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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar as atividades antibacteriana e indutora de resisténcia
de extratos de Pycnoporus sanguineus para controle do crestamento bacteriano comum, causado por
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, em feijoeiro. In vitro foram utilizados extratos aquosos de
basidiocarpo, micélio e filtrado de cultura de P. sanguineus nas concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 20%,
além das testemunhas agua, acibenzolar-S-metil (ASM - 125 mg i.a. L) e antibiético (22,5 mg L* de
oxitetraciclina + 225 mg L* de estreptomicina). In vivo foram realizadas avaliagdes de severidade
e atividade de peroxidase, polifenoloxidase, -1,3 glucanase e fenilalanina amonia-liase, com o
uso de extrato aquoso de micélio e de basidiocarpo e filtrado de cultura de P. sanguineus a 5% e
10%. Verificou-se atividade antibacteriana apenas para o filtrado de cultura em concentragdes
acima de 15% e para o extrato de basidiocarpo nas concentragdes de 1 a 20%. In vivo, os resultados
indicaram o potencial de extratos de basidiocarpos de P. sanguineus para o controle de X. axonopodis
pV. phaseoli em feijoeiro, com redugao média de 56% na severidade, o que pode ter ocorrido tanto
por atividade antimicrobiana direta quanto por inducéo de resisténcia, envolvendo principalmen-
te a ativacdo das enzimas de defesa vegetal peroxidase e polifenoloxidase.

PALAVRAS-CHAVE: Controle alternativo, inducdo de resisténcia, proteinas relacionadas a
patogénese, atividade antimicrobiana.

ABSTRACT

CONTROLOFBACTERIAL BLIGHT (XANTHOMONAS AXONOPODISPV.PHASEOLI) AND
BIOCHEMICAL ANALYSES OF BEAN RESISTANCE TREATED WITH PYCNOPORUS
SANGUINEUS EXTRACTS. The aim of this work was to verify the antimicrobial and resistance
induction activities of Pycnoporus sanguineus extracts for the control of common bacterial blight
caused by Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. In vitro assays were performed using aqueous
extracts from basidiocarp, mycelium and culture filtrate of P. sanguineus in concentrations of 1,
5, 10, 15 and 20%, with water, acibenzolar-S-methyl (ASM - 125 mg a.i. L") and antibiotic
(oxytetracycline 22.5 mg L™ + streptomycin 225 mg L) as control treatments. For the in vivo assays
the disease severity and the activities of peroxidase, polyphenol oxidase, B-1,3 glucanase and
phenylalanine ammonia-lyase were evaluated using extracts of mycelium, basidiocarp and
culture filtrate of P. sanguineus at 5% and 10%. Antibacterial activity was verified only for culture
filtrate in concentrations above 15% and for concentrations of 1% to 20% of basidiocarp extract.
The results of the in vivo assays indicated the potential of basidiocarps extracts from P. sanguineus
for the control of X. axonopodis pv. phaseoli in beans, with an average severity reduction of 56%,
which may have been due either to direct antimicrobial activity or to resistance induction
involving mainly the activation of the plant defense enzymes peroxidase and polyphenol oxidase.

KEY WORDS: Alternative control, resistance induction, pathogenesis related proteins, antimicrobial
activity.
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INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) pode ser afetado
por mais de 300 doencas causadas por virus, bactéri-
as, fungos e nematoides, as quais contribuem para o
seubaixorendimento, em todas asregides domundo
onde é cultivado (BiancHamr et al., 2005). Os danos sdo
observados desde a semeadura até quando os graos
estdo secos nas vagens. Muitas dessas doengas po-
dem causar, deacordo com as condi¢des do ambiente,
danos totaisna produgdo ou, dependendodonivel de
contaminagao, tornar invidveis determinadas areas
para o cultivo.

Dentre as doencas de origem bacteriana que afe-
tam a cultura do feijoeiro, o crestamento comum cau-
sado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli é a que
apresenta maior importancia (SARTOrRATO et al., 1996),
devidoacapacidade dereduzir a produgao de forma
significativa e as dificuldades de controle (VaLEetal.,
1997). Dessa forma, € necessario desenvolver novos
métodos de controle para tal doenga, como aindugao
de resisténcia em plantas usando produtos naturais
(ScHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005).

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de
mecanismos de defesalatentes existentes nas plantas
emresposta ao tratamento comagentes eliciadores os
quais sao moléculas capazes de ativar mecanismos
de defesa na planta, protegendo-a contra infec¢des
subsequentes por patégenos (STANGARLIN et al., 1999).
Entre os eliciadores ndo convencionais podem-se
incluir os extratos de plantas medicinais e éleos es-
senciais (STANGARLIN et al.,2008), bem como os extratos
obtidos de cogumelos (D1 Piero et al., 2005).

Entre os basidiomicetos com propriedades
eliciadores destaca-se Pycnoporus sanguineus (L. ex
Fr.)Murr., utilizado desdeamedicina popular (SMANIA
etal.,1995) até ao controle alternativo de doencgas de
plantas (Perrer-BeNINCa et al., 2008; Iurkiv, 2009), com
potencial para a inducéo de resisténcia, tornando-se
promissor em pesquisas relacionadas.

Emvistadoexposto, este trabalho teve como obje-
tivos investigar o uso de extratos aquosos de
basidiocarpo, micélio ou filtrado de cultura de P.
sanguineus para controle do crestamento bacteriano
comum do feijoeiro, por meio de avalia¢oes da ativi-
dade antimicrobiana in vitro contra X. axonopodis pv.
phaseoli e da indugdo de resisténcia pela ativagdo das
enzimas de defesa vegetal peroxidase,
polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase e 3-1,3-
glucanase.

MATERIALEMETODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual do Parana -

UNIOESTE -Campus de Marechal Candido Rondon,
PR.Paraosensaios deinducao deresisténcia, plantas
de feijoeiro cultivar CariocaIAPAR 81 foram cultiva-
das em vasos plésticos (com capacidade para 1,5 L)
contendo mistura de solo, areia e matéria organica
(proporgéo 2:1:1) e mantidas em cultivo protegido
(Ass1, 2005). Foram utilizadas duas plantas por vaso.
A bactéria X. axonopodis pv phaseoli foi isolada de
folhas sintomaticas provenientes de cultivos comer-
ciais de feijoeiro do Municipio de Marechal Candido
Rondon, PR.

Obtencao do filtrado de cultura e dos extratos
aquosos de P. sanguineus

Basidiocarpos de P. sanguineus foram coletados
nas matas da regido Oeste do Parana e, posterior-
mente, secos em temperatura constante de 30°C para
serem moidos em moinho de facas. O preparo de
extratos aquosos de basidiocarpo constituiu na
hidratagdo do pd seco de basidiocarpos por 24h a
temperatura de4°C (mantidos em geladeira), na pro-
porcaode14mL de dgua destiladaparalgdepdseco
debasidiocarpo, sendoemseguida filtrados em papel
filtro Whatman n° 1 (D1 Pero; PascHoraTi, 2004). Os
filtrados coletados foram esterilizados por filtragdo
em membrana com 0,45 um de diametro de poro, em
camara de fluxo laminar. Esses filtrados armazena-
dos em geladeira a 4° C foram utilizados apéds dilui-
¢Oes para obter as concentrac¢oes de 1, 5,10, 15 e 20%
para os testes in vitro e nas concentragdes de 5 e 10%
para os ensaios de protecado de plantas (Asst, 2005).

Para obtencdo do micélio de P. sanguineus, foram
preparados 100 mL de meio de cultura BD (batata-
dextrose), nos quais foram repicados cinco discos
contendomeiode culturamais micéliode P. sanguineus,
crescido por 14 diasem meio BDA eem escuroa 25°C,
sob agitacdo (150 rpm). Apds vinte dias, o contetido
decada frascofoifiltrado em papel filtro Whatmann®1.
O material que passou pelo filtro foi considerado o
filtrado de cultura, sendo utilizado nas concentra-
¢oes de 1,5, 10, 15 e 20% para os testes in vitro e nas
concentracdes de 5 e 10% para os ensaios de prote¢do
de plantas. O micélio retido no filtro foi colocado em
estufa a 40° C até obtencado de peso constante e, pos-
teriormente, macerado em almofariz de porcelana
paraobtencdodopd. Esse pd demicélio foihidratado
em agua destilada na proporgao definida anterior-
mente, constituindoassim o extratoaquoso demicélio
e utilizadonos testes in vitro e de protegao de plantas.

Atividade antibacteriana
Para esse ensaio foi preparado meio de cultura

caldo nutriente (extrato de carne: 3 g; peptona: 5 g;
glicose: 15 g; dgua destilada: 1.000 mL) (MARIANO;

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.77, n.1, p.99-110, jan./mar., 2010



Controle de crestamento bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli) e alteragdes bioquimicas em feijoeiro induzidas por Pycnoporus sanguineus.

SiLvEIRA, 2000). O meio esterilizado (10 mL tubo™)
recebeu as diferentes concentragdes do filtrado e dos
extratos de P. sanguineus (1,5,10,15e20%), esteriliza-
dos por filtragdo. Uma aliquota de 100 pL. de suspen-
sdo de célulasbacterianas contendo 101 UFC mL foi
adicionada a cada tubo, os quais foram incubados a
28°C por48hemestufaincubadorasobagitacdoa 150
rpm. A avaliacdo dontimero debactérias foirealizada
por espectrofotometria, anotando-se a absorbancia a
560 nm de cada amostra e calculando-se o valor de
UFCsdeacordocomacurvadecrescimentobacteriano
previamente elaborada. Apenas o meio de cultura foi
utilizado como tratamento controle.

Inducao de resisténcia

Foirealizado oensaio com X. axonopodis pv. phaseoli
comosseguintes tratamentos: (a) testemunha ou con-
trole negativo: plantas tratadas com agua destilada;
(b) controle positivo n® 1: bactericida sistémico —
Agrimicina (22,5 mg L de oxitetraciclina + 225mg L
!deestreptomicina); (c) controle positivon®2:indutor
de resisténcia — acibenzolar-S-metil (125 mgi.a. L");
(d)extratodebasidiocarpos, (e) demicélioe (f) filtrado
de cultura de P. sanguineus, em concentragdes de 5 e
10%.

Os tratamentos, em quantidade de 3 mL, foram
aplicados na primeira folha trifoliada trés dias antes
dainoculagdo do patégeno. A inoculagao foi realiza-
dana primeira folha trifoliada tratada, bem como na
segunda folha trifoliadando tratada, parase observar
aocorrénciade protegaolocale/ousistémica, respec-
tivamente. As inocula¢des foram realizadas na parte
da manhd, mediante aspersdo de suspensdo de
in6culo contendo 5 X 107UFC mL* (RAVA; SARTORATO,
1994). Apés a inoculagdo, as plantas foram cobertas
com sacos de polipropileno com agua destilada as-
pergida para simular cdmara tmida por 24h
(StanGARLIN; PascroLATr, 2000). Apds esse periodo, a
camara timida foi removida e as plantas ficaram em
casadevegetagdo climatizadaa 28°C. A avaliacdo da
severidade foirealizada 12 dias apds os tratamentos,
por determinacdo da drealesionada com o auxilio do
sistema computacional QUANT v. 1.0.2 (VALE et al.,
2003).

Coleta de amostras para analises bioquimicas

Foram coletados trés quadrados (1 cm?) de folha
por amostrano momento dos tratamentos e também
nos 3°,6°,9°e12°dias apds. Durante o procedimento,
cada amostra coletada foi imediatamente acondicio-
nada em envelopes de papel aluminio e congelada a
-20°C.Coletaram-se amostrasnas 1**folhas trifoliadas
inoculadas, bem como nas 2 folhas trifoliadas ndo-
inoculadas.

Obtencao dos extratos proteicos

As amostras de folhas foram homogeneizadas
mecanicamente em 2 mL de tampéo fosfato de sédio
0,01M (pH 6,0) (tampao de extragdo), em almofarizde
porcelana. O homogenato foi centrifugado a 6.500 g
durante 10 min a 4° C, sendo o sobrenadante obtido
considerado como extrato enzimaético, para posterior
determinacdo da atividade de peroxidase,
polifenoloxidase, fenilalanina aménia-liase, -1,3-
glucanase e contetido proteico.

Atividade de peroxidase

Aatividadedeperoxidases foi determinadaa30°C,
atravésdemétodoespectrofotométricodiretoa470nm,
utilizando guaiacol e peréxido de hidrogénio como
substrato (Lusso; PAascHoLATI, 1999). A atividade espe-
cifica de peroxidase foi expressa em absorbancia min-
!mg de proteina™.

Atividade de polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase foi determinada
de acordo com a metodologia de DUANGMAL; APENTEN
(1999), mensurando-se a oxidac¢do do catecol conver-
tido em quinona. Os resultados foram expressos em
absorbancia min® mg de proteina™.

Determinacgio daatividade dafenilalaninaamo-
nia-liase

A atividade da fenilalanina amdnia-liase (FAL)
foideterminadaa37°C porespectrofotometria direta
medida pela conversdo de L-fenilalanina em 4cido
transcindmico a 290 nm (STANGARLIN ef al., 2005). Os
resultados foram expressos em mg de acido
transcinamico h™ mg de proteina™.

Atividade de B-1,3 glucanase

Aatividade da-1,3 glucanase foiavaliada segun-
dometodologia descrita por STaNGARLIN et al. (2005). A
reacdo foi determinada pela quantificagdo
colorimétrica de glicoseliberada dalaminarina, atra-
vés do uso da hidrazida do acido p-hidroxibenzéico
(HAPHB). Asleituras de absorbancia foram plotadas
em curva padrao para glicose e os resultados expres-
sos em g de glicose min™ mg de proteina™.

Teor de proteina

Oteor de proteinas totais foiavaliado pelométodo
de BrRADFORD (1976). A concentracdo de proteinas,
expressa em termos equivalentes de pug de albumina
desorobovino (ASB)em 1 mL deamostra (ug proteina
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mL"), foi determinada utilizando-se curva padraode
concentracdes de ASB, variando de 0 a 20 ug mL™.

RESULTADOSE DISCUSSAO
Atividade antimicrobiana

A analise de variancia do efeito das concentracoes
do extrato de P. sanguineus sobre o crescimento
bacteriano de X. axonopodis pv. phaseoliindicou que o
extrato de micélio (Fig. 1A) estimulou o crescimento
da bactéria de forma dose-dependente. O filtrado a
20% reduziu em 21% o crescimento bacteriano quan-
docomparadoaqueleem meio de culturanaauséncia
dos tratamentos (indicado no grafico como concen-
tragdo zero) (Fig. 1B). Os extratos de basidiocarpoem
15% e 20% reduziram 91% em média o crescimento
bacteriano, comportando-se estatisticamente igual
aoantibidtico, quereduziu o crescimentoem 81% (Fig.
1C). O acibenzolar-S-metil (ASM) ndo apresentou
atividade antibidtica.

Na literatura ndo héa relatos sobre a acao
antimicrobiana de extratos de P. sanguineus contra
bactérias fitopatogénicas, mas apenas para fungos.
Para Barpo (2008), a anélise dos dados do ensaio in
vitro da germinacdo de esporos de Colletotrichum
lindemuthianum revelou que os extratos aquosos de
basidiocarpode P. sanguineus tiveram efeito inibit6rio
na germinagdo em até 97%. Semelhantemente, Ass
(2005) observou que extratos aquosos de
basidiocarposde P. sanguineusreduziramematé 96%
agerminagdo in vitrodeesporosde C. lindemuthianum.

VIECELLI et al. (2008) puderam verificar, no ensaio
de germinacao deesporos de Pseudocercosporagriseola,
que extratos de micélio de P. sanguineus, a partir da
concentracao 5%, inibiram significativamente a ger-
minagdo, enquanto extratos de basidiocarpos e de
filtradode culturade P. sanguineusnao apresentaram
efeitosignificativo.

BaLpo et al. (2008) observaram que extratos aquo-
sos de basidiocarpos de P. sanguineus nas concentra-
¢oes 5, 10, 15 e 20% inibiram significativamente a
germinacao de esporos de Uromyces appendiculatus e
de Phakopsora euvitis em até 79% e 73%, respectiva-
mente, em relacdo a testemunha dgua.

Avaliacao da severidade

Tanto para a primeira folha tratada e inoculada
(Fig. 2A) quanto para a segunda folha apenas inocu-
lada (Fig. 2B), aseveridade foi menornas plantas que
receberam filtrado de cultura de P. sanguineus a 5 e
10%.Na1%folha tratada com ofiltrado de culturaa 5%,
areducdo da doenca, quando comparado a 4gua, foi
de 33,44% e com o uso do filtrado de cultura a 10% foi

de21,73%,aopasso quena?2”folha, tanto o tratamento
com filtrado a 5% quanto a 10%, reduziram em quase
90% a severidade, quando comparados com a teste-
munha 4dgua. Resultados semelhantes foram obser-
vados nos tratamentos com extratos de basidiocarpo
e de micélio e com antibidtico. Isso indica que os
tratamentos a base de P. sanguineus podem ter induzi-
dotantoresisténcialocal quantosistémica em feijoeiro
ao crestamento bacteriano. Na literatura ndo hé rela-
tos do uso de indutores dessa natureza para controle
desta doenca em feijoeiro.

Atividade de enzimas de defesa vegetal

Peroxidase

As plantas de feijao que receberam extratos de
basidiocarpo e de micélio e filtrado de cultura na 1°
folha, tratada e inoculada, bem como na 2% folha, nao
tratadaeinoculada, apresentaram oscilacdonoincre-
mento da atividade de peroxidase quando compara-
dos as testemunhas dgua, antibiético e ASM (Fig. 3).

Para o extrato de basidiocarpo a 10% na 1° folha,
observou-se incremento da atividade de peroxidase
aos 6 DAT, diminuindo sua expressdo no 9° DAT,
voltandonovamente ao mesmo patamar de expressao
observadono 6°DAT parao12°DAT, quando compa-
radoastestemunhas e aos demais tratamentos, sendo
superior ao ASM em 90% no 6° DAT e a testemunha
agua em 135% no 12° DAT. O micélio a 10% foi
superior em 200% a testemunha agua ao 6° DAT, e o
filtrado de cultura a 5% apresentou incrementos na
atividade da peroxidase de forma mais expressivano
6° DAT, sendo 165% superior a testemunha agua.

Nomomentodainoculagaodo patégeno (3°DAT),
amaioratividade especifica da peroxidasena2®folha
foi observada no tratamento com filtrado a 5 e 10%,
sendo que o primeiro foi 76% superior a testemunha
aguaeosegundo 65%. O extrato debasidiocarpoa5%
eofiltradoa 10% apresentaram maior atividade ao 6°
DAT, com o primeiro sendo superior a testemunha
agua em mais de 300% e o segundo em 65%.

Barpo et al. (2008) observaram incremento na ati-
vidade da peroxidase em fun¢do dos tratamentos com
extrato de basidiocarpo, micélio e filtrado de cultura
de P. sanguineus em feijoeiro, na 3" folha tratada, bem
como na 4° folha ndo tratada e inoculada, demons-
trando a sistemicidade do efeito em fungao dos trata-
mentos, resultado esse também encontrado por
VIECeLLL (2008).

Para Memerz et al. (2007), o extrato bruto de
basidiocarpode P. sanguineus, naconcentragaode 5%,
promoveuincrementonaatividade de peroxidase de
41% em cotilédones de soja, ao passo que o ASM
promoveuresultadossemelhantes a testemunhaagua.
Ja Iurkiv (2009) pode observar que a aplicagdo de
extratoaquoso debasidiocarpode P. sanguineusa20%
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apresentou caracteristica supressora da atividade de
peroxidase em cotilédones de soja, proporcionando
reducdo de 61,6% na atividade em relacdo a testemu-
nha agua.

Perrer-BeniNca et al. (2008), avaliandoaindugaode
peroxidases, verificaram que os extratos diclorome-
tanico, hexanico e etandlico de basidiocarpos de P.
sanguineus, em mesocétilos de sorgo e cotilédones de
soja, inibiram a atividade enzimatica. A indugéo
verificada para o extrato hexanico em sorgonao dife-
riu do controle ASM, e em soja a atividade foiinibida
pelo extrato etandlico e induzida pelo hexanico, mas
sem diferir do tratamento com ASM.

Polifenoloxidase

A maior atividade especifica de polifenoloxidase
na 1° folha foi com o EA de basidiocarpo a 5% aos
12 DAT, ao passo que na 2° folha, sua maior ativi-
dadefoia1l0%mno9°DAT. Comparando-se os trata-
mentos em ambas as folhas, o extrato de
basidiocarpo a 5% foi superior ao ASM em 1000%,
e o basidiocarpo a 10% foi superior em 500% a
testemunha agua (Fig. 4). O filtrado a 10% na 1°
folha,aos 9 DAT, foisuperior a testemunha dguaem
150%. O micélio a 10% na 1° folha, quando compa-
rado a testemunha dgua aos 12 DAT, foi superior
em 44%. Para o micélio a 5%, no momento da
inoculacdo do patégeno (3° DAT) na 2° folha, a
atividade apresentou-se de forma acentuada, sen-
do superior a agua em 240%, com estabilizagdo da
expressdo no decorrer dos dias.

Estes resultados sdo semelhantes aos de VIECELLI
(2008), queverificou que aatividade dessa enzima foi
influenciada pelos tratamentos com extratos de P.
sanguineus, na 3° folha tratada, bem como na 4° folha
nao tratada e inoculada, demonstrando a
sistemicidade do efeito indutor.

Dependendo da combinagéo elicitor —planta hos-
pedeira, a resposta para polifenoloxidase pode ser
diferente da encontrada neste trabalho. Em soja,
MEINERZ et al. (2007) verificaram decréscimo da ativi-
dadedessaenzima em fungao doaumento da concen-
tracdo do extrato de basidiocarpo de P. sanguineus.
Kunn (2007) observou que a atividade especifica de
polifenoloxidase em feijoeironao foialterada em fun-
¢ao dos indutores Bacillus cereus e ASM.

Fenilalanina amonia-liase

A atividade especifica de fenilalanina amonia-
liase pouco incrementou no decorrer dos dias em
fungdo dos tratamentos com basidiocarpo, micélio e
filtrado de cultura de P. sanguineus, local (1* folha,
tratada e inoculada) e sistemicamente (2° folha, ape-
nasinoculada) (Fig.5). Na 1" folha, todos os tratamen-
tos, comparados as testemunhas, tiveram comporta-
mento semelhante, verificandoaqui queainducaode

resisténcia ndo foi ativada em fungéo dos tratamen-
tos, mas sim, em fung¢do do patégeno desafiador apli-
cado.Pode-seobservarapenas que oextrato demicélio
a10% proporcionouincrementonaatividadeda FAL
em 460% quando comparado a testemunha agua.

Na 2 folha, a maior expressao da enzima ocorreu
aos9 DATnotratamentocomoextratodebasidiocarpo
a10%, superior a testemunha dgua em mais de 1000%.
De modo geral, a analise estatistica indica que ndo
houve incrementos significativos na atividade espe-
cifica da FAL com a utilizagdo dos extratos de P.
sanguineus. O mesmo pdde ser observado por KunN
(2007) em feijoeiros tratados com B. cereus e ASM.
Segundo o autor, isto pode significar que toda a rota
dos fenilpropanoidesndo sofreu altera¢des como, por
exemplo, os mecanismos de sintese de lignina, com-
postos fendlicos e quinonas, entre outros.

B-1,3 glucanase

Assim comoparaFAL,aatividade especificade 3-
1,3 glucanase teve pouco incrementono decorrer dos
dias em fungao dos tratamentos com basidiocarpo,
micélio e filtrado de cultura de P. sanguineus, local e
sistemicamente (Fig. 6). Observou-se que na 2° folha
apenasinoculada, aexpressdo da atividade foi maior
aos 9 DAT com o extrato de basidiocarpo a 10%,
superior a agua em 1200%, indicando inducdo
sistémica, e o filtrado de cultura a 10% foi superior a
testemunha dgua em 100%. Resultados semelhantes
foram obtidos por VIECELLI (2008), ondea atividade da
B-1,3 glucanase em feijoeiro foi influenciada pelos
tratamentos com extratos de P. sanguineus,na 3" folha
tratada, bem comona4?folhanio tratadaeinoculada
com P. griseola, comprovando a sistemicidade do
efeito também para esse patossistema.

Para outros patossistemas e indutores, inclusive
provenientes debasidiomicetos, também tem-se veri-
ficado incremento na atividade dessa enzima. Kunn
(2007) observou, em feijoeiros tratados com B. cereus,
o aumento nao significativo da atividade especifica
de B-1,3 glucanases, enquanto que o indutor abidtico
ASM aumentousignificativamenteaatividade dessa
enzima. GUuarDA; D1 PiEro (2007) observaram aumento
da atividade de glucanases em plantas de feijao tra-
tadas com quitosana e inoculadas com C.
lindemuthianum. Iurkiv (2009) verificou que fragdes
proteicas, obtidas por cromatografia de filtracdo em
gelapartir deextratodebasidiocarpode P. sanguineus,
induziram a atividade especifica de B-1,3 glucanases
em cotilédones de soja, superior em 260% a testemu-
nhaagua. Flori-Suzukiet al. (2008) verificaram aumen-
to da atividade de -1,3 glucanases em maracujazei-
ros inoculados com Xanthomonas campestris pv.
passiflorae e tratados com extratos debasidiocarpos de
Lentinulaedodes e Agaricus blazeinas concentragdes 20
e 40%.
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Fig. 1 - Efeito de diferentes concentragdes de extrato aquoso de micélio (A), filtrado de cultura (B) e basidiocarpo (C)
de Pycnoporus sanguineus sobre o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e sua comparacdo com o efeito de
antibiético (22,5 mg L de oxitetraciclina + 225 mg L de estreptomicina) e acibenzolar-S-metil (ASM) (125 mgi.a. L), no
crescimento bacteriano. Valores seguidos de mesma letra (maitiscula para comparagdo com ASM e mintscula para
comparacdo com antibiético) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
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Fig. 2 - Severidade para crestamento bacteriano comum causado por X. axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro em fungao
dos tratamentos com extratos aquosos de basidiocarpo (T2B e T3B), de filtrado de cultura (T4F e T5F) e de micélio (T6M
e T7M) de P. sanguineus em concentragdes de 5 e 10%, na primeira folha tratada e inoculada (A) e na segunda folha apenas
inoculada (B), em condicdes de casa de vegetagdo. Agr: antibidtico (22,5 mg L de oxitetraciclina + 225 mg L* de
estreptomicina); ASM: acibenzolar-S-metil (125 mg i.a. L*). Médias seguidas de mesma letra mintiscula nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.77, n.1, p.99-110, jan./mar., 2010



Controle de crestamento bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli) e alteragdes bioquimicas em fejjoeiro induzidas por Pycnoporus sanguineus. 105

Basidiocarpo

b
k-
2
2
Q.
‘TO)
E
e
E
3 e o
3 6 9 12
Dias ap6s os tratamentos Dias ap6s os tratamentos
Filtrado
15 4 15 -
‘% 12 g 12
2
e 81 E o
3 4
c s
E £
g 3
<
Dias apés os tratamentos Dias apés os tratamentos
Micélio
15 15 4
e £ 12
s 12 %
‘Tg o '.'Q 91
£ g
T 5
8 :
<
0 : : ; ‘
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Dias ap6s os tratamentos Dias apés os tratamentos

Fig. 3 - Atividade especifica de peroxidase em plantas de feijoeiro inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli trés dias apds os tratamentos com os controles dgua (-), antibidtico (Agrimicina: 22,5 mg L* de
oxitetraciclina + 225 mg L" de estreptomicina) (--), acibenzolar-S-metil (ASM 125 mgi.a. L) (——) e os extratos
aquosos de Pycnoporus sanguineus obtidos dobasidiocarpo, filtrado de culturaemicélioa 5% (——), ebasidiocarpo,
filtrado de cultura e micélio a 10% (--). (a) e (b) representam respectivamente a 1° folha tratada e inoculada, ea
2% folha apenas inoculada de planta tratada. Barras indicam a média +/- o erro padrao.
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Fig. 5 - Atividade especifica de fenilalanina amonia-liase em plantas de feijoeiro inoculadas com Xanthomonas axonopodis
pVv. phaseoli trés dias apds os tratamentos com os controles dgua (-), antibiético (Agrimicina: 22,5 mg L* de oxitetraciclina
+ 225 mg L* de estreptomicina) () acibenzolar-S-metil (ASM 125 mg i.a. L") (——) e os extratos aquosos de Pycnoporus
sanguineus obtidos do basidiocarpo, filtrado de cultura e micélio a 5% (——), e basidiocarpo, filtrado de cultura e micélio
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Fig. 6 - Atividade especifica de B-1,3 glucanase em plantas de feijoeiro inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
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Barras indicam a média +/- o erro padrdo.
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Cavarcantiet al. (2006) verificaram que suspensao
de quitosana, proveniente de micélio de Crinipellis
perniciosa, conferiu capacidade parcial de protecdo
em plantas de tomateiro desafiadas por Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, pela promocdo do aumento
na atividade de quitinase e -1,3 glucanase.

Osresultados deste trabalhoindicaram o potencial
de extratos provenientes de P. sanguineus para o con-
trole de X. axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro, o que
podeocorrer tanto por atividade antimicrobiana dire-
taquanto pelaativagdo dasenzimas de defesa vegetal
peroxidase e polifenoloxidase, com consequente re-
ducdo da severidade da doenca.
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