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RESUMO

A inducgdo de resisténcia em plantas ganhou destaque como alternativa no controle
de doengas em decorréncia dos problemas do uso indevido de produtos quimicos.
Através desta técnica, algumas plantas respondem com a produg¢do de compostos
secundarios, como as fitoalexinas, que sao substancias capazes de impedir a
atividade de agentes causadores de doengas. Além destas, ha a ativagdo de
peroxidases que contribuem no fortalecimento das paredes celulares, pela formagao
de lignina em resposta ao ataque de patdégenos, bloqueando a entrada do agente
causador da doenga. A inducdo de resisténcia pode ser realizada por diversas
substancias, como os compostos secundarios presentes nos fungos, tendo como
exemplo o Basidiomycota Pycnoporus sanguineus. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a indugdo de fitoalexinas e a atividade de peroxidases em sorgo e soja
tratados com extratos de basidiocarpos de P. sanguineus. Com essa finalidade, os
extratos diclorometanico, hexanico e etandlico nas concentragdes de 100, 250, 500
e 750 mg L™ foram testados em relagdo & producdo de fitoalexinas e atividade de
peroxidases em cotilédones de soja e mesocdtilos estiolados de sorgo. Acibenzolar-
S-metil (ASM) (100 mg L™ i.a.) e 4gua destilada + Tween 20 (0,5%) foram utilizados
como tratamentos controle positivo e negativo, respectivamente. Para o ensaio de
fitoalexinas em mesocoétilos de sorgo, o extrato hexanico na concentragdo de 750
mg L™ proporcionou a maior inducdo, sendo estatisticamente superior a testemunha
negativa, porém sem diferir significativamente do ASM. Para fitoalexinas em
cotilédones de soja, os extratos de P. sanguineus ndo induziram atividade
significativamente diferente dos tratamentos controles positivo e negativo, havendo
inclusive uma tendéncia de supressdo da sintese de gliceolina pelo extrato
diclorometanico. Em relagao a atividade de peroxidases, os extratos diclorometanico
para sorgo e soja e etandlico para soja inibiram a atividade enzimatica. A atividade
especifica de peroxidase em soja foi inibida pelo extrato etandlico e induzida pelo
hexanico, mas sem diferenga do tratamento com ASM. Esses resultados indicam o
pequeno potencial destes extratos para a indugao de resisténcia em sorgo e soja.
Palavras-chave: Indugéo de resisténcia, gliceolina, deoxiantocianidinas.
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ABSTRACT

The induced resistance is an alternative for control of plant diseases, because the
incorrect use of chemical products have been caused several problems to the
environment. With the induced resistance, plants can produce secondary
compounds, as the phytoalexins with antimicrobial activity. Additionally, peroxidases
can be activated, causing cell walls reinforcement, through the formation of lignin that
blocking the attack of pathogens. The resistance induced can be carried through by
several substances, as secondary compounds produced by fungus, as the
Basidiomycota Pycnoporus sanguineus. This work aimed to verify the phytoalexins
induced and the peroxidases activity in sorghum and soybean treated with P.
sanguineus basidiocarp extracts. With this purpose, the dichloromethanic, hexanic
and ethanolic extracts, in concentrations of 100, 250, 500 and 750 mg L' were used
for phytoalexins production and peroxidases activity in soybean cotyledons and
sorghum etiolated mesocotyls. The acybenzolar-S-metil (ASM) (100 mg L™ of active
ingredient) and distilled water + Tween 20 (0.5%) were used as positive and negative
patterns, respectively. For the phytoalexins assay in sorghum mesocotyls, the
hexanic extract in concentration of 750 mg L™ provided the highest induction in
comparison to the control with water, however without differences to ASM. For the
phytoalexins assay in the soybean cotyledons, the P. sanguineus extracts not
induced activity significantly different of the positive and negative patterns, but also
causing a suppression of the glyceollin synthesis for the dichloromethanic extract. In
relation to the peroxidases activity, the dichloromethanic extracts for sorghum and
soybean and ethanolic for soybean had inhibited the enzymatic activity. The
induction verified for the hexanic extract in sorghum was not different from ASM
control. The specific activity of peroxidase in soybean was inhibited by the ethanolic
extract and it was induced by the hexanic, but with no differences of the treatment
with ASM. These results indicate the weak potential of these extracts for the
resistance induction in sorghum and soybean.

Key words: Induced resistance, gliceollin, deoxyanthocianidins.



INTRODUCAO

Apesar dos esforcos na obtengao de cultivares resistentes ao ataque de
patdgenos, muitos produtores ainda séo obrigados a usar a protecdo quimica que
mesmo com o0s beneficios alcangados pelo seu uso racional em curto prazo, em
longo prazo geram poluicdo ambiental, contaminagdo do aplicador e selegdo de
isolados do patdgeno resistentes aos produtos quimicos usados. Por esse motivo, é
importante a substituicdo do uso de agrotoxicos por meios alternativos eficientes de
controle de doencgas, sendo este um dos grandes desafios da agricultura
sustentavel.

A estratégia correta seria encontrar uma forma, a mais in6cua possivel, de
ativar os mecanismos de defesa da planta deixando que ela propria se proteja contra
patdgenos, ao invés de satura-la e intoxica-la com o uso de defensivos. Essa
tentativa das plantas em se proteger ja ocorre constantemente, exigindo uma agéo
geral de todos os mecanismos disponiveis que, juntos, tentam combater o maior
numero de patdégenos em potencial, geralmente alcangando o sucesso. Através da
indugao de resisténcia as plantas tém seus mecanismos de defesa ativados, apoés
exposicdo a um agente indutor que sinaliza a produgdo de compostos bioativos
responsaveis pela protecdo, ndo apenas no sitio de indugdo como também em
outros locais. Algumas plantas respondem a essa exposigdo com a producao de
fitoalexinas, que sao substancias amplamente estudadas por impedir a atividade de
agentes causadores de doengas. Aléem das fitoalexinas, existe a ativagcdo de
enzimas como as peroxidases que, mesmo nao sendo utilizadas como marcadoras
de resisténcia, contribuem no fortalecimento das paredes celulares, catalisando a
formacgao de lignina em resposta ao ataque de patdégenos, bloqueando a entrada do
agente causador da doenca.

A inducdo de resisténcia pode ser realizada por diversas substancias
eliciadoras ou elicitoras de defesa vegetal, entre elas compostos secundarios

presentes nos fungos, tendo como exemplo os Basidiomicetos (com corpos de
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frutificacdo do tipo “orelha-de-pau” e cogumelo), conhecidos pela presenca de
substancias que inibem o crescimento de um amplo espectro de fungos
fitopatogénicos, saprofiticos e bactérias de seu microhabitat. Apesar do grande
potencial e diversidade desses fungos em ecossistemas tropicais, as pesquisas
conduzidas no Brasil para a descoberta de novos compostos bioativos sao poucas,
sendo a maioria direcionada aos cogumelos comestiveis ou medicinais.

O fungo Pycnoporus sanguineus € um Basidiomiceto encontrado em areas
tropicais e sub-tropicais, alimentando-se saprofiticamente de algumas espécies de
madeira. Tornou-se conhecido por suas caracteristicas fitoterapicas, antibacteriana,
antifungica e atividade adstringente. Possui rapida propagagédo no meio ambiente,
devido a grande produgao de esporos e € comumente encontrado na regido Oeste
do Parana. Trabalhos com o uso de P. sanguineus no controle de doengas de
plantas ainda sao poucos, porém os resultados apresentados até o momento sao
promissores.

Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivos estudar a indugao
de fitoalexinas e a atividade de peroxidases em mesocaétilos estiolados de sorgo e
em cotilédones de soja tratados com diferentes concentragcbes de extratos de

basidiocarpos de P. sanguineus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Controle alternativo de doencas

No controle alternativo de doencgas incluem-se o controle bioldgico e a
indugao de resisténcia em plantas. O controle biologico visa manter um equilibrio no
agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenga do patégeno, ndo sofra
danos significativos, em fungdo da acdo controladora dos organismos né&o
patogénicos do sistema. A inducao de resisténcia (chamada também de indugcao de
protecdo, imunidade adquirida ou resisténcia sistémica adquirida) promove a
ativacdo de um sistema de defesa latente na planta, que se manifesta quando a
mesma entra em contato com agentes bidticos (enzimas microbianas,
microrganismos viaveis ou inativados e material de parede de fungos e células
vegetais) ou abidticos (acido aminobutirico, &acido 2,6-dicloroisonicotinico,
acibenzolar-S-metil, metais pesados, luz ultravioleta, acido salicilico, fosfitos e
silicatos, entre outros) (BONALDO et al., 2005). Moléculas ou agentes de origem
bidtica ou abidtica, capazes de ativar ou induzir qualquer resposta de defesa nas
plantas sdo chamadas de elicitores ou eliciadores, podendo atuar, neste caso, como
indutores de resisténcia (STANGARLIN & PASCHOLATI, 1994; PASCHOLATI &
LEITE, 1995; COHEN, 1996; HIJWEGWN et al., 1996; SMITH, 1996; PASCHOLATI,
1998; BHAGWATH & HJORTSO, 2000; STANGARLIN et al., 1999).

Indutores de resisténcia a base de um analogo funcional do acido salicilico,
como o acibenzolar-S-metil (ASM) conhecido como Bion®, tém sido usado nos
ultimos anos como indutores quimicos de resisténcia, contra fungos, virus e
bactérias. O ASM promove nas células das plantas a indugao para producédo de
proteinas relacionadas com a patogénese, tais como [3,1-3 glucanase e quitinase,
que séo capazes de degradar a parede celular de fungos e bactérias patogénicos
(KOBAYASTI et al., 2001; MCKENZIE, 2001; SILVA et al., 2001; OSSWALD et al.,
2004).
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Indutores de resisténcia ndo quimicos tém sido utilizados nos ultimos anos,
como os extratos de plantas medicinais e Oleos essenciais com propriedades
antimicrobianas e/ou indutoras de resisténcia (STANGARLIN et al., 1999; SCHWAN-
ESTRADA et al., 2003; SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005), bem como os
extratos obtidos de cogumelos (FIORI-TUTIDA, 2003; DI PIERO & PASCHOLATI,
2004; ASSI, 2005; DI PIERO et al., 2006).

2.1.1 Mecanismo de defesa das plantas

Assume-se, em Fitopatologia, que resisténcia é regra e suscetibilidade é
excegdo. Se nao fosse assim, qualquer patégeno seria capaz de infectar qualquer
planta e, a curto prazo em termos evolutivos, os vegetais desapareceriam da face da
terra. Esse fato nao acontece porque os mecanismos de defesa das plantas contra
os fitopatdogenos existem em multiplicidade e s&o extremamente eficientes
(ROMEIRO, 1999).

Esses mecanismos sao divididos em pré-formados, presentes na planta
antes do contato com o patégeno, e pos-formados, produzidos ou ativados em
resposta a presenga do patdogeno. Segundo Pascholati & Leite (1995) e Resende &
Machado (2000), cada mecanismo compreende:

Pré-formados (passivos, constitutivos):

e estruturais: cuticula, tricomas, estdmatos, fibras/vasos condutores;

° bioquimicos: fendis, alcaldides, lactonas, glicosideos, glicosideos
fendlicos e cioanogénicos e inibidores protéicos.

Pos-formados (ativos, induziveis):

e  estruturais: papilas, halos, lignificagdo, camadas de cortiga e tiloses;

e bioquimicos: fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese (como
peroxidase, -1,3 glucanase e quitinase).

Através de mecanismos induzidos de defesa ou apds o reconhecimento de
um patdégeno, acorre a produgdo de um sinal, liberado a partir da folha infectada,
sendo traslocado intracelularmente para outras partes da planta. Esse sinal
desencadeia mudangas em fluxos ibnicos ao longo da membrana plasmatica,
eventos de fosforilagdo de varias proteinas, geracdo de espécies reativas de

oxigénio (como peréxido de hidrogénio e radical superdxido) e por fim induz reagdes
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de defesa, resultando na resisténcia sistémica adquirida. Essa resisténcia é relatada
em diversas espécies, apresentando uma defesa contra varios microrganismos,
necessitando de um tempo apds o tratamento indutor para que o mesmo se
estabeleca e para que seja mantido por um longo periodo (METRAUX, 2001).
Segundo Somssich e Hahlbrock (1998), ndo ha relatos de algum caso estabelecido
de um composto ou uma via que esteja exclusivamente envolvida na defesa de um
patdgeno, o que ocorre é uma agao geral de todos os mecanismos disponiveis que,
juntos, tentam combater o maior numero de patdégenos em potencial.

Uma barreira quimica importante realizada pela planta € a reacado de
hipersensibilidade, que consiste em um dos mais eficientes mecanismos de defesa a
patdgenos. Essa reagdo pode ser vista como uma espécie de “suicidio” de algumas
poucas células da planta em prol da sobrevivéncia das demais e é considerada
como uma forma de defesa induzida, culminando na parada do crescimento e do
desenvolvimento do patégeno nos tecidos da planta. A resposta ocorre em fungao
do reconhecimento da infecgao, por parte do hospedeiro, como uma consequéncia
da incompatibilidade entre planta e patdégeno, portanto a reagdo de
hipersensibilidade s6 ocorre quando a planta é infectada por virus, fungos ou
bactérias (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

Além dessa forma de defesa, ocorre a indugédo da producéo de substancias
como as fitoalexinas e varias proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-PR,
como as PR-9, constituida de peroxidases), resultando na morte repentina de um
nuamero limitado de células em torno dos sitios de infecgdo do hospedeiro (STINTIZI
et al., 1993; PASCHOLATI & LEITE, 1995).

2.1.1.1 Producéo de fitoalexinas

As fitoalexinas (do grego phyton = planta e alexin = composto que repele) sao
definidas como compostos antimicrobianos de baixo peso molecular, sintetizadas e
acumuladas temporariamente nas plantas apds estresses fisicos, quimicos ou
biolégicos, como o contato com microrganismos. Seu papel na resisténcia a
patdgenos é amplamente estudado, sendo capazes de reduzir ou impedir a atividade
de agentes patogénicos. Sua produgao apoés a infecgdo sugere que um produto do

patdbgeno ou da interagdo patdgeno-hospedeiro esteja envolvido no
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desencadeamento da biossintese de fitoalexinas, como carboidratos, proteinas ou
lipidios (KUC, 1995; HAHN, 1996; SMITH, 1996; WULFF & PASCHOLATI, 1998 e
1999).

Mais de 300 fitoalexinas ja foram caracterizadas entre diferentes classes de
compostos quimicos e naturais como cumarina, diterpeno, flavondide, alcaldides,
compostos fendlicos entre outros, e foram identificadas em mais de 20 familias de
vegetais. S&o produtos naturais, ausentes na planta sadia, sintetizadas em inclusdes
citoplasmaticas proximas ao local da tentativa de penetracdo do patdégeno e
acumuladas temporariamente no local e nos arredores da infecgao (LOPEZ, 1993).
Sua acao nos fungos se da por desorganizagao dos conteudos celulares, ruptura da
membrana plasmatica e inibigdo de enzimas fungicas. Esses efeitos refletem-se na
inibicdo da germinagao e elongagao do tubo germinativo e redugdo do crescimento
micelial. Ao contrario dos anticorpos produzidos pelos animais, as fitoalexinas nao
sdo proteinas, nao apresentam especificidade e ndo imunizam a planta (SNYDER &
NICHOLSON, 1990; LO et al., 1996; LABANCA, 2002).

Substancias de diversas origens podem atuar como eliciadores na indugéo
de fitoalexinas. Os eliciadores de origem microbiana podem ser compostos por
fragmentos das paredes celulares de fungos (glucanas, quitosanas, glicoproteinas e
polissacarideos), células bacterianas, particulas virais e homogenados livres de
células vegetais. As substancias bioticas de origem quimica podem ser os
carboidratos, glicoproteinas, polipeptideos, enzimas ou lipidios. No caso dos
eliciadores enddgenos, existem os fragmentos da parede celular das plantas
(oligogalacturonideos), os quais s&o liberados pela acédo de enzimas degradadoras
da parede, produzidas por fungos e bactérias ou pelas préprias células danificadas
da planta. Além disso, as fitoalexinas podem se acumular nos tecidos em resposta a
eliciadores abidticos, que causam estresse na planta, como luz ultravioleta, metal
pesado (HgClz) ou mesmo em consequéncia de ferimentos (PASCHOLATI & LEITE,
1994).

Em sorgo sao produzidos compostos fendlicos em resposta a inoculagao
com fungos patogénicos ou nao, sendo que entre estes, foram identificadas quatro
fitoalexinas derivadas de antocianidinas (flavonoides-3-deoxiantocianidinas):
luteolinidina, apigeninidina, éster do acido caféico de arabinosil 5-0-apigeninidina e
5-metoxiluteolinidina. Estas fitoalexinas, produzidas quando tecidos de sorgo sao

inoculados com um patdégeno, sdo coloridas e se apresentam bem para este tipo de
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estudo. Essas substancias sdo sintetizadas em mesocoétilos e foliolos, sendo que
nos foliolos o acumulo é restrito a uma pequena area da epiderme, enquanto que
nos mesocotilos formam-se grandes lesdes ao longo do sitio de infeccdo, com
inclusdes de coloracdo laranja-marrom a avermelhadas (NICHOLSON et al., 1987,
HIPSKIND et al., 1996; LO et al., 1996). No caso da soja, a fitoalexina gliceolina
(pterocarpandide) mostra-se importante na interacdo dessa leguminosa com
fitopatégenos (BURDEN & BAILEY, 1975; SMITH, 1996). Bioensaios com
mesocotilos estiolados de sorgo e com cotilédones de soja sao ferramentas
importantes para se testar o efeito elicitor de um tratamento (STANGARLIN et al.,
1999).

Wulff & Pascholati (1998, 1999) em estudos com a levedura Saccharomyces
cerevisiae na atividade elicitora de fitoalexinas em mesocdétilos de sorgo, obtiveram
resultados positivos, demonstrando que os mesocotilos tratados apresentaram
pigmentacao caracteristica da sintese de fitoalexinas.

Simdes et al. (2005) estudou a purificagdo e caracterizagdo de um eliciador
de fitoalexinas de esporos do fungo sapréfita Mucor ramosissimus. A purificagéo
resultou em consideravel aumento (seis vezes) de atividade especifica do eliciador.
Os resultados sugerem que fragmentos de um polissacarideo do tipo mucorano sao
os eliciadores de fitoalexinas presentes nos esporos de M. ramosissimus. Os
resultados também indicam, pela primeira vez, que os tecidos de cotilédones de soja
reconhecem fragmentos de heteropolimeros de acidos urénicos como eliciadores de

fitoalexinas.

2.1.1.2 Atividade de peroxidases

A familia de proteinas PR-9, constituida por peroxidases, contribui no
fortalecimento das paredes celulares das plantas, através da incorporacdo de
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, formando e depositando o polimero lignina
(TENHAKEN et al., 1995). As peroxidases também oxidam compostos fendlicos,
participam da biossintese do horménio vegetal etileno em resposta ao ataque de
patdgenos, regulam o nivel de acido indolacético e a dorméncia das sementes
(LAGRIMINI et al.,1987; ABELES & BILES, 1991; ASADA, 1992; GUZZO, 2003).
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As peroxidases sdo classificadas como glicoproteinas que catalisam uma
série de reagdes, cujo interesse maior envolve o papel que elas desempenham no
bloqueio de um patdégeno. Estas juntamente com outras enzimas, como a
superoxido dismutase e a catalase, atuam sobre as espécies reativas de oxigénio
nao s6 quando as plantas sao danificadas por um patdégeno, mas também quando
as plantas sédo expostas a outros tipos de estresses (JAGPAT & BHARGAVA, 1995;
PEIXOTO et al., 1999).

A alteragcdo da atividade de peroxidases € um indicio de metabolismo
alterado, apesar disso as peroxidases ndo podem ser utilizadas como marcadores
de resisténcia, pois se verificou que essas enzimas nao tém uma relagao direta com
o estabelecimento da Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA). Pelo fato de uma das
funcdes das peroxidases ser a formagao da lignina pela polimerizagao de fendis, é
esperado que alteracbes na atividade das peroxidases envolvam outras enzimas

presentes na mesma rota metabodlica (LABANCA, 2002).

2.1.2 Uso de Basidiocarpos no controle de doencas de plantas

Os Basidiocarpos constituem uma divisdo do reino Fungi que engloba os
fungos mais evoluidos, apresentando micélio com hifas septadas. Uma das
caracteristicas do grupo € a presencga de estruturas especiais de reprodugdo — os
basidios — que formam os basidiésporos. Os basidios podem ser formados
diretamente sobre o micélio ou na parte inferior do “chapéu” ou pileo do corpo de
frutificacdo, denominado basidiocarpo. Este, na maioria das espécies, forma o
cogumelo quando o basidiocarpo apresenta haste ou estipe. Quando o basidiocarpo
nao apresenta haste e o pileo é de consisténcia lenhosa, tém-se as “orelhas-de-pau”
(KRUGNER & BACHI, 1995).

As primeiras pesquisas sobre o potencial dos fungos da divisao
Basidiomycota como antibiéticos foram realizadas por Anchel, Hervey e Wilkins em
1941 (SANDVEN, 2000), quando examinavam extratos do corpo de frutificacdo e
cultura micelial em mais de duas mil espécies de fungos. Eles detectaram e isolaram
o composto pleuromutilin, um diterpeno especialmente usado no tratamento de
infeccbes micoplasmaticas em animais (BRIZUELA et al., 1998), servindo para o

desenvolvimento do primeiro antibidtico comercial originado de Basidiomicetos.
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Todavia, mais de 6 mil metabdlitos ja foram identificados desses fungos imperfeitos,
como compostos fendlicos, acidos fenilglicoxidicos, purinas, quinonas e derivados
terpénicos, tornado dificil o isolamento de novos compostos bioativos. Com o
desenvolvimento de novas tecnologias de fermentacdo e purificagdo, os
Basidiomycotas estdo recebendo atengdo como fonte para novas classes de
antibiéticos (BENEDICT & BRADY, 1972; ANKE, 1989; MAZIERO et al., 1999; SUAY
et al., 2000; ROSA et al., 2003).

A atividade antimicrobiana do Basidiomycota Polystictus sanguineus é
conhecida desde 1946, quando Bose (1946) isolou poliporin, um composto ativo
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e sem toxicidade aos animais.

Lemberg et al. (1952), também estudando a acg&o antibidtica de Polystictus
sanguineus (familia Polyporaceae), utilizaram solventes com polaridades negativas
(alcool butilico, diclorometano, éter etilico, éter de petréleo, heptano e hexano) que
nao apresentaram agao antibidtica contra bactérias gram-negativas e os solventes
com polaridades positivas (acetato etilico, acetona e metanol) que mostraram
atividade antimicrobiana com baixas concentragoes.

Estudos realizados por Anke (1989, 1995) relatam a diversidade de
componentes isolados de Basidiomicetos que promovem a inibigcado do crescimento
de microrganismos que compdem seu microhabitat, ressaltando a importéncia das
substancias antimicrobianas produzidas por esses fungos.

Brizuela et al. (1998) relatam em suas conclusdes que, em geral, 0s
Basidiomicetos possuem a capacidade de produzir uma grande variedade de
moléculas aromaticas, tanto em meio natural como sintético. Uma das vantagens
mais significativas dos Basidiomicetos € o amplo espectro de atividades enzimaticas,
destacando-se em diversos sistemas biolégicos, principalmente pela sua capacidade
de producdo de inibidores de enzimas. Sabe-se que a acdo de muitos agentes
farmacologicos é dada por sua capacidade de inibir determinadas enzimas e que
numerosas doencgas estdo associadas a uma excessiva e/ou ndo regulada atividade
enzimatica, sendo que as substancias inibidoras de enzimas podem apontar
atividades farmacologicas benéficas. O autor ressalta que, mesmo que as bactérias
e leveduras oferegcam vantagens tecnoldgicas de cultivo e conhecimento bioldgico
vasto, os Basidiomicetos apresentam potencialidades de biossintese mais

interessantes e numerosas, sendo condizente aprofundar o estudo do cultivo e
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manejo destes microrganismos com a finalidade de identificar metabdlitos novos e
uteis ao homem.

Entre os Basidiomicetos, a familia Polyporaceae tem sido a mais estudada,
sendo que aproximadamente 75% de suas espécies apresentam grande atividade
antimicrobiana. Numerosos componentes desses fungos, como polissacarideos
derivados da parede celular, apresentam atividade antiviral, citotéxica e/ou anti-
neoplasica. Estes componentes tém atraido atengdo nos ultimos anos por sua
atividade imunomodulatéria que resulta em um efeito na prevencdo de tumores
(WASSER, 2002). Essas substancias de alto peso molecular, chamados de
Modificadores de Resposta Biolégica (BRM) ou imunopotenciadores, agem contra a
carcinogénese, mostrando efeitos diretos no combate ao cancer, prevenindo
metastases. No mercado Japonés, alguns desses polissacarideos ligados a
proteinas isolados de Basidiomicetos, tém encontrado espago por apresentarem
acao fitotdxica, imunomodulatéria, analgésica, antidiabética, inseticida, nematicida e
cardiovascular. As pesquisas mais avangadas no isolamento de componentes da
familia Polyporaceae, bem como de outros Basidiomicetos, sdo realizadas na
Alemanha, Japao, Korea e na China, onde o uso de cogumelos medicinais tornou-se
tradicao (ZJAWIONY, 2004).

Ainda que a diversidade dos Basidiomicetos em ecossistemas tropicais seja
vasta (HAWKSWORTH, 1991), no Brasil existem poucas pesquisas para a
descoberta de novos compostos bioativos empregados no controle de doengas de
plantas. As espécies de cogumelos mais facilmente reconhecidas como os
comestiveis (ISHIKAWA et al., 2001; PACCOLA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002)
ou medicinais, sdo alvo da maioria das investigacdes (SMANIA et al., 1995a,
SMANIA et al, 1995b,1997,1999).

Pacumbaba et al. (1999) observaram que o fluido de micélios do
basidiomiceto Lentinula edodes (Shiitake) possui atividade inibitoria 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.

Piccinin (2000), trabalhando com filtrados de basidiocarpo, pileo, estipe,

fitrado autoclavado de basidiocarpo, filtrado de basidiocarpo, filtrado de
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basidiocarpo autoclavado, filtrado de crescimento micelial e filtrado do micélio
macerado do cogumelo L. edodes, também observou o eliciamento da produgao de
fitoalexinas do complexo das deoxiantocianidinas em sorgo e gliceolinas em soja.

Fiori-Tutida (2003) realizou experimentos utilizando extratos aquosos dos
cogumelos L. edodes e Agaricus blazei (Cogumelo do Sol), verificando que os
mesmos estimularam a producédo de fitoalexinas em sorgo e soja, induziram a
producéo de proteinas-PR (B 1,3-glucanase e peroxidase) em trigo e ativaram rotas
metabdlicas para a formagao de papilas em mesocaotilos de trigo, indicando assim,
que esses cogumelos apresentam potencial como eliciadores de resposta de defesa
em plantulas.

Di Piero (2003) constatou em seus experimentos com extratos aquosos de
Basidiocarpos de L. edodes e A. blazei que houve inducao de resisténcia em plantas
de pepino pelos dois cogumelos testados. Em plantas de tomate, apenas A. blazei

apresentou potencial para o controle da bacteriose Xanthomonas vesicatoria.

2.1.3 Pycnoporus sanguineus

Evidéncias genéticas e morfolégicas indicam a presenca de trés espécies
para o género Pycnoporus: P. cinnabarinus (Jacq. Ex Fr.) Karst., que ocorre em
regides de clima temperado no hemisfério Norte; P. coccineus (Fr.) Bond & Sing.,
que ocorre em regides de clima temperado do hemisfério Sul e em paises vizinhos a
india e oceano pacifico; e P. sanguineus (L. Ex Fr.) Murr. que ocorre em regides
tropicais e subtropicais dos hemisférios Norte e Sul (NOBLES & FREW, 1962).

O fungo P. sanguineus é conhecido popularmente como orelha-de-pau,
pertence a Divisdo Basidiomycota, classe Hymenomycetes, ordem Aphyllophorales e
familia Polyporaceae. Pelo seu habito saprofitico, nutre-se de algumas espécies de
madeiras nas florestas. Tornou-se conhecido pelas caracteristicas fitoterapicas
empregadas em tratamentos de reumatismo, artrite e gota. Quando moido e em
infusdo € usado contra disenteria, cistos subcutaneos, verrugas e para desinflamar
os pés. Possui ainda atividade adstringente, antibacteriana e antifungica. Fidalgo
(1965) relata que alguns indigenas brasileiros usavam P. sanguineus para estancar
hemorragias. Segundo Pérez-Silva et al. (1988), o fungo tem sido usado na medicina

popular por tribos indigenas das Américas e da Africa para tratamento de diversas
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injurias. Esta espécie apresenta uma frutificagdo semi-circular e encontra-se
distribuida horizontalmente contra os caules das arvores. Sua superficie é lisa e
ligeiramente marcada em zonas concéntricas de coloragdo vermelho-laranjada
(LEPP, 2005) (Figura 1).

Figura 1. Basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus. Foto Clair Viecelli.

Além das caracteristicas citadas, Zulfadhly et al. (2001) indicam o uso de P.
sanguineus para a remogao de metais pesados, como Pb%*, Cu** e Cd?*" fixados na
coluna do leito de rios. Siqueira et al. (1997) relatam a presenga de trés importantes
enzimas hidroliticas, a-amilase, pB-glicosidase e xilanase em micélios de P.
sanguineus.

Smania et al. (1998) realizaram estudos com P. sanguineus observando a

sintese de metabdlitos secundarios e a atividade antimicrobiana contra bactérias de
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produtos alimenticios. Observaram que o fungo produziu cinnabarina, um antibiotico
de coloragao laranjada que inibiu o crescimento das bactérias Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniaea, Leuconostoc plantarum, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp.,
Salmonella typhimurium, Staphilococcus aureus, Streptococcus spp. Os
microrganismos B. cereus e L. plantarum foram inibidos com a menor concentragao
testada (0,0625 mg mL). A espécie K. pneumoniae foi a que apresentou menor
inibicdo (>4,0 mg mL) pelo antibidtico de P. sanguineus.

Smania Jr. et al. (2003) realizaram experimentos com toxicidade e atividade
antiviral de cinnabarina obtida com extratos etandlico e cetdnico de P. sanguineus e
observaram que essa substancia, mesmo em baixas concentragdes (0,62 mg mL),
causou alteragdes na viabilidade e morfologia das células de camundongos, porém,
sem causar injuria sistémica ou morte em baixas ou em altas concentragoes.

Rosa et al. (2003) em um “screening” com Basidiomicetos para testar a
atividade antimicrobiana, realizaram testes com 84 espécies desta ordem de fungos
de diferentes ecossistemas brasileiros contra microrganismos patogénicos e nao-
patogénicos. Concluiram que o isolado CCB277 de P. sanguineus inibiu o
crescimento da levedura Candida krusei e das bactérias Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus.

Halaouli et al. (2005) identificaram em seus estudos o isolado CBS 614.73
de P. sanguineus como tendo potencial para a produgao de tirosina, uma substancia
que demonstrou ser eficiente na sintese de moléculas antioxidantes e no “cross-
linking” de proteinas.

Assi (2005) utilizou extratos aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus
para o controle de Colletotrichum lindemuthianum em ensaios in vitro e no cultivo do
feijoeiro, concluindo que houve controle do patégeno, tanto por atividade
antimicrobiana direta, através da inibicdo da germinagdo de conidios, quanto por

inducao de resisténcia local e sistémica, através da ativagao de peroxidases.



3 MATERIAL E METODOS

A primeira fase do projeto foi realizada no laboratério de Farmacognosia e
Fitoquimica da UNIOESTE — Campus de Cascavel, PR, onde os basidiocarpos de
Pycnoporus sanguineus foram submetidos as extracbes hexanica, etandlica e
diclorometanica.

A segunda fase do projeto foi realizada no laboratério de Fitopatologia da
UNIOESTE - Campus Marechal Candido Rondon, PR. Os extratos hexanico,
etandlico e diclorometanico de P. sanguineus foram submetidos aos testes da

indugao de fitoalexinas e atividade de peroxidases.

12 fase — Obtencdo dos extratos

3.1 Obtencéao do fungo P. sanguineus

Basidiocarpos de P. sanguineus foram coletados nas matas da regido Oeste
do Parana. Posteriormente foram secos em temperatura constante de 30 °C,

triturados em moinho de esfera e o p6 armazenado em geladeira a 4 °C.

3.2 Producdo do extrato etandlico, hexanico e diclorometanico de P.

sanguineus

Uma porgédo de aproximadamente 160 g do fungo, na forma de pd seco de
basidiocarpo, foi submetida a extragcdo com trés solventes orgéanicos de diferentes
polaridades, hexano, etanol e diclorometano. O material foi preparado em cartucho

de papel filtro e colocado em aparelho Soxhlet com capacidade para 2 L em um
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procedimento ciclico durante 100 h para cada solvente, a 25 °C + 2 °C, obtendo
assim trés compostos organicos que foram utilizados nos experimentos. As solugdes
finais foram preparadas em quatro diferentes concentragdes: 100, 250, 500 e 750

mg L™ em &gua contendo 0,5% de Tween 20.

22 fase — Testes in vitro

3.3 Producéo de fitoalexinas em mesocoétilos de sorgo

Sementes de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] cv. Brandes foram
desinfestadas superficialmente com etanol 50% por 2 min, hipoclororito de sédio 1%
por 15 min e lavadas em agua destilada. Posteriormente, foram enroladas entre
folhas de papel de germinagdo umedecidas e incubadas no escuro por um periodo
de 72-90 h a temperatura de 25 °C + 2 °C. Apds este periodo no escuro, as plantulas
foram mantidas por 4 h na luz visando paralisar a elongagcdo dos mesocdétilos. Este
processo resultou em plantulas com mesocotilos uniformemente elongados e
adequados para o ensaio de produgdo de fitoalexinas (NICHOLSON et al., 1988;
YAMAOKA et al., 1990).

Os mesocotilos obtidos foram excisados 0,5 cm acima do né escutelar e
colocados em tubos de ensaio para microcentrifuga (eppendorfs: 1,2 cm de didmetro
x 3 cm de altura) (quatro mesocdétilos/tubo) contendo uma aliquota de 1 mL de cada
concentracdo dos extratos hexanico, etandlico e diclorometanico de P. sanguineus.
Como testemunhas foram utilizadas agua destilada esterilizada com 0,5% de Tween
20 e o ativador de defesa vegetal acibenzolar-S-metil (ASM) (100 mg i.a.)
(OSSWALD et al., 2004). Os tubos de ensaio, abertos, foram colocados numa cuba
de vidro e mantidos em camara umida, a 25 °C sob luz fluorescente (WULFF &
PASCHOLATI, 1999). Apd6s 60 h, os mesocétilos foram retirados dos tubos, secos e
os 5 mm basais de cada mesocdtilo foram excisados e descartados. A porgao
superior (2,5 cm) (excetuando-se as folhas) foi pesada, cortada em pequenos
segmentos e colocada em novos eppendorfs contendo 1,4 mL de metanol 80%
acidificado (0,1% HCI; v/v). Os mesocdtilos cortados foram mantidos a 4 °C no

metanol por 96 h para extragao dos pigmentos e a absorbancia determinada em
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espectrofotometro a 480 nm (NICHOLSON et al., 1987, 1988). O material vegetal
residual desta etapa (mesocétilos) foi enrolado em papel aluminio e congelado em

freezer para o teste de peroxidades.

3.4 Producéo de fitoalexinas em cotilédones de soja

Sementes da soja (Glycine max L.) cultivar CD 202 (VIGO et al., 2001) foram
desinfestadas em hipoclorito de sédio por dez min para posteriormente serem
colocadas em areia esterilizada (autoclavada) e mantidas em casa de vegetacao
visando a germinacdo das sementes. Apos dez dias da semeadura, os cotilédones
foram destacados das plantulas, lavados em agua destilada, enxugados e cortados
em seccao aproximada de 1 mm de espessura e 6 mm de didametro a partir da
superficie inferior. Quatro cotilédones foram colocados em placa de Petri contendo
papel de filtro umedecido com agua destilada estéril. Foi aplicada sobre cada
cotilédone uma aliquota de 40 pL de cada concentragao (100, 250, 500 e 750 mg L
) das trés solucdes do extrato de P. sanguineus além dos controles Tween 20
(0,5%) e ASM (100 mg i.a.). As placas de Petri foram mantidas a 25 °C e escuro.
Apds 20 h, os cotilédones foram transferidos para tubos de ensaio contendo 15 mL
de agua destilada esterilizada e deixados em agitagdo por 1 h para extracdo da
fitoalexina formada. A absorbancia foi determinada a 285 nm (AYERS et al., 1976;
ZIEGLER & PONTZEN, 1982). Apds esta etapa os cotilédones foram enrolados em

papel aluminio e congelados em freezer para o teste de peroxidases.

3.5 Atividade de peroxidades

As amostras congeladas remanescentes dos testes de produgdo de
fitoalexinas em sorgo e soja foram homogeneizadas em 4 mL de tampéao fosfato
(tampao de extracao) 0,01 M (pH 6,0) em almofariz de porcelana. O homogeneizado
foi centrifugado a 6.000 g durante 20 min. O sobrenadante obtido, considerado como
a fracdo contendo as peroxidases soluveis, foi armazenado a 4 °C. A atividade das
peroxidases foi determinada a 30 °C, através da leitura em espectofotometro. A

mistura da solugao consistiu de 2,9 mL de uma solugéo contendo 250 uL de guaiacol
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e 306 uL de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e
0,1 mL de preparagcdo enzimatica (sobrenadante do material vegetal). O total da
cubeta de referéncia consistiu em 3,0 mL de solucdo. A reagcdo enzimatica foi lida
em espectofotobmetro a 470 nm e os resultados estdo expressos em variacdo de
unidades de absorbancia min” mg™' de peso fresco (FIORI-TUTIDA, 2003).

3.6 Atividade especifica de peroxidases

Para a determinacao do conteudo total de proteinas foi utilizado o método de
Bradford (1976). Para tanto, foram adicionados 0,2 mL do reagente de Bradford
concentrado em cada 0,8 mL de amostra. Apdés 5 min, realizou-se a leitura de
absorbancia no espectofotdbmetro a 595 nm. Os dados foram expressos em g de

proteina mL™.

3.7 Anélise dos dados

Para a avaliagcdo do experimento foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com quatro repeti¢cdes e 14 tratamentos, com esquema fatorial 3
X 4 + 2, cujos tratamentos foram: trés solugbes organicas de P. sanguineus
(hexanica, etandlica e diclorometanica) com quatro concentracbes cada (100, 250,
500 e 750 mg L™), além dos dois controles (agua destilada + Tween 20) (controle
negativo) e ASM (controle positivo). As médias do fator qualitativo (solucdes
organicas) foram comparadas pelo método de Dunnett a 5% de probabilidade. Os
dados quantitativos (concentragdes) foram submetidos a analise de variancia,
obtendo-se equacdes de regressao (Programa Estatistico Sisvar) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey quando pertinentes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inducdo de fitoalexinas em mesocoétilos de sorgo

A analise de variancia demonstrou significancia do teste F, em nivel de 5%
de probabilidade, para a capacidade de induzir a producédo de fitoalexinas em
mesocotilos estiolados de sorgo para os trés extratos orgénicos testados (analise
qualitativa). Entretanto, ao realizar o teste de Dunnett (P < 0,05), péde-se verificar
que somente o extrato hexanico a 750 mg L™ e o extrato etandlico a 100 mg L™ de
P. sanguineus tiveram atividade eliciadora efetiva, ou seja, proporcionaram valores
de absorbancia que nao diferiram estatisticamente da testemunha ASM (controle
positivo) (Tabela 1), embora esses valores tenham sido 39% e 78% menores,
respectivamente, que o obtido pelo ASM. Os demais tratamentos n&o apresentaram
diferenca significativa entre suas médias, porém diferiram da testemunha ASM,
sendo verificados valores inferiores a esta. O tratamento com hexano a 750 mg L
foi estatisticamente superior a testemunha negativa agua + Tween 20 (0,5%).

A analise de regressdo do tratamento hexanico (Figura 2) indicou que a
melhor equagdo foi a quadratica (R> = 0,93), com incremento na inducdo de
fitoalexinas diretamente proporcional a concentragédo utilizada, sendo que o maior
valor alcancado foi 1,78 de absorbancia min'g.p.f.”" com a concentragéo de 750 mg
L™, 270% superior a testemunha negativa agua + Tween 20 (0,5%). Ja para os
tratamentos diclorometanico e etandlico a analise de regressao nao foi significativa,
isto &, a flutuagdo dos dados da sintese de fitoalexinas ndo € influenciada pela
concentracao utilizada. Os maiores valores para estes tratamentos foram 0,29 e 0,61

de absorbancia min"'g.p.f.", respectivamente (Tabela 1).
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Figura 2. Inducdo de fitoalexinas em mesocétilos estiolados de sorgo pelo
tratamento com extrato de basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus obtido em
hexano. Dados em absorbancia por minuto por grama de peso fresco.

Tabela 1. Indugao de fitoalexinas em mesocétilos estiolados de sorgo pelo tratamento
em extratos de Pycnoporus sanguineus obtidos em hexano, etanol e diclorometano

Extratos Concentracdes (mg L)

100 250 500 750
Hexano 0,42*b = 0,29a = 0,51a= 1,78a">
Etanol 0,61a"™= 0,17a= 0,27a = 0,29b =
Diclorometano 0,17b = 0,14a = 0,29a = 0,28b =
ASM™ (testemunha positiva) 2,91
Agua destilada + Tween 20 (0,5%) (testemunha negativa) 0,14

* Valores representam a absorbancia (480 nm) grama de peso fresco™;

** Acibenzolar-S- metil (100 mgi.a. L™);

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%;
) :sem diferenca significativa da testemunha ASM (Dunnett 5%);

M e O: diferencas significativas da testemunha ASM, sendo superior ou inferior a esta,
respectivamente.

= : sem diferenca significativa da testemunha agua destilada + Tween 20 (0,5%) (Dunnett
5%);

> e < : diferengas significativas da testemunha agua destilada + Tween 20 (0,5%), sendo
superior ou inferior a esta, respectivamente.

Para outros Basidiomicetos também se tem verificado a capacidade de

indugdo de fitoalexinas. Fiori-Tutida (2003) observou que os extratos brutos dos
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cogumelos L. edodes e A. blazei possuem atividade eliciadora de fitoalexinas
(deoxiantocianidinas) em mesocdétilos de sorgo. O género Lentinula alcangou 2,5 de
absorbancia mg.p.f.”" na concentracdo mais alta (40.000 mg L") e o género Agaricus
atingiu 2,6 de absorbancia mg.p.f.”' (10.000 mg L), sendo estatisticamente
diferentes e superiores a testemunha (agua destilada esterilizada). Nao ha na
literatura nenhum relato sobre o potencial indutor de fitoalexinas em sorgo por P.

sanguineus.

4.2 Inducéo de fitoalexinas em cotilédones de soja

Através da analise de variancia, em nivel de 5% de probabilidade, néo se
observou diferengas significativas no teste F (tratamentos entre si e com as
testemunhas) em todos os extratos orgénicos testados para a producdo de
fitoalexinas em cotilédones de soja, como também n&o houve um ajuste significativo

dos dados a uma curva de regressao.

Tabela 2. Inducao de fitoalexinas em cotilédones de soja pelo tratamento em extratos
de Pycnoporus sanguineus obtidos em hexano, etanol e diclorometano

Extratos Concentracées (mg L)

100 250 500 750
Hexano 0,032*"= 0,025™= 0,030™= 0,032"™=
Etanol 0,023"= 0,035™= 0,044"= 0,026"=
Diclorometano 0,031™= 0,037™= 0,028™= 0,025™=
ASM™ (testemunha positiva) 0,031
Agua destilada + Tween 20 (0,5%) (testemunha negativa) 0,031

* Valores representam a absorbancia (285 nm) grama de peso fresco™;

** Acibenzolar S- metil (100 mgi.a. L™);

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%;
) :sem diferenca significativa da testemunha ASM (Dunnett 5%);

= : sem diferencga significativa da testemunha agua destilada + Tween 20 (0,5%) (Dunnett
5%).

As médias dos tratamentos do experimento de indugdo de fitoalexinas em
cotilédones de soja nao diferiram significativamente da meédia da testemunha

negativa (agua + Tween 20) e/ou da testemunha positiva (ASM). Em trabalho com
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extratos provenientes de folhas da planta medicinal Adiantum capillus-veneris
(avenca), Meinerz et al. (2007) também constataram que o tratamento com ASM
(125 mg i.a. L") ndo promoveu indugdo de fitoalexinas, em cotilédones de soja,
superior a testemunha agua.

Pode-se concluir, que a média da produgao de fitoalexinas foi maior em
mesocdtilos estiolados de sorgo (0,44 de absorbancia min” g.p.f.”') do que em
cotilédones de soja (0,031 de absorbancia min”’ g.p.f.'1). Essa comparacao esta de
acordo com os resultados de Piccinin (2000), que utilizou diferentes formulagdes de
L. edodes (filtrado de basidiocarpo autoclavado, filtrado de estipe, filtrado
autoclavado de basidiocarpo) e constatou maior acumulo de fitoalexinas em
mesocotilos de sorgo do que em cotilédones de soja.

Fiori-Tutida (2003) observou resultados diferentes deste trabalho,
verificando que os extratos brutos dos cogumelos L. edodes e A. blazei possuem
atividade eliciadora de fitoalexinas em cotilédones de soja. O género Agaricus
proporcionou um maior acumulo de fitoalexinas gliceolinas (0,41 de absorbancia min
' g.p.f") do que o género Lentinula (0,16 de absorbancia min™ g.p.f."). Ja para
mesocotilos de sorgo, o género Lentinula proporcionou maior acumulo de
fitoalexinas do que Agaricus.

Mesmo que alguns extratos de P. sanguineus tenham promovido o acumulo
de fitoalexinas neste experimento, atuando como eliciadores, ndo significa que esta
producdo podera proteger as plantas de sorgo e soja em seus respectivos
patossistemas. Hammerschmidt (1999a; 1999b), ressaltou que as fitoalexinas tém
gerado informagdes uteis sobre o metabolismo secundario, regulagdo de genes e
quimica do metabolismo secundario. Porém, algumas questdes ainda precisam ser
respondidas: As fitoalexinas sao importantes para a defesa das plantas? Se forem,
em que grau? Ou ainda, existe a duvida se elas podem ser apenas o produto final do
metabolismo das plantas que sofreram uma agressao do patégeno, sendo que este
por sua vez, desviou a produgdao de carbono para formar compostos que sao
“acidentalmente” antimicrobianos.

Segundo Hammerschmidt (1999b) e Van Loon et al. (1998) a atual definicao
de fitoalexinas ndo inclui qualquer critério que permita a discriminagao entre o papel
das fitoalexinas na defesa versus apenas uma resposta a infecgao. Contudo, boas
evidéncias para o seu papel na defesa das plantas existem, como exemplo pode-se

citar: a) a localizagdo e o tempo de acumulo de fitoalexinas no tecido infectado em
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relacdo ao desenvolvimento do patdégeno; b) forte correlagao positiva de produgao
rapida de fitoalexinas com interagdes incompativeis no sistema gene-a-gene de
planta-patdogeno; c) associagdo de acumulo rapido de fitoalexinas com genes de
resisténcia que condicionam uma rapida restrigdo do desenvolvimento do patdgeno;
d) uso de inibidores metabdlicos que aumentam a suscetibilidade e bloqueiam a
producao de fitoalexinas; e) uma relagao positiva entre a viruléncia do patégeno e a
tolerancia as fitoalexinas; f) um aumento da resisténcia do tecido da planta através
do estimulo de producao de fitoalexinas antes da inoculagdo com o patdégeno.

Metabdlitos de defesa constitutivos (pré-formados) também sdo encontrados
em espécies que sintetizam fitoalexinas, indicando que a producao desta faz parte
das diversas estratégias de defesa selecionadas ao longo da evolug&o, podendo ou
nao ser o principal mecanismo de resisténcia de uma determinada espécie vegetal
(STICHER et al., 1997).

A producao de fitoalexinas sofre a influéncia de diversos fatores, como
umidade, disponibilidade de agua e temperatura. Em plantas nativas crescendo em
ambiente natural, como Tocoyena formosa (Rubiaceae), uma espécie do cerrado, a
sintese de fitoalexinas varia nas diferentes estacbes do ano, sugerindo uma

adaptacao do sistema de defesa as flutuagdes ambientais (BRAGA et al., 1991).

4.3 Atividade de peroxidases em mesocoétilos estiolados de sorgo

Com a realizacdo de uma analise de variancia, pode-se concluir pelo teste F
(5% de probabilidade), que os dados n&o diferiram significativamente entre si e
também nao diferiram da testemunha positiva e/ou negativa (Tabela 3).

Com relagao ao extrato hexanico a maior atividade de peroxidases foi com a
concentracdo de 250 mg L™ (2,98 absorbancia min” g.p.f.™), obtendo valor médio de
2,77 absorbancia min™ g.p.f.'. O extrato etandlico revelou uma diminuicdo na
atividade de peroxidases proporcional ao aumento da concentracdo utilizada. A
producdo média de peroxidases foi de 2,08 absorbancia min™ g.p.f.". Ja para o
extrato diclorometanico houve uma supresséo da atividade de peroxidases a partir
da concentragdo de 100 mg L™, apresentando a menor média (1,96 absorbancia

min”’ g.p.f.'1), em comparacao aos outros dois extratos.
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Ao realizar uma analise de variancia entre cada uma das concentragdes
testadas nos diferentes extratos (Tabela 3), pode-se notar através do teste de Tukey
a 5% de probabilidade que, nenhuma média diferiu estatisticamente entre si e entre
as testemunhas, exceto o extrato diclorometanico com 250 mg L7, que se
apresentou estatisticamente inferior a testemunha ASM. Mesmo sem diferencas
estatisticas, 20% dos tratamentos apresentaram valores maiores do que a

testemunha positiva.

Tabela 3. Atividade de peroxidases em mesocétilos estiolados de sorgo pelo
tratamento em extratos de Pycnoporus sanguineus obtidos em hexéno, etanol e
diclorometano

Extratos Concentracdes (mg L)

100 250 500 750
Hexano 2,51*a"= 2,98a"™= 2,76a"™= 2,84a"=
Etanol 2,21a"= 1,94ab"™= 2,18a"= 1,99a"°=
Diclorometano 2,58a"= 1,56b = 1,91a"™= 1,80a"=
ASM (testemunha positiva)** 2,74
Agua destilada + Tween 20 (0,5%) (testemunha negativa) 2,58

* Valores representam a variacéo nas unidades de absorbancia (470 nm) min™ grama
peso fresco™;

** Acibenzolar-S- metil (100 mgi.a. L™);

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%;
) :sem diferenga significativa da testemunha ASM (Dunnett 5%);

M e O: diferencas significativas da testemunha ASM, sendo superior ou inferior a esta,
respectivamente.

= : sem diferencga significativa da testemunha agua destilada + Tween 20 (0,5%) (Dunnett
5%).

4.4 Atividade de peroxidases em cotilédones de soja

Para os trés extratos organicos testados ndo houve um ajuste significativo
dos dados a uma curva de regressao, isto significa que a atividade de peroxidases
nao é influenciada e/ou dependente da dose. Através da analise de variancia entre
os extratos (analise qualitativa) pbdde-se notar que n&o houve diferengas
significativas pelo teste F (P < 0,05) dos valores entre si e entre as testemunhas
(Tabela 4).
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O extrato hexanico obteve maxima atividade de peroxidases com a menor
concentracdo utilizada (3,96 absorbancia min™ g.p.f.). O tratamento com etanol
indicou uma supressao da atividade de peroxidases proporcional ao aumento da
concentragdo utilizada e obteve uma média de 4,06 absorbancia min™ g.p.f.”". Em
relacdo aos dados obtidos com o extrato diclorometéanico, verificou-se a maior
atividade de peroxidases observada no experimento (5,16 absorbancia min™' g.p.f.”")
na concentragdo de 100 mg L™ de P. sanguineus, superando a testemunha ASM em
30%. O ponto de minima atividade foi em 500 mg L™, com 3,38 de absorbancia min™
g.pf.

Ao realizar a analise de variancia entre as concentracbes (analise
quantitativa) pdde-se verificar que o teste de Tukey ndo acusou significancia ao nivel

de 5% de probabilidade, para os dados entre si e com as testemunhas (Tabela 4).

Tabela 4. Atividade de peroxidases em cotilédones de soja pelo tratamento em
extratos de Pycnoporus sanguineus obtidos em hexano, etanol e diclorometano

Extratos Concentracdes (mg L)

100 250 500 750
Hexano 3,96*a™= 3,10a™= 3,68a™= 3,27a"™=
Etanol 4,493"°= 4.21a"= 3,73a™= 3,80a"=
Diclorometano 5,16a"= 3,91a™= 3,38a™= 4,333"=
ASM™ (testemunha positiva) 3,95
Agua destilada + Tween 20 (0,5%) (testemunha negativa) 3,44

* Valores representam a variacéo das unidades de absorbancia (470 nm) min™ grama
peso fresco™;

** Acibenzolar-S- metil (100 mgi.a. L™");

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%;

) :sem diferenga significativa das testemunhas positiva e negativa (Dunnett 5%);
= : sem diferenca significativa da testemunha agua destilada + Tween 20 (0,5%) (Dunnett
5%).

Em relagdo ao experimento com atividade de peroxidases, pode-se concluir
gue houve maior indugao pelos extratos de P. sanguineus em cotilédones de soja do
que em mesocotilos de sorgo. O valor minimo de atividade de peroxidases em
cotilédones de soja foi 100% maior do que o valor minimo produzido em mesocatilos

de sorgo.
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Estas peroxidases participam do processo de lignificacdo de células
vegetais, podendo com isso, afetar o desenvolvimento fungico através de barreiras
fisicas, bloqueando o desenvolvimento do patégeno, reduzindo a difusdo de
nutrientes para o fungo ou levando a sintese de precursores de lignina téxicas ao
fungo.

Assi (2005) em seu trabalho analisou peroxidases em plantas de feijao
tratadas com extratos aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus e concluiu que
houve ativacdo de mecanismos de defesa, principalmente para extrato em
concentragdo de 20%, através de incremento local e sistémico na atividade e
atividade especifica de peroxidases, o que pode ter contribuido para a redugao da
severidade causada por Colletotrichum lindemuthianum.

Com relagao a atividade especifica de peroxidase em cotilédones de soja, a
andlise de variancia (qualitativa) dos extratos hexanico e diclorometanico né&o
demonstrou significancia pelo teste F (5% de probabilidade), porém o extrato
etandlico obteve diferencga significativa da testemunha positiva e negativa (Tabela 5).

Pdde-se observar um incremento na atividade especifica para o extrato
hexanico proporcional ao aumento da concentragdo, mas sem um ajuste significativo
da regressdo. Na concentragdo de 500 mg L' observou-se o pico de atividade
especifica, com 2,48 de absorbancia min™' ug de proteina™.

O tratamento com extrato etandlico demonstrou uma inibicdo da atividade
especifica de peroxidase proporcional ao aumento da concentragao utilizada. Os
dados da regressdo se ajustaram a uma equacéo linear, com o R? de 0,91 (Figura
3). Para as concentracdes de 500 e 750 mg L’ a atividade especifica foi
significativamente inferior a obtida no tratamento com ASM e com agua + Tween 20
(0,5%) (teste de Dunnett, 5% probabilidade).

Pb&de-se observar com o extrato diclorometanico o maior valor de atividade
especifica (concentracdo de 250 mg L™, 2,68 de absorbancia min™ pg de proteina™)
superando a testemunha ASM em 30%. Novamente a analise de regressdo nao foi

significativa.
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Figura 3. Atividade especifica de peroxidases em cotilédones de soja induzida pelo
tratamento com extrato de basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus obtido em

etanol. Dados em absorbancia por minuto por micrograma de proteina.

O teste de Tukey (P< 0,05) das concentragdes 500 e 750 mg L™ (analise
quantitativa) demonstrou que os extratos hexanico e diclorometanico ndo diferiram
das testemunhas positiva e negativa, porém diferiram estatisticamente do extrato

etandlico, com valores até 9 vezes maior para estas concentragdes (Tabela 5).
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Tabela 5. Atividade especifica de peroxidases em cotilédones de soja pelo tratamento em
extratos de Pycnoporus sanguineus obtidos em hexano, etanol e diclorometano

Extratos Concentragdes (mg L)

100 250 500 750
Hexano 1,35*b = 1,13a"™= 2,48a"™= 2,10a"™=
Etanol 2,06ab™= 1,29a"= 0,30b < 0,23b <
Diclorometano 2,453"= 2,68a"= 2,34a™= 2,54a™=
ASM™ (testemunha positiva) 2,07
Agua destilada + Tween 20 (0,5%) (testemunha negativa) 2,08
* Valores1 representam a variagdo das unidades de absorbancia (470 nm) min™' pg™”' de
proteina™;

** Acibenzolar-S- metil (100 mgi.a. L™");

Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%;
) :sem diferenga significativa da testemunha ASM (Dunnett 5%);

M e O: diferencas significativas da testemunha ASM, sendo superior ou inferior a esta,
respectivamente.

= : sem diferencga significativa da testemunha agua destilada + Tween 20 (0,5%) (Dunnett
5%);

> e < : diferengas significativas da testemunha &gua destilada + Tween 20 (0,5%), sendo
superior ou inferior a esta, respectivamente.

Como descrito anteriormente, Assi (2005) também obteve incremento na
atividade especifica de peroxidases, pelo tratamento com extratos de basidiocarpos
de P. sanguineus, porém em plantas de feijdo. Na literatura ndo ha nenhum relato
sobre a influéncia de extratos de P. sanguineus na atividade de peroxidases em

sSorgo e soja.
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5 CONCLUSOES

1 Os extratos organicos diclorometanico, hexanico e etandlico de
basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus nado possuem atividade indutora de
fitoalexinas em cotilédones de soja, mas indicam a sintese de deoxiantocianidinas

em mesocotilos de sorgo.

2 Os extratos organicos de basidiocarpos de P. sanguineus, diclorometéanico
para sorgo e soja e etandlico para soja, inibem a atividade de peroxidase, enquanto
que o extrato hexanico promove a atividade para sorgo e a atividade especifica para

soja.
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