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RESUMO

A preocupagdo com o ambiente e a saude humana tem incentivado a busca por
métodos que reduzam o uso de fungicidas no controle de fitopatdégenos.
Considerando-se os varios resultados positivos ja alcangados pela utilizagdo da
resisténcia induzida, bem como a grande demanda de novos eliciadores de
resisténcia a fitopatdgenos, este trabalho teve como objetivos avaliar o efeito
fungitoxico in vitro do extrato aquoso (EA) de basidiocarpos de Pycnoporus
sanguineus, sobre Colletotrichum lindemuthianum; e avaliar em de casa de
vegetacdo, o controle da antracnose em feijoeiro por esses extratos, bem como a
inducdo de resisténcia pela determinacdo da atividade de peroxidase. Para os
ensaios in vitro foram utilizados EAs, nas concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 20 %,
autoclavados ou esterilizados por filtragao, avaliando-se o crescimento micelial e a
germinacdo de esporos de C. lindemuthianum. Para os ensaios in vivo, EAs ndo
autoclavados a 5, 10 e 20% foram aplicados nas 72 folhas de plantas de feijoeiro
trés dias antes da inoculagdo do patdgeno (5x10* conidios /mL) que ocorreu nas 72°
e 8% folhas. Agua e fungicida azoxystrobin (0,6 g. p. ¢. / L) foram utilizados como
testemunhas. Para a dosagem de peroxidase foram amostradas as 72° e 8% folhas
no momento dos tratamentos e apds trés, seis, nove e doze dias. Os resultados
indicaram atividade antimicrobiana direta dos EAs de P. sanguineus, com inibi¢gao de
até 96% da germinagdo in vitro dos conidios de C. lindemuthianum, independente da
autoclavagem ou ndo dos extratos. Os EAs estimularam em até 34 % o crescimento
micelial. Nas plantas, apenas o EA a 20% controlou a antracnose, com redugao de

70% na severidade na 72 folha (tratada e inoculada), enquanto que para o fungicida



a reducéo foi de 73%. Para a 8?2 folha (apenas inoculada), os EAs a 5, 10 e 20%
reduziram a severidade em 58, 64 e 68%, respectivamente, enquanto que para o
fungicida a reducéo foi de 74%. Essa redugédo na severidade pode estar associada
com a atividade de peroxidase, a qual se apresentava alta, tanto na 72 quanto na 82
folna, no momento da inoculagdo, ou seja, trés dias apds o tratamento. Estes
resultados indicam o potencial de controle da antracnose em feijoeiro pelo extrato de
P. sanguineus, que pode ocorrer por atividade antimicrobiana direta e/ou inducéo de

resisténcia local e sistémica.



ABSTRACT

The concern with the environment and the human health has stimulated the search
for methods that reduce the use of fungicides in the control of phytopathogens.
Considering many positive results already reached by using induced resistance, and
the great demand for new elicitors of resistance to pathogens, this work had the
objective to evaluate the fungitoxic effect in vitro of the aqueous extract (EA) of
Pycnoporus sanguineus basidiocarp, against Colletotrichum lindemuthianum and
evaluate under greenhouse conditions, the control of anthracnose in beans, as well
as the induction of resistance by the determination of peroxidases activity. For the
assays in vitro were used EAs, in the concentrations of 1, 5, 10, 15 and 20 %,
autoiclavated or not. And evaluating the micelial growth and spores germination of C.
lindemuthianum. For the in vivo assays, EAs not autoclavated at 5, 10 and 20%
were sprayed in 7"° leaves of beans plants three days before the inoculation of the
pathogen (5x10* conidia/mL) that was occurred in 7" and 8"° leaves. Water and
fungicide (azoxystrobin 0,6 g. p. c./L) were used as control tratments. For
peroxidase, 7" and 8" leaves were sampled at the moment of treatments and after
three, six, nine and twelve days. The results showed direct antimicrobial activity of
the EAs of P. sanguineus, with inhibition of up to 96% of the germination in vitro of
the spores of C. lindemuthianum, independent of the autoclavation of the extracts.
The EAs stimulated in up to 34 % the micelial growth. In the plants, eA 20%
controlled the anthracnose with reduction of 70% severity in 7" leaf (treated and
inoculated), while for the fungicide the reduction was of 73%. For 8 ™* leaf (only

inoculated), the EAs at 5, 10 and 20% reduced the severity in 58, 64 and 68%,



respectively, while for the fungicide the reduction was of 74%. This reduction in
severity can be associated with the activity of peroxidase, which was presented high,
in both 7" and 8" ° leaves in the moment of the inoculation, it means, three days
after the treatment. These results indicate the P. sanguineus extracts potential for
control of anthracnose in beans plants, that can occurr by direct antimicrobial activity

and/or local and systemic induction.
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1 INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de feijao sendo também
o0 maior consumidor. As regides produtoras tém encontrado varios problemas
relacionados a baixa produtividade, com valores inferiores a 600 Kg.ha'1, que
provavelmente tém suas causas nos métodos culturais inadequados, nas variagdes
climaticas, principalmente na deficiéncia hidrica, além dos problemas fitossanitarios.
O grande numero de doengas que afetam a cultura € o maior responsavel pelo baixo
rendimento, com danos causados por fungos, bactérias, virus e nematdides, sendo
maiores ou menores em funcao de fatores abiéticos relacionados a planta.

Uma das mais severas doengas fungicas do feijoeiro é a antracnose
causada por Colletotrichum lindemuthianum. A antracnose € endémica nas regides
tradicionais da cultura e tem sua condicdo de severa infecgao relacionada a alta
umidade do ar e temperaturas amenas. Além de diminuir o rendimento da cultura, a
antracnose deprecia a qualidade do produto por ocasionar manchas nos graos e
vagem, prejudicando a sua comercializagado e, as vezes, tornando-os improprios
para 0 consumo.

O controle da antracnose do feijoeiro pode ser feito com cultivares
resistentes. No entanto, a falta de cultivares com alto grau de resisténcia e
adaptadas as diferentes regides de cultivo, aliada a grande variabilidade patogénica
apresentada por C. lindemuthianum, dificultam o controle apenas por este método,

conduzindo a necessidade de aplicagdo de fungicidas. O uso racional desses
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produtos pode ter, a curto prazo, um efeito positivo para o produtor. No entanto, a
longo prazo, além da selecéo de isolados dos patdgenos resistentes as substancias
quimicas utilizadas, os resultados para a sociedade como um todo e para 0 meio
ambiente podem se tornar negativos, devido a poluicdo causada pelos residuos. No
caso do feijao produzido em sistema orgéanico de cultivo, o controle torna-se ainda
mais dificil em fungéo da impossibilidade do uso de fungicidas tradicionais.

Desta forma, tém-se buscado novas medidas de protecao das plantas contra
as doencas e, uma das alternativas que tem demonstrado resultados promissores, &
a inducao de resisténcia em plantas, que consiste na ativacado de mecanismos de
defesa latentes existentes na propria planta.

A indugéao de resisténcia em plantas a patdgenos pode ser conseguida com
a aplicagcao de produtos de origem bidtica (como fragmentos de células de leveduras
ou de cogumelo e extratos de plantas medicinais) ou de origem abidtica (como
produtos derivados do acido salicilico). A industria de defensivos tem atentado para
essa tendéncia e tem desenvolvido moléculas capazes de induzirem mecanismos de
defesa nas plantas contra patégenos.

O desenvolvimento de métodos alternativos de controle, como o uso de
produtos naturais com atividades antimicrobianas direta e/ou indutora de resisténcia,
podera contribuir para a redug¢ao dos danos causados pelas doencas, principalmente
em areas de cultivo organico.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método alternativo de controle
da antracnose em feijoeiro pelo tratamento com extrato aquoso de basidiocarpos de

Pycnoporus sanguineus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do feijoeiro

Dentre os géneros e espécies de feijdoes, o Brasil € o segundo maior
produtor do mundo, com a india ocupando o primeiro lugar, China em terceiro,
Estados Unidos em quarto e México em quinto (Borém & Carneiro, 1998).

O feijoeiro comum (Phaseulos vulgaris L.) destaca-se no Brasil, como um
dos produtos agricolas da mais alta expressao econémica e social (Ramalho et al.,
1993). Constitui junto com o arroz, a base da alimentacdo do povo brasileiro,
sobretudo nas classes de renda mais baixa (Vieira, 1998). A leguminosa constitui
também uma importante fonte de proteina na dieta da populacédo (Yokoyama et al.,
1996).

Devido a sua boa adaptacido as mais variadas condi¢cbes edafoclimaticas do
Brasil, o feijoeiro faz parte da maioria dos sistemas produtivos dos pequenos e
médios produtores, cuja produgdo € direcionada ao consumo familiar e a
comercializagao do excedente. Mais recentemente, o feijoeiro passou a ser cultivado
também na época de inverno (periodo seco), sob irrigagdo, atraindo médios e
grandes produtores (Vieira et al., 1993).

No Parana, a cultura do feijoeiro esta distribuida em trés safras distintas ao
longo do ano. O centro-sul do Estado é responsavel por 86% do total colhido, o qual

€ oriundo da safra das “aguas” nos meses de setembro a novembro. Ha ainda a
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safra das “secas” de janeiro a marcgo, e a de outono-inverno ou terceira época, nos
meses de maio a julho. Destes, 70% sé&o resultantes da regido de Ponta Grossa e de
Jacarezinho. Nas regides Norte e Nordeste do Estado esta concentrada a producgéao
da safra do inverno, que representa apenas 2% da produgdo anual, devido a
ocorréncia de periodos de estiagem, baixas temperaturas e ataque de patdgenos
(Demarchi, 1997).

Tem-se constatado em nivel de grandes produtores, rendimentos superiores
a 2000 Kg.ha™ para cultivo em sequeiro e 3000 Kg.ha' em cultivos irrigados,
enquanto os pequenos produtores ndo conseguem sequer alcangar 1000 Kg.ha'1. A
grande diferenga € que os grandes produtores procuram incessantemente a
pesquisa, demandando tecnologias, enquanto o pequeno, pela sua prépria condigao
sécio-econdbmica, ndo tem condigdes de acesso as tecnologias nem tdo pouco
podem contar com um forte servico de assisténcia técnica e extensao rural para
ajuda-los a incorporar as novas tecnologias aos sistemas de producgao (Del Peloso et
al., 1997).

Tanto excesso quanto a falta de chuvas s&o prejudiciais aos feijoeiros,
podendo causar danos durante os estadios vegetativos e/ou reprodutivos.
Temperaturas fora dos limites de 18 a 30 °C também podem afetar a producdo do

feijoeiro, reduzindo-a (Silva, 1996).

2.2 Doencas do feijoeiro

As doengas que ocorrem na cultura do feijoeiro constituem uma das

principais causas da sua baixa produtividade no Brasil. Muitas doencas podem
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causar, dependendo das condigdes de ambiente, danos totais na produgdo ou,
entdo, dependendo do nivel de contaminacao, inviabilizar determinadas areas para o
cultivo (Paula Junior & Zambolim, 1998).

A seguir sdo citadas as doengas tradicionalmente importantes para a cultura
do feijoeiro no Brasil:
a. Doencas causadas por virus: mosaico-amarelo, mosaico-ando, mosaico
comum, mosaico-dourado;
b. Doencas causadas por bactérias: crestamento bacteriano;
c. Doencgas causadas por nematéides: galha das raizes;
d. Doengas causadas por fungos: antracnose, ferrugem, mancha angular,

podriddes radiculares (Vieira, 1998).

2.2.1 Antracnose

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. Et
Magn.) Scrib. € uma das mais severas doengas que atacam o feijoeiro (Augustin e
Costa, 1971). Pode provocar redugdes na produgao de até 100%, além de depreciar
a qualidade do produto (Dalla Pria et al., 1999).

A sobrevivéncia de C. lindemuthianum, conforme Bianchini et al. (1997),
acontece de um ano para o outro em restos de cultura e em sementes. As sementes
infectadas externamente por conidios, ou internamente pelo micélio dormente,
causam lesdes nos cotilédones que atuam como fonte de indéculo secundario. As
sementes constituem, portanto, um meio eficaz de transmissdo do patdégeno, a

longas distancias, ou de plantio a outro. Por outro lado, em curtas distancias, a
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transmissao é realizada por meio das chuvas e de implementos agricolas que
entram em contato com a planta de feijoeiro contaminada. Também o homem e
diversos insetos que visitam as plantas doentes podem disseminar os esporos
aderidos aos corpos.

Segundo Vieira et al. (1993), uma substancia gelatinosa cerca os esporos,
provocando-lhes aderéncia a tudo que neles toca. O desenvolvimento da doenca é
favorecido em temperaturas que variam de 15 a 22 °C e em condi¢des de alta

umidade (Paula Jr. e Zambolim, 1998).

2.2.1.1 Sintomatologia

A doenga pode afetar toda a parte aérea do feijoeiro. Durante a germinagao,
sementes infectadas produzem lesbes escuras nos cotilédones e no hipocdtilo,
podendo causar podriddo de colo da planta. Em caules mais velhos, as lesdes
chegam a atingir 5-7 mm de comprimento (Rava & Sartorato, 1994).

