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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliarainducdo defitoalexinas eaatividade de peroxidases emsorgo
esoja tratados com extratos de basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus. Os extratos diclorometéanico,
hexanico e etanélicocom 100,250,500 e 750 mg/ L foram testados em relagdo a indugao da produgao
defitoalexinaseatividade de peroxidases em cotilédones de soja e mesocétilos estiolados de sorgo.
Acibenzolar-S-metil (200 mg/L do produto comercial) e agua destilada + Tween 20 foram
utilizados como tratamentos controles positivo e negativo, respectivamente. Parafitoalexinasem
mesocoétilos de sorgo, o extrato hexanico (750mg/ L) proporcionou a maior indugéo, 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 uma tendéncia de supressao da sintese de gliceolina pelo extrato
diclorometanico. Em relacdo as peroxidases, os extratos diclorometanico para sorgo e soja e
etandlico para soja inibiram a atividade enzimatica. A inducao verificada para o extrato hexanico
em sorgo ndo diferiu do controle ASM. A atividade especifica de peroxidase em soja foi inibida
pelo extrato etandlico einduzida pelo hexanico, mas sem diferenga do tratamento com ASM. Esses
resultados indicam o pequeno potencial destes extratos para a inducdo de resisténcia em
patossistemas envolvendo sorgo e soja.
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ABSTRACT

PHYTOALEXIN INDUCTION AND PEROXIDASE ACTIVITY IN SORGUM AND SOYBEAN
TREATED WITH BASIDIOCARP EXTRACTS OF PYCNOPORUS SANGUINEUS. This work aimed
to verify the phytoalexininduction and the peroxidase activities in sorghum and soybean treated
with extracts of P. sanguineus basidiocarp. To this end, dichloromethane, hexane and ethanol
extracts, in concentrations of 100,250, 500 and 750 mg/ L were texted for phytoalexininduction and
peroxidase activity in soybean cotyledons and sorghum etiolated mesocotyls. Acybenzolar-S-
methyl (ASM) (200 mg/ L of commercial product) and distilled water + Tween 20 (0.5%) were used
as positive and negative control treatments, respectively. For the phytoalexin assay in sorghum
mesocotyls, the hexanic extract in the concentration 750 mg/L provided the highest induction,
however without differing significantly from ASM. For the phytoalexin assay in the soybean
cotyledons, P. sanguineus extracts did not induce activity significantly different from the positive
and negative control treatments, and showed a suppression of glyceollin synthesis for the
dichloromethane extract. In relation to peroxidases, the dichloromethane extracts for sorghum
and soybean and ethanol extract for soybean inhibited the enzymatic activity. The induction
verified for the hexanic extract in sorghum was not different from the ASM control. The specific
activity of peroxidase in soybeans was inhibited by the ethanol extract and it was induced by the
hexanic, but with no differences in relation to the treatment with ASM. These results indicate the
weak potential of these extracts for the induction of resistance in pathosystems involving sorghum
and soybeans.
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INTRODUCAO

A indugdo de resisténcia corresponde a ativagdo
do sistema de defesa latente nas plantas quando elas
entram em contato com agentes chamados de
eliciadores ou elicitores (PascHoLATI; LEITE, 1995; SmiTH,
1996). Entre os elicitores estdo agentes bidticos, como
microrganismos vidveis (STANGARLIN; P AscCHOLATL, 1994)
ou inativos, ou abi6ticos, como 4cido aminobutirico
(CoHEN, 1996), acido 2,6-dicloroisonicotinico
(HywecwN et al., 1996) e acibenzolar-S-metil, além de
metais pesados, luz ultravioleta, acido salicilico,
fosfitos e silicatos, entre outros (CAVALCANTI et al.,
2005a). Esses mecanismos de resisténcia podem in-
cluiroactimulo de compostos fendlicos, de fitoalexinas
e de proteinas relacionadas a patogénese (comob-1,3
glucanase, quitinase e peroxidase) (CavALcaNTIet al.,
2005b).

As fitoalexinas sdo compostos antimicrobianos
de baixa massa molecular, sintetizadas e acumula-
das nas plantas ap6s estresses fisicos, quimicos ou
biolégicos, sendo capazes de reduzir ou impedir a
atividade de agentes patogénicos (PAscHOLATY, LEITE,
1994;Kuc, 1995; H AN, 1996). Mais de 300 fitoalexinas
ja foram caracterizadas entre diferentes classes de
compostos quimicos como cumarina, diterpeno e
flavonodide, entre outras, e tém sido identificadas em
mais de 20 familias de vegetais (SNYDER; NICHOLSON,
1990). A sintese de fitoalexinas ocorre em inclusdes
citoplasmaticas préoximas ao local da tentativa de
penetragdo do patégeno. Sua agdo nos fungos se da
por desorganizacdo dos contetidos celulares, ruptura
da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas
fangicas. Esses efeitos refletem-se na inibicao da ger-
minagdo e elongacdo do tubo germinativo e inibicao
do crescimento micelial (Lo et al., 1996). Em soja, a
fitoalexina gliceolina (pterocarpandide) mostra-se
importante na interacdo dessa leguminosa com
fitopatégenos (BURDEN; BAILEY, 1975). Em sorgo sao
produzidos compostos fendlicos em resposta a
inoculagdo com fungos patogénicos ou tratamento
comelicitores, sendoidentificadas quatro fitoalexinas
derivadas de antocianidinas (NicHOLSON et al., 1987;
HipskiND et al., 1990). Bioensaios com cotilédones de
soja e com mesocoétilos estiolados de sorgo sdo ferra-
mentas importantes para se testar o efeito elicitor de
um tratamento (STANGARLIN ef al., 1999).

Além das fitoalexinas, as peroxidases podem atu-
ar na resisténcia das plantas aos patégenos. As
peroxidases participam de varios processos fisiol6gi-
cos, catalisandoaoxidacdoeaeventual polimerizagao
de élcool hidroxicindmico em presenca de peréxido
de hidrogénio, originando lignina, um importante
mecanismo fisico de defesa vegetal (GAspar et al.,
1982), que contribui no fortalecimento das paredes
celulares do hospedeiro. Altera¢des na atividade de

peroxidases pelo tratamento com elicitores podem
indicar o envolvimento destes naindugdo de resistén-
cia em plantas (TENHAKEN et al., 1995).

Entre os elicitores estdo os extratos de plantas
medicinais e 6leos essenciais (compostos secundari-
0os) com propriedades antimicrobianas e/ou
indutoras de resisténcia GTANGARLIN et al., 1999;
ScHWAN-EsTRADA et al., 2003; ScHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN, 2005), bem como os extratos obtidos de
cogumelos (D1 Piero et al., 2005).

Piccinin (2000), trabalhando com filtrados aquo-
sosdebasidiocarpo, pileo, estipe e micélio docogume-
lo Lentinula edodes (shiitake), verificou a agdo elicitora
desses tratamentos na produgdo de fitoalexinas do
complexo das deoxiantocianidinas em sorgo e
gliceolinas em soja. Fior-Tutipa (2003) observou que
0s extratos aquosos dos cogumelosL. edodese Agaricus
blazei ('cogumelo do sol’) estimularam a produgdo de
fitoalexinasemsorgo e soja, induzirama produgdode
proteinasrelacionadas a patogénese em trigo e ativa-
ramrotas metabolicas para a formagdo de papilasem
mesocoétilos de trigo, indicando, assim, que esses
cogumelos apresentam potencial comoeliciadores de
resposta de defesa em plantulas. DiPiero (2003) cons-
tatou em seus experimentos com extratos aquosos de
basidiocarpos de L.edodes e A.blazeiquehouveindugao
de resisténcia em plantas de pepino pelos dois cogu-
melos testados. Em plantas de tomate, apenasA. blazei
apresentou potencial para o controle da bacteriose
causada por Xanthomonas vesicatoria.

Outro basidiomiceto com potencial para controle
de doengas é o Pycnoporus sanguineus (‘orelha-de-pau’
da familia Polyporaceae) (NosLEs; FREw, 1962). A ati-
vidadeantimicrobiana destefungo temsidoverificada
contra bactérias pela acdo de compostos como
‘poliporin’ (Bosg, 1946) e cinabarina (SMANIA JUNIOR
et al., 2003).

