagao foliar

Em relacdo as mudas obtidas de sementes tratadas com extrato bruto de

L. edodes e A. blazei, ocorreu reducao tanto da severidade, quanto da incidéncia
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da doenga, porém, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos para
AACPD (Quadro 8).

Pode-se observar que os extratos de L. edodes e A. blazei diminuiram
significativamente a severidade da bacteriose em maracujazeiro quando o
tratamento de cogumelos foi realizado por aspersdo nas mudas, embora a AACPD
tenha sido significativamente menor somente para o cogumelo L. edodes.
Contudo, ndo ocorreu diferenga significativa na incidéncia da doenga (Quadro 9).

Mesmo quando os cogumelos afetaram a incidéncia da bacteriose
(Quadro 8) ndo ocorreu 100% de incidéncia nas plantas inoculadas, incluindo as
testemunhas.

As plantas que tiveram suas sementes tratadas com os extratos brutos
dos cogumelos, provavelmente tiveram mecanismos de defesa ativados, uma vez
que os tratamentos com cogumelos evidenciaram uma menor incidéncia e
severidade da doenca. Nos tratamentos em que as plantas foram totalmente
aspergidas com os extratos dos cogumelos, ndo se pbéde observar se houve

inducao localizada e/ou sistémica.

Quadro 8. Efeito dos cogumelos Agaricus blazei e Lentinula edodes na severidade,
incidéncia e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da bacteriose
causada por Xanthomonas axonopodis pv. passifiorae em plantas provenientes de
sementes tratadas da cultivar Epagri Oval Grande cultivadas em solo de barranco

AACPD
TRATAMENTO Severidade (%)* Incidéncia (%)*
severidade
Testemunha (agua) 20,424 a 56,25 a 155,263 a
Agaricus blazei 9,552 b 37,50 b 78,178 a
Lentinula edodes 7,706 b 29,70 b 62,446 a
CV% 20,96 14,71 11,75

* Avaliadas 26 dias apos a inoculagédo. Médias nas colunas seguidas de mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade
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Quadro 9. Efeito dos cogumelos Agaricus blazei e Lentinula edodes na severidade,
incidéncia e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da bacteriose
causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em plantas tratadas na parte
aérea

TRATAMENTOS Severidade (%)* Incidéncia (%)* AACPD
severidade
Testemunha (agua) 24,646 a 71,88 a 176,615 a
Agaricus blazei 16,073 b 50,00 a 139,920 a
(20%)
Lentinula edodes 12,175b 43,75 a 78,210 b
(20%)
CV% 10,03 16,33 7,54

* Avaliadas 26 dias ap6s a inoculagédo. Médias nas colunas seguidas de mesma letra, nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade

A bacteriose causada por X. axonopodis pv. passiflorae € uma doenca
bastante importante para o cultivo de maracujazeiro, pois € de dificil controle e
ainda ndo existem variedades resistentes. Miranda (2004) estudou o patossistema
com o objetivo de avaliar a reagao de oito variedades de maracujazeiro amarelo a
X. axonopodis pv. passiflorae. Apds a inoculagdo das mudas, 100% das plantas
apresentaram sintomas tipicos da doenca, porém, com diferentes niveis de
severidade, sendo a Sul Brasil a que apresentou maior nivel de resisténcia a
doenca dentre todas testadas.

Com a grande utilizagdo de produtos toxicos na agricultura visando o
controle de doencgas, as pesquisas com produtos alternativos podem ser uma
ferramenta muito interessante. Neste contexto, a indugcdo de resisténcia vem
sendo amplamente estudada. Varios indutores bidticos e abioticos tém sido
testados no controle de fitobacterioses. Kuhn (2007), trabalhando com o

patossistema feijoeiro-X. axonopodis pv. phaseoli, constatou que houve redugao
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do crestamento bacteriano quando as plantas foram tratadas com o indutor bidtico
Bacillus cereus e o indutor abiético acibenzolar-S-metil (ASM). No entanto, o efeito
do ASM foi superior ao B. cereus, reduzindo a doenca em torno de 79,1%,
enquanto que B. cereus ocasionou 36,8% de protecdo. Segundo o autor, a agao
do indutor bidtico ocorreu por meio de inducdo de resisténcia, visto que, sua
aplicacao foi efetuada sobre o primeiro par de folhas e o desafio com o patégeno
foi efetuado sobre o primeiro trifélio, portanto, em locais diferentes da planta.

Vigo-Shultz et al. (2006), testando o potencial da tintura etandlica de
guaco (Mikania glomerata) no controle da podridao negra em couve-flor, causada
por X. campestris pv. campestris, trataram a terceira folha com a tintura, com agua
(testemunha) e calda bordalesa (controle) e inocularam a terceira e a quarta folhas
com o patdégeno. Os resultados mostraram redugao na severidade da doencga na
terceira folha nédo diferenciando do controle. Para a quarta folha n&o tratada e
inoculada, nao foi observada diferenca estatistica na severidade entre os
tratamentos na comparagao com a testemunha (agua), indicando haver somente
atividade localizada da tintura na planta, e o tratamento controle com calda
bordaleza comportou-se dessa mesma forma.

Alguns cogumelos tém sido pesquisados como possiveis indutores de
resisténcia no controle de fitobacterioses. Cavalcanti et al. (2007) avaliaram o
efeito de pulverizagdes foliares de extrato de micélio de Crinipellis perniciosa
(MCp) e ASM em tomateiro em relacdo a severidade de crestamento bacteriano
provocado por X. vesicatoria. Os autores verificaram que o melhor resultado de
protecdo das plantas de tomate foi conferido por ASM, que atingiu 49,3% em
comparagao com a testemunha e plantas pulverizadas com MCp atingiram 87,0%
de protecao em relacdo ao desempenho do ASM.

No presente trabalho, utilizando-se extratos de L. edodes e A. blazei,
observou-se uma reducdo da severidade em mudas tratadas e em mudas
provenientes de sementes tratadas. No tratamento com L. edodes, ndo se pdde
saber se ocorreu efeito antibacteriano, pois houve efeito inibitério do
desenvolvimento da bactéria em cultivo in vitro na concentragao de 20% que foi a

concentracao utilizada neste tratamento. No tratamento com A. blazei, sabe-se
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que os resultados nao tiveram a atuacao de efeito antibacteriano, uma vez que no
teste in vitro, a concentragcdo de 20% chegou a estimular o desenvolvimento da
bactéria.

Estudos feitos por Piccinin (2000) mostraram que o lentinan e filtrados de
estipe e micélio de L. edodes reduziram o numero de infecgdes locais e sistémicas
em folhas de maracujazeiro inoculadas com X. axonopodis pv. passiflorae, porém,
o lentinan nao exerceu efeito inibitdrio in vitro sobre X. axonopodis pv. passiflorae,
portanto, a reducdo dos sintomas indicaram uma possivel ocorréncia na indugcao
de protecdo. O mesmo autor observou que o filtrado de basidiocarpo de L. edodes
e o lentinan reduziram a severidade das doengas causadas por Exserohilum
turcicum e Colletotrichum sublineolum em plantas de sorgo. Ja, Silva; Pascholati;
Bedendo (2007), visando a protecao de plantas de tomate em casa de vegetacao,
contra murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, testaram extratos
aquosos de L. edodes e A. blazei. Os autores verificaram que o extrato aquoso de
L. edodes a 10% proporcionou a menor porcentagem de folhas murchas reduzindo
a severidade em 66%. Esse aumento na resisténcia ndo ocorreu devido a uma
acao direta dos indutores sobre o patdégeno, uma vez que ndo houve atividade
antibacteriana in vitro.

Os resultados obtidos por Di Piero (2003b) ao verificar o potencial de
controle da mancha bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria em plantas
de tomate pelo uso de extratos aquosos de basidiocarpo de isolados dos
cogumelos L. edodes e A. blazei, mostraram que de maneira geral, os isolados de
L. edodes nao controlaram a bacteriose, porém, o isolado de A. blazei ABL 99/28,
reduziu significativamente a severidade da bacteriose em dois dos trés testes
conduzidos em casa de vegetagcdo. Este isolado provocou um estimulo do
crescimento bacteriano in vitro, quando utilizado na concentragdo que promoveu a
reducao de severidade da doenga, sugerindo que essa reducgao tenha ocorrido por
indugcdo de resisténcia. O mesmo autor observou efeito promissor do uso de
extrato aquoso de basidiocarpo de isolados de L. edodes no controle da
antracnose de pepino. A porcentagem de protecao, em testes conduzidos em casa

de vegetacao, atingiu 60-70% em termos locais e sistémicos. O efeito dependeu
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do intervalo de tempo entre a aplicagao do extrato na planta e a inoculacido do
patdogeno, da dosagem do extrato utilizada e da concentragdo do indculo
patogénico.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a aplicagao na parte
aérea dos extratos de L. edodes e A. blazei na concentragado de 20% (quadro 9)
diminuiram a severiadade da doenca. Houve diminuicdo da severidade e
incidéncia da doenca quando as sementes foram tratadas. No entanto, nenhuma
das substancias testadas protegeu totalmente o maracujazeiro contra a infecgao
por X. axonopodis pv. passiflorae, mesmo assim, foi demonstrado o potencial dos
cogumelos L. edodes e A. blazei para induzir a resisténcia em plantas de maracuja

contra a bacteriose.
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Um fato interessante no experimento da casa de vegetagdo, nao
encontrado na literatura, foi a presenca de um halo concéntrico em torno do ponto
de penetragado/infecgdo da bacteriose, em folhas oriundas de plantas cujas
sementes foram tratadas com os cogumelos (Figura 4). Esses halos foram
encontrados em numero variavel na face abaxial das folhas, ndo sendo visiveis na
face adaxial. Na Figura 4 (A, B e C) observa-se a presenc¢a do halo e no centro
dos mesmos, a anasarca caracteristica do inicio visual da infeccdo com a bactéria
X. axonopodis pv. passiflorae. Nem todas as folhas e nem todas as plantas cujas
sementes foram tratadas com os cogumelos apresentaram os halos, mas, as que
apresentaram, os halos pareciam restringir o patdbgeno e a expanséo da lesao,
uma vez que nao ocorria o desenvolvimento da doencga. Visualmente, esse halo se
assemelha ao descrito por Romeiro (1995) para camada de cortiga, entretanto, em
analise anatémica, notou-se que esse halo era formado por células ndo continuas,
ricas em substancia de coloragao vermelha (Figura 4D, E e F), suspeitando-se da
presenca de antocianinas que podem apresentar efeito antimicrobiano (COOPER
& RAO, 1992). Porém, a quantificagdo de antocianinas feitas com as folhas
mostrou que nado houve diferenga entre a dosagem das folhas das plantas
testemunhas e das folhas das plantas que as sementes foram tratadas com
cogumelos. Embora a quantidade total de antocianinas nao seja diferente entre os
tratamentos, a alocagdo das antocianinas parece ser diferente, uma vez que elas

podem fazer parte das células proximas ao inicio da lesédo (halo).
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Figura 4. Presenca de halos concéntricos em folhas de maracujazeiro. A,
aspecto externo do halo; B e C: detalhes de A com setas indicando anasarca; D, E e F:
Seccgao transversal de folha de maracujazeiro com setas mostrando as células vermelhas
formadoras do halo.
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5. CONCLUSOES

Os extratos aquosos de Lentinula edodes apresentaram efeito inibitério, in
vitro, sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

Os extratos dos dois cogumelos proporcionaram aumento na atividade de
peroxidases em funcao da cultivar e do tipo de solo.

Os tratamentos das sementes com extratos brutos de L. edodes e A.
blazei ndo inibiram a emergéncia das plantulas de maracujazeiro

Em casa de vegetacdo, os extratos dos cogumelos diminuiram a
severidade da bacteriose em maracujazeiro.

Em funcao dos resultados deste trabalho, os cogumelos Lentinula edodes
e Agaricus blazei mostram-se promissores como indutores de resisténcia para o

controle da bacteriose causada por X. axonopodis pv. passiflorae.
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Figura 4. Curva-padrao para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford.
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