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RESUMO

Silva, R.F.; Pascholati, S.F.; Bedendo, I.P. Indugdo de resisténcia em plantas de berinjela por Lentinula edodes e Agaricus blazei contra Ralstonia
solanacearum: aspectos bioquimicos e biomassa vegetal. Summa Phytopathologica, v.34, n.2, p.137-144, 2008

A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, é
considerada uma doenca de importancia para a cultura da berinjela,
sendo de dificil controle. O controle de doengas através de indugdo de
resisténcia € um método que vém se revelando como promissor.
Basidiomas de Agaricus blazei e Lentinula edodes possuem substancias
do tipo antibidtico e outras substancias capazes de atuarem como
elicitoras da resposta de resisténcia em plantas, mostrando-se assim
promissores no controle alternativo de fitopatégenos. O presente
trabalho foi conduzido com o objetivo de estudar o efeito de extratos
aquosos dos fungos e do indutor quimico acibenzolar-S-metil (aSm)
sobre o crescimento da bactéria in vitro e o controle da murcha
bacteriana, bem como investigar seu efeito sobre a atividade de
determinadas enzimas da planta. O efeito inibitorio sobre o patégeno
foi avaliado usando diferentes concentracdes dos extratos aquosos. A
inducdo de resisténcia foi estudada em plantas tratadas com o indutor
biolégico e quimico, medindo-se a intensidade de murcha e

determinando-se as alteracdes de algumas enzimas. Os resultados
revelaram que os isolados de A. blazei e L. edodes, utilizados em
diversas diluicdes, ndo exerceram efeito inibitorio in vitro. Em relacéo
a inducdo de resisténcia, extratos dos isolados Abl-11 e Abl-28 de A.
blazei (15%, v/v) e o aSm (0,05 g/L) promoveram reducdo significativa
na ocorréncia de folhas murchas, quando aplicados dois dias antes da
inoculacdo. O aumento na atividade de peroxidase foi verificado em
plantas tratadas com extratos de Abl-11, Abl-28 e com suspenséo de
aSm. A atividade de quitinase, fenilalanina amoénia-liase e
polifenoloxidase néo foi alterada nas plantas tratadas com extrato de
Abl-28 e com o aSm. No entanto, plantas de berinjela tratadas com
Abl-11 exibiram uma aumento na atividade de fenilalaniana amonia-
liase e de polifenoloxidase, enquanto que a atividade de quitinase ndo
foi alterada. Com base nos resultados, ficou evidenciado que o aSm e
os isolados Abl-11 e Abl-28 de A. blazei apresentam potencial para
induzir resisténcia em berinjela contra R. solanacearum.
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ABSTRACT

Silva, R.F.; Pascholati, S.F.; Bedendo, I.P. Induction of resistance in eggplants by Lentinula edodes and Agaricus blazei against Ralstonia
solanacearum: biochemical aspects and vegetable biomass. Summa Phytopathologica, v.34, n.2, p.137-144, 2008

The bacterial wilt, caused by Ralstonia solanacearum, is an
important disease for eggplants, which control is difficult. Induction
of resistance in plants is a promising method for disease control.
Fruiting bodies of Agaricus blazei and Lentinula edodes have
substances that exhibit antibiotic activity or are able of acting as
elicitors of resistance in plants. The objectives of the present work
were to verify the effect of aqueous extracts from the mushrooms
and the plant activator acibenzolar-S-methyl (aSm) on in vitro
bacterial growth and to control bacterial wilt as well as to investigate
the activity of certain enzymes. The inhibitory effect on the pathogen
was evaluated by using different concentrations of aqueous extracts.
The induced resistance was studied in plants treated with the biological
or chemical inducers, by measuring the intensity of wilt and alterations
in some defense-related enzymes. The results showed that the isolates

Additional keywords: bacterial wilt, PR-protein, biotic inducers

of A. blazei and L. edodes, used in several dilutions, did not inhibit in
vitro bacterial growth. The extracts of the isolates Abl-11 and Abl-28
from A. blazei (15%, v/v) and aSm (0,05 g/L) caused significant
reduction in the occurrence of wilted leaves, when applied two days
before inoculation. Plants treated with aSm or aqueous extracts of
Abl-11 and Abl-28 exhibited increased peroxidase activity. The
chitinase, phenylalanine ammonia-lyase and polyphenoloxidase
activities did not change in plants treated with Abl-28 and aSm.
However, plants treated with Abl-11 exhibited increased phenylalanine
ammonia-lyase and polyphenoloxidase activities, while the chitinase
activity was not affected. Based upon the results, it was shown that
the aSm and the isolates Abl-11 and Abl-28 of A. blazei exhibited a
potential to induce resistance in eggplants against R. solanacearum.
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Entre as diversas doengas que atacam as solandceas, a murcha
bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum (Smith) é considerada
a principal doenca vascular de etiologia bacteriana encontrada no mundo,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais, onde infecta plantas
pertencentes a mais de 50 familias botéanicas (12, 16). Como o controle
da bactéria, em condicdes favoraveis, é dificil, medidas como rotacéo
de cultura com gramineas (milho, arroz, sorgo, cana-de-agUcar e
pastagens), plantio em areas onde néo ha histérico da doenga, isolamento
dos focos iniciais da doenca e cuidados com a irrigagcdo se tornam
necessarias (15). Com relagéo ao controle quimico da murcha bacteriana,
este tem apresentado pouco sucesso (16, 28).

No contexto da protecdo de plantas, a resisténcia induzida pode
ser visualizada como uma das medidas de controle alternativo. A
inducéo de resisténcia em plantas vem sendo estudada desde o inicio
do século XX (2). Porém, apenas recentemente, a potencialidade de
seu emprego no controle de enfermidades tem recebido o merecido
destaque (5, 10, 21). Ela tem sido demonstrada em diversas espécies
de plantas, ocorrendo em resposta ao tratamento, por exemplo, com
fungos, bactérias e elicitores microbianos ou quimicos (11, 24).

A resisténcia induzida é caracterizada pela ativagdo de mecanismos
bioguimicos, que podem envolver a sintese e atividade de peroxidase,
3-1,3-glucanase, quitinase, fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase
(4). Dentre os elicitores quimicos ou abiéticos, destaca-se o acibenzolar-
S-metil (aSm), um derivado benzotiadiazoélico, capaz de atuar como
analogo funcional do acido salicilico, o qual possibilita protecdo de
campo contra um amplo espectro de doengas em diversas espécies
cultivadas (10, 17). Entre os diversos agentes bi6ticos conhecidos, 0s
cogumelos Lentinula edodes e Agaricus blazei tém sido pesquisados
como potenciais agentes indutores de resisténcia para o controle de
doencas em plantas (9). Dentre as substancias presentes no basidioma
e no micélio de L. edodes e de A. blazei, a lentinana, uma glucana
obtida a partir de L. edodes, protegeu plantas de maracuja contra
Xanthomonas campestris pv. passiflorae sem apresentar efeito direto
sobre a bactéria, indicando que a protecdo provavelmente ocorreu
através da inducéo de resisténcia (25).

A atividade antibacteriana de L. edodes foi estudada in vitro por
Ishikawa (13), através da técnica de difusdo em sobrecamada de agar
semi-solido. Os 35 isolados de L. edodes testados mostraram atividade
contra diversas espécies de bactérias nocivas ao homem ou patogénicas
as plantas, sendo que poucas Gram-negativas e diversas Gram-
positivas tiveram seu crescimento inibido.

Di Piero & Pascholati (7) verificaram que o extrato aquoso de um
isolado de A. blazei reduziu significativamente a severidade da mancha
bacteriana em tomateiro, em casa-de-vegetacdo, obtendo-se uma
protecdo média de 45%, quando o extrato foi aplicado 5 dias antes da
inoculagdo com o patdégeno. Observou-se também um aumento na
atividade de [ -1,3-glucanase, sugerindo assim a inducao de resisténcia
em tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivos avaliar a acéo
dos extratos aquosos de L. edodes e de A. blazei como indutores de
resisténcia em plantas de berinjela contra a bactéria causadora da murcha
e investigar o seu efeito sobre a atividade das enzimas peroxidase,
quitinase, fenilalanina aménia-liase e polifenoloxidase.

MATERIAL E METODOS
Obtengao dos extratos aquosos de L. edodes e A. blazei
Os cogumelos foram produzidos no Departamento de Producéo

Vegetal (Mddulo de Cogumelos), da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
— UNESP/Botucatu, sendo enviados pela Profé Dra. Marli T. A.
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Minhoni. Para obtenc¢&o dos extratos aquosos dos isolados Le-96/22 e
Le-96/17 de L. edodes e Abl-11 e Abl-28 de A. blazei, cada grama de
po seco obtido de basidiomas desidratados e moidos foi dissolvida em
14 mL de agua destilada. Apds 24 h de incubacgéo a 4°C, a suspensédo
foi filtrada em papel de filtro comum e centrifugada a 20.000g por 25
min. Para 0s bioensaios realizados em casa-de-vegetacgao, 0s extratos
brutos foram diluidos a 5%, 10%, 15% e 20% (v/v). Para os testes
realizados in vitro, os extratos aquosos foram filtrados em membrana
tipo Millipore (0,2 pm), sob condi¢Bes assépticas, sendo
posteriormente armazenados em geladeira até serem usados.

Obtencdo e manutencao dos fitopatdgenos e das plantas

Utilizou-se o isolado Rs84 de R. solanacearum, cedido pelo Centro
Nacional de Pesquisa de Hortalicas da Embrapa. Para a realizac&o dos
ensaios, o isolado foi cultivado no meio de tetrazélio (14) e incubado
por 48 h a 28+2°C. O isolado bacteriano foi preservado em tubos de
ensaio contendo o meio nutriente-agar (NA) coberto por 6leo mineral
esterilizado e em agua destilada esterilizada (30), em temperatura
ambiente ou na geladeira. Em todos os bioensaios, foi utilizado o
hibrido de berinjela Hib. F1 Napolitana, cedido pela empresa Sakata
Seed Sudamerica Ltda. As plantas foram produzidas em bandejas de
poliestireno de 128 células, contendo o substrato agricola Plantmax®
(Eucatex) e mantidas sob condic¢des de casa-de-vegetacao.

Efeito in vitro dos cogumelos sobre R. solanacearum

Tubos de ensaio contendo 7 mL de agua destilada esterilizada
receberam extratos aquosos dos isolados de L. edodes e A. blazei,
obtendo-se concentragdes finais de 5%, 10%, 15% e 20% (v/v). O
tratamento controle foi representado por tubos contendo somente
agua. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de suspenséo bacteriana em
cada tubo, de modo que a concentragdo final fosse de 10 ufc/mL. O
ensaio foi realizado com cinco repeticdes por tratamento, onde cada
tubo representou uma repeti¢do. Os tubos foram mantidos no escuro
a 28+2°C por 24 h. Aliquotas de 300 pL de cada tubo foram pipetadas
em placas de Petri contendo o meio nutriente-agar (NA) e espalhadas
com o auxilio de uma alga de Drigalsky. As placas foram novamente
mantidas no escuro a 28+2°C, por 48 h. Para avaliacdo, 20 mL de agua
destilada foram adicionados a cada placa e a leitura da absorbancia foi
feita em espectrofotdmetro (550 nm). Este ensaio foi realizado em
duplicata.

Protecao de plantas de berinjela em casa-de-vegetacéo

Os extratos aquosos dos cogumelos, a solucdo de acibenzolar-S-
metil (0,05 g/L; Bion®, Syngenta) e &gua foram aspergidos sobre as
plantas até o ponto de escorrimento e, apos dois dias, a bactéria foi
inoculada. O método de inoculagdo consistiu de ferimento no caule
através da introducdo de um alfinete entomolégico nimero 3, que
transpassou uma gota de 10 pl da suspensdo bacteriana de 108 ufc/mL
(equivalente a absorbancia de 0,1 a 550 nm), que estava depositada na
axila foliar (19). Foram realizadas 10 repeticdes/tratamento, onde cada
planta representou uma repeti¢do. O delineamento experimental foi
do tipo completamente casualizado. As avaliagdes foram feitas no 5°e
10° dias ap6s a inoculagéo, com base na porcentagem de folhas murchas
e nos pesos das massas fresca e seca das plantas. Os tratamentos
conduzidos estdo apresentados na Tabela 1. Este ensaio foi realizado
em duplicata.

Efeito de extratos fungicos sobre a atividade de enzimas

As amostras consistiram de todas as folhas de cada planta coletadas
aos 0, 1, 2, 3, 4, 7 e 12 dias apds os tratamentos (Tabela 2). Em cada
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Tabela 1. Tratamentos com acibenzolar-S-metil (aSm) e com os isolados
dos cogumelos Agaricus blazei (Abl-11 e Abl-28) e Lentinula edodes (Le-
96/17 e Le-96/22), utilizados no experimento em casa-de-vegetacdo. As
plantas de berinjela foram inoculadas com R. solanacearum (Rs84) dois
dias depois de tratadas.

Tratamento Agente aplicado Concentragdo Inoculagdo
T1 Agua - Agua
T2 Agua - Rs84
T3 Abl-11 5% (v/v) Rs84
T4 Abl-11 10% (v/v) Rs84
T5 Abl-11 15% (v/v) Rs84
T6 Abl-11 20% (v/v) Rs84
T7 Le-96/17 5% (v/v) Rs84
T8 Le-96/17 10% (v/v) Rs84
T9 Le-96/17 15% (viv) Rs84
T10 Le-96/17 20% (v/v) Rs84
T11 Le-96/22 5% (v/v) Rs84
T12 Le-96/22 10% (v/v) Rs84
T13 Le-96/22 15% (v/v) Rs84
T14 Le-96/22 20% (v/v) Rs84
T15 Abl-28 5% (v/v) Rs84
T16 Abl-28 10% (v/v) Rs84
T17 Abl-28 15% (v/v) Rs84
T18 Abl-28 20% (vIv) Rs84
T19 asm 0,05 g/L Rs84

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

Tratamento Agente aplicado  Concentragdo  Inoculagdo
T1 Agua - Agua
T2 Agua - Rs84
T3 asm 0,05 g/L Agua
T4 asm 0,05 g/L Rs84
T5 Abl-28 15% (v/v) Agua
T6 Abl-28 15% (v/v) Rs84
T7 Abl-11 15% (v/v) Agua
T8 Abl-11 15% (v/v) Rs84

tratamento foram utilizadas quatro repeticdes, onde cada planta
representou uma repeticdo. As amostras coletadas foram maceradas e
homogeneizadas em 4 mL de tamp&o de acetato de sédio 100 mM (pH
5,0) e centrifugadas a 20000g/25 min a 4°C. Os sobrenadantes foram
coletados e armazenados em congelador a -20°C, para avaliagao do
teor de proteinas totais e atividade enzimatica.

Peroxidase (E.C. 1.11.1.7.) —aatividade foi determinada por método
espectrofotométrico direto, através da medida da conversdo do guaiacol
em tetraguaiacol a 470 nm (18). A reagdo foi realizada com 0,1 mL do
extrato proteico misturado com 2,9 mL de uma solugdo com 250 mL
de guaiacol e 306 mL de perdxido de hidrogénio em 100 mL de tampéao
fosfato 0,01M (pH 6,0). Como referéncia, utilizou-se uma cubeta
com 3 mL da solucdo contendo guaiacol e perdxido de hidrogénio em
tampdo fosfato. A atividade da peroxidase foi expressa em unidades

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 34, n. 2, p. 137-144, 2008

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

Quitinase (E.C. 3.2.1.14) - para avaliar a atividade utilizou-se a
metodologia descrita por Wirth & Wolf (31), na qual ocorre a liberagdo
de fragmentos solUveis de quitina carboximetilada marcada com remazol
brilhante violeta (CM-Chitin-RBV). Foram utilizados 200 pL do
extrato proteico misturados com 600 pL de tampdo de extracéo (acetato
de sédio 10 mM, pH 5,0) e 200 uL do substrato CM-Chitin-RBV
(2,0 mg.mL?). Estas amostras foram incubadas a 40°C em banho-
maria por 20 min, paralisando-se a reacdo com a adicao de 200 pL de
HCI 1,0 M. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 10
min a 5000g, procedendo-se entdo a leitura do sobrenadante em
absorbanciade 550 nm, utilizando-se uma cubeta de referéncia com
800 pL de tampéo de extracdo + 200 pL do substrato CM-Chitin-
RBV + 200 pL de HCI 1,0 M. Os resultados foram expressos em
unidades de absorbancia/ min/ mg de proteina (U.A./ min/ mg prot).

Polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.1) — a atividade foi determinada de
acordo com Duangmal & Apenten (8), pela mensuragéo da conversdo
do catecol em quinona. O substrato utilizado foi composto por catecol
20 mM dissolvido em tampéo fosfato de s6dio 100 mM (pH 6,8).
Para a reagdo, que ocorreu a 30°C, 900 L do substrato foram misturados
com 100 pL do extrato proteico. As leituras foram efetuadas a cada 10
s a 420 nm em espectrofotdmetro, durante 1 min. O diferencial entre
aterceirae a quinta leitura foi utilizado para determinacéo da atividade.
Os resultados foram expressos em unidades de PPO, sendo que uma
unidade foi definida como um incremento de absorbéancia de 0,001 por
min de reacdo por mg de proteina total.

Fenilalanina aménia-liase (E.C. 4.3.1.5) — a atividade foi
determinada pela quantificagéo colorimétrica do &cido trans-cinamico
liberado do substrato fenilalanina (29). A reacdo continha 100 ml do
extrato proteico misturado com 400 mL do tampéo Tris HCI 25 mM
(pH 8,8) e com 500 ml de L-fenilalanina (50 mM em tampé&o Tris HCI
25 mM, pH 8,8), a qual foi incubada por 2 h a 40°C. A absorbancia das
amostras foi determinadaa 290 nm, contra tamp&o de extracdo,
sendo subtraido de cada amostra o valor do controle (100 mL do
extrato proteico + 900 mL de tampé&o Tris HCI 25 mM, pH 8,8 ). A
atividade enzimatica foi expressa em mg de acido trans-cinamico/ min
/ mg de proteina, utilizando-se uma curva padréo para o acido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito in vitro dos cogumelos sobre Ralstonia solanacearum

O aSm e os isolados de L. edodes e de A. blazei utilizados nos
testes in vitro ndo inibiram o crescimento da bactéria, sendo que em
alguns tratamentos ocorreu até um estimulo ao crescimento (dados
ndo mostrados). Resultados semelhantes foram obtidos por Di Piero
& Pascholati (7), onde os isolados de L. edodes ndo apresentaram
efeito direto sobre Xanthomonas vesicatoria e os isolados de A. blazei
chegaram a estimular o crescimento bacteriano in vitro. Contrariamente,
Pacumbaba et al. (23), utilizando um isolado de L. edodes, obtiveram
inibicdo do crescimento in vitro de diversas bactérias, inclusive de R.
solanacearum. Outros compostos, como o extrato citrico, também ja
foram testados in vitro visando a inibi¢éo do crescimento de bactérias,
mostrando ter efeito na reducdo da concentracdo das células de R.
solanacearum (20).

Protecdo de plantas de berinjela em casa-de-vegetacéo

De maneira geral, o extrato aquoso do isolado Abl-28, nas
concentracdes utilizadas, foi aquele que promoveu a menor ocorréncia
de folhas murchas, em relacdo aos demais tratamentos (Figura 1). Os
tratamentos com acibenzolar-S-metil e com os demais extratos aquosos
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Figura 1. Efeito do acibenzolar-S-metil (aSm), dos extratos aquosos de Agaricus blazei (Abl-11 e Abl-28) e Lentinula
edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentracdes, sobre a ocorréncia de folhas murchas em plantas de berinjela,
causada por Ralstonia solanacearum (Rs84). As barras representam a média + desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. As letras maitsculas referem-se aos tratamentos avaliados aos 5 dias apds a
inoculagdo e as letras minudsculas referem-se aos tratamentos avaliados aos 10 dias apds a inoculagdo. Os tratamentos

controle sdo representados pela dgua e Rs84.

de cogumelos também proporcionaram diminuicéo na ocorréncia de
folhas murchas, quando comparados com o tratamento Rs84. Quanto
ao efeito dos tratamentos sobre o peso das massas fresca e seca das
plantas, os extratos aquosos de Abl-11 e de Le-96/17 5% (v/v)
apresentaram resultados semelhantes aqueles obtidos para o
tratamento controle representado pela agua (dados ndo mostrados).
O efeito protetor de Abl-28 e de aSm, com base na diminuicdo da
ocorréncia de folhas murchas em berinjela, também foi observado em
trabalho semelhante, realizado por Di Piero & Pascholati (7), no
patossistema tomate / Xanthomonas vesicatoria. Neste trabalho, o
extrato aquoso de Abl-28 e o acibenzolar-S-metil reduziram a severidade
da bacteriose. Além disso, a quantidade de indculo bacteriano e o
intervalo de tempo entre a aplicacdo dos tratamentos e a inoculacéo
com a bactéria tiveram influéncia na prote¢éo das plantas de tomate.