Assi (2005) utilizou extratos aquosos de
basidiocarpos de P. sanguineus para o controle de
Colletotrichum lindemuthianum em ensaiosin vitroeno
cultivo do feijoeiro, concluindo que houve controle do
patégeno, tanto por atividade antimicrobiana direta,
através dainibicdo da germinagdo de conidios, quan-
toporinducao deresisténcialocal e sistémica, através
da ativacdo de peroxidases. Esses extratos aquosos,
entretanto, apresentaram-seinviaveisapés30diasde
armazenamento, mesmo sob refrigeracdo a 4°C, sen-
do colonizados por fungos e bactérias saprofitas,
além de apresentarem oxidagdo e precipitacdo de
compostos, havendo a necessidade, portanto, de se
obter extratos mais estaveis.

Dessa forma, este trabalho objetivou avaliar a
indugdo da producao de fitoalexinas eaatividade de
peroxidases em sorgo e soja tratados com extratos de
basidiocarpos de P. sanguineus obtidos comsolventes
organicos.

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.75, n.3, p.285-292, jul./set., 2008



Inducao de fitoalexinas e atividade de peroxidases em sorgo e soja

tratados com extratos de basidiocarpos Pycnoporus sanguineus.

MATERIAL E METODOS
Obtencido deP.sanguineus e producao dos extratos

Basidiocarpos de P. sanguineus foram coletados
nas matas da regiéo Qeste do Parand, secos em tem-
peratura constante de 30° C, triturados em moinho de
esfera e o p6 armazenado em geladeira a 4° C. Uma
porcao de 160 g do fungo, na forma de p6 seco de
basidiocarpo, foi submetida a extracdo (aparelho
Soxelet) com trés solventes organicos de diferentes
polaridades, hexano, etanol e diclorometano, em um
procedimento ciclico durante 100h para cadasolvente,
a 25° C £ 2° C, obtendo os compostos que foram
utilizados nos experimentos. As solucdes finais fo-
ram preparadas em quatro diferentes concentragoes:
100, 250, 500 e 750 mg/ L em dgua contendo 0,5% de
Tween 20.

Producao defitoalexinasemmesocétilos desorgo

Sementes de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench]
cv. Brandes foram desinfestadas superficialmente
cometanol50% por2minelavadasemaguadestilada.
Posteriormente, foram enroladas entre folhas de pa-
pelde germina¢do umedecidas eincubadasno escuro
por 3 dias a temperatura de 25° C + 2° C. Ap0s este
periodo, as plantulas foram mantidas por 4h na luz
visando paralisar a elongagdo dos mesocétilos. Este
processo resultou em plantulas com mesocétilos uni-
formemente elongados e adequados para o ensaio
de producdo de fitoalexinas (NicHOLsON ef al., 1988;
Y aMAOKA et al., 1990).

Os mesoco6tilos obtidos foram excisados 0,5 cm
acima doné escutelar e colocados em tubos de ensaio
para microcentrifuga (quatro mesocétilos/ tubo) con-
tendoumaaliquotade1mL decadaconcentragdodos
trés extratos organicos de P. sanguineus. Como teste-
munbhas, foram utilizados 4gua destilada esterilizada
com 0,5% de Tween 20 e o ativador de defesa vegetal
acibenzolar-S-metil (ASM) (200 mg/L do produto
comercial) (OsswaLp et al., 2004). Os tubos de ensaio,
abertos, foram mantidos em cAmara tiimidaa25° Csob
luz fluorescente (WULFF; PascHOLATI, 1999). Ap6s 60h,
os mesoco6tilos foram secos e os 5 mm basais de cada
mesocétilo foram excisados e descartados. A porcao
superior (2,5cm) (excetuando-se asfolhas) foi pesada,
cortada em pequenos segmentos e colocada em
eppendorfs contendo 1,4 mL de metanol 80%
acidificado (0,1% HCL; v/v). Os mesocétilos cortados
foram mantidos a 4° C no metanol por 96h para
extracdo dos pigmentos eaabsorbancia determinada
em espectrofotdometro a 480 nm (NicHoLsoN et al., 1987;
NicHoLsoN et al., 1988). O material vegetal residual
desta etapa (folhas) foi enrolado em papel aluminio e
congelado em freezer para o teste de peroxidases.

Producao de fitoalexinas em cotilédones de soja

Sementes de soja (Glycine max L.) cultivar CD 202
(Vico et al., 2001) foram desinfestadas, colocadas em
areia esterilizada (autoclavada) e mantidas em casa
devegetacdo para germinacdo. Apés10dias daseme-
adura, oscotilédonesforam destacadosdasplantulas,
lavados em dgua destilada, enxugados e cortados em
seccdo aproximada de 1 mm de espessura e 6 mm de
didmetro a partir da superficie inferior. Quatro
cotilédones foram colocados em placa de Petri conten-
do papel de filtro umedecido com 4agua destilada
estéril. Foi aplicada sobre cada cotilédone uma
aliquota de40 pL de cada concentracado (100, 250,500
e 750 mg/L) das trés solugdes do extrato de P.
sanguineus além dos controles Tween 20 (0,5%) e ASM
(200mg/L do produto comercial Bion®). As placas de
Petri foram mantidas a 25° C e escuro. Ap6s 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).
Ap6s esta etapa os cotilédones foram enrolados em
papel aluminio e congelados em freezer a -20°C para
o teste de peroxidases.

Atividade de peroxidases

Asamostrascongeladasremanescentes dos testes
de producdo de fitoalexinas em sorgo e soja foram
homogeneizadasem 4 mL de tampao fosfato (tampao
de extracao) 0,01 M (pH 6,0) em almofariz de porcela-
na. O homogeneizado foi centrifugado a 6.000 g du-
rante 20 min. O sobrenadante obtido, considerado
como a fracdo contendo as peroxidases solaveis, foi
armazenado a 4° C. A atividade das peroxidases foi
determinada a 30° C em espectrofotémetro a 470 nm.
A mistura da solugéo consistiu de 2,9 mL de solugao
contendo 250 pL de guaiacol e 306 uL de peréxido de
hidrogénio em 100 mL de tampao fosfato 0,01 M (pH
6,0) e 0,1 mL de preparagdo enzimética (Lusso;
PascHoLaTy, 1999). Os resultados foram expressos em
variacdo de unidades de absorbancia/min/mg de
peso fresco ou mg de proteina. O teor de proteinas foi
determinado conforme BRADFORD (1976).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Indugao defitoalexinas em mesocétilos de sorgo

A analise de varidncia demonstrou significancia
do teste F, em nivel de 5% de probabilidade, para a
capacidade deinduzira producao de fitoalexinas em
sorgo para os trés extratos organicos testados. Entre-
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tanto, ao realizar o teste de Dunnett (P £ 0,05), pode-
se verificar que somente o extrato hexanicoa 750 mg/L
e o extrato etandlico a 100 mg/L de P. sanguineus
tiveramatividadeeliciadora efetiva, proporcionando
valores de absorbancia estatisticamente superiores
ao da testemunha dgua (Tabela 1). Entretanto, esses
valores foram 39 e 78%, respectivamente, inferiores
que o obtido para o ASM (testemunha positiva). Os
demais tratamentos ndo apresentaram diferenca sig-
nificativa entre suas médias, porém diferiram da tes-
temunha ASM, sendo verificados valores inferiores a
esta.

As anélises de regressdo dos tratamentos indica-
ram ajustes lineares crescentes (y = 0,203x + 0,1213)
e(y=0,0032x+0,3077) paraosextratos diclorometanico
e etanolico, respectivamente, enquanto que para o
extrato hexanico o ajuste foi para uma equacado de
segundo grau, com incremento na indugdo de
fitoalexinas diretamente proporcional as concentra-
¢0Oes do extrato.

Para outros basidiomicetos também se tem verifi-
cado a capacidade de inducao de fitoalexinas. FiorI-
Tutipa (2003) observou que os extratos brutos dos
cogumelos L. edodes e A. blazei possuem atividade
eliciadora de fitoalexinas (deoxiantocianidinas) em
mesocétilos de sorgo. Para P. sanguineus, no entanto,
nao hé na literatura nenhum relato sobre o potencial
indutor de fitoalexinas em sorgo.

Inducdo de fitoalexinas em cotilédones de soja

Pela anéalise de variadncia, em nivel de 5% de
probabilidade, ndo se observaram diferencas signifi-
cativas no teste F (tratamentos entre si e com as teste-
munhas) em todos os extratos orgédnicos testados
para a producdo de fitoalexinas em cotilédones de
soja (Tabela 2).

Para o extrato diclorometanico observou-se uma
curvaderegressdaocomR2de0,67 e omelhor ajuste dos
dados procedeu-se com uma equagdo de segundo
grau. Ndohouveajustesatisfatério dos dados paraos
extratos hexanico e etandlico.

Pode-se concluir que a média da produgdo de
fitoalexinas foi maior em mesocétilos estiolados de
sorgo (0,44 de absorbancia/g.p.f.) do que em
cotilédonesdesoja (0,031 deabsorbancia/g.p.f.). Essa
comparagdo esta de acordo com os resultados de
PicciniN (2000) que, utilizando diferentes extratos de
L.edodes, constatou maior acimulo defitoalexinasem
mesocoétilos de sorgo do que em cotilédones de soja.

Fiori-Tutipa (2003) observouresultados diferentes
deste trabalho, verificando que os extratos aquosos
dos cogumelosL. edodes e A. blazeipossuematividade
eliciadora defitoalexinas em cotilédones de soja, visto
que ha inducdo de gliceolina em soja pelos
polissacarideos presentes em extratos aquosos. Ha

evidéncias de receptores em soja que se ligam a
glucanas acarretando a indugdo de fitoalexinas. O
género Agaricus proporcionou um maior acimulo de
fitoalexinas gliceolinas (0,41 de absorbéancia/g.p.f.)
do que o género Lentinula (0,16 deabsorbancia/g.p.£.).
Ja para mesocétilos de sorgo, o género Lentinula pro-
porcionou maior acimulo de fitoalexinas do que
Agaricus.

Atividade de peroxidases em mesocdtilos
estiolados de sorgo

Pode-se observar que para o extrato diclorometanico
houve uma supressao da atividade de peroxidases a
partir da concentracdo de 100 mg/L. A curva de
regressdo obteve um R?relativamente baixo (0,53) ea
equacdo que melhorexplicouosdadosfoiade?2egrau.
Pode-se concluir pelo teste F (5% de probabilidade)
que os dados ndo diferiram significativamente entre
si e também ndo diferiram da testemunha (Tabela 3).
Este extrato apresentou, na média, a menor atividade
de peroxidases (1,96 absorbancia/min/g.p.f.), em
comparagao aos outros dois extratos.

Comrelagado ao extrato hexanico, amaioratividade
de peroxidases foi com concentra¢do de 250 mg/L
(2,98 absorbancia/min/ g.p.f.), massem diferencasig-
nificativa datestemunha, quefoide?2,74 absorbancia/
min/g.p.f., e dos outros extratos. O melhor ajuste dos
dados foi com uma equacao de 22 grau.

O extrato etandlico revelou uma diminuic¢do na
atividade de peroxidases conforme aumentou sua
concentragdo, ndo havendo um ajuste satisfatério dos
dados,jaqueovalordoR*foibaixo. A producaomédia
de peroxidases foi de 2,1 absorbancia/min/g.p.f.

Atividade de peroxidases em cotilédones desoja

Paraoextrato diclorometanico, verificou-se amaior
atividade de peroxidases (5,16 absorbancia/min/
g.p.f.) na concentracdo 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.p.f. Contudo, ao realizar a ana-
lise de varidncia, pode-se verificar que o teste F ndo
acusousignificanciaaonivel de5% de probabilidade,
para os dados entre si e com a testemunha (Tabela 4).
O melhor ajuste da curva foi realizado com uma
equacdo de 2 grau. Para o extrato hexanico, ndo
houve ajuste satisfatério dos dados.

Os dados do extrato etandlico indicam uma su-
pressdo da atividade de peroxidases proporcional
ao aumento da concentragdo utilizada. O melhor
ajuste dos dados foi com a equacdo de 2 grau.
Novamente, a andlise de varidncia ndo demonstrou
significdncia pelo teste F entre os tratamentos e a
testemunha.
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tratados com extratos de basidiocarpos Pycnoporus sanguineus.

Tabela 1 - Produgdo de fitoalexinas em mesocétilos
estiolados de sorgo pelo tratamento com extratos de P.
sanguineus obtidos em hexano, etanol e diclorometano.

Tabela2-Producéo defitoalexinas em cotilédones de soja
pelo tratamento com extratos deP.sanguineus obtidos em
hexano, etanol e diclorometano.

289

Extratos Concentragdes (mg/L) Extratos Concentragdes (mg/L)

0 100 250 500 750 0 100 250 500 750
Hexano 0,14*a 0,42b- 0,29a~ 05la- 1,78a™ Hexano 0,031*a 0,032 0,025~ 0,030 0,032"
Etanol 0,14a 0,6la™ 0,17a- 0,27a- 0,29b Etanol 0,031a 0,023 0,035 0,27a 0,026
Diclorometano 0,14a 0,17b- 0,14a- 0,29a 0,28b- Diclorometano 0,031a 0,031 0,037~ 0,29a 0,025
ASM** 291 ASM** 0,031

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

**Acibenzolar-S-metil (200 mg do produto comercial /L);
Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%;

@): sem diferenca significativa da testemunha ASM
(Dunnett 5%);

® e 0: diferengas significativas da testemunha ASM, sendo
superior ou inferior a esta, respectivamente.

Tabela 3 - Atividade de peroxidases em mesocétilos
estiolados de sorgo pelo tratamento com extratos de P.
sanguineus obtidos em hexano, etanol e diclorometano.

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

** Acibenzolar-S-metil (200 mg do produto comercial /L);
Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%;

@): sem diferenga significativa da testemunha ASM
(Dunnett 5%).

Tabela 4 - Atividade de peroxidases em cotilédones de
soja pelo tratamento com extratos de P. sanguineus obti-
dos em hexano, etanol e diclorometano.

Extratos Concentragdes (mg/L) Extratos Concentragdes (mg/L)

0 100 250 500 750 0 100 250 500 750
Hexano 2,58%a 2,51a™ 2,98a™ 2,76a™ 2,84a" Hexano 2,58%a 3,96a™ 3,10a™ 3,68a™ 3,27a"
Etanol 2,58a 2,21a™ 1,94ab™ 2,18a™ 1,99a" Etanol 2,58a 4,49a™ 4,21a™ 3,73a™ 3,80a™
Diclorometano 2,58a 2,28a™ 1,56b- 1,91a™ 1,80a" Diclorometano 2,58a 5,16a™ 3,91a™ 3,38a™ 4,33a™
ASM** 2,74 ASM** 3,95

*Valores representam a variacdo nas unidades de
absorbancia (470 nm)/min/grama peso fresco;
**Acibenzolar-S-metil (200mg do produto comercial /L);
Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%;

@): sem diferenca significativa da testemunha ASM
(Dunnett 5%);

™ e0: diferencas significativas da testemunha ASM, sendo
superior ou inferior a esta, respectivamente.

Em relacao ao experimento com atividade de
peroxidases, pode-se concluir que houve maior
inducao pelos extratos de P.sanguineusemcotilédones
de soja do que em mesocétilos de sorgo. O valor
minimo de atividade de peroxidases em cotilédones
de soja foi 100% maior do que o valor minimo produ-
zido em mesocétilos de sorgo.

Assi (2005), em trabalho com feijoeiro tratado com
extratos aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus,
concluiu que houve ativagdo de mecanismos de defe-
sa, principalmente para extrato em concentracao de

*Valores representam a variag¢do das unidades de
absorbéncia (470 nm)/min/grama peso fresco;
**Acibenzolar-S-metil (200 mg do produto comercial /L);
Médias seguidas de mesma letra na coluna nado diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%;

@): sem diferenca significativa da testemunha ASM
(Dunnett 5%).

20%, através de incremento local e sistémico na ativi-
dade e atividade especifica de peroxidases, o que
podeter contribuido paraareducdo daseveridadeda
antracnose causada por C. lindemuthianum.

Comrelacaoaatividadeespecificade peroxidaseem
cotilédones de soja, pode-se observar com o extrato
diclorometanico o maior valor (na concentracao de 250
mg/ L) superandoatestemunha ASM em30% (Tabela5).
Para o extrato hexanico houve incremento na atividade
de peroxidases, com ajuste para equagdo de 2¢ grau e
pico de atividade na concentragdo de 500 mg/L.
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Tabela 5 - Atividade especifica de peroxidases em
cotilédones de soja pelo tratamento com extratos de P.
sanguineus obtidos em hexano, etanol e diclorometano.

Extratos Concentragdes (mg/L)

0 100 250 500 750
Hexano 2,08*a 1,35b- 1,13a™ 2,48a~ 2,10a™
Etanol 2,08a 2,06ab™ 1,29a™ 0,30b- 0,23b
Diclorometano 2,08a 2,45a™ 2,68a™ 2,34a™ 254a™
ASM** 2,07

*Valores representam a varia¢do das unidades de
absorbéncia (470 nm)/min/ug de proteina;

** Acibenzolar-S-metil (200 mg do produto comercial /L);
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%;

@): sem diferenca significativa da testemunha ASM
(Dunnett 5%);

) e©: diferengas significativas da testemunha ASM, sendo
superior ou inferior a esta, respectivamente.

O tratamento com extrato etanélico demonstrou
uma inibicao da atividade de peroxidase proporcio-
nal ao aumento da concentragdo utilizada. Os dados
se ajustaram a uma equagdo de 2 grau. Para as
concentragdes de 500 e 750 mg/ L a atividade especi-
fica foi significativamente inferior & obtida no trata-
mento com ASM. O teste de Tukey (P £ 0,05) das
concentragdes 500 e 750 mg/L demonstrou que os
extratos hexénico e diclorometanico ndo diferiram
paraa testemunha ASM, porém diferiram estatistica-
mente do extrato com etanol, com valores até nove
vezes maior para estas concentragoes.

Apesar daenzima peroxidase estar relacionadaa
eventos envolvendo a induc¢do de resisténcia
(CavaLcanriet al., 2005b), ndo ha um padrao definido
para seu comportamento, o qual depende do tipo de
indutor ou eliciador, sua concentragdo, tempo apds a
sua aplicacdo na planta e patossistema em estudo.

VIECELLI(2008) também observoureducdonaativi-
dade de peroxidase em feijoeiro (IAPAR 81 Carioca)
tratado com extrato aquoso de basidiocarpo de P.
sanguineus a 10% e inoculado com Pseudocercospora
griseola (sin.: Phaeoisariopsis griseola), patégeno cau-
sador da Mancha Angular. O mesmo extrato, na
concentracdo de 20%, incrementou a atividade de
peroxidase aos quatro dias ap6s a inoculacao (DAI),
mas a reduziu aos cinco e sete DAL Para o extrato
aquoso de micélio de P.sanguineus efiltrado de cultura
desse basidiomiceto, esse autor também verificou
indugédo de atividade de peroxidase aos quatro DAI,
com posterior reducao aos cinco e sete DAL Tal com-
portamento foi observado tanto na terceira folha de
feijoeiro, que foi tratada e posteriormente inoculada

com o patégeno, quanto na quarta folha apenas ino-
culada, demonstrando a sistemicidade desse efeito.

Esse comportamento oscilante na atividade de
peroxidase também foi observado por BaLpo (2008)
utilizando esses mesmo extratos aquosos em feijoeiro
(IAPAR 81 Carioca) inoculado com C.lindemuthianum.

Para os extratos de basidiocarpos de P. sanguineus,
esse comportamento oscilatério de indugdo e repressao
da atividade de peroxidase pode estar relacionado a
quantidade decompostoseliciadores presentesnele. Jurkiv
et al. (2008), trabalhando com cinco picos protéicos e um
pico de carboidrato, obtidos por cromatografia de filtra-
¢aoem gel a partir de extrato aquoso de basidiocarpo de
P. sanguineus a20% (peso seco/ volume), observaramque
esses picos isoladamente proporcionaram incrementos
deaté47% naatividade de peroxidase em cotilédones de
soja, enquanto que o extrato ndo fracionado apresentou
caracteristica supressora para esta enzima, comredugao
de 62% para sua atividade especifica.

CONCLUSOES

Os extratos organicos diclorometanico, hexanico
e etandlico de basidiocarpos de P. sanguineus nao
possuem atividade indutora de fitoalexinas em
cotilédones de soja, mas induzem a sintese de
deoxiantocianidinas em mesocétilos de sorgo. Os
extratos organicos de basidiocarpos de P. sanguineus,
diclorometéanico para sorgo e soja e etandlico para
soja inibem a atividade de peroxidase, enquanto que
oextratohexanicoincrementaaatividadeeaativida-
de especifica para sorgo e soja, respectivamente.
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