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RESUMO

Viecelli, C.A.; Stangarlin, J.R.; Kuhn, 0.J.; Schwan-Estrada, K.R.F. Indug¢do de resisténcia em feijoeiro a mancha angular por extratos de micélio
de Pycnoporus sanguineus. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.73-80, 2010.

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) esta entre as principais culturas
da agricultura nacional e pode ser afetada por varias doencgas, como a
mancha angular causada por Pseudocercospora griseola. Com o
objetivo de desenvolver métodos alternativos ao quimico para o
controle desta doenca, verificou-se o potencial de extratos de micélio
de Pycnoporus sanguineus para atividade antimicrobiana in vitro
contra P. griseola e para inducdo de resisténcia e ativacdo de enzimas
de defesa em feijoeiro, como peroxidase, polifenoloxidase e p-1,3-
glucanase, além de sua influéncia nos teores de proteinas e clorofilas.
Os experimentos in vitro e em casa de vegetacdo foram constituidos

pelos extratos de micélio de P. sanguineus e dos controles &gua,
acibenzolar-S-metil (ASM: 75 mg i.a./L) e fungicida azoxystrobin
(40 mg i.a./L). In vitro o extrato de micélio apresentou efeito sobre
o crescimento micelial, a esporulacdo e a germinagdo de esporos de P.
griseola. In vivo a severidade foi reduzida em 93% e 50% em casa de
vegetacdo e a campo respectivamente, em relacdo ao controle agua.
A atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase e os teores de
proteinas e clorofilas foram maiores nas plantas tratadas com o
extrato. Estes resultados indicam a eficiéncia de P. sanguineus para o
controle alternativo da mancha angular do feijoeiro.

Palavras-chave adicionais: Phaseolus vulgaris, Pseudocercospora griseola, Phaeoisariopsis griseola, controle alternativo.

ABSTRACT

Viecelli, C.A.; Stangarlin, J.R.; Kuhn, O.J.; Schwan-Estrada, K.R.F. Resistance induction in bean plants against angular leaf spot by extracts from
Pycnoporus sanguineus mycelium. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.73-80, 2010.

Angular leaf spot, caused by the fungus Pseudocercospora
griseola, is a major disease of common bean (Phaseolus vulgaris
L.) in Brazil. The objective of this research was to develop an
alternative method for controlling this disease based on an aqueous
extract of Pycnoporus sanguineus mycelium. It was evaluated
the antimicrobial activity of the aqueous extract against P. griseola
as well as its activity of resistance induction against angular leaf
spot. The role of the plant defense enzymes peroxidase,
polyphenol oxidase and B-1,3-glucanase, and the proteins and
chlorophyll content was investigated. The experiments in vitro

and in greenhouse used extracts from mycelium of P. sanguineus
and water, Acibenzolar-S-methyl (ASM: 75 mg/L) and the fungicide
azoxystrobin (40 mg/L) were the control treatments. In vitro, the
extract of mycelium inhibited the mycelial growth as well as the
sporulation and conidia germination of P. griseola. However
severity was reduced in 93% and 50% in greenhouse and field
respectively. The activities of peroxidase, polyphenol oxidase
and the content of proteins and chlorophylls had an increment in
plants treated with extract. These results indicate the potential
of P. sanguineus for alternative control of the angular leaf spot
in bean.

Keywords: Phaseolus vulgaris, Pseudocercospora griseola, Phaeoisariopsis griseola, alternative control.

A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) pode ser afetada
por mais de 300 doencgas causadas por virus, bactérias, fungos e
nematoides. Com relagéo a parte aérea da planta, o fungo hemibiotréfico
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun (sin.
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris) agente causal da mancha
angular, representa um dos principais patégenos fingicos do feijoeiro,
manifestando-se no caule, folhas e vagem da planta (4).
Tradicionalmente o controle da mancha angular tem sido feito com o
emprego de cultivares resistentes, sementes livres de patgenos e
aplicagdo de fungicidas. Este Gltimo, a curto prazo, tem suas vantagens
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mas a longo prazo pode causar problemas devido aos residuos
acumulados nos produtos e no ambiente (13), sendo necessario desta
forma desenvolver métodos alternativos de controle de doengas como
a inducdo de resisténcia em plantas usando produtos naturais (19).
A inducdo de resisténcia em plantas envolve a ativacdo de
mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas em resposta ao
tratamento com agentes eliciadores, os quais sdo capazes de ativar
mecanismos de defesa na planta, protegendo-a contra infeccfes
subseqlientes por patdgenos (22). Entre os eliciadores nédo
convencionais podem-se incluir os extratos de plantas medicinais e
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6leos essenciais (19;20), bem como os extratos obtidos de cogumelos
9).

Entre os basidiomicetos com propriedades eliciadores destaca-se
Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.) Murr., utilizado desde a medicina
popular (21) até controle alternativo de doengas de plantas (2;3), com
potencial para a indugdo de resisténcia, tornando-se promissor em
pesquisas relacionadas.

Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivos, investigar
o potencial de extratos de micélio de P. sanguineus no controle da
mancha angular do feijoeiro, através de avaliacBes da atividade
antimicrobiana in vitro contra P. griseola, da indugdo de resisténcia e
ativacdo de enzimas de resisténcia como peroxidase, polifenoloxidase,
B-1,3-glucanase e da influencia em processos fisioldgicos relacionados
ao fornecimento de energia, como proteinas e clorofilas.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo e manutencdo do patégeno

O isolado de P. griseola foi obtido a partir de lesbes de plantas de
feijoeiro infectadas naturalmente com a doenca e cultivado em meio de
suco de tomate (200 mL de suco de tomate integral + 15 g de Agar +
4,5 g de CaCO, + 800 mL de agua destilada), por 14 dias a temperatura
de 24 °C com escotofase total (23).

Obtencéo do extrato aquoso de micélio de P. sanguineus

P. sanguineus foi cultivado em meio de cultura sdlido (BDA) e
posteriormente repicado para meio liquido (BD). Foram utilizados
frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio BD,
autoclavado a 120 °C e 1 atm por 20 min. Cada frasco recebeu trés
discos (5 mm de didmetro cada) de meio de cultura sélido, contendo
micélio do fungo, obtidos de colénias com 14 dias de idade. Apds a
repicagem os frascos foram mantidos em agitagdo (150 rpm) sob
temperatura de + 26 °C e luz ambiente por 30 dias de incubagdo. Ap6s
esse periodo, as colonias foram filtradas separadamente e
assepticamente em papel Whatman n° 41, obtendo-se dessa forma o
micélio do fungo. O micélio obtido foi seco em estufa a 45 °C
(temperatura que ndo altera os compostos quimicos presentes no
micélio) até peso constante e em seguida moido em moinho de esfera.
O preparo dos extratos aquosos constituiu na hidratacdo do pd seco
de micélio por 24 h a temperatura de 4 °C, na proporcao de 14 mL 4gua
destilada para 1 g de p6 seco, sendo em seguida filtrados em papel de
filtro Whatman n° 1, obtendo dessa forma o extrato bruto (8), do qual
realizaram-se as diluicbes posteriores com &gua.

Inibicdo de germinacdo de esporos

O teste de inibicdo de germinacgdo de esporo na presencga dos
extratos foi realizado em Idmina de microscopia revestida por fina
camada de agar-dgua a 1 % (700 pL por lamina). Aliquotas de 40 pL
das concentragdes dos extratos aquosos, ajustadas para se obter
concentragdes finaisde 0, 1, 5, 10, 15 e 20%, esterilizados em autoclave
ou filtrados em membrana de nitrocelulose (0,45 um de didmetro de
poro) e aliquotas de 40 pL da suspensdo de esporos de P. griseola
(1x10* conidios/mL) obtidos de cultura com 14 dias de idade, foram
distribuidas na superficie das laminas, as quais foram incubadas em
camara umida com escotofase total a 24 °C. Como controles utilizaram-
se fungicida azoxystrobin (40 mg i.a./L) e acibenzolar-S-metil (ASM:
75 mg i.a./L). A porcentagem de germinacéao foi determinada 24 horas
apos a instalagdo do experimento com a adi¢do de uma aliquota de 40
uL de lactofenol com azul de algoddo em cada lamina, a fim de paralisar
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a germinacéo de esporos (22).

Inibico de crescimento micelial e da esporulagdo

Os extratos de micélio de P. sanguineus foram incorporados nas
concentragdes de 0, 1, 5, 10, 15 e 20%, em meio de cultura de suco de
tomate. Os extratos foram esterilizados em autoclave e também por
filtracdo em membrana de nitrocelulose (0,45 pm de didmetro de poro).
Utilizaram-se como tratamentos controles o fungicida azoxystrobin
(40 mg i.a./L) e acibenzolar-S-metil (ASM: 75 mg i.a./L). Para a
repicagem de P. griseola nas placas de petri contendo os tratamentos,
uma aliquota de 100 puL de suspensdo de esporo (1x10* conidios/mL)
de cultura com 14 dias de idade foi adicionada nas placas e
homogeneizado com alca de Drigalski. As placas foram vedadas com
filme pléstico e mantidas a 24 °C com escotofase total. As avaliacdes
realizaram-se por meio de medi¢Bes do didmetro e nimero de colbnias
14 dias ap6s a instalacdo do experimento. Ao término do teste de
inibicdo do crescimento micelial, avaliou-se a esporula¢éo de cada uma
destas placas. Para isto, preparou-se uma suspensdo de esporos através
da adicéo de 10 mL de &gua destilada por placa, raspagem da coldnia e
filtragem em gaze, sendo determinado o nimero de esporos por mL
em cdmara de Neubauer ao microscépio optico.

Cultivo e aplicacdo dos tratamentos em casa de vegetacdo

Plantas de feijoeiro (IAPAR 81 — Carioca) foram cultivadas em
vasos plasticos (duas plantas/vaso) contendo uma mistura de solo e
areia esterilizados (proporgéo 2:1). N&o realizou-se adubacdo devido
a andlise de solo apresentar resultados satisfatérios de nutrientes.
Para o teste de indugdo de resisténcia, utilizaram-se os tratamentos
com extratos aquosos de micélio de P. sanguineus, nas concentracdes
10 e 20%, e os controles agua, fungicida sistémico azoxystrobin (40
mg i.a./L) e acibenzolar-S-metil (75 mg i.a./L). Os tratamentos foram
aplicados por aspersdo na 32 folha (V4), em quantidades de 3 mL por
folha.

Cultivo e aplicacdo dos tratamentos a campo

O experimento constituiu-se de trés blocos casualizados, sendo
que cada bloco era composto por cinco parcelas, e cada parcela dentro
de um bloco representava um tratamento, totalizando cinco tratamentos.
Cada parcela tinha trés linhas de 3 m de comprimento, espagadas 0,5
m entre si, com dez plantas (IAPAR 81 — Carioca) viaveis por metro
linear. A linha central, descontando-se 0,5 m da bordadura anterior e
posterior, foi considerada area util para avaliagdo. Foram aplicados
400 kg/hade NPK (04-14-08) no sulco da semeadura (de acordo com
analise de solo) e os demais tratos culturais como capinas foram
realizados sempre que necessario. Para o teste de inducéo de resisténcia
a campo, utilizaram-se os tratamentos com extratos aquosos de micélio
de P. sanguineus, nas concentragfes 10 e 20%, além dos controles
&gua, fungicida sistémico azoxystrobin (40 mg i.a./L) e acibenzolar-S-
metil (75 mg i.a./L).

Os extratos foram aplicados por aspersdo em toda a planta (5 mL
de solucdo por planta). Divididas em duas aplicagfes: a primeira na
fase vegetativa (V3) e a segunda na fase reprodutiva (R3).

Inoculacdo do patoégeno

A suspensdo de esporos do fungo P. griseola foi preparada em
&gua com Tween 20 (uma gota/500 mL), sendo a concentracdo ajustada
para 4x10* conidios/mL. Ainoculacdo em casa de vegetagao foi realizada
por aspersédo trés dias apés a aplicagdo dos tratamentos, na 3?2 folha
trifoliolada tratada bem como na 4@ folha trifoliolada néo tratada (fase
vegetativa V4). Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas em
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cdmara-Umida e no escuro a temperatura ambiente por 48 h e,
posteriormente, mantidas em casa de vegetagdo, segundo metodologia
utilizada por Stangarlin et al. (23). A campo realizaram-se duas
inoculagdes por aspersdo da suspensdo de esporos (4x10“ conidios/
mL), sendo a primeira na fase vegetativa (V3) e a segunda na fase
reprodutiva (R3), ambas trés dias ap6s aplicacdo dos tratamentos.

Avaliacao de severidade

A severidade da doenca em casa de vegetacéo foi avaliada nas 3% e
42 folhas aos 8, 12, 16, 20 e 24 dias ap6s a inoculagdo, com escala
diagramética elaborada por Godoy et al. (14). A campo as avaliagdes
iniciaram quando surgiu o primeiro sintoma da doenca, e obtendo-se
cinco avaliagbes a cada quatro dias da porcdo mediana inferior das
plantas. Na segunda aplicagdo dos tratamentos, a severidade foi
avaliada da mesma forma que na primeira aplicagdo, porém avaliando-
se a por¢do mediana superior do feijoeiro. Com as avaliagbes de
severidade da doenca, procedeu-se a construgdo da curva de progresso
da doenga e a determinagdo da area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) por meio de equacdo proposta por Campbell &
Madden (6).

Coleta de amostras para andlises bioquimicas

Discos de folhacom 3,46 cm? (trés discos/amostra) foram coletados
48,72,96 e 120 h ap6s a inoculagdo e também quando do aparecimento
dos sintomas. Durante o procedimento, cada amostra coletada foi
imediatamente acondicionada em envelopes de papel aluminio e
congelada a -20 °C. Coletaram-se amostras nas 3* folhas trifoliadas
inoculadas, bem como nas 4* folhas trifoliadas ndo-inoculadas (24).

Obtencéo dos extratos protéicos

As amostras de folhas foram homogeneizadas mecanicamente em
2 mL de tampéo fosfato de sddio 0,01M (pH 6,0) (tamp&o de extracéo),
em almofariz de porcelana. O homogenato foi centrifugado a 6.500 g
durante 10 min a 4 °C, sendo o sobrenadante obtido considerado como
extrato enzimético, para posterior determinacdo da atividade de
peroxidase, polifenoloxidase, p-1,3-glucanase e contetdo protéico.

Atividade de peroxidase

A atividade de peroxidases foi determinada a 30 °C, através de
método espectrofotométrico direto a 470 nm durante 2,15 min (18). A
atividade da peroxidase foi expressa em absorbancia/min/g de peso
fresco.

Atividade de polifenoloxidase

A atividade de polifenoloxidase foi determinada de acordo com a
metodologia de Duangmal & Apenten (10). Os resultados foram
expressos em absorbancia/min/g peso fresco.

Atividade de pB-1,3-glucanase

A atividade da B-1,3-glucanase foi avaliada segundo metodologia
descrita por Stangarlin et al. (23). A reacdo foi determinada pela
quantificacdo colorimétrica de glicose liberada da laminarina, através
do uso da hidrazida do &cido p-hidroxibenzéico (HAPHB). As leituras
de absorbancia foram plotadas em curva padrdo para glicose e 0s
resultados expressos em mg de glicose/min/g peso fresco.

Teor de proteina

O teor de proteinas totais foi avaliado pelo método de Bradford
(5). A concentragdo de proteinas, expressa em termos equivalentes de
pug de albumina de soro bovino (ASB) em um mL de amostra (nug
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proteina/mL), foi determinada utilizando-se curva padrdo de
concentragdes de ASB, variando de 0 a 20 pg/mL.

Teor de clorofila

Para a quantificacdo da clorofila foi utilizada a metodologia
adaptada de Arnon (1). As amostras de tecido vegetal (0,100 g) foram
acondicionadas em frascos de vidro com 10 mL de acetona 80%,
durante 7 dias. ApOs esse periodo realizou-se leitura no
espectrofotdbmetro a 663 nm e 645 nm para clorofila a e b,
respectivamente. A concentracdo de clorofila a obteve-se pela formula
(0,0127.A,.,) - (0,00269.A ,,) e para clorofila b pela formula
(0,0229.A,,.) — (0,00468.A,,,). O teor de clorofila total foi obtido
pela soma dos resultados. Os valores foram expressos em mg/g peso
fresco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade antimicrobiana in vitro

A andlise de variancia do efeito das concentracfes do extrato de
micélio de P. sanguineus sobre a germinacéo, crescimento micelial e
esporulagdo de P. griseola foi significativa apenas para o extrato
esterilizado por filtragdo (Figura 1), ndo apresentando diferenca
estatistica para o extrato autoclavado (dados n&o mostrados). Isto
indica a presenca de compostos termolabeis no micélio de P. sanguineus.

A germinacdo de esporos foi reduzida em até 70% na concentracdo
20% em relacdo ao ASM. A mesma concentragéo reduziu totalmente o
crescimento micelial e a esporula¢do em 100% a partir da concentragdo
5%, ndo diferindo estatisticamente do fungicida, e as concentragdes 5,
10 e 15 % foram tdo fungitdxicas quanto o ASM.

A atividade antimicrobiana de extratos basidiocarpos também tem
sido constatada em outros trabalhos. Extratos dos cogumelos Lentinula
edodes (Berk) Pegler e Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinem em
concentragdes variando de 100 a40.000 pg/mL inibiram a germinagio
de esporos de Puccinia recondida Rob ex desm. f.sp. tritici, embora
ndo tenham apresentado efeito sobre o crescimento micelial e a
germinacdo de esporos de Bipolaris sorokiniana (Sacc. In Sorok)
Schoem (12).

Entre os basidiomicetos, a familia Polyporaceae tem sido a mais
estudada, sendo que aproximadamente 75% de suas espécies
apresentam grande atividade antimicrobiana. Numerosos componentes
desses fungos, como polissacarideos derivados da parede celular,
apresentam atividade antiviral, citotoxica e/ou anti-neoplésica, o que
tem atraido a atencdo de pesquisadores (25).

Avaliacao da severidade em casa de vegetacao e campo

De acordo com a &rea abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD) em casa de vegetagdo e a campo (Tabela 1), verifica-se que
as plantas tratadas com o extrato de P. sanguineus diferiram da agua
com reducdes na severidade em até 81 e 93% na 32 e 42 folha,
respectivamente. A campo, na por¢do mediana inferior, verificou-se
diferenca estatistica, com AACPD superior nos tratamentos quando
comparados ao fungicida, nao diferindo da 4gua e do ASM. Efeito
contrério se verificou na por¢do mediana superior para a 22 aplicacéo,
onde os tratamentos com extrato de micélio apresentaram reducdes
significativas da AACPD quando comparados com a égua, com reducdes
de até 50% para o tratamento com micélio 20%, que apresentou valor
inferior ao indutor de resisténcia comercial (ASM). Quando
comparados ao fungicida, os tratamentos diferiram do mesmo,
apresentando maior severidade.
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Figura 1. Inibicdo in vitro da germinacdo de esporos (a), crescimento
micelial (b) e esporulacéo (c) de P. griseola em fungdo do tratamento com
extrato aquoso de micélio de P. sanguineus, esterilizado por filtracéo.
Médias seguidas de mesma letra (maiuscula para comparagdo com ASM e
minuscula para comparagdo com Fungicida) ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Dunnett’s a 5% de probabilidade. Dados do ensaio de

germinacdo de esporos transformados por Vx + 0,5. ASM: acibenzolar-S-
metil (75 mg i.a./L). Fungicida azoxystrobin (40 mg i.a./L).

Assi (2) obteve resultados semelhantes com extrato aquoso de P.
sanguineus, reduzindo a severidade da antracnose em feijoeiro de forma
sisttmica. Di Piero & Pascholati (8) demonstraram reducéo parcial na
severidade de antracnose em folhas de pepino pré-tratadas com os
extratos de Lentinula edodes e Agaricus blazei, de forma sistémica. O
efeito protetor foi dependente da concentracdo de cogumelo utilizada
e, em menor grau, do intervalo de tempo entre a inducéo e a inoculagdo
e 0 ambiente.
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Tabela 1. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para
mancha angular causada por P. griseola em feijoeiro em funcéo dos
tratamentos com extratos aquosos de micélio de P. sanguineus, em
condigdes de casa de vegetacdo e campo.

AACPD
Tratamentos Casa de vegetagdo Campo
32 folha 42 folha P.M.1 P.M.S

Micélio 10% 81" 3,1" 57,7° 68"
Micélio 20% 9,6 41" 48,6° 44,2"%°
Agua 41,9 8,8 59,4 89
ASM’ 2,3 5,2 41,9 67,7
Fungicida 6,7 2,4 6,3 16,1

C.V. (%) 31 7.3 475 53,9

Médias na coluna, seguida de numero indica diferenca estatistica a 5% pelo teste de
Dunnett’s quando comparada aos controles agua (1), ASM (2) e Fungicida (3). Para anélise
estatistica os dados foram transformados por “x+0,5;
JASM: acibenzolar-S-metil (75 mg i.a/L);

Fungicida: azoxystrobin (40 mg i.a./L);
P.M.I: Por¢do mediana inferior da planta;
P.M.S: Porg¢do mediana superior da planta.

Atividade de peroxidase

A atividade de peroxidase apresentou-se alterada nas plantas
tratadas com extrato de micélio de P. sanguineus (Figura 2). O extrato
aquoso a 10% reduziu a atividade de peroxidase aos 3, 5 e 7 dias ap6s
a inoculagdo (DAI), quando comparados ao ASM e fungicida. Por
outro lado, o tratamento com micélio 20% apresentou-se superior
quando comparado ao ASM e fungicida (2 DAI), a 4gua e ao fungicida
(3 DAI) e ao fungicida (4 DAI). Redugdes comparadas com & 4gua e ao
ASM foram verificadas a partir dos 5 DAI. A 42 folha ndo tratada
apresentou os mesmos efeitos que a 32 folha sobre a atividade da
peroxidase, indicando um provavel efeito indutor sistémico.

Mudangas na atividade das peroxidases tém sido freqlientemente
correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em
diferentes patossistemas. As peroxidases sdo responsaveis pela remogao
de atomos de hidrogénio dos grupos alcoois hidroxicindmicos, cujos
radicais se polimerizam para formar a lignina. Esse polimero,
juntamente com celulose e outros polissacarideos que ocorrem na
parede celular das plantas superiores, funciona como uma barreira
fisica & penetracdo do patdgeno (7).

Atividade de polifenoloxidase

A atividade da polifenoloxidase foi influenciada pelos tratamentos
com extratos de micélio de P. sanguineus, na 32 folha tratada, bem
como na 42 folha ndo tratada e inoculada, demonstrando a sistemicidade
do efeito (Figura 2). O extrato aquoso de micélio a 10% reduziu a
atividade enzimética aos 3, 5 e 7 DAI, quando comparados ao ASM,
ASM e fungicida e ASM respectivamente, porém, foi maior que a 4gua
e o fungicida aos 4 DAI. O tratamento com micélio 20% apresentou-
se superior quando comparado ao fungicida (3 DAI) e a 4gua e ao
fungicida (4 e 5 DAI), apresentando reducdo na atividade enzimética
em relagdo ao ASM, quando do aparecimento do sintoma (7 DAI).

Atividade de p-1,3-glucanase

A atividade da B-1,3-glucanase foi influenciada pelos tratamentos
com extratos de P. sanguineus, na 3? folha tratada, bem como na 42
folha ndo tratada e inoculada, comprovando a sistemicidade do efeito
também para essa enzima, como j& observado em peroxidase e
polifenoloxidase (Figura 2). O micélio a 10%, em relacdo a agua,
estimulou aos 3 DAI e inibiu aos 5 DAI a atividade enzimaética,
enquanto que o extrato a 20% inibiu a atividade da B-1,3-glucanase
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Figura 2. Atividade de peroxidase, polifenoloxidase e p-1,3-glucanase em plantas de feijoeiro inoculadas com P. griseola trés dias apos os tratamentos
com os controles () agua, (@) Acibenzolar-S-metil (ASM 75 mg i.a./L) e (4) Faungicida azoxystrobin (40 mg i.g./L) e 0s extratos aquosos de micélio de
P. sanguineus a 10% e 20% (O e X). (a) e (b) representam respectivamente a 3  folha tratada e inoculada e a 4 folha apenas inoculada. Barras indicam
a média * o erro padrdo. (*) Seguido de numero indica diferenca estatistica a 5% pelo teste de Dunnett’s quando comparada aos controles (1) agua, (2) ASM

e (3) Fungicida. PF: peso fresco.

aos 3 DAI, em comparacdo ao fungicida, e aos 5 DAI em relacéo a
dgua. A 42 folha ndo tratada apresentou efeitos semelhantes a 32 folha
sobre a atividade da B-1,3-glucanase, de forma ainda mais acentuada.

De acordo com Stangarlin et al. (23), plantas de feijoeiro
desafiadas com o hemibiotréfico P. griseola ndo alteraram a atividade
de B-1,3-glucanase, ao passo que, quando desafiadas com o fungo
biotréfico Uromyces appendiculatus, a inducgdo da atividade de p-
1,3-glucanase foi verificada (24). Dessa forma, supde-se que existe
uma relagdo entre o tratamento eliciador e o patdgeno desafiante,
na ativacdo dos mecanismos de defesa em plantas. A planta poderia
investir em compostos que normalmente ela ativaria na presenca do
patdgeno, porém, com maior eficiéncia quando pré-disposta a um
eliciador.
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Teor de proteina

O teor de proteina foi significativamente alterado tanto na folha
tratada como na folha néo tratada com os extratos de P. sanguineus. O
extrato de micélio estimulou a sintese protéica aos 4 DAI comparado
aos trés controles, e aos 5 e 7 DAI em relagdo a 4gua e fungicida e a
&gua, respectivamente. O extrato a 20% foi superior a 4gua e ao fungicida
(3 DAI), aos trés controles (4 DAI), a &gua e ASM (5 DAI) e a 4gua (7
DAI). (Figura 3).

O contetdo de proteinas no tecido vegetal desafiado com um
patdgeno ou tratado com eliciador indica a ativagdo dos mecanismos
de defesa (23, 24). A sintese de proteinas poderia estar relacionada
com o aumento da demanda de substrato de plantas com resisténcia
induzida por P. sanguineus. Entre as proteinas, ha as relacionadas a
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Figura 3. Teor de proteina em plantas de feijoeiro inoculadas com Pseudocercospora griseola trés dias ap6s os tratamentos com os controles () agua,
(O) Acibenzolar-S-metil (ASM 75 mg i.a./L) e (/\) Fungicida azoxystrobin (40 mg i.a./L) e os extratos aquosos de micélio de Pycnoporus sanguineus a 10%
e 20% (O e X). (a) e (b) representam respectivamente a 3 folha tratada e inoculada e a 4° folha apenas inoculada. Barras indicam a média + o erro padréo.
(*) Seguido de numero indica diferenca estatistica a 5% pelo teste de Dunnett’s quando comparada aos controles (1) agua, (2) ASM e (3) Fungicida. PF:
peso fresco.
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Figura 4. Teor de clorofila a, b e total em plantas de feijoeiro inoculadas com Pseudocercospora griseola trés dias ap6s os tratamentos com os controles
(©) agua, (O) Acibenzolar-S-metil (ASM 75 mg i.a./L) e (A) Fungicida azoxystrobin (40 mg i.a./L) e os extratos aquosos de micélio de Pycnoporus
sanguineus a 10% e 20% (O e X). (a) e (b) representam respectivamente a 3 folha tratada e inoculada e a 4° folha apenas inoculada. Barras indicam a média
+ 0 erro padrdo. (*) Seguido de numero indica diferenga estatistica a 5% pelo teste de Dunnett’s quando comparada aos controles (1) agua, (2) ASM e (3)
Fungicida. PF: peso fresco.
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patogénese (Proteinas-RP), as quais s&o induzidas nos tecidos vegetais
em funcdo da inoculagdo com patégenos/microrganismos,
sistemicamente ou em parte destes, bem como pelo tratamento com
agentes quimicos (15). A ativagdo da sintese protéica leva a uma fase
de resisténcia da planta (17). Kuhn (16) verificou reducdo no teor de
proteinas em plantas de feijdo quando tratadas com Bacillus cereus,
tendéncia contraria ao tratamento com acibenzolar-S-metil,
demonstrando a especificidade na resposta fisioldgica deste hospedeiro
ao tratamento.

Teor de clorofila

O conteudo de clorofila a, b e total em plantas de feijoeiro tratadas
com os extratos aquosos de P. sanguineus e desafiadas com P. griseola
mostraram-se alteradas na 32 folha tratada bem como na 42 folha apenas
inoculada (Figura 4). O micélio 10% reduziu o teor de total de clorofila
aos 2 DAI, em relagdo ao ASM. Porém, aumentos significativos sdo
verificados em comparacdo com a agua (3, 4 e 7 DAI), a0 ASM (3e 7
DAI) e ao fungicida (4 DAI). O micélio a 20% apresentou resultados
superiores a agua (3, 4 e 7 DAI), ao ASM (7 DAI) e ao fungicida (2 e
4 DAI).

Esses resultados sugerem a necessidade de producdo de energia
para sintese dos compostos de defesa da planta, considerando-se que
as moléculas de clorofila ae b constituem os dois sistemas de pigmentos
responsaveis pela absorcéo e transferéncia de energia radiante (11). A
energia gerada pelo processo de fotossintese pode, em dado momento,
estar voltada para a produgdo de compostos do metabolismo
secundério, como por exemplo, no caso de ataque de patdgenos (17).

Fungos hemibiotr6ficos como P. griseola podem implicar
diretamente no grau das alteragBes do hospedeiro, quer seja em nivel
de fotossintese, quer seja em nivel de respostas de defesa frente a
infecgdo (23).

Diante dos resultados aqui apresentados pode-se concluir que os
extratos obtidos de micélio de P. sanguineus controlaram a mancha
angular do feijoeiro causada por P. griseola, por meio de atividade
antimicrobiana in vitro, inibindo a germinagéo de esporos, crescimento
micelial e espoulagdo do patdgeno, como pela indugdo de enzimas de
defesa como peroxidase e polifenoloxidase. Alteragdes fisiologicas como
o teor de proteinas e clorofilas foram alteradas acentuadamente nas
plantas de feijoeiro tratadas com os extratos de P. sanguineus, indicando
sua eficiéncia para esse patossistema.
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