As lesbes ocorrem com maior frequéncia nos peciolos, na superficie inferior
das folhas e nas nervuras. As lesdes caracteristicas, de coloragdo marrom-escura ou
parda, sdo observadas ao longo das nervuras da face inferior da folha. A infecgao
atinge tanto as nervuras principais como as secundarias (Figura 1 A). As vezes as
lesbes podem ser vistas na face superior das folhas, quando entdo uma regiao
clorética se desenvolve ao lado das manchas necroticas e as folhas tendem a
curvar-se para baixo, em casos de infec¢ao severa (Dalla Pria et al., 1999).

A antracnose é reconhecida mais facilmente nas vagens, onde os sintomas

sdo mais definidos (Figura 1 B). Nestas, as lesdes s&o arredondadas, deprimidas, de
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tamanho variavel, apresentando o centro claro, delimitado por um anel negro

levemente protuberante que geralmente se acha rodeado por um bordo de coloragao

café-avermelhada (Rava & Sartorato, 1994).

Figura 1. Lesdes caracteristicas da antracnose em superficie da folha (A) e vagem (B).

A esporulagdo pode ocorrer em lesdes nos peciolos, nervuras principais e
vagens. O centro dessas lesbes torna-se descolorido e durante periodos de baixa
temperatura e alta umidade, os conidios sdo produzidos numa matriz gelatinosa que

escurece quando seca (Dalla Pria et al., 1999).

2.2.1.2 Etiologia

A antracnose do feijoeiro é causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum. A fase perfeita corresponde ao ascomiceto Glomerella cingulata f.
sp. phaseoli. Este fungo € patogénico também a outras espécies de leguminosas
como P. lunatus, P. acutifolius, P. coccineus, Vigna unguiculata e Vicia faba

(Bianchini et al., 1997).
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O fungo tem hifa septada e ramificada e sua coloracdo, a medida que
envelhece, varia de hialina a quase negra. Os conidios sdo hialinos, unicelulares,
oblongos a cilindricos, apresentando as extremidades redondas ou uma delas
pontiagudas. Os conidios medem de 2,5-5,5 x 11-20 um e podem apresentar uma
area clara semelhante a um vacuolo central. A massa de esporos formada nos
acérvulos possui coloragao résea ou salmao. Os conididéforos sao hialinos, eretos,
sem ramificagbes, com comprimento de 40 a 60 um. Os acérvulos s&o providos de
setas que se desenvolvem sobre uma massa estromatica. As setas podem, as
vezes, ser encontradas no hospedeiro e quase sempre em meio de cultura.
Apresentam dimensdes de 4-9 x 30-100 um, sdo marrons e septadas (Rava &
Sartorato, 1994).

C. lindemuthianum apresenta grande variabilidade patogénica, com mais de

30 racgas ja identificadas na América Latina (Bianchini et al., 1997).

2.2.1.3 Epidemiologia

O patogeno C. lindemuthianum sobrevive de uma estagao para outra e pode
ser disseminado pela semente e respingos de chuva (Rava & Sartorato, 1994).

Os conidios que atingem a superficie das plantas podem germinarem 6 — 9
dias, formando um a quatro tubos germinativos e apressorio. Este se prende a
superficie dos hospedeiros, pela sua camada gelatinosa. A pressao mecanica
exercida pelo apressorio faz com que a penetracdo ocorra pela cuticula e epiderme

(Dalla Pria et al., 1999).
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Apds a penetracdo, esta hifa aumenta de tamanho e cresce entre as
paredes celulares e o protoplasto, sem desenvolver sintomas por dois a quatro dias
(Rava & Sartorato, 1994).

As células sdo degradas enzimaticamente, levando ao surgimento de lesdes
aquosas que escurecem devido a alta concentragdo de tanino. O micélio se agrega
dentro das lesdes, formando os acérvulos, que rompem a cuticula do hospedeiro.

Os conidios sao formados dentro de uma matriz gelatinosa e servem como

inéculo para infecgdo secundaria (Dalla Pria et al., 1999).

2.2.1.4 Controle

As principais taticas ou medidas de controle sdo a resisténcia horizontal,
controle quimico, rotagdo de culturas, tratamento de sementes e essas vinculadas
com a época de semeadura.

Segundo Gianasi (2002), entre as estratégias para o controle da antracnose,
a utilizagdo da resisténcia genética é considerada prioritaria em programas de
melhoramento. Entretanto, a dificuldade de incorporar em um unico genodtipo
resisténcia para os principais patétipos do agente causal dessa enfermidade justifica
a necessidade da utilizagcado de outros recursos.

Na agricultura moderna, as doengas fungicas de plantas tém sido
controladas principalmente através do uso de fungicidas. Entretanto, as pesquisas
indicam que mesmo com o aumento expressivo do uso de agrotoxicos, as perdas
atribuidas a doengas e pragas nao sofreram uma redugao drastica e os ganhos de

produtividade ndo foram significativos (Fiori-Tutida, 2003).
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As constantes preocupagdes com o0 ambiente e a saude humana tém levado
muitos pesquisadores a investigar algumas alternativas visando redu¢aéo do uso de
fungicidas com resultados promissores no controle de fitopatdgenos em diversas
culturas. O uso de extratos de microrganismos e produtos oriundos do seu
metabolismo é uma pratica que vem sendo bastante pesquisada em alguns

patossistemas.

2.3 Controle alternativo de doencas

Controle alternativo € o controle de doencas, o qual inclui o controle
bioldgico, a indugédo de resisténcia em plantas (Moraes, 1992) e o uso de extratos
naturais com propriedades antimicrobianas e ou indutores de resisténcia (Schwan-
Estrada et al., 2003).

O controle bioldgico pode ser definido como o controle de um microrganismo
antagbnico, o qual pode atuar por meio de antibiose, parasitismo, competicéao,
predagao ou hipoviruléncia (Cook & Baker, 1983).

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa
latentes existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bidticos
(como microrganismos viaveis ou inativados) ou abidticos, como acido aminobutirico
(Cohen, 1996), acido 2,6-dicloroisonicotinico (Hijwegwn et al., 1996) e Bion®
(Resende et al., 2001). Esses mecanismos de resisténcia podem incluir o acumulo

de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a patogénese (como B-1,3 glucanase,

quitinase e peroxidase) (Pascholati, 1998). Moléculas de origem bidtica ou abidtica,
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capazes de ativar / induzir qualquer resposta de defesa nas plantas, sdo chamadas
de elicitores (Smith, 1996).

A expressao “indugéo de resisténcia” tanto pode ser utilizada para designar
uma protecéao local, isto €, a indugao de uma resisténcia apenas nos tecidos em que
foi realizado o tratamento com o agente indutor, como pode indicar uma resisténcia
sistémica que se manifesta a distancia do local onde foi aplicado o agente indutor
(Moraes, 1992).

A protegao conferida pelo tratamento é capaz de proteger a planta contra
infeccbes subseqlentes por diferentes patégenos (Kuc, 1995). Além disso, a
indugdo de resisténcia mostra-se como uma estratégia potencial para o controle
fitossanitario (Lyon et al., 1995). A resisténcia induzida tem sido verificada em
diversas plantas, incluindo dicotiledéneas e monocotiledéneas (Schneider et al.,
1996).

A protecédo induzida é dependente do intervalo de tempo entre o tratamento
com o indutor e a subsequente inoculagdo do patégeno (tratamento desafiador)
(Pascholati & Leite, 1995). Essa dependéncia indica que mudancas especificas no
metabolismo da planta, envolvendo a sintese e/ou acumulo de substancias, sao

importantes no fendmeno da resisténcia induzida.

2.3.1 Mecanismos de defesa da planta

A resisténcia do hospedeiro a uma doencga pode ser definida, sob o aspecto

fisiolégico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a

subsequente atividade de um patdgeno nos tecidos da mesma (Goodman et al.,
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1986). Para atingir esse objetivo a planta utiliza-se de fatores de resisténcia ou
mecanismos de defesa divididos em duas categorias: pré-formados, presentes na
planta antes do contato com o patdégeno, e pés-formados, que se mostram ausentes
ou presentes em baixos niveis antes da infeccdo, sendo produzidos ou ativados em
resposta a presenga do patdégeno (Misaghi, 1982). Segundo Pascholati & Leite

(1994, 1995) esses mecanismos compreendem, por exemplo:

A. Pré-formados (também denominados passivos ou constitutivos):
a) estruturais: cuticula, tricomas, estdmatos, fibras/vasos condutores;
b) bioquimicos: fendis, alcaldides glicosidicos, lactonas insaturadas,
glicosideos fendlicos e cianogénicos, inibidores protéicos, fototoxinas,
quitinases e B-1,3 glucanases;

B. Pés-formados (também denominados ativos ou induziveis):

a) estruturais: papilas, halos, lignificagdo, camadas de corticga, tiloses;

b) bioquimicos: fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese.

A sequéncia de eventos relacionados a indugao e expressao da resisténcia
ou resposta de defesa inicia-se com o reconhecimento pelo hospedeiro de alguma
caracteristica quimica ou estrutural do patégeno, ou agente de estresse ou dano
associado com a invasao. Esta percepcao resulta na produgao ou liberagdo de um
composto sinalizador que é responsavel pela indugcdo da resposta de defesa da
planta (Johal et al., 1995).

Um dos mais eficientes mecanismos de defesa € a reagdo de
hipersensibilidade, onde ha a inducdo da produgcao de fitoalexinas e de varias

proteinas de defesa codificadas por genes da planta (Stintizi et al., 1993), resultando
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na morte repentina de um numero limitado e células do hospedeiro em torno dos
sitios de infeccao (Pascholati & Leite, 1995).

Os mecanismos ativos de defesa das plantas contra fitopatégenos envolvem
alteracbes metabdlicas que estdo correlacionadas com mudancgas na atividade de
enzimas chaves, como a peroxidase, nos metabolismos primario e secundario (Fric,

1976)" apud (Vigo-Schultz, 2004).

2.3.1.1 Peroxidase

A enzima peroxidase e suas isoformas participam de varios processos
fisiologicos de grande importancia, catalisando a oxidagdo e a eventual
polimerizagdo de alcool hidroxicindmico em presenga de peroxido de hidrogénio,
originando lignina, um importante mecanismo fisico de defesa vegetal (Gaspar et al.,
1982).

Essas enzimas participam da biossintese do horménio vegetal etileno (Isigue
et al., 1993), da oxidagdo de compostos fendlicos, os quais acumulam-se em
resposta a infecgdo (Fry, 1986), oxidagdo do acido indolil-3-acético (AlA) e na
biossintese de lignina (Hoagland, 1990).

As peroxidases (doador: H,O, Oxiredutase, E.C. 1.11.1.7) sdo especificas
para o aceptor de hidrogénio, sendo ativos somente metil, etil e peréxidos, mas
inespecificas para os doadores de hidrogénio, que podem ser fenois, aminofenais,

diaminas, indofendis, ascorbatos e muitos aminoacidos (Bergmeyer et al., 1974).

'Fric, F. Oxidative enzymes. In HEITEFFUS, R.; WILLIAMS, P.H. (Eds.) Physiological Plant
Pathology, Berlin, Springer, 1976. p.617-631.
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Mudancas na atividade das peroxidases tém sido freqlientemente
correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes
patossistemas (Bonatti et al., 1994). Com relagdo a biossintese de lignina, um
polimero complexo formado principalmente de unidades de fenilpropandides, as
peroxidases sdo responsaveis pela remog¢ao de atomos de hidrogénio dos grupos
alcoois hidroxicindmicos, cujos radicais se polimerizam para formar a lignina. Esse
polimero, juntamente com celulose e outros polissacarideos que ocorrem na parede
celular das plantas superiores, funciona como uma barreira fisica a penetracao do
patdgeno (Pascholati & Leite, 1994). A lignificacdo pode impedir o desenvolvimento
do patdégeno nos tecidos vegetais através de varias maneiras: a) estabelecimento de
barreira mecanica ao avango e ao crescimento do patdégeno; b) modificagdo da
parede celular tornando-a mais resistente ao ataque de enzimas hidroliticas; c)
aumento da resisténcia das paredes a difusdo de toxinas produzidas pelos

patdgenos e impedindo que nutrientes do hospedeiro sejam utilizados pelo invasor.

2.3.2 Potencial de extratos de cogumelos no controle de doencas de plantas

Ainda sdo escassos os trabalhos que tém utilizado os cogumelos para o
controle de doengas em plantas, porém os estudos realizados até 0 momento tém
apresentado resultados animadores, demonstrando a importancia dos cogumelos no
mercado mundial, ndo apenas atribuido ao seu valor nutricional, mas também as
possiveis aplicacbes na area médica e industrial e, mais recentemente, na area

agricola para o controle de doengas de plantas (Fiori-Tutida, 2003).
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Pacumbaba et al. (1999) comprovaram a atividade inibitéria de fluido de
Letinula edodes em 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 monocytogenes,
Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus.

Fiori-Tutida (2003) verificou, através dos extratos brutos dos cogumelos L.
edodes e Agaricus blazei, potencial como eliciadores de respostas de defesa em
plantulas, uma vez que estimularam a producgao de fitoalexinas em soja e sorgo,
indugdo de proteinas-PR (glucanase e peroxidase) em trigo e ativaram rotas
metabdlicas para a formacgao de papilas em mesocétilos de trigo.

Di Piero & Pascholati (2004) demonstraram redugao parcial na severidade
da antracnose em folhas de pepino pré-tratadas com os extratos de L. edodes e A.
blazei, bem como sistemicamente. O efeito protetor foi dependente da concentracao
do extrato de cogumelo utilizada e, em menor grau, do intervalo de tempo entre
indugao-inoculagédo e o ambiente. De modo geral, os isolados de L. edodes foram
um pouco mais eficientes que os de A. blazei. Os extratos aquosos de basidiocarpos
dos diferentes isolados n&o inibiram o crescimento micelial e a germinagcdo de
esporos in vitro de Colletotrichum lagenarium. Por outro lado, o extrato de L. edodes
(mistura dos isolados LE 96/17 e LE 96/22) provocou aumento nas atividades de

quitinases e, principalmente, de peroxidases nas plantas tratadas.
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2.3.2.1 Pycnoporus sanguineus

P. sanguineus um fungo do tipo saprofita de crescimento lento, pertencente
a Divisdo Basidiomycota, da familia Poliporaceae, responsavel pela decomposi¢cao
de certos tipos de madeiras nas florestas. Destaca-se pela cor vermelho-alaranjada
de seus basidiocarpos (Figura 2). Esse fungo ha muito tempo é usado na Africa para
o tratamento de varias enfermidades. Possui componentes para o tratamento de
reumatismos, artrites e gota, possuindo ainda atividade antibacteriana e antifungica.

(http://www.naturallist.com/medmushr.htm).

Figura 2. Basidiocarpos de P. sanguineus.

Outras funcdes tém sido atribuidas a P. sanguineus. Zulfadhly et al. (2001)
indicaram o uso desse basidiomiceto P. sanguineus para a remogao de metais
pesados fixados na coluna do leito de rios. Além disso, a presencga de ligninase, Mn-
peroxidase e B -glucosidase, por exemplo, nesse fungo indica-o como potencial para
uso industrial.

A atividade antimicrobiana de P. sanguineus tem sido conhecida desde

1946, quando Bose (1946)?, apud Rosa et al. (2003) isolando poliporin, um

2 Bose SR 1946. Antibiotics in a Polyporus (Polystictus sanguineus). Nature 158: 292-296.


http://www.naturallist.com/medmushr.htm
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composto ativo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e sem atividade
téxica para animais.

Shukla et al. (1996) demonstraram a agao antagonista de P. sanguineus
contra Ganoderma lucidum in vitro. O fungo inibiu o crescimento de duas racas de G.
lucidum, indicando-o como um agente potencial no controle bioldégico de
microrganismos fitopatogénicos.

Smania et al. (1995, 1998) estudaram um antibiético produzido por P.
sanguineus, mostrando que este basidiomiceto produziu cinabarina, um pigmento de
cor laranja ativo contra Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc plantarum, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus e varios Streptococcus spp. . B. cereus e L.
plantarum foram os microrganismos inibidos com a menor concentracdo de
cinabarina (0,0625 mg.ml™'), e K. pneumoniae foi a espécie menos sensivel (>4,0
mg/mi™).

Rosa et al. (2003), avaliando basidiomicetos de 84 espécies de diferentes
ecossistemas do Brasil, com atividade antifungica e antibacteriana de
microrganismos patogénicos e nao patogénicos, verificaram que P. sanguineus inibiu
o crescimento do fungo Candida krusei e das bactérias Listeria monocytogenes e

Staphylococcus aureus.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao de C. lindemuthianum

O patogeno C. lindemuthianum foi obtido a partir de sementes de feijao,
variedade IAPAR 81, e o seu isolamento realizado através da técnica do papel do
filtro com congelamento (Amaral, 1987). O patégeno multiplicado em meio de agar-
vagem (Benhamon et al., 1991) e mantido por 14 dias sob fotoperiodo de 12 h, e

temperatura de 20 °C.

3.2. Obtencéo do extrato bruto aquoso (EB) de P. sanguineus

Basidiocarpos de P. sanguineus foram coletados nas matas da regidao Oeste
do Parana e, posteriormente, secos e moidos. O preparo dos extratos aquosos (EA)
consistiu na hidratacao do p6 seco de basidiocarpos por 24 h a temperatura de 4 °C,
na propor¢do de 14 mL de agua destilada para 1 g de pd seco de basidiocarpo,
sendo em seguida filtrados em papel de filtro Whatman n° 1 (Fiori-Tutida, 2003; Di
Piero & Pascholati, 2004). Os filtrados coletados foram submetidos a uma nova
fitragem de esterilizagcdo em sistema Milipore com membrana de 0,45 um de
diametro de poro, em camara de fluxo laminar. Esses filtrados foram armazenados

em geladeira a 4 °C e utilizados, apos diluigdes, nos testes de protegédo de plantas.
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3.3. Ensaios in vitro

3.3.1. Inibicdo do crescimento micelial e da esporulacao de C. lindemuthianum

Em erlenmeyer contendo 100 mL de BDA, foram adicionadas aliquotas de
EA de P. sanguineus de modo a se obter concentragdes finais de 1, 5, 10, 15 e 20
%. Em seguida, este material foi submetido a autoclavagem a 121 °C e 1 atm,
durante 20 min. O meio foi vertido em placas de Petri e um disco de micélio (0,5 cm)
de C. lindemuthianum, retirado de uma cultura com 14 dias de idade, foi repicado
para o centro das placas, ficando estas incubadas em BOD a 20 °C e fotoperiodo de
12 h. Como testemunha foi utilizado somente BDA. Este procedimento também foi
realizado para o extrato aquoso ndo autoclavado de P. sanguineus, somente
esterilizado por filtragdo (membrana de 0,45 um de didmetro de poro).

As avaliagbes foram efetuadas a cada trés dias, medindo-se o didmetro das
colonias (média de duas medidas diametralmente opostas) até o momento em que o
fungo atingiu 2/3 da placa.

Ao término deste bioensaio foi avaliada a esporulacdo de cada uma destas
colbnias. Para isto, foi preparada uma suspensao de esporos, obtida pela adi¢cao de
10 mL de agua destilada por placa, seguido de repicagem da colbnia e filtragcdo em
gaze. O numero de conidios / mL foi determinado com camara de Neubauer ao
microscopio optico.

Para estas avaliagbes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com trés repeti¢gdes e cinco tratamento (1, 5, 10, 15 e 20%), além de uma

testemunha absoluta (BDA).
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3.3.2 Inibicdo da germinacdo de esporos e formacdo de apressorios de C.

lindemuthianum

O teste da inibicao da germinagao de esporos e formagao de apressérios na
presenca dos EA foi realizado em |laminas de microscopia revestida por delgada
camada de agar-agua a 2% (800 pL por lamina).

Aliquotas de 50 uL dos EA autoclavados ou ndo, corrigidas para se manter
0s mesmos valores das concentragdes citadas em 4.3.1. e aliquotas de 50 puL da
suspensao de esporos de C. lindemuthianum (1 x 10* conl’dios.mL'1) obtidos de uma
cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na superficie das Iaminas. Essas
laminas foram incubadas em camara umida sob luz fluorescente durante 24 h a 20
°C e fotoperiodo de 12 h. Como testemunha foi utilizado agua destilada esterilizada
em substituigdo aos EA (Balbi-Pefia, 2005).

Apoés 24 h foi adicionada uma aliquota de 40 uL de lactofenol com azul de
algodao em cada lamina, a fim de paralisar a germinagdo dos esporos. Foram
utilizadas trés laminas por tratamento (Di Piero & Pascholati, 2002). O esporo foi
considerado germinado quando o comprimento do seu tubo germinativo era maior
ou igual ao menor didametro do esporo.

Para estas avaliacdes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com trés repeticdes e cinco tratamento (1, 5, 10, 15 e 20%), além de uma

testemunha absoluta (agua).
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3.4 Ensaios in vivo

Os ensaios foram conduzidos em cultivo protegido na area pertencente ao
Nucleo de Estagdes Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), campus de Marechal Candido Rondon, no periodo de junho e julho de
2005. As plantas de feijoeiro (IAPAR 81 — Carioca) foram cultivadas em vasos
plasticos (capacidade para 1,5 L) contendo uma mistura de solo e areia (proporgao
2:1), e mantidas em cultivo protegido.

Os seguintes tratamentos foram realizados: a)testemunha ou controle
negativo: plantas tratadas com agua destilada; b)controle positivo: fungicida
sistémico azoxystrobin (0,6 g produto comercial por L de agua), aplicado trés dias
antes da inoculagdo do patdégeno; c)extrato aquoso de basidiocarpos de P.
sanguineus em concentracbes de 5, 10 e 20%, aplicados trés dias antes da
inoculagao do patogeno.

Os extratos, em quantidade de 3 mL, foram aplicados na sétima folha
trifoliada. A inoculacdo dos esporos de C. lindemuthianum (5x10* conidios.mL™), foi
realizada na sétima folha trifoliada tratada, bem como na oitava folha trifoliada ndo
tratada, para se observar a ocorréncia de protegcdo local e/ou sistémica,
respectivamente. Apds a inoculacdo, as plantas foram cobertas com sacos de
polipropileno por 24 h (camara-umida).

A severidade da doenca foi avaliada através do numero de lesdes nas 72 e
8?2 folhas no 8°, 12° e 19° dias ap6s a inoculagao (DAI), com o auxilio de uma escala

diagramatica.(Figura 3) (Dalla Pria et al., 1999).
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Com as avaliagdes de severidade da antracnose nas folhas, foram tragcadas
as curvas de progresso da doenga. A partir das mesmas, calculou-se a area abaixo

da curva de progresso da doenca (AACPD) por meio da equagao:

n-1

AACPD: 5 [(yityir1)X0,9] [(tir1-t)], em que:

n = numero de avaliacdes;
y = intensidade da doenca na i-ésima avaliagao;
t = tempo no momento da i-ésima;

Neste ensaio utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
trés tratamentos, além de dois controles, com quatro repeticdes por tratamento,

sendo cada repeticao representada por um vaso contendo duas plantas.

14.81%

24.049%

Figura 3. Escala diagramatica para antracnose do feijoeiro.
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3.5 Determinagéao da atividade de peroxidase

Para este ensaio foram utilizados os seguintes tratamentos: a)plantas
tratadas com agua na sétima folha verdadeira; b) plantas tratadas com agua na
sétima folha verdadeira e apds trés dias inoculadas com C. lindemuthianum (5x 10*
esporos/mL™") nas sétimas e oitavas folhas; c) plantas tratadas com extrato aquoso
de basidiocarpos EA a 20% na sétima folha verdadeira; d) plantas tratadas com EA a
20% na sétima folha verdadeira e apds trés inoculadas com C. lindemuthianum
(5x10* esporos.mL™") nas sétima e oitava folhas verdadeiras (Di Piero & Pascholati,
2004).

No momento dos tratamentos, e também no 3° 6° 9° e 12° dias, foram
retiradas amostras foliares para determinacéo da atividade de peroxidase, utilizando-
se para isto um furador de rolha com diametro de 7 mm. Cada amostra continha 10
discos que foram obtidos das sétimas e oitavas folhas de plantas de feijao.
Imediatamente apds a coleta os discos foram acondicionados em envelopes feitos
com papel aluminio e mantidos em gelo, sendo posteriormente, congelados e
armazenados a —20 °C. Foram coletadas trés repeti¢cdes por tratamento e por tempo
de amostragem.

As amostras de tecido vegetal coletadas foram homogeneizadas em 2 mL de
tampéao fosfato de sodio 0,01 M (pH 6,0) (tampao de extragdo) em almofariz de
porcelana. O homogeneizado foi centrifugado a 6.500 g durante 10 min. O
sobrenadante obtido, considerado como fracdo contendo as peroxidases soluveis,
foi congelado para posterior determinacao da atividade enzimatica. Todo o processo
de extragcdo das peroxidases foi conduzido a 4° C (Lusso & Pascholati, 1999). A

atividade das peroxidases foi determinada a 30 °C, através de método
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espectrofotométrico direto (Hammerschmidt et al., 1982). A mistura da reacéao
continha 2,9 mL de uma soluc&o contendo 250 uL de guaiacol puro e concentrado e
306 uL de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampé&o de extragdo. A reagéao foi
seguida em espectrofotometro a 470 nm. Os valores foram expressos em unidade
enzimatica U. E/ min/ mg de proteina para a atividade especifica ou U. E/ min/ grama
de peso fresco (g.p.f.) para atividade (Fiori-Tutida, 2003).

O teor de proteinas totais foi avaliado pelo método de Bradford (1976). A
mistura da reacdo continha trés réplicas, sendo que para cada réplica foram
utilizados, 800 uL de preparagdao enzimatica e 200 uL de reagente o qual foi
adicionado sob agitacdo. Apos 5 min e realizou-se a leitura de absorbancia de

espectrofotdbmetro a 595 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Experimento in vitro

4.1.1 Inibicao de crescimento micelial

A analise de variancia do efeito das concentragdes do extrato de P.
sanguineus sobre o crescimento micelial de C. lindemuthianum foi significativa
apenas para o extrato ndo autoclavado. Esses estratos estimularam o crescimento
micelial em até 48% (tabela 1). Ndo houve esporulagdo em nenhum dos
tratamentos, incluindo a testemunha, provavelmente devido ao meio BDA usado
neste ensaio, o qual ndo e adequado para a esporulacao.

Blakeman e Flokkema (1982)° apud Fiori Tutida (2003), verificaram que em
ambientes onde ha maior disponibilidade de nutrientes ha um estimulo dos
processos de germinagao e esporulagdo. Hipotese semelhante foi observada por Di
Piero e Pascholati (2002) ao trabalharem com cianobactérias. Os autores verificaram
que as cianobactérias Synechococcus leopoliensis e Nostoc sp. hdo apresentaram
efeito antagdnico in vitro a Colletotrichum sublineolum. Pelo contrario, verificou-se
estimulo do crescimento micelial do patégeno, apds o tratamento com os filtrados de

culturas obtidos a partir de cianobactérias.

*BLAKEMANN, J.P.; FOKKEMA, N.J. Potential for biological control of plant diseases on the
phylloplane. Annual Review of Phytopathology, v.20, p. 167 — 192, 1982.
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Os resultados indicaram que a quantidade e/ou qualidade de nutrientes
presentes nos tratamentos foi a principal causa do estimulo do crescimento micelial
de C. sublineolum.
Efeito semelhante pode estar ocorrendo neste trabalho com C.

lindemuthianum.

Tabela 1. Crescimento micelial in vitro de Colletotrichum lindemuthianum em presenga de

extrato aquoso de Pycnoporus sanguineus.

Tratamentos Crescimento micelial (cm)

Extrato autoclavado Extrato ndo autoclavado'

Extrato de P. sanguineus (%):

1 5,20 5,13 NS°
5 6,94 6,89 NS
10 5,08 7,38 (+)
15 4,88 7,02 NS
20 5,92 7,1 (+)
Testemunha® 5,08 5,0
Equagao de regressao A Y=5,011375 + 0,3655345 x - 0,01352931 x°
R® - 0,9236
C.V(%) 22 18

" Esterelizado por filtragdo em membrana millipore (0,45 pym diametro de poro);

2 Apenas meio BDA;

® NS: nao significativo em relagdo a estemunha; (+) significativo e superior & testemunha.;
*N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos;

4.1.2 Inibicdo da germinacao de esporos

Os EAs nao autoclavados e autoclavados reduziram a germinagdo de

esporos in vitro de C. lindemuthianum, alcangando inibigdes de até 96% (Tabela 2).
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A inibicao foi ligeiramente maior no extrato ndo autoclavado, sem caracterizar, no

entanto, a presenca de compostos termo-labeis.

Tabela 2. Inibicdo da germinacéo de esporos in vitro de Colletotrichum lindemuthianum em

presenca de extrato aquoso de Pycnoporus sanguineus.

Tratamentos Germinacéao de esporos (%)

Extrato autoclavado Extrato ndo autoclavado’

Extrato de P. sanguineus (%):

1 94 96
5 95 96
10 94 96
15 93 95
20 93 96
Agua 0 0
C.V. (%) 2,64 2,45

' Esterelizado por filtragdo em membrana millipore (0,45 ym didmetro de poro).

4.2 Experimento in vivo

A antracnose apresentou moderada severidade, determinada pelas
inoculagdes realizadas com esporos do patdgeno e favorecida pela suscetibilidade
da cultivar e pela ocorréncia de condigdes ambientais favoraveis a doencga.

Na primeira avaliacdo da doenca, 72 folha, ao 8° dia apds a inoculagao
(DAI), todos os tratamentos resultaram em severidade inferior a testemunha (agua),
(Tabela 3). Os tratamentos de EA a 5 e 10% apresentaram controle intermediario,

enquanto que o tratamento de EA a 20% resultou em controle muito préximo ao do
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fungicida embora, ndo se diferenciassem estatisticamente. Isto pode indicar efeito de
dose dependente das concentracdes de EA. Nas avaliacdes posteriores, 12° DAI e
19° DAl os valores de severidade da antracnose foram mais elevados, porém,
sempre inferiores a testemunha (agua). Nas avaliagdes efetuadas na 82 folha no 8 °
DAI, os valores de severidade nao diferiram estatisticamente entre os tratamentos.
Para as avaliagdes nos 12° DAI e 19° DAI houve incremento nos valores de
severidade, mas sempre inferiores a testemunha. Denota-se nesta 82 folha, da
mesma forma que na 72, um efeito de dose dependente do EAs. Os valores de
severidade para os tratamentos com EAs foram muito préoximos ao do fungicida,
demonstrando que foram tdo bons quanto este, embora n&o diferissem

estatisticamente.

Tabela 3. Severidade de antracnose causada por Colletotrichum lindemuthianum em

feijoeiro tratado com extrato aquoso (EA) de Pycnoporus sanguineus.

Severidade da antracnose (%)

Tratamentos’ 72 Folha? 82 Folha?
8 DAI* 12 DAI 19 DAI 8 DAI 12 DAl 19 DAI
EA 5% 0,80 b 5 0,81b 0,84 b 0,76 a 0,77 b 0,90 b
EA 10% 0,85b 0,91b 0,92 b 0,64 a 0,69b 0,71b
EA 20% 0,56 b 0,75b 0,78 b 0,58 a 0,59b 0,60b
Fungicida3 0,51b 0,57 b 0,65b 0,45 a 0,57 b 0,60b
Agua 2,13 a 2,21 a 2,41 a 1,86a 203a 211a
CV (%) 21,23 19,29 23,39 17,14 15,03 18,08

" Tratamento realizado por asperssao trés dias antes da inoculago;

2 Tratamento realizado na 72 folha; inoculagéo realizada nas 72 e 82 folhas;

® Azoxystrobin (0,6 g. p. c./ L);

* DAI: dias apds a inoculagao;

® Médias na coluna, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Para analise estatistica, os dados foram transformados em
arc senV(x/100).
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Foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para
comparar os tratamentos (Tabela 4). Através desta variavel foi possivel resumir as

diferentes avaliacdes obtendo-se um unico valor para comparar os tratamentos.

Tabela 4. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para antracnose causada
por Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro em funcdo do tratamento com extrato

aquoso (EA) de Pycnoporus sanguineus.

Tratamentos ' AACPD
72 Folha® 82 Folha®

EA 5% 9,99 ab* 9,49 b
EA 10% 11,38 ab 8,03 b
EA 20% 76b 7,05b
Fungicida® 6,78 b 5,84 b
Agua 2491 a 22,32 a

C.V. (%) 22,65 19,9

' Tratamento realizado por aspers3o trés dias antes da inoculacéo;

2 Tratamento realizado na 72 folha; inoculagéo realizada nas 72 e 82 folhas;

® Azoxystrobin (0,6 g. p. c./ L);

* Médias na coluna, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Para analise estatistica, os dados foram transformados em
arc senV(A/100).

Os tratamentos com o EA a 5 e 10% (7% folha) reduziram em
aproximadamente 57% a severidade, mas nao diferiram estatisticamente da
testemunha (dgua). O EA a 20% reduziu em 70% a severidade da doenga e néo
diferiu do fungicida. A reducdo de severidade na 72 folha tratada com EA de P.
sanguineus pode ter ocorrido por indugdo de resisténcia local e/ou atividade
antimicrobiana direta, uma vez que esse EA é capaz de inibir a germinagéao in vitro

de conidios de C. lindemuthianum.
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Para a 82 folha, os EAs a 5, 10 e 20% reduziram em média 63% a
severidade, sendo esse valor muito proximos ao do fungicida. Esta menor
severidade de doenca na 8?2 folha, quando comparado a testemunha, pode indicar
uma indugado de resisténcia sistémica do extrato aquoso de P. sanguineus. Desta
forma a utilizagdo de EA de P. sanguineus, poderia ser uma opgao de controle em
cultivos organicos, ja que apresenta niveis de controle e produtividade similares aos
obtidos pelo fungicida. Além disso, o custo de controle com estes produtos seria
inferior ao controle com fungicidas do cultivo convencional, fato este que, associado
ao melhor preco do feijao cultivado organicamente, renderia ao produtor um lucro

relativamente maior.

4.3 Dosagem de peroxidases

A aplicagcdo de EA de P. sanguineus em plantas de feijdo provocou
aumentos local e sistémico na atividade e atividade especifica de peroxidase (Figura
4).

A elevacdo na atividade local (72 folha) de peroxidases induzida por P.
sanguineus foi observada no 3° dia apdés o tratamento, principalmente para o
tratamento com EA a 20%. A atividade especifica também teve um incremento, para
esse tratamento e esse tempo. Esses incrementos coincidem com o momento da
inoculacao, o que pode ter contribuido para a reducio da severidade causada por C.
lindemuthianum.

Para a 82 folha também ja havia incremento tanto na atividade quanto na

atividade especifica no momento da inoculacdo.Os resultados do somatdrio da
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atividade de peroxidase nos diferentes tempos de amostragem podem ser
observados na Tabela 5. Verifica-se que a atividade para os tratamentos com agua

foram abaixo daquele com EA 20%, mais inoculagao.
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Figura 4. Atividade e atividade especifica de peroxidase em feijoeiro tratado com
extrato aquoso (EA) de P. sanguineus na 72 folha e inoculado ou ndo com C.
lindemuthianum nas 72 e 82 folhas. A e C referem-se as atividades na 72 folha. B e D
referem-se as atividades na 82 folha. A seta indica 0 momento da inoculagdo no 3° dia
ap6s o tratamento. Agua(-[J-); 4gua + inoculacdo (-M-); EA a 20% (-O-); EA a 20% +
inoculacdo (-@-). Atividade expressa em unidade enziméatica (U.E.) por minuto de
reacao por grama de peso fresco (g.p.f.) ou por mg de proteinas.
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Para a 82 folha denota-se também uma diferenciacdo para com os
tratamentos, levando a maior quantificacdo da atividade de peroxidase para aqueles
com EA a 20%, estes ultimos néo diferindo estatisticamente entre si (inoculados ou
nao). Esses resultados indicam a ativagdo de um mecanismo de defesa a distancia
do local de tratamento, caracterizando indugao de resisténcia sistémica.
Para a atividade especifica, ndo houve diferenca entre os tratamentos com

EA e a testemunha agua, tanto para a 72 quanto para a 82 folha.

Tabela 5. Atividade e atividade especifica de peroxidase em feijoeiro tratado com
extrato aquoso de Pycnoporus sanguineus (EA) e inoculado com Colletotrichum

lindemuthianum.

Peroxidase'
Tratamentos Atividade Atividade especifica
(U.E./min/g.p.f)? (U.E./min/mg proteina)®

72 Folha 82 Folha 72 Folha 82 Folha
Agua® 18,81 b° 16,43 ¢ 110,31 b 90,65 a
Agua® + inoculagdo® 19,72 b 19,35 a 123,95 a 116,30 a
EA 20%° 21,76 ab 21,63 ab 101,29 b 109,63 a
EA 20%° + inoculagdo® 27,16 a 20,73 b 121,26 b 112,83 a

C.V.(%) 5,09 3,74 6,65 10,7

" Esses valores representam o somatdrio das atividades enzimaticas obtidas em cinco
amostragem nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 dias apés os tratamentos;

2 Atividade em unidade enzimatica (U.E) a 470 nm por minuto de reagcdo por grama de peso
fresco (g.p.f) ou mg de proteina;

® Tratamentos realizados apenas na 72 folha;

* Inoculacdo do patégeno (5x10* conidios/mL) realizada nas 72 e 82 folhas trés dias apds os
tratamentos;

® Médias seguidas da mesma letra nas colunas n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade;

Estudando o mecanismo de acgao sobre o controle da antracnose, o EA de P.

sanguineus desencadeou uma elevacado na atividade de peroxidase. Peroxidase
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participam do processo de lignificacdo de células vegetais, o qual pode afetar o
desenvolvimento fungico por bloquear fisicamente o crescimento do patdgeno,
reduzir a difusdo de nutrientes para o fungo ou levar a sintese de precursores de
lignina toéxicos ao fungo.

Independente das dificuldades em se indicar o nivel de participacdo de um
mecanismo especifico na prote¢do de uma planta, o fato de P. sanguineus estar
elevando local e sistémicamente a atividade da enzima relacionada a defesa
(peroxidase) em feijao, sugere que o controle da antracnose observado é, pelo

menos em parte, devido a agdo do extrato aquoso do basidiocarpo desse fungo.



5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos podé-se concluir que:

Extratos aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus controlam a
antracnose causada por C. lindemuthianum em feijoeiro, o que pode ocorrer tanto
por atividade antimicrobiana direta, através da inibicdo da germinagdo do conidio,
quanto por indugcdo de resisténcia local e sistémica, através da ativagao de

peroxidases.
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