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RESUMO

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos aquosos dos cogumelos Lentinula
edodes e Agaricus blazei e do indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) no controle da murcha bacteriana em
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), bem como investigar o modo de agdo destes produtos na atividade protetora,
através de alteragdes na atividade de determinadas enzimas. Extratos aquosos dos cogumelos e 0 ASM foram testados na
inibigdo do crescimento da bactéria in vitro. Em casa-de-vegetagao, plantas foram tratadas com diferentes doses dos extratos
e com ASM (0,05 g/L), dois dias antes da inoculagdo. As avalia¢des foram efetuadas com base na severidade da doenga e
determinagdo da atividade de algumas enzimas. Os isolados de 4. blazei e L. edodes, bem como o ASM, ndo exerceram
efeito inibitério direto no crescimento da bactéria. Quanto a indugdo de resisténcia, o isolado Le-96/17 de L. edodes na
concentracdo de 10 % (v/v) e o0 ASM reduziram significativamente a ocorréncia de murcha. As atividades de quitinase,
fenilalanina amoénia-liase e polifenoloxidase ndo foram alteradas para a maioria dos tratamentos, porém foi constatado um
aumento na atividade de quitinase nas plantas tratadas com ASM. Para a peroxidase, os tratamentos ASM, Abl-26 e Le-
96/17 ocasionaram aumentos na atividade da enzima e, com base nos resultados, o cogumelo L. edodes ¢ 0 ASM apresentam
potencial para reduzir a murcha bacteriana provavelmente através da indugdo de resisténcia.

Palavras-chave adicionais: murcha bacteriana, proteinas-RP, resisténcia induzida.

ABSTRACT
Induction of resistance in tomato plants by aqueous extracts of Lentinula edodes and Agaricus blazei against Ralstonia
solanacearum

This work deals with the effect of aqueous extracts from the mushrooms Lentinula edodes and Agaricus blazei and
the inducer of resistance acibenzolar-S-methyl (ASM) on the control of bacterial wilt in tomato (Lycopersicon esculentum
Mill.), as well as investigating changes in enzyme activities. Aqueous extracts of the mushrooms and ASM were tested
for inhibition of bacterial growth in vitro. Plants were treated with different concentrations of the extracts and with ASM
two days before inoculation in greenhouse conditions. The evaluations were based upon disease severity and activity of
some enzymes. In general, the isolates of 4. blazei and L. edodes, as well as ASM, did not inhibit in vitro bacterial growth.
In treated plants, the isolate Le-96/17 10 % (v/v) of L. edodes and ASM significantly reduced bacterial wilt. Chitinase,
phenylalanine ammonia-lyase and polyphenoloxidase activities were not changed for most of the treatments; however,
increased chitinase activity was verified in plants treated with ASM. The ASM, Abl-26 and Le-96/17 treatments increased
peroxidase activity in plants and, based upon the results, L. edodes mushroom and ASM both exhibit potential to reduce
bacterial wilt in tomato plants, probably by inducing resistance.

Additional keywords: bacterial wilt, PR-proteins, induced resistance.

INTRODUCAO

As bactérias vém assumindo importancia crescente
entre os patdgenos que afetam espécies de plantas de
expressdo econdmica na agricultura brasileira, causando
elevadas perdas, embora ndo existam estatisticas precisas
(Araujo et al., 2003; Kimura & Carmo, 1995; Lopes &
Quezado-Soares, 1997; Romeiro, 1995). Dentre as doengas
que afetam a cultura do tomateiro, a murcha causada por

Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor. ESALQ, Universidade
de Sao Paulo. Piracicaba SP. 2007.

Fitopatol. Bras. 32(3), maio - jun 2007

Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. tem
promovido perdas relevantes em culturas instaladas nas
diversas regides brasileiras. A doenga tem sido assinalada
desde o Estado do Amazonas até o Rio Grande do Sul e,
dependendo das condigdes ambientais, os prejuizos podem
ser totais (Batista & Guedes, 1981). Pelo fato deste patdgeno
atuar no sistema vascular, ser habitante do solo e estar
associado a um grande niimero de espécies botanicas, o
controle da doenca se torna extremamente dificil (Lopes &
Reifschneider, 1999).

Novas alternativas de controle tém sido estudadas
para promover a redugdo da severidade de doengas em
diversas culturas, sendo a indu¢ao de resisténcia um método
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potencial. Esta indugdo pode ser efetiva contra diversos
patogenos, incluindo virus, bactérias e fungos, sendo ativada
por indutores bidticos ou abidticos (Baysal ef al., 2003;
Bonaldo et al., 2005; Ryals et al., 1996). O agente indutor
ndo atua diretamente sobre o patégeno ou ¢ transformado em
algum agente antimicrobiano, mas ele sensibiliza a planta a
ativar seus mecanismos de defesa em resposta a presenca
de um patogeno (Conrath et al., 2002). Esses mecanismos
podem envolver enzimas como peroxidase, 8-1,3-glucanase,
quitinase, fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase
(Cavalcanti et al., 2005).

Dentre os indutores abioticos, o acido salicilico (AS)
e seus analogos sdo os mais importantes. Um exemplo ¢ o
acibenzolar-S-metil (ASM), que tem se revelado um potente
ativador de resisténcia sistémica adquirida (RSA), conferindo
protecdo em condi¢des de campo contra um amplo espectro
de patogenos de diversas espécies de plantas cultivadas
(Gorlach et al., 1996). Os agentes bidticos, sejam estes
microrganismos viaveis ou inativados, podem também ativar
mecanismos de defesa da planta (Stangarlin & Pascholati,
1994). Entre estes agentes, os cogumelos Lentinula edodes
(Berk.) Pegler e Agaricus blazei Murrill apresentam
substancias no basidiocarpo e no micélio com potencial para
o controle de fitopatdgenos. Assim, Pacumbaba ef al. (1999)
demonstraram que o lixiviado micelial de L. edodes impediu
a ocorréncia de murcha bacteriana em tomateiro provocada
por R. solanacearum e murcha de feijoeiro causada por
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges)
Collins & Jones, quando aplicado em substrato previamente
infestado com as bactérias. Di Piero (2003) verificou
a protecdo de plantas de tomate contra Xanthomonas
vesicatoria (Doidge) Vauterin et al. utilizando extratos de
um isolado de A. blazei, que reduziu significativamente a
severidade da bacteriose quando aplicado a 10 % (v/v) e 5
dias antes da inoculagdo das plantas. Trabalhando com o
filtrado da cultura de L. edodes, Komemushi ef al. (1995)
observaram atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram
positivas, Gram negativas e sobre fungos. Posteriormente,
foi isolado um composto antibacteriano formado por um
alcool PB-fenetil e lentinamicin, que estava presente em
culturas liquidas de micélio (Komemushi ef al., 1996).

Em razdo da importancia da murcha para a cultura do
tomateiro e do potencial efeito de extratos de L. edodes e A.
blazei sobre a indugdo de resisténcia, o presente trabalho teve
por objetivos avaliar o efeito indutor de extratos aquosos dos
cogumelos e do ASM na resisténcia do tomateiro a murcha
bacteriana ¢ determinar a atividade das enzimas peroxidase,
quitinase, fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase,
como respostas de defesa.

MATERIAL E METODOS

Obtenc¢ao e manutencio dos fitopatégenos e das plantas

Utilizou-se o isolado Rs47 de R. solanacearum,
obtido junto a empresa Sakata Seeds Sudamerica Ltda.
Para a realizacdo dos ensaios, o isolado foi cultivado no
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meio de tetrazolio (Kelman, 1954), com incubagdo 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
(Wakimoto et al., 1982), em temperatura ambiente ou na
geladeira. Sementes do hibrido de tomate Hib. F1 Carmen,
cedidas pela empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda, foram
semeadas em bandejas de poliestireno de 128 células
contendo o substrato agricola Plantmax® (Eucatex). As
plantas foram mantidas em casa-de-vegetagdo com média de
temperatura dia/noite de 30/22 °C, umidade relativa> 60 %
e fotoperiodo de aproximadamente 12 horas.

Obtencao dos extratos aquosos de L. edodes e A. blazei

Os cogumelos foram produzidos no Departamento de
Produgdo Vegetal (Modulo de Cogumelos), da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas — UNESP/Botucatu. Para obtengao do
extrato bruto dos isolados Le-96/22 e Le-96/17 de L. edodes
e Abl-26 e Abl-29 de A. blazei, o p6d seco de basidiocarpo
recebeu 14 mL de agua destilada por grama. Apos 24 h
de incubagdo a 4 °C, a suspensao foi filtrada em papel de
filtro comum e centrifugada a 20.000 g por 25 min (Di
Piero, 2003). Para os testes realizados in vitro, os extratos
aquosos foram esterilizados por filtragem (diametro do poro
= 0,2 um), sob condigdes assépticas, sendo posteriormente
armazenados a 4 °C até serem usados.

Efeito in vitro dos extratos aquosos dos cogumelos e do
ASM sobre R. solanacearum

Tubos de ensaio contendo agua destilada esterilizada
receberam ASM (0,05 g/L; Bion®, Syngenta) ¢ os extratos
aquosos dos isolados de L. edodes (Le-96/17 e Le-96/22) e A.
blazei (Abl-26 ¢ Abl-29), obtendo-se concentrac¢des finais de
5,10, 15e20 % (v/v). O tratamento controle foi representado
por tubos contendo somente agua. Posteriormente, adicionou-
se 1 mL de suspensdo bacteriana em cada tubo, de modo
que a concentragdo final fosse de 10® ufc/mL. O ensaio foi
conduzido com cinco repeti¢des por tratamento, onde cada
tubo representou uma repeti¢ao. Os tubos foram mantidos
no escuro a 28+2 °C por 24 h sendo que, posteriormente,
aliquotas de 300 pL de cada tubo foram pipetadas em placas
de Petri contendo o meio nutriente-agar (NA) e espalhadas
por toda a superficie do meio com o auxilio de uma alga de
Drigalsky. As placas foram novamente mantidas no escuro
a 28+2 °C, por 48 h. A avaliagdo dos resultados foi efetuada
com a suspensdo bacteriana obtida em cada placa, pela
adi¢do de 20 mL de agua destilada, através de leitura em
espectrofotometro a 550 nm, obtendo-se o valor da unidade
de absorbancia (U.A.) por mL . Este ensaio foi realizado
duas vezes.

Protecio de plantas de tomate em casa-de-vegetacio
Plantas de tomate com 20 dias apés a semeadura
foram tratadas, ainda na bandeja, com os extratos aquosos
dos cogumelos, com o0 ASM ou com agua, através da rega
do substrato agricola Plantmax® (10 mL/planta). Apds dois
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dias do tratamento, as plantas foram retiradas da bandeja e
sacudidas para retirar o substrato aderido as raizes, sendo
entdo realizada a inoculagdo da bactéria através do corte das
raizes com tesoura ¢ imersao destas raizes por 10 minutos
em suspensdo bacteriana calibrada para 10® ufc/mL (Lopes,
1981). As plantas foram transplantadas para vasos contendo
um novo substrato esterilizado, composto de solo, esterco de
curral e areia (1:1:1) e mantidas em casa-de-vegetagdo com
temperatura dia/noite de 33/24 °C, umidade relativa>70 % e
fotoperiodo de aproximadamente 12 horas.. Foram realizadas
10 repeti¢des/tratamento, onde cada planta representou uma
repeti¢do. O delineamento experimental foi o completamente
casualizado. As avaliagdes foram feitas no 5° ¢ 10° dias ap6s
a inoculag@o, com base na porcentagem de folhas murchas
(nimero de folhas murchas x 100 / nimero total de folhas
da planta) e peso da matéria fresca e seca. Os tratamentos
usados no experimento foram: plantas tratadas com agua
(T1 e T2); plantas tratadas com ASM na concentragdo de
0,005 g/L (T3); plantas tratadas com Abl-29 na concentragao
de 10 % e 20 % (T4 e T5); plantas tratadas com Abl-26 na
concentragdo de 10 % e 20 % (T6 e T7); plantas tratadas
com Le-96/17 na concentragdo de 10 % ¢ 20 % (T8 ¢ T9)
e plantas tratadas com Le-96/22 na concentragao de 10 % e
20 % (T10e T11).

Determinacio da atividade enzimatica

As plantas de tomate foram tratadas com os extratos
aquosos dos cogumelos ¢ com ASM, bem como inoculadas
com a bactéria R. solanacearum de forma idéntica aquela
descritano item anterior. Em cada tratamento foram utilizadas
quatro repeticdes, onde cada planta representou uma
repeticdo, em um delineamento inteiramente casualizado.
As amostras consistiram da coleta de todas as folhas de cada
planta aos 0, 1, 2, 3, 4, 7 e 12 dias apds os tratamentos. Os
tratamentos utilizados foram: plantas tratadas com agua (T1
e T2); plantas tratadas com ASM na concentra¢do de 0,005
g/L (T3 e T4); plantas tratadas com Abl-26 na concentragao
de 10 % (TS5 e T6) e plantas tratadas com Le-96/17 na
concentragdo de 10 % (T7 e T8), sendo que as plantas dos
tratamentos pares foram inoculadas com R. solanacearum
dois dias apds os tratamentos.

As amostras coletadas foram maceradas e
homogeneizadas em 4 mL de tampao de acetato de sodio
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 avaliagdo do teor de proteinas
totais (Bradford, 1976) e atividades enzimaticas.

A atividade de peroxidase foi determinada por
método espectrofotométrico direto, através da medida da
conversdao do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm (Lusso
& Pascholati, 1999). A reagdo foi realizada com 0,1 mL do
extrato proteico misturado com 2,9 mL de uma solugdo com
250 pL de guaiacol e 306 pL de perdxido de hidrogénio
em 100 mL de tampao fosfato 0,01M (pH 6,0). A atividade
da peroxidase foi expressa em unidades de absorbancia /
min / mg proteina (U.A./ min /mg prot). Para se avaliar a
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atividade de quitinases utilizou-se a metodologia descrita
por Wirth & Wolf (1990), na qual ocorre a liberagdo de
fragmentos soliiveis de quitina carboximetilada marcada
com remazol brilhante violeta (CM-Chitin-RBV). Foram
utilizados 200 pL do extrato proteico misturados com 600
uL de tampao de extragdo (acetato de soédio 10 mM, pH 5,0)
¢ 200 pL 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 reagdo com a adigdo 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 absorbancia de 550 nm. Os resultados
foram expressos em U.A. / min / mg de proteina.

A atividade de polifenoloxidase foi determinada de
acordo com Duangmal & Apenten (1999), pela mensuragao
da conversdo do catecol em quinona. O substrato utilizado foi
composto por catecol 20 mM dissolvido em tampao fosfato
de sddio 100 mM (pH 6,8). Para a reagdo, que ocorreu a 30
°C, 900 pL do substrato foram misturados com 100 pL do
extrato proteico. As leituras foram feitas a cada 10 s a 420
nm em espectrofotometro, durante 1 min. O diferencial entre
a terceira ¢ a quinta leitura foi utilizado para a determinagao
da atividade. Os resultados foram expressos em unidades
de PPO, sendo que uma unidade foi definida como um
incremento de absorbancia de 0,001 por min de rea¢do por
mg de proteina total.

A atividade de fenilalanina amonia-liase foi
determinada pela quantificagdo colorimétrica do acido trans-
cinamico liberado do substrato fenilalanina (Umesha, 2006).
Areagdo continha 100 pL do extrato protéico misturado com
400 pL do tampao Tris HCI 25 mM (pH 8,8) e com 500
uL de L-fenilalanina (50 mM em tampao Tris HCI 25 mM,
pH 8,8), a qual foi incubada por 2 h a 40 °C. A absorbancia
das amostras foi determinada a 290 nm, contra tampao
de extracdo, sendo subtraido de cada amostra o valor do
controle (controle = 100 pL do extrato proteico + 900 pL de
tampdo Tris HCI 25 mM, pH 8,8 ). A atividade enzimatica
foi expressa em pg de acido frams-cinamico /min /mg de
proteina, utilizando uma curva padrao para o acido.

RESULTADOS

Efeito in vitro e de protecio de tomateiro em casa-de-
vegetacido contra R. solanacearum utilizando os extratos
dos cogumelos e 0 ASM

Nos testes in vitro realizados para R. solanacearum,
0 ASM e os extratos aquosos de A. blazei ou L. edodes
ndo promoveram inibi¢do significativa do crescimento da
bactéria (dados nao mostrados).
O experimento realizado em casa-de-vegetagdo, visando
avaliar a protecdo das plantas de tomate contra R.
solanacearum, utilizando o indutor acibenzolar-S-metil
(ASM) e os extratos aquosos de L. edodes e A. blazei,
mostrou que o extrato aquoso do isolado Le-96/17 a 10%
(v/v) e o ASM proporcionaram menores porcentagens
de folhas murchas, em relagdo aos demais tratamentos.
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Estes dois tratamentos reduziram a severidade da murcha
bacteriana em 66,00 % e 53,68 % respectivamente, em
relagdo a testemunha tratada com agua e inoculada com a
bactéria (Tabela 1). Dentre os isolados de 4. blazei, Abl-
26 10 % (v/v) foi o que proporcionou menor porcentagem
de folhas murchas. Quanto ao efeito dos tratamentos sobre
o peso da matéria fresca e seca, as plantas tratadas com o
isolado Le-96/17 a 10 % (v/v) e com agua (testemunha ndo-
inoculada) tiveram maior peso em relagdo as plantas tratadas
nos demais tratamentos (Tabela 1).

Efeito dos indutores sobre a atividade enzimatica

No ensaio envolvendo a atividade de peroxidases,
as plantas tratadas com ASM e Abl-26 e inoculadas com a
bactéria tiveram um aumento na atividade enzimatica no 7°
e 12° dia apos o tratamento, respectivamente (Figuras 1 A
e 1 B). No caso do tratamento com o extrato de Le-96/17,
houve um aumento significativo na atividade de peroxidase
nas plantas inoculadas com bactéria apenas no 3° dia ap6s o
tratamento, ou seja, um dia ap6s a inoculagdo (Figura 1 C).
A atividade de peroxidase aumentou significativamente nas
plantas nao inoculadas com a bactéria e tratadas com ASM,
Abl-26 e Le-96/17, no 3°, 7° e 12° dias apds o tratamento, em
relagdo ao tratamento agua (Figura 1 A-C).

Quanto a quitinase, o tratamento de plantas com ASM
e inoculadas com RS47 provocou aumento significativo na
atividade enzimatica no 7° dia apds o tratamento (Figura 2
A). Nos tratamentos conduzidos com os extratos de Abl 26
e Le-96/17 e inoculados com a bactéria foi verificada menor
atividade desta enzima em todas as avalia¢cdes em relagdo
as plantas tratadas com agua e inoculadas com a bactéria,
exceto para o material amostrado no 3° dia apos o tratamento
com Le-96/17 (Figura 2 C).

A atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase

e polifenoloxidase em plantas tratadas com os indutores e
inoculadas com a bactéria foram menores do que nas plantas
tratadas com agua ¢ inoculadas com o patdogeno (Figuras
3 e 4). No entanto, nas plantas ndo inoculadas, a atividade
destas enzimas foi maior nas plantas tratadas pelos indutores
ao 3°, 7° ¢ 12° dias apo6s o tratamento (Figuras 3 ¢ 4).

DISCUSSAO

Nos testes conduzidos in vitro, os resultados
obtidos foram semelhantes aqueles obtidos por Di Piero &
Pascholati (2004a), onde os isolados de L. edodes utilizados
ndo apresentaram efeito direto in vitro e os isolados de
A. blazei chegaram até a estimular o crescimento de
Xanthomonas vesicatoria. Entretanto, alguns trabalhos
tém mostrado que isolados destes cogumelos podem inibir
o crescimento de patoégenos. No estudo do efeito inibitorio
in vitro de quatro linhagens de L. edodes (Le 10, 46, K2,
Assai) sobre algumas espécies de fungos filamentosos de
importancia agricola como Helminthosporium euphorbiae
Hansf,, Fusarium solani (Mart.) Sacc. ¢ Phomopsis sojae
Lehman e sobre o sorotipo Alagoas do virus da estomatite
vesicular (VSA), Sasaki et al. (2001) observaram que as
linhagens K2 ¢ Lel0 mostraram-se antagdnicas aos fungos
e as linhagens 46 e K2 foram eficientes na inibi¢do do VSA.
Um lixiviado micelial de um isolado de L. edodes também
inibiu significativamente o crescimento de diversas bactérias
fitopatogénicas como P. syringae pv. glycinea (Coerper)
Young, Dye & Wilkie , P syringae pv. tabaci (Wolf &
Foster) Young et al., Xanthomonas campestris pv. glycines
(Nakano) Dye, Erwinia amylovora (Burril) Winslow et al.,
Ralstonia solanacearum e Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones (Pacumbaba
etal., 1999).

TABELA 1 — Efeito do acibenzolar-S-metil (ASM), dos extratos aquosos de Agaricus blazei
(Abl-26 e Abl-29) ¢ Lentinula edodes (Le-96/17 e Le-96/22), em diferentes concentragdes, sobre
a ocorréncia de folhas murchas de tomateiro e peso da matéria fresca e seca

Tratamentos Folhas murchas (%) % de controle’ Peso da Matéria
Dia 5 Dia 10 Fresca (g) Seca (g)
TI - Agua’ 0,00 a* 0,00 ¢ - 1,90 a 0,29 a
T2 - Rs47 ' (inoculada) 333 a 100,00 a - 025 b 0,10 b
T3 - ASM 5,44 a 46,32 b 53,68 091 b 0,13 b
T4 - Abl-29 10% 222 a 67,30 ab 32,70 0,65 b 0,14 b
T5 - Abl-29 20% 7,33 a 70,14 ab 29,86 0,59 b 0,13 b
T6 - Abl-26 10% 6,14 a 61,72 ab 38,28 0,70 b 0,15 b
T7 - Abl-26 20% 0,00 a 80,80 ab 19,20 0,88 b 0,19 b
T8 - Le-96/17 10% 1,54 a 44,00 b 66,00 2,06 a 0,29 a
T9 - Le-96/17 20% 1,55a 71,75 ab 28,25 0,69 b 0,15 b
T10 - Le-96/22 10% 5,12a 91,43 ab 8,57 0,64 b 0,15 b
T11 - Le-96/22 20% 1,77 a 82,03 ab 17,97 0,46 b 0,12 b

! Tratamentos controle.

2 Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.

3 Calculada com a avaliacdo do Dia 10, em relagdo a T2.
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FIG. 1 — Atividade de peroxidase em resposta a aplicagdo de
ASM (A) e dos extratos aquosos de Agaricus blazei Abl-26 (B) e
de Lentinula edodes Le-96/17 (C) nas folhas de tomateiro. A seta
indica inoculagdo com R. solanacearum (Rs47), no segundo dia
apos os tratamentos. Barras representam a média + desvio padrao.

Em casa-de-vegetacdo, o isolado Le-96/17 10 % (v/v)
de L. edodes e 0 ASM proporcionaram menor porcentagem
de folhas murchas, aos 10 dias apés a inoculagdo. Esse
aumento em resisténcia observado nas plantas ndo ocorreu
devido a uma ag@o direta dos indutores sobre o patogeno,
uma vez que estes tratamentos ndo apresentaram atividade
antibiotica in vitro, o qual ¢ um dos critérios utilizados para
se distinguir resisténcia induzida de outros mecanismos que
possam reduzir a doenca.

O efeito na redugdo da severidade da doenca
proporcionado por indutores também foi demonstrado
por Soylu et al. (2003), onde plantas de tomate tratadas
com ASM tiveram a severidade da doenca causada por C.
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al.
reduzida em 75 % aos 7 dias ap6s a inoculagdo, mantendo
o mesmo nivel de controle até 14 dias apo6s a inoculagdo.
Quando este mesmo indutor foi utilizado visando o controle
de R. solanacearum em trés cultivares de tomateiro, ocorreu
uma redugdo significativa no progresso da doenga (Aratjo
et al., 2005). Ja Di Piero & Pascholati (2004a) observaram
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FIG. 2 — Atividade de quitinase em resposta a aplicagdo de ASM
(A) e dos extratos aquosos de Agaricus blazei Abl-26 (B) e de
Lentinula edodes 1e-96/17 (C) nas folhas de tomateiro. A seta
indica inoculagdo com R. solanacearum (Rs47), no segundo dia
apos os tratamentos. Barras representam a média + desvio padrao.

em plantas de tomate que o extrato aquoso do isolado Abl
99/28 de A. blazei reduziu significativamente a severidade
de doenga causada por Xanthomonas vesicatoria em casa-
de-vegetagdo, com uma protegcdo média de 45 %.

Estudando o efeito de inducdo de resisténcia
de extratos de cogumelos em plantas de pepino contra
Colletotrichum lagenaria (Pass.) Ellis & Halst., Di Piero &
Pascholati (2004b) verificaram que uma mistura de isolados
de L. edodes reduziu significativamente a severidade da
doenga, tanto local como sistemicamente. Este efeito
sistémico da indugdo de resisténcia verificado neste trabalho
também foi observado por Silva ef al. (2003), o qual, ao
aplicar em tomateiro o acibenzolar-S-metil (ASM) via
pulverizagao foliar ou irrigado no solo contra Xanthomonas
vesicatoria, ndo detectou diferenca significativa entre os
modos de aplicacdo do produto, sendo que as duas formas
de aplicagdo proporcionaram protecao das plantas contra a
mancha bacteriana, através da ativagdo dos mecanismos de
defesa da planta.

Barretti (2005), em estudos para avaliar o efeito
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FIG. 3 — Atividade de fenilalanina amoénia-liase em resposta a
aplicacdo de ASM (A) e dos extratos aquosos de Agaricus blazei Abl-
26 (B) e de Lentinula edodes Le-96/17 (C) nas folhas de tomateiro. A
seta indica inoculagdo com R. solanacearum (Rs47), no segundo dia
apos os tratamentos. Barras representam a média + desvio padrao.

do ASM no controle de R. solanacearum em tomateiro,
comprovou que ndo houve diferenga no modo de aplicagao
do produto, seja por pulverizagao foliar seja irrigado no solo,
mas houve redugdo significativa da severidade da doenga em
relacdo a testemunha néo tratada. Os dois modos de aplicacao
do produto foram igualmente eficazes na prote¢do do
tomateiro contra a murcha. No presente trabalho, os extratos
dos cogumelos ¢ 0 ASM foram aplicados no substrato, sendo
também verificado a prote¢do das plantas de tomate contra
a murcha bacteriana nos tratamentos onde foi aplicado o
extrato aquoso Le-96/17 de L. edodes e o ASM.

Ja as andlises bioquimicas, realizadas a partir das
folhas, mostraram que a atividade de peroxidase, para os
tratamentos Le-96/17 e ASM, foi significativamente maior
no 3° e 7° dias apos o tratamento, respectivamente. Estes
niveis de atividade de peroxidase obtidos nas folhas tratadas
podem ter contribuido na reducdo de folhas murchas, uma
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FIG. 4 — Atividade de polifenoloxidase em resposta a aplicagdo de
ASM (A) e dos extratos aquosos de Agaricus blazei Abl-26 (B) e
de Lentinula edodes Le-96/17 (C) nas folhas de tomateiro. A seta
indica inoculagdo com R. solanacearum (Rs47), no segundo dia
apos os tratamentos. Barras representam a média + desvio padrdo.

vez que estes dois tratamentos foram os melhores em
relagdo aos demais. A participagdo de enzimas relacionadas
a resisténcia foi evidenciada por Baysal et al. (2003), onde
plantas de tomate tratadas com ASM e inoculadas com
C. michiganensis subsp. michiganensis exibiram maior
atividade de peroxidase aos 5 dias ¢ de quitinase aos 2, 3,
5 e 7 dias ap6s a inoculagdo com a bactéria. Esse aumento
foi correlacionado com a resisténcia induzida nas plantas
de tomate tratadas com ASM. Esta maior atividade de
peroxidase e quitinase também foi observada no presente
trabalho, aos 7 dias ap6s o tratamento, ou seja, 5 dias apds a
inoculagdo, para as plantas tratadas com ASM e inoculadas
com R. solanacearum.

Na avalia¢do da resisténcia a antracnose de quatro
cultivares de feijao, pulverizadas com acido salicilico ou
com um fungo indutor, Campos et al. (2004) verificaram
que, avaliando a atividade de peroxidase e polifenoloxidase
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das plantas tratadas, cinco dias apo6s a inoculagdo com o
patdgeno, houve um acréscimo na atividade destas enzimas
nos tratamentos com acido salicilico e com o fungo indutor
em todas as cultivares. Em plantas de pepino tratadas com
extrato aquoso de L. edodes e desafiadas com Colletotrichum
lagenaria, Di Piero & Pascholati (2004b) constataram uma
elevacdo na atividade local e sistémica de peroxidases no 9°
e 12° dias apos o tratamento, respectivamente (no 3° e 6° dia
apos a inoculagdo do patogeno). Ja para a atividade local e
sistémica de quitinases, ndo houve diferencas significativas
entre quaisquer dos tratamentos apds a inoculagdo com C.
lagenaria.

A participagdo das peroxidases e oxidases de
polifendis na resisténcia induzida de tomateiro contra
Xanthomonas vesicatoria foi demonstrada por Cavalcanti et
al. (2006), onde apos a pulverizacdo das plantas com ASM
ou Ecolife®, foi evidenciado aumento na atividade destas
enzimas logo nas primeiras horas apds a pulverizagao,
ocorrendo maior atividade no 5° dia apds a inoculagdo do
patdgeno. No presente trabalho ocorreu aumento na atividade
de peroxidase e quitinase, mas ndo ocorreu aumento na
atividade de fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase
nas plantas tratadas e inoculadas com a bactéria.

A atividade de peroxidase tem sido implicada em
uma variedade de processos relacionados com a defesa das
plantas, incluindo reagdo de hipersensibilidade, lignificagao
e suberizagdo. Nas plantas em geral, como por exemplo,
em tomate, a peroxidase ¢ uma das enzimas envolvidas no
ultimo passo na lignificagdo. O refor¢o da parede celular
da planta por lignina e compostos fendlicos, aumenta a
resisténcia da planta a degradac@o enzimatica por patdogenos
¢ atua como barreira mecanica ao ingresso de toxinas, bem
como a penetracdo fisica (Nicholson & Hammerschmidt,
1992).

Para as enzimas fenilalanina amonia-liase,
polifenoloxidase e quitinase, ocorreu uma diminui¢do da
atividade nas plantas tratadas com os indutores e inoculadas
com a bactéria, exceto para o tratamento ASM para quitinase.
Esta reducdo na atividade de algumas enzimas também
foi verificada por Osswald et al. (2004), que estudando o
patossistema sorgo — Colletotrichum graminicola (Ces.)
G.W. Wilson, observaram que apesar da indugio na produgao
de fitoalexinas ser diretamente proporcional ao aumento da
dose de ASM, ocorreu uma redugdo na atividade das enzimas
3-1,3-glucanase e quitinase.

Os extratos aquosos de A. blazei e L. edodes possuem
substancias antibidticas e/ou substancias capazes de agir
como elicitores de respostas de resisténcia em algumas
plantas (local e sistemicamente), mostrando assim potencial
para o uso no controle alternativo de patégenos de plantas
(Eira et al., 2005). A indugdo de resisténcia apresenta-se
como componente de um manejo integrado, somando-
se, por exemplo, ao emprego de cultivares com um nivel
de resisténcia satisfatorio a R. solanacearum. Finalmente,
a auséncia de efeito in vitro do ASM e dos extratos de
cogumelos sobre a bactéria, a alteracdo na atividade de
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enzimas e a menor ocorréncia de folhas murchas, em fungao
dos tratamentos com ASM e Le-96/17, sugere que esses
agentes atuam sobre as plantas de tomate através da indugao
de resisténcia.
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