Determinacdo da atividade enzimatica

Quando analisamos apenas o efeito dos tratamentos indutores
sobre plantas de berinjela, sem a inoculacdo da bactéria, podemos
obsevar que a atividade de peroxidase e quitinase do tratamento aSm
diferiu significativamente do tratamento Agua a partir do 3° dia ap6s
o tratamento (Figuras 2 A e 2 D). Ja o tratamento Abl-28 diferiu do
tratamento Agua apenas no 12° ap6s o tratamento (Figura 2 B e 2 E).
Na atividade de fenilalanina aménia-liase, ocorreram diferengas
significativas entre o tratamento Abl-28 e o tratamento Agua no 3°, 7°
e 12°dias ap6s o tratamento (Figura 3 B), sendo que para os tratamentos
aSm e Abl-11 a elevacéo da atividade enzimatica foi observada somente
no 12°e no 7° dia apds o tratamento, respectivamente (Figuras 3Ae 3
C). Para polifenoloxidase foi observado que sua atividade nos
tratamentos aSm e Abl-28 diferiram do tratamento Agua somente no
12° dia ap6s o tratamento (Figuras 3 D e 3 E).
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Por outro lado, quando comparamos 0s tratamentos com a
inoculacéo da bactéria, a atividade de peroxidase aumentou nas plantas
tratadas com aSm e Abl-11 no 7° e no 12° dia apds o tratamento,
respectivamente, e com Abl-28 ocorreram diferencas significativas no
7° e 12° dias ap6s o tratamento, em relagdo ao tratamento agua-Rs84
(Figuras2A,2Be2C).

As anélises bioquimicas revelaram que a quitinase, fenilalanina
amonia-liase e polifenoloxidase ndo sédo bons marcadores de resisténcia
para o patossitema em questdo, visto que os tratamentos néo
mostraram diferencas significativas em relacéo ao tratamento agua-
Rs84 (Figura2 D, 2 E e 2 F), exceto o tratamento Abl-11, que provocou
elevacdo na atividade de fenilalanina amonia-liase no 7° e 12° dias apos
o tratamento e de polifenoloxidase, no 7° dia apds o tratamento (Figura
3Ce3F).

Essa reducéo na atividade de algumas enzimas também foi verificada
por Osswald et al (22) que, estudando o patossistema sorgo —
Colletotrichum graminicola, observaram que apesar da inducdo na
producéo de fitoalexinas ser diretamente proporcional ao aumento na
dose de aSm, ocorreu uma reducdo na atividade das enzimas 3-1,3-
glucanase e quitinase.

Com relagdo aos mecanismos de acdo envolvidos na reducdo da
murcha bacteriana, o indutor acibenzolar-S-metil e o extrato aquoso
Abl-28 de A. blazei provocaram uma elevagdo na atividade de peroxidase
no 7° dia apds o tratamento, sendo mais eficientes que o fitopatdgeno
em alterar a atividade da enzima. Além disso, as plantas tratadas com
Abl-28 continuaram exibindo maior atividade no 12° dia ap6s o
tratamento. Essa maior atividade enzimética nos tratamentos aSm e
Abl-28 coincidiu com a diminuicdo da ocorréncia de folhas murchas e
com 0 aumento da quantidade de proteinas (dados ndo mostrados) das
plantas tratadas com 0s mesmos. As peroxidases participam de

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 34, n. 2, p. 137-144, 2008



7o
—q-—Agua agua
1 A —— @sm-agua
2 —-e—gg 504
2 AD —B-—a
o
E
| =
E 0
- Ingeulaghno
o 20
=
b l'
o
D1 2 3 4 &8 &7 B 89 0T HTED
Diaz apds o tratamento
Ta
—i—ﬁuaa ua
= G c H1-agua
g ua-AsB4
m B0 —9— I-11-Rs84
E
e 11
£
30
; Inooulagan r"{
S !
10
0,0
0 12 3 4567880 HNTESD
Dias apds o tratamento
g
—q-—ﬁgua-élgua
. 97 B | _4 ABl28-3gua
s —s— MAgua-Rsb4
: —i— ABl-2B-Rs84
E 05
_E a4
E Iaculacha
-~ 03
e | i
1
ap
0123 4567 639T0THNESD

Dias apds o tratamento

i my prot

LLA. { min

70 :
—— AQua-agua

5 80 B 4 Abl-28-3gua
e —a— Agua-Rs
o 0 —a— Abl-28-Rsh4
s 4,0
F
g a0
15 Incculagdo
= ZD
a |

10

o

b 1 2 3 4 8B 7T 8 210 80T O
Mias apds o tratamento
12
ua-ggua

L ol D —.—a - agua
= e 584
5 08 —a m-Hs.B-ﬂf
£
E
<
=

12 3 4

58T 80D NHHED

Dias apos o tratamento

08
+§E:"a & ua

ua-= Hs
I-11-R584

asg
a5

—ﬁ—

a4
a3 - haculachs
02 |

ol

an
g9 18 3 45 67 8 200D

Dias apods o tratamento

Figura 2. Atividade de peroxidase em resposta a aplicacdo de aSm (A) e dos extratos aquosos de Agaricus blazei Abl-28 (B) e Abl-11 (C) e atividade de
quitinase apds o tratamento com aSm (D), Abl-28 (E) e Abl-11 (F), nas folhas de berinjela. A seta indica 0 momento do tratamento com agua ou da
inoculagdo com R. solanacearum (Rs84). Barras representam a média +desvio padrao.

diversas reagdes, como liga¢des de polissacarideos, oxidagao do acido
indol-3-acético, ligagdes de mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de
ferimentos e defesa de patégenos, entre outras (3). Desse modo, 0s
niveis de peroxidase encontrados nas folhas de berinjela tratadas com
aSm e com Abl-28 (5 dias ap6s a inoculagdo com a bactéria) podem ter
contribuido na diminuic&o da ocorréncia de folhas murchas. Estudando
a acdo de aSm na inducéo de resisténcia de plantas de tomate contra
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Soylu et al. (27)
demonstraram que 0 aSm reduziu a severidade da bactéria em 75% aos
7 dias ap6s a inoculagdo, mantendo o mesmo nivel de controle até os
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14 dias ap6s a inoculagdo. Além disso, ocorreu uma maior atividade de
quitinase aos 2, 3, 5 e 7 dias ap6s a inoculagcdo com a bactéria e uma
maior atividade de peroxidase aos 5 dias ap6s a inoculagdo com a
bactéria nas plantas tratadas com aSm. Este aumento foi correlacionado
com a expressao de resisténcia induzida nas plantas de tomate tratadas
com aSm. Quando este mesmo indutor foi utilizado visando o controle
de Ralstonia solanacearum em trés cultivares de tomateiro, ocorreu
uma reducdo significativa do progresso da doenca (1).

Por sua vez, o isolado Abl-11 de A. blazei proporcionou aumento
na atividade de fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase,
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demonstrando que a diminuicdo na ocorréncia de folhas murchas pode
estar relacionada com a agdo deste cogumelo nas plantas de berinjela.
O isolado Pf1 de Pseudomonas fluorescens foi eficiente em reduzir a
incidéncia de tombamento em tomate e pimentdo em casa-de-vegetagéo
e no campo, chegando também a induzir o aumento da atividade das
enzimas fenilalanina amonia-liase, peroxidase e polifenoloxidase nas
plantas de tomate e pimentdo pretratadas com Pfl e posteriormente
desafiadas com Pythium aphanidermatum (26).

Di Piero (6) investigou o potencial de L. edodes e A. blazei no
controle de doencas em pepino, maracuja e tomate, verificando que
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estes cogumelos possuem substéncias elicitoras de respostas de defesa
nas plantas, podendo assim auxiliar no controle de fitopatégenos. No
presente trabalho, os extratos aquosos de basidiocarpo dos isolados
Abl-11 e Abl-28 de A. blazei também demonstraram potencial para
diminuir a murcha bacteriana em berinjela. Além disso, em fungdo da
auséncia de acdo direta sobre o patégeno in vitro e pela ativagao de
mecanismos de defesa nas plantas de berinjela, sugere-se que 0s
cogumelos atuaram induzindo resisténcia nas plantas de berinjela.
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