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RESUMO

O Ganoderma lucidum € um cogumelo medicinal muito utilizado nos paises
orientais e atualmente em ambito mundial. Seu corpo de frutificagdo e micélio
sdo compostos por polissacarideos, triterpenos e mais de 200 metabdlitos
secundérios. Estes compostos exibem uma gama de bioatividades, como agéo
antiinflamatéria, antitumorigénica, antibacteriana e antifingica. Inumeras
publicacdes cientificas demostram o potencial e atuacdo dos compostos de G.
lucidum no controle de doencas em animais e seres humanos. Porém, ainda séo
escassas as informacdes sobre o efeito desses metabolitos secundarios no
controle de fitopatégenos, seja de forma direta ou ativando mecanismos de
defesa das plantas. Na busca de novas moléculas que possuam atividade
indutora e no controle de doencas, este trabalho teve como objetivo avaliar os
compostos bioativos produzidos por G. lucidum através do cultivo em meio
liguido sob eliciacdo, para controle de oidio (Erysiphe diffusa) em plantas de
soja. Foram avaliadas a ativacdo de mecanismos de defesa de plantas e a
toxidade a organismos ndo-alvo. Os compostos testados foram: CO1- controle
(Agua destilada); C02- Oxicloreto de cobre (1,0L ha) ; C03- Azoxistrobina +
Ciproconazol (1,0 L hat), FCO01- filtrado do crescimento micelial de G. lucidum
sem eliciagdo padrdo lignina (5%), FCO02- filtrado da eliciagdo com, FCO3-
filtrado da eliciacdo com &cido salicilico (AS) 2 mM. Os dados foram todos
analisados utilizando o software R®. Os filtrados de Ganoderma eliciado com
AS apresentaram acéo fungicida sobre o oidio (Erysiphe diffusa) in vitro, sendo
a concentracdo inibitéria minima de 5 mg/mLt. Os filtrados de Ganoderma
demonstraram potencial de inducédo de resisténcia em plantas de soja pela
ativacdo de fitoalexinas, ativacdo da enzima fenilalanina aménia-liase,
incremento de compostos fendlicos, atividade de peroxidases e da enzima
quitinase, sendo que tal inducao possui especificidade em relacdo ao tempo de
ativacdo e associacdo com eliciadores. Os FCM (filtrados de crescimento
micelial) possuem potencial fungicida quando aplicados em plantas de soja
infectadas por oidio, reduzindo a severidade da doenga. Os FCM demostraram
ser atoxicos a organismos nao-alvo. Novos trabalhos devem ser considerados,
buscando identificar e isolar os principios ativos presentes nos FCM, bem como
avaliar a acao destas mesmas substancias em outros patossistemas de
interesse agricola.

Palavras-chave: Cogumelo medicinal, cultivo submerso, bioprospeccéo,
controle alternativo, eliciagéo.



ABSTRACT

The Ganoderma lucidum is a medicinal fungi widely used in Eastern countries
and currently worldwide. Its fruiting body and mycelium are composed of
polysaccharides, triterpenes and more than 200 secondary metabolites. These
compounds exhibit a range of bioactivities, such as anti-inflammatory,
antitumorigenic, antibacterial and antifungal action. Multiple scientific
publications demonstrate the potential and performance of the compounds of
G. lucidum in the control of diseases in animals and humans. However, the
information about the effect of these secondary metabolites on plant pathogens
control still scarce, either in direct form or by activating plant defense
mechanisms. In the research of new molecules that have induction activity and/
or direct toxicity against fitopathogenic fungi, the aim of this work was to
evaluate the bioactive compounds produced by G. lucidum through liquid culture
under elicitation, to control powdery mildew (Erysiphe diffusa) in soybean plants.
The activation of plant defense mechanisms, and toxicity to non-target
organisms were evaluated. The compounds tested were: C0O1- control (distilled
water); CO02- Copper oxychloride (1,0 L ha?); CO03- Azoxystrobin +
Ciproconazole (1,0 L hal), FCO1- filtered mycelial growth broth of G. lucidum
without elicitation, FC02- elicitation filtrate with lignin standard (5%); FCO3-
filtered from the culture elicited with 2 mM salicylic acid (SA). The data were all
analyzed using the R® software. The Ganoderma filtrate associated with SA
showed fungicidal action on powdery mildew (Erysiphe diffusa) in vitro, with a
minimum inhibitory concentration of 5 mg mL™?. The Ganoderma filtrates
demonstrated the potential of induction of resistance in soybean plants by the
activation of phytoalexins, activation of the enzyme phenylalanine ammonia-
lyase, increase of phenolic compounds, peroxidases and chitinase enzyme
activity. Such activity has specificity in relation to time and association with
elicitors. The MGF (mycelial growth filtrate) have fungicidal potential when
applied to soybean plants infected by powdery mildew, reducing disease
severity. The MGF had been proved to be non-toxic to non-target organisms.
New researches should be considered, seeking to identify and isolate the active
principles present in the MGF, as well as in other pathosystems of agricultural
interest.

Keywords: medicinal fungi, submerged culture, bioprospecting, alternative
control, elicitation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores de soja (Glycine max (L.) Merrill) do
mundo. Em 2017/2018 de acordo com o relatério da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) produziu 119,28 milhdes de toneladas de graos (CONAB,
2018). No entanto, as doencas representam um grande desafio para a produtividade
e sustentabilidade da cultura devido a perdas e problemas relacionados ao uso
abusivo de agroquimicos.

Dentre essas doencas o oidio [Erysiphe diffusa (Cooke & Peck) U. Braun & S.
Takamatsu] possui importancia, pois representa perdas significativas nas lavouras
de soja (DE ALMEIDA; FORCELINI; FIALLOS, 2017). Essa doenca é favorecida por
temperaturas em torno de 20°C e umidade relativa na faixa de 50 a 90%.
Dependendo do nivel de infestacdo da doenca na planta, grandes perdas nas taxas
fotossintéticas sdo percebidas, fato que desencadeia reacdes negativas para o
desenvolvimento da leguminosa (BLUM et al., 2002).

O controle de doencas sempre foi uma das grandes preocupacdes dos
agricultores e dos profissionais da area da fitopatologia, ja que afetam as culturas de
maior poder econdmico, causando grandes perdas em produtividade. Os fungicidas
nas ultimas décadas foram considerados o principal método de controle utilizado no
manejo de doencas, pois apresentam praticidade de uso e eficiéncia. Contudo,
aplicacoes intensivas e errdneas trouxeram consequéncias negativas como perda
de efetividade, selecdo de agentes fitopatogénicos resistentes, surgimento de
doencas iatrogénicas (as que ocorrem devido ao uso de agrotoxicos), contaminacao
de alimentos e do solo (KLOSOWSKI et al., 2016). Além disto, a demanda publica
por métodos de controle ambientalmente mais seguros impulsiona a inddstria e
produtores a buscar alternativas.

Nos ultimos anos, métodos alternativos vém sendo intensamente estudados
e empregados na agricultura moderna. O uso de agentes de controle biolégico
(biocontrole), bioestimulantes, biopesticidas, biofungicidas e a inducéo de resisténcia
de plantas a patdgenos sdo estratégias em ascensdo para controlar doencas de
plantas, vistas como alternativas promissoras ao uso de fungicidas comerciais
(BETTIOL, 2008).

Os ativadores bioldgicos comecam a constituir uma nova classe de pesticidas,

sendo chamados de “fungicidas de quarta geragao”. Apresentam modo de atuacéo
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diferente dos pesticidas até agora desenvolvidos, ja que na maioria dos casos nédo
exibem efeito direto sobre o patdégeno, mas ativam mecanismos de defesa das
plantas tornando-as mais resistentes (ROMEIRO, 2007).

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa
latentes existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou
abidticos, chamados de elicitores (SMITH, 1996). A ativagcdo das defesas das plantas
pode ocorrer a partir da elicitacdo com uso de organismos vivos como bactérias,
fungos, virus, nematdides e insetos, racas nao virulentas de patdégenos, além do
proprio patégeno inativado, extratos de plantas, rizobactérias promotoras de
crescimento, e ainda exopolissacarideos bacterianos e fungicos. A inducdo de
resiténcia consiste na estimulacdo das defesas por meio de agentes externos, sem
qualquer alteracdo no genoma da planta (STADNIK; BETTIOL, 2000). Atualmente,
h& indutores de resisténcia disponiveis comercialmente, 0os quais ndo vieram para
substituir os fungicidas tradicionais, mas 0 seu uso em conjunto ou alternado pode
conduzir a uma reducao no numero de aplicacées dos agrotoxicos (DI PIERO et al.,
2003; KUHN, 2007).

Os biofungicidas s&o compostos por microrganismos como fungos ou
bactérias, com efeito direto sobre o patégeno; ou indireto, ativando genes de
resisténcia (HARMAN, 2000). Esses microrganismos atuam secretando compostos
guimicos com acao antibidtica e antifingica, como enzimas e metabdlitos
secundarios, sendo o que leva ao sucesso do uso desses fungos como biofungicidas,
uma vez que varios desses metabdlitos secundarios produzidos séo toxicos para 0s
patégenos de plantas, mesmo em baixas concentracbes (MORATH et al., 2012).

No momento atual, o processo industrial de biofungicidas se baseia na
producado de conidios submersos, utilizando cultivo em meio liquido (KOBORI et al.;
2015). As vantagens dessas via de producdo sédo a otimizagdo do rendimento em
biomassa e a producdo com qualidade pois permite o controle de nutrientes, pH,
temperatura e demais fatores ambientais. Ainda 0s microrganismos podem ser
cultivados em larga escala em fermentadores, ndo havendo prejuizo ao ecossistema
(WHIPPS, 1997). Dentro deste contexto, uma grande vantagem do uso do cultivo
submerso esta na possibilidade de extracdo de substancias de interesse como 0s
endopolissacarideos (polissacarideo intracelular - IPS) a partir da biomassa micelial,

e exopolissacarideos (polissacarideo extracelular - EPS) isolados do caldo de



14

cultivo, que sdo biomoléculas de grande interesse farmacoldgico (TAKAHASHI;
LUCAS, 2008; RUBEL, 2006).

Embora varias empresas de biopesticidas ja utilizem essa técnica de
producdo em meio liquido, ainda sdo escassos protocolos para producdo e 0s
resultados em rendimentos ainda podem ser melhorados, assim como o tempo de
fermentacao e a utilizacdo de novos agentes bioldgicos com potencial para a base
de biofungicidas (KOBORI et al., 2015).

Entre os agentes com potencial de producdo de substancias bioativas e
indutores bidticos de resisténcia, temos Ganoderma lucidum, um cogumelo
medicinal tradicionalmente utilizado na medicina oriental ao longo de alguns milhares
de anos. Conhecido como "Lingzhi" ou "Reishi" no leste da Asia e como “Cogumelo
Rei” no Brasil (CAO et al., 2012), esse cogumelo sintetiza antibioticos, substancias
ativadoras do sistema imunoldgico, antivirais, antialérgicos e muitos outros
compostos de interesse medicinal (LINDEQUIST et al., 2005; BOH et al., 2007).

Fungos superiores, como 0s cogumelos, sédo fonte de diversas substancias,
as quais podem ser exploradas para utilizacdo no manejo de doencas de plantas. O
uso e estudo dos cogumelos medicinais e/ou comestiveis no controle de doencas
em plantas séo relativamente recentes e concentram-se basicamente, nas espécies
Lentinula edodes (shiitake), Agaricus blazei (= A. subrufescens) (cogumelo-do-sol) e
Pycnoporus sanguineus (orelha de pau) (SCHWAN-ESTRADA et al., 2017).

Pesquisas com G. lucidum em plantas ainda sdo minimas. Contudo, sédo
inmeros os relatos de trabalhos sobre o grande potencial e atuacdo dos compostos
de G. lucidum no controle de doencas em animais e seres humanos. Suas
caracteristicas revelam um potencial para investigacao de moléculas elicitoras com
eventual uso para ativacdo de mecanismos de defesa em plantas. Além disso, na
literatura a auséncia de trabalhos relacionados a indutores de resisténcia obtidos de

biomassas fungicas de G. lucidum justifica a importancia do presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter compostos bioativos produzidos no cultivo em meio liquido de
Ganoderma lucidum com potencial de controle de oidio em soja, seja pelo efeito
biofungicida ou induzindo a resisténcia em plantas e que sejam atoxicos a

organismos nao-alvo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar a eliciacdo em cultivo em meio liquido de G. lucidum, para producao
de compostos bioativos (elicitores: &cido salicilico e lignina);

b)  Obter filtrado do crescimento micelial do cultivo em meio liquido;

c) Avaliar o efeito dos filtrados in vitro e determinar a concentragdo inibitoria
minima (CIM) sobre oidio;

d) Avaliar a aplicacao dos filtrados in vivo, verificando o efeito na reducéo de oidio
na soja;

e) Verificar o efeito da aplicacéo foliar dos filtrados na inducéo de resisténcia em
plantas;

f) Testar os filtrados referente a possivel toxidade a organismos nao-alvo, através
de testes com uso de Artemia salina e ovos embrionados de galinha (Gallus gallus
domesticus L.);
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cogumelos medicinais

Os cogumelos fazem parte dos filos Basidiomycota e apresentam cerca de
15.000 espécies ja descritas. Sao fungos de micélio septado, que se reproduzem por
esporos exogenos (basidiosporos ou ascosporos), formados sobre uma hifa especial
denominada basidio ou no interior de uma estrutura saquiforme denominada asco.
Sao conhecidos desde os primérdios da humanidade, seja por sua toxidez, seja por
suas propriedades nutracéuticas (nutricionais e medicinais) (HAWKSWORTH, 2001,
MOORE-LANDECKER, 1982).

Ao longo dos tempos, lendas e mitos foram criados sobre os cogumelos,
sendo considerados divindades, como se confirma em achados arqueoldgicos pré-
colombianos e egipcios. Também foram apreciados por gregos e romanos sendo
parte da culinaria de muitos povos antigos (ALEXOPOLOS; MIMS, 1979).

Cogumelos séo considerados um grupo especial de fungos por seu tamanho
macroscopico, distinto corpo de frutificacéo e producao de bilhdes de esporos. Suas
frutificag6es podem ser de variadas cores vivas (amarela, laranja, vermelho, violeta
ou verde), escuras (marrom ou preto) ou sem coloracdo (branco ou hialino).
Apresentam consisténcia carnosa, de fragil a coriacea resistente, morfologicamente
bastante variavel, com formas curiosas (URBEN; OLIVEIRA, 1998).

O corpo de frutificacdo € a estrutura reprodutiva responséavel por produzir e
dispersar 0s esporos sexuais, que se originam de células caracteristicas, chamadas
de basidios (no caso dos basidiomicetos) ou ascos (no caso dos ascomicetos). O
corpo de frutificagdo pode possuir em sua estrutura: pileo (ou chapéu), que é o corpo;
estipe (ou pé), que é a parte do cogumelo que sustenta o chapéu; anel (ou annulus),
gue € um resto de véu parcial sobre o pé; e a volva, a por¢cao do véu que envolve a
parte basal do pé (Figura 1) (KANAGAWA; NEVES, 2011).



17

Pileo

Hﬂq dip}oide
Restos do ____ (dicarion)

véu universal : .
Cariogamia

- ' \-" & "v 2 < @ Pfin—l.ln
Interior do pé 3 -~ f prates
2 | .u Segunda

7>, meiose

Véu universal > :@,‘ e

basidiésporos
Micélio Selo beskdis
monocariético 7 s

Figura 1- Ciclo de vida de um cogumelo e suas partes morfologicas
(Basidiomycota). Fonte: casa das ciéncias (2014).

O micélio é a parte vegetativa do cogumelo, composto por varias hifas,
formando uma trama de fibras que se espalham sobre o substrato apos certo periodo
de crescimento sob condi¢cdes favoraveis. Para a maioria das espécies de
cogumelos, a temperatura 6tima para desenvolvimento é aproximadamente de 25°C
e alta concentragdo de CO2(MILES; CHANG, 2004).

A reproducdo dos basidiomicetos pode ocorrer sexuadamente por
somatogamia, ou seja, pela unidao de hifas compativeis, quando ao final do ciclo séo
produzidos basidios (gr. basidion = pequeno pedestal) com basididosporos (gr.
basidion + sporo = semente) haploides (ALEXOPOLUS; MIMS, 1979). Os
ascomicetos se reproduzem sexuadamente, de maneira muito semelhante; a
diferenca fundamental esta no fato de os esporos (ascosporos), neste caso, serem
produzidos no interior de estruturas saquiformes, denominadas ascos. A reproducao
assexuada dos macromicetos (basidiomicetos e ascomicetos) ocorre na fase
vegetativa por meio de fragmentacdo do micélio (artrésporos) e da producdo de
conidios, oidios e clamidosporos (Figura 2.) (KANAGAWA; NEVES, 2011).
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Figura 2-Ciclo de vida do cogumelo na natureza (A) e cultivado em laboratério (B) a
partir de tecido de um cogumelo em substrato adequado. Fonte: Van Nieuwenhuijzen
(2007).

Os basidiomicetos destacam-se também por sua capacidade biodegradadora
de residuos naturais. Fungos deste filo sdo produtores de importantes grupos de
enzimas, as celulases e as lighases que desempenham papel fundamental no ciclo
do carbono, por meio de decomposicédo de residuos vegetais (URBEN, 2017).

A respeito das suas propriedades farmacoldgicas, os cogumelos apresentam
uma grande importancia econémica, gracas as recentes descobertas e avancos no
ramo da biotecnologia. Suas propriedades farmacoldgicas sao avaliadas ha muito
tempo, porém muitos principios ativos ainda ndo estdo completamente elucidados.
Muitos, senéo todos os cogumelos contém substancias biologicamente ativas, em

corpos de frutificacdo e micélio crescidos em meios de cultura (WASSER, 2014).

2.2 Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum € um dos fungos mais conhecidos na medicina e tem sido
amplamente utilizado para tratar doencas ha milhares de anos na Asia. Chamado
Lingzhi (cogumelo da imortalidade) na China, conhecido no Jap&do como Reishi ou
Mannentake (‘Cogumelo Divino’) e no Brasil, por “Cogumelo Rei” (NCBI, 2015; TOL,
2015). Na antiga China acreditava-se que Lingzhi trazia longevidade, devido ao seu
misterioso poder de curar o corpo e acalmar a mente (HUIE; DI, 2004).

Altamente valorizado por suas propriedades medicinais e espirituais. Na
antiguidade quem encontrasse esse cogumelo na natureza e o levasse para a Corte

Imperial era muito bem recompensado, pois encontra-lo era um sinal de felicidade,
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boa sorte, boa saude, longevidade e até imortalidade (WASSER; WEIS, 1999). Hoje
sabe-se que em seu corpo de frutificacdo e micélio se encontra uma abundancia de
componentes bioativos (YU et al., 2012).
Este fungo é classificado na seguinte posicao taxonémica (SEO; KIRK, 2000):

Reino: Fungui

Divisdo: Eumycota

Classe: Basidiomycetes

Ordem: Ganodermatales

Familia: Ganodermataceae (Polyporaceae)

Género: Ganoderma

Espécie: lucidum

Apresenta ciclo reprodutivo caracteristico, com formacdo de corpo de

frutificacdo, esporos, hifas e micélio (Figura 3). O desenvolvimento do basidiocarpo
€ geralmente anual e pode levar de 3 a 6 meses, dependendo da linhagem, substrato
de cultivo e fatores bidticos e abidticos (URBEN, 2017). Corpo de frutificacédo
apresenta formato de rim, com margens finas, geralmente curvadas para dentro e
superficie rugosa com aparéncia envernizada, apresentando-se amarelada quando
jovem e escurecendo para cor marrom avermelhada e posteriormente para um
marrom escuro conforme amadurece (Figura 3-A). O seu micélio é denso,
filamentoso, com aspecto radiado, de coloracdo branca quando jovem e amarelada
a marrom quando adulto (Figura 3-B). A parede da hifa do micélio é constituida de
camadas de polissacarideos, que sdo macromoléculas compostas por acucares
simples existentes no citoplasma das células, como celulose e glucana (WASSER;
WEIS, 1999; URBEN, 2017). Seus esporos sao marrons, ovoéides, truncados em uma
das extremidades, com episporo macio e enddésporo rigido, com uma grande gota
central (Figura 3-C) (WASSER; WEIS, 1999; URBEN, 2017).
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Figura 3- Fotografias de Ganoderma lucidum. Corpos de frutificacéo (A); micélio (B);
e esporos(C). Fonte: (A) Petersen (1982); (B) o autor (2018); (C) Vermaas (2003).

Quando cultivados in vitro, a morfogénese e o0s aspectos culturais dos
basidiomicetos sdo afetados por varios fatores ambientais, como luminosidade,
aeracao, temperatura, umidade e condi¢des nutricionais. G. lucidum desenvolve-se
bem em escuriddo, em sombra ou em iluminacéo difusa, sendo a escuriddo o ponto
indicado para germinagéo do esporo e desenvolvimento do micélio. Para a produgéo
do corpo de frutificacdo, a luz € indispensavel para garantir a qualidade do produto.
A luz direta em momento algum € recomendada, pois pode causar aborto dos
primordios (WILLARD, 1990).

Culturas miceliais de Ganoderma inoculadas em meio BDA (batata, dextrose
e agar), quando incubadas a temperatura 6tima, desenvolvem coldnias brancas ou
amarelo-palidas, tornando-se mais amarelas e com aspecto flosculoso, em
exposicdo a luz. As culturas in vitro produzem diferentes estruturas de hifas, como
geracao de conexdes entrelagadas, hifas com aspecto de fibra, hifas esqueléticas e
hifas em roseta. Em alguns casos de cultivos, o crescimento micelial pode ser inibido
pela luz ou apresentar feitios, como setorizacdo, pigmentacdo, formacdo de
primordio do corpo de frutificacdo e estruturas frutificantes atipicas, originando
basidiésporos, porém sem desenvolvimento de basidiocarpo (Figura.4)
(ADASKAVEG; GILBERTSON, 1989)
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Figura 4.-Imagens do micélio de Ganoderma lucidum, em meio de cultivo artificial
de laboratério. Fonte: o autor (2019).

O género Ganoderma inclui fungos em sua maioria saprofitas ou
decompositores de madeira, atuando sobre a degradacéo da lignina, celulose e
hemicelulose. Assim, podem ser encontrados em uma grande variedade de arvores
mortas ou debilitadas. Também é encontrado em tocos, geralmente proximo a
interface do solo e ocasionalmente em solos sobre raizes (DAl et al., 2009). Algumas
espécies deste género podem ser consideradas como patdgenos de plantas, pois
causam prejuizo, afetando a producdo de borracha, cha, café, cacau, entre outras
culturas. Contudo, a capacidade de degradar lignina e celulose também confere a
essas espécies uma importante funcado ecoldgica, como decompositoras de arvores
mortas (BUCHANAN, 2001).

Esse fungo é estudado por muitos pesquisadores, e recebe atencao especial
por parte da indastria, por se tratar de um modelo em potencial para investigar o
complexo mecanismo de regulacdo de vias metabdlicas secundarias em
basidiomicetos superiores (GU et al., 2018). Também em razdo do seu amplo uso
na medicina, sendo popularmente usado contra um grande numero de doencas,
como céancer, problemas hepaticos, doencas cardiovasculares, inflamacoes,
hipertenséo, alguns problemas neurolégicos, entre outros (ZHOU et al., 2012; ZONG
et al., 2012).

Grande numero de compostos quimicos podem ser extraidos do corpo de
frutificacdo, micélio e esporos. Muitos polissacarideos e triterpenos, extraidos desse
cogumelo exibem efeitos quimiopreventivos e/ou tumoricidas, como comprovado por

numerosos estudos de experimentos in vitro e estudos in vivo em animais e humanos
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(YUEN; GOHEL, 2005). Os exopolissacarideos (EPS obtidos através do seu
desenvolvimento por cultivo submerso), quando testados frente a varias linhagens
de células cancerosas humanas, exerceram efeito inibidor de até 80%. Dietas
suplementadas com G. lucidum preveniram a carcinogénese induzida em
camundongos (LU et al., 2003).

Em razdo dos seus beneficios a saude humana, numerosos produtos de G.
lucidum, preparados a partir de diferentes partes do cogumelo estdo atualmente
disponiveis no mercado em muitas formulagdes, como em pod, capsulas, esporos
coletados dos corpos de frutificagdo, micélio seco em pé colhido a partir de cultivo
em meio liquido em tanques de fermentacdo, preparacdes secas e em po de
substrato. Sdo encontrados em bebidas como cervejas, café soluvel, chas, em
produtos cosmeéticos como ténico capilar e locdes e até como arranjo ornamental,
simbolizando felicidade, sorte e saude (BLOOMBERG BUSINESS, 2013).

Com o crescente valor comercial deste fungo, a necessidade de desenvolver
estudos basicos sobre o seu desenvolvimento e regulacéo esta se tornando ainda
mais evidente, bem como estudos que testem o potencial de suas substancias

bioativas no controle de fitopatdgenos de interesse agrondmico.

2.2.1 Producéo e cultivo

Nos séculos passados, o cultivo de cogumelos medicinais era realizado pelos
japoneses sob troncos em decomposicdo; os chineses, em madeira e palhas
decompostas; 0s europeus em bosques ou ao ar livre. Esses processos necessitam
de longos periodos para o desenvolvimento do cogumelo. Atualmente, a pesquisa
cientifica modificou todo o contexto de cultivo (Figura 5), tornando a producéo
comercial destes fungos cada vez maior (URBEN et al., 2017).

O interesse na producdo de cogumelos é crescente, pois estes organismos
podem converter o enorme desperdicio de biomassa lignocelulésica em alimento
humano, além de serem capazes de produzir notaveis produtos nutracéuticos e
medicinais com beneficios multiplos para a saude. O cultivo de G. lucidum pode ser
feito por meio de trés técnicas: cultivo em toras de madeira, cultivo em sacos ou
potes e cultivo em meio liquido. O cultivo submerso pode ser realizado em tanques

biorreatores. A escolha do método de cultivo dependera do objetivo da producéo,
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isto é, corpos de frutificacdo e esporos ou apenas o micélio (GURUNG; BUDATHOKI;
PARAJULI, 2013).

Toras longas néo
astérais (meid axtemda)

Toras curlas eshénas
{mais intermo)

Cultivg de corpo de
frutificacdo

Sermagem em sacns

Serragam am garrafas

Cultiva de G. lucidum

Sarragem am bandejas

Cultivo de micélio Cultive em maio salido

Cultivo submerso em
ekl |igquido
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Figura 5- Métodos de cultivo para producdo de G. lucidum. Fonte: Berovic et al.
(2012), adaptado por Atoji-Henrique (2015).

O cultivo de G. lucidum atrai a atencdo de pesquisadores que trabalham com
bioprospeccédo de substancias bioativas. Os processos industriais de cultivo em
substratos solidos, incluindo fermentacdo em grdos Umidos, apresentam inumeras
restricbes, pois compreendem processos demorados, com altos custos de producéo
e que apresentam problemas para aumento de escala produtiva, além da grande
suscetibilidade a contaminacao por fungos e bactérias (SRIRAM et al., 2011).

Uma vez que sao necessarios varios meses para cultivar o corpo frutifero de
G. lucidum, o cultivo submerso de micélio assume importancia, dado que estudos
relatam que o micélio contém os mesmos compostos bioativos e em concentracdes
similares aos corpos de frutificacdo, aléem do tempo para producdo ser bem menor.
A fermentagdo submersa € um processo que ocupa espagos reduzidos, o que a torna
vantajosa no sentido de barateamento de custos e diminuicdo das chances de
contaminacgdo. Esse cultivo é realizado em biorreatores, frascos erlenmeyer agitados
ou nao, garrafbes, biorreatores de bancada ou fermentadores em escala industrial
(Figura 6) (RUBEL, 2006).
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Figura 6- Cultivo de micélio de Ganoderma lucidum em meio liquido (A) em
erlenmeyer; (B) em biorreator Fonte: (A) o autor (2019); (B) Petre e Petre (2013).

Outra vantagem do cultivo submerso € a possibilidade de controlar variaveis
fisico-quimicas, como temperatura, densidade, morfologia do inéculo, pH, pressao
osmotica, taxa de agitacdo e de aeracdo. A composicdo do meio de cultura e as
concentracdes iniciais dos acgucares também atuam de forma decisiva sobre o
processo fermentativo (FANG; TANG; ZHONG, 2002). Através desse método €
possivel extrair substancias de interesse como o0s endopolissacarideos
(polissacarideo intracelular - [IPS), a partr da biomassa micelial, e
exopolissacarideos (polissacarideo extracelular - EPS) isolados do caldo de cultivo,
que séo biomoléculas de grande interesse farmacologico (RUBEL, 2006).

Os exopolissacarideos (EPS) sao polimeros formados por unidades repetidas
de acucares que sdo secretados no meio e fazem parte da matriz extracelular. Tém
como funcdo proteger as hifas da desidratacdo e oferecer suporte as enzimas
secretadas, mantendo um ambiente propicio a digestdo e absorcdo de nutrientes.
Também s&o constituintes importantes da parede celular, chegando a compor 75 % da
mesma e consequentemente sendo responsaveis por boa parte da biomassa total do
fungo (GUTIERREZ et al., 1995). As caracteristicas dos EPS dependem da qualidade
dos mondmeros que os formam, dos tipos de ligacGes e niveis de ramificaces
existentes. Essas caracteristicas, por sua vez, dependem do meio onde o fungo cresce
e de fatores como pH, fontes de carbono e de nitrogénio (GUTIERREZ et al., 1995;
GERN et al., 2008).

Estudos tém buscado formas de melhorar a producdao em meio liquido,

testando composi¢cées do meio, alterando componentes, condi¢cbes de cultivo,
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volume, quantidade de in6culo e formas de eliciagdo para a estimulacdo de
metabdlitos bioativos (WAGNER et al., 2003).

Yang e Liau (1998) relataram a producédo de polissacarideo por G. lucidum em
cultura submersa a uma temperatura 6tima entre 30 e 35° C e pH ideal de 4 a 4,5.
Segundo os autores, a agitacao e aeracao do caldo de cultivo influenciaram de forma
benéfica a secrec¢do do polissacarideo. Fang e Zhong (2002) testaram os efeitos de
diferentes fontes de nitrogénio e glicose no cultivo submerso de G. lucidum.
Obtiveram aumento na producédo de EPS em altas concentracdes iniciais de glicose,
porém a producdo de biomassa foi baixa. Segundo os autores, a alta osmolaridade
do meio é um fator de estresse para as células, levando a inibicdo do crescimento
celular e ao aumento na producéo de polissacarideo, como forma de defesa.

Também uma estratégia de irradiacéo de luz em trés estagios foi desenvolvida
em cultura submersa sobre G. lucidum para a producado eficiente de metabdlitos
bioativos. Foram testadas: luz azul (390-500 nm, lambda (méx.) = 470 nm), luz
vermelha (560-700 nm, lambda (max.) = 625 nm) e luz branca (400-740 nm, lambda
(méx.) =550 nm). Os melhores resultados obtidos na producao de metabdlitos foram
atingidos com irradiacdo de luz em trés estagios. O primeiro estagio foi a cultura
escura de dois dias; a segunda fase foi a cultura de irradiacéo de luz branca de 0,94
W / m? de seis dias, e a terceira fase foi de 4,70 W / m? de cultura de irradiacdo de
luz branca até ao final da fermentacdo. Com essa pesquisa 0s autores concluiram
gque o ambiente escuro no inicio do processo de fermentacdo é favoravel a
biossintese especifica de acido ganodérico (GA), contudo depois disso o ideal foi
irradiacdo de luz branca (ZHANG; TANG, 2008).

Tang e Zhong (2002) relatam um processo de fermentacdo submersa em
biorreatores agitados e frascos de 250 mL. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a
producdo de GA e polissacarideos por G. lucidum quando submetido a diferentes
fontes de carbono (sacarose, maltose, lactose e glicose). A sacarose aumentou a
producdo do EPS, IPS e GA e diminuiu o crescimento celular. Lactose propiciou
aumento de producdo de biomassa, GA e de endopolissacarideo. Porém, com o
aumento da concentracdo houve diminuicdo de GA, sendo que a sua producéo foi
estimulada pela adicdo de pequenas quantidades ao decorrer do cultivo submerso
(pulse feeding).

Lee et al. (1999) obtiveram aumento na produgédo de EPS através do controle

de pH em dois estagios. O cultivo iniciou com pH 3 até atingir a fase exponencial de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK92757/
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crescimento e a seguir foi mantido em pH 6 até o final do processo. O controle de pH
favoreceu a manutencao da morfologia micelial e diminuiu a viscosidade no sistema.
Esta técnica pode aumentar grandemente a producdo de EPS de 4,1 g para 20,1
g/L. Yang, Ke e Kuo (2000) estudaram o efeito da adicdo de acidos graxos ao meio
de cultivo de G. lucidum. O acido oléico, na concentracdo de 0,15 g/100 mL,
propiciou um aumento de biomassa de 0,20 g/100 mL para 0,46 g/100 mL, enquanto
que o acido palmitico aumentou a producao do polissacarideo em 40%. Em outro
trabalho, Huang et al. (2009), demonstraram que quando adicionados 2% de 6leo de
milho na cultura submersa de G. lucidum, ha um aumento de biomassa micelial e
EPS. Os 6leos vegetais podem estar estimulando e modificando a composi¢cédo da
membrana e aumentando a permeabilidade, ou afetando diretamente o nivel de
sintese das enzimas envolvidas na producdo de polissacarideos por G. lucidum
(YANG; KUO, 2000).

A fermentacdo submersa de fungos superiores € caracterizada por um
aumento na viscosidade do caldo com o tempo, seja em consequéncia do aumento
da concentracdo celular, mudancas na morfologia microbiana ou pelo acamulo de
produtos extracelulares que alteram as caracteristicas do caldo de fermentacéo.
Apéds essas mudancas, havera uma série de problemas que devem ser considerados
e resolvidos, especialmente o suprimento de oxigénio. O oxigénio afeta o
crescimento celular, a morfologia celular, a absorcéo de nutrientes e a biossintese
de metabdlitos (ZHONG; TANG, 2004).

Tang e Zhong (2002) propuseram um processo de fermentagcdo de dois
estagios para aumentar a producao de GA, combinando a fermentag&o convencional
em frasco agitado com cultura estatica. Uma densidade celular elevada de 20,9 g de
DW / L (DW = peso seco de células) foi alcancada através de uma fermentacédo em
frascos agitados de 4 dias seguida por uma cultura estéatica de 12 dias.

A morfologia e estrutura macro e microscépica de G. lucidum sdo bastante
influenciadas por caracteristicas do cultivo, como meio, agitagdo e adicdo de
polimeros (que funcionam como suporte para o crescimento). A morfologia de G.
lucidum é um fator importante que afeta as propriedades do caldo de fermentacédo e
seu controle é altamente desejado do ponto de vista industrial (PARK et al, 2002).

Normalmente duas formas de crescimento em meio liquido de fungos sao
observadas: a forma de pellets ou granulada, geralmente menos viscosa, e 0

crescimento filamentoso (WAGNER et al., 2004). Pellets sdo caracterizados por
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micélios em agregados estaveis, esféricos, consistindo de uma rede relativamente
densa, ramificada e parcialmente entrelagada de hifas (PARK et al., 2002). Uma
série de pesquisas abordam os fatores que influenciam a morfologia de G. lucidum
em meio liquido e como esta afeta a producao de EPS.

Yang, Yang e Chen (2009) testaram estratégias de agitacado e adi¢cao de agar
para obtencdo de maior quantidade de micélio em morfologia diminuida (pellets
menores). Essa morfologia diminuida é desejavel uma vez que pellets muito grandes
sofrem uma autolise na sua regiao central devido a limitacdes de nutricdo. Pellets
menores (da ordem de 200 a 400 um) sé@o considerados 6timos ja que a viscosidade
permanece mais baixa e evita problemas de transporte de massa. O trabalho desses
autores (Figura 7) mostra os diferentes tamanhos de pellets obtidos com a adicéo
de polimeros ao cultivo submerso. A adi¢cdo de agar ao meio resultou em pellets mais
homogéneos e com um tamanho menor (média de 2,5 milimetros) (YANG; YANG;
CHEN, 20009).

Figura 7-Tamanhos de pellets de G. lucidum obtidos com a adi¢cao de polimeros ao
cultivo, visando a menor granulometria possivel: controle (sem adicdo de agar) (a);
adicao de 0,1% de agar (b); adicéo de 0,2% de agar (c); adicao de 0,4% de agar (d).
Fonte: Yang, Yang e Chen (2009).
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Fang, Tang e Zhong (2002) relataram que pellets menores estéo ligados
também a uma maior produtividade de polissacarideo. Esses autores determinaram
gue a taxa de in6culo também é significante para a produtividade de polissacarideo,
crescimento de micélio e acimulo de acidos ganodéricos. Testaram uma faixa de
in6culo de 70 a 670 mg/l (em termos de massa seca) e obtiveram a maxima
concentracéo celular (15,7 g/l em termos de peso seco) com uma concentracao de
inoculacao de 330 mg/l.

Wan et al. (2016) estudaram morfologia do micélio de Ganoderma lucidum
abordando uma estratégia de fermentacao em lotes repetidos (RBF), envolvendo a
substituicdo repetida de uma porcédo da cultura por uma nova amostra. 1ISso nao
apenas evita a repressao catabdlica resultante de altas concentracfes de substrato,
mas também reduz significativamente o tempo de fermentacao.

Wagner et al. (2004) estudaram a ligagao entre morfologia e fisiologia de
Ganoderma lucidum, em cultivo submerso contendo peptona, extrato de levedura e
glicose. Nas pré-culturas os eventos morfologicos e metabodlicos demonstraram estar
ligados, ou seja, os pellets originalmente produziam protuberancias quando a glicose
estava presente no meio, embora a glicose nao fosse consumida. As protuberancias
foram entdo liberadas no meio como pelotas de segunda geracdo, quando o
consumo de glicose comecou e a taxa de producdo de exopolissacarideo (EPS)
aumentou. A sincronia entre eventos foi repetida em culturas alimentadas com
glucose ou peptona e extrato de levedura. Foi demonstrado que as mudancas
morfolégicas estdo relacionadas a producédo de EPS. Conforme mencionado pelos
autores, G. lucidum cresceu com morfologia de pellets em cultura padrao, e foi se
modificando ao decorrer do tempo (Figura 8). No dia 7 de cultivo, granulos originais,
referidos como granulos de primeira geracéo, tinham formas de esferas regulares
com hifas compridas saindo de sua superficie (Fig. 8 a e b). No dia 9, as longas hifas
deram origem a protuberancias (Fig 8 ¢ e d), que aumentaram em comprimento e
largura, dando ao pellet uma aparéncia de explosédo (Fig. 8 €). No dia 13, essas
protuberancias comecaram a se desprender dos pellets de primeira geracdo (Fig. 8
f), que no dia 17 tinham quase completamente quebrado. Estas protuberancias
destacadas, a seguir designadas por pellets de segunda geracdo, apresentavam
uma aparéncia de penas no momento da libertacdo, embora ndo fossem planas. No
dia 20, eram maiores e de forma ovoide (Fig. 8 g e h). Neste trabalho a sincronia

entre os eventos durante a pré-cultura foi impressionante: o inicio do consumo de
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glicose e o inicio da producao rapida de EPS estavam ligados a liberacdo dos pellets
de segunda geracdo (WAGNER et al., 2004).

Figura 8- Desenvolvimento de pellets na pré-cultura de Ganoderma lucidum . (a) dia
7, escala bar = 0,25 mm; (b) dia 7, escala bar = 0,1 mm; (c) dia 9, escala bar=1,5
mm; (d) dia 9, escala bar = 1,0 mm; (e) dia 13, escala bar = 1,5 mm; (f) dia 13,
escala bar = 0,8 mm; (g) dia 20, escala bar = 1,5 mm, (h) dia 20, escala bar = 0,3
mm..Fonte: Wagner et al. (2004).

Embora a producdo substéncias bioativas possa ser melhorada pela
otimizagdo do processo de cultivo em meio liquido, o rendimento de metabdlitos
secundarios ainda € muito baixa. Desta forma, os eliciadores sdo compostos que
estimulam a defesa do organismo e podem desempenhar papéis importantes no
aumento da via biossintética para a producdo melhorada de compostos bioativos
secundarios comercialmente importantes (PATEL; KRISHNAMURTHY, 2013).



30

2.2.2 Compostos biologicamente ativos

Ganoderma lucidum é muito estudado em relagdo as suas propriedades
bioativas e seus inumeros efeitos benéficos, como acdo antibacteriana, antioxidante
e antitumoral, entre inUmeros outros (WASSER, 2002; HELENO et al., 2013; LI et
al., 2012; ZHONGHUI et al., 2013). Pesquisas apontam que todos estes efeitos sao
devidos a acado sinérgica de varios componentes diferentes. Ou seja, a acéo
observada nédo decorre de apenas uma substancia quimicamente ativa mas da acéo
de varias substancias, como polissacarideos, triterpenos, esteréis, adenosina,
nucleotideos, lectinas e outras proteinas (WASSER, 2014).

Mais de 240 compostos secundarios ja foram isolados dos corpos frutiferos
e micélio deste fungo (CHEN et al., 2012; GU et al., 2018). Os principais constituintes
ativos produzidos sado B-D-glucana, o acido ganodérico e a proteina Ling Zhi-8
(URBEN et al., 2004). Além disso, numerosas isoenzimas de lacase que possuem
numerosas isoenzimas de lacase que possuem capacidades ligninoliticas também
foram identificadas (PATERSON, 2006; BAO; DONG; FANG, 2000).

As proteinas bioativas séo relatadas por contribuirem para as propriedades
medicinais de G. lucidum, incluindo LZ-8, uma proteina imunossupressora purificada
do micélio (VAN DER HEM et al., 1995); e uma proteina antifingica chamada de
ganodermina, que foi isolada de corpos frutiferos de G. lucidum (WANG; NG, 2006).

Oleos volateis também foram relatados em espécies de Ganoderma. Oleo
volatil foi isolado dos corpos de frutificacdo de G. lucidum por hidrodestilacdo e
caracterizado por cromatografia gasosa GC-FID (detector por ionizagdo em chamas)
e GC-MS (espectro de massas). Dos 65 constituintes identificados no 6leo essencial
de G. lucidum, os principais foram trans-anetol (9,1%), R - (-) - linalol (4,4%), S - (+)
- carvona (4,4%), 2-pentilfurano (2,8%), a-terpineol (2,7%) e n-nonanal (2,3%)
(ZIEGENBEIN et al., 2006 ).

Os representantes dos filos Ascomycota e Basidiomycota sdo fungos que
apresentam multiplos papéis ecoldgicos (existem espécies saprofiticas, endofiticas,
patogénicas, parasitas e simbioticos - micorrizas) e podem produzir polissacarideos.
Os polissacarideos produzidos desempenham diferentes fungdes bioldgicas: atuam
na protecdo contra fatores de stress ambiental e na interacdo com outros

organismos. Polissacarideos de ascomicetos e basidiomicetos sdo conhecidos por
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suas propriedades antioxidantes, imunoestimulantes, antitumorais e antimicrobianas
(OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015).

Os polissacarideos com atividade biolégica sdo amplamente encontrados
entre fungos e bactérias, sendo que a maioria destas macromoléculas pode
compartilhar uma Unica estrutura em espécies diversas, porém com propriedades
distintas. Podem ser encontrados na forma de homopolimeros, heteropolimeros,
glicoproteinas, peptideoglicanas e lipopolissacarideos (GOW/ GADD, 2007). Podem
desempenhar inidmeros papéis, tais como: polimero de reserva, composicdo da
estrutura da parede celular, entre outros .Os polissacarideos de G. lucidum
apresentam uma ampla gama de bioatividades, incluindo efeitos anti-inflamatorios,
hipoglicémicos, antiulcerosos, antitumorigénicos e imunoestimuladores (BAO et al.,
2001).

Os principais polissacarideos isolados, 3-1-3 e -1-6 D-glucanos, formam em
torno de 46% da massa da parede celular. Todas as glucanas sao polimeros de
glicose, unidas por ligacdes glicosidicas, e que se diferenciam conforme o tamanho
e as estruturas de ramificacdo (YUEN; GOHEL, 2005). As B-glucanas séo as formas
mais abundantes de polissacarideos encontrados nas paredes celulares de bactérias
e fungos.

De acordo com as caracteristicas do polissacarideo, a sele¢cdo de um método
de extracdo é muito importante; baseia-se na estrutura e na solubilidade em agua do
polissacarideo e depende especialmente da estrutura da parede celular. O principio
basico é quebrar a parede celular da camada externa para a camada interna sob
condicdes de extracdo leve a forte (pH e temperatura). Com base nesse principio, a
maioria dos polissacarideos € extraivel com agua quente, ou solu¢cBes alcalinas,
acidas, salinas e diluidas, ou com dimetilsulféxido (ZHANG et al., 2007).

Os triterpenos sdo uma subclasse de terpenos, hidrocarbonetos constituidos
por unidades de isoprenos que sao naturalmente produzidos por plantas. Estes
compostos sdo amplamente distribuidos por todo o mundo vegetal e séo
encontrados em procariontes e eucariontes. Mais de 50 triterpenos exclusivos do G.
lucidum, denominados acidos ganodéricos e lucidénicos, ja foram identificados
(YUEN; GOHEL, 2005). Os principais isolados s&o do tipo lanostano (acidos
ganodérmicos, acidos lucidonicos), meroterpendides, esterdides e seus diversos
derivados (BABY; JOHNSON; GOVINDAN, 2015) (Figura 9).
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Os acidos ganodéricos possuem atividades farmacoldgicas comprovadas,
como  atividade  antioxidante,  antitumoral, antiviral, hepatoprotetora,
hipocolesterolémica, entre outras. Cerca de 130 ja foram isolados e caracterizados
a partir de corpos de frutificacdo, micélio e esporos de G. lucidum (PATERSON,
2006; YOU et al., 2013).

O
O

COOH

OH

Lanosterol Ganoderic acid B

COOH

O

OH

Lucidenic acid B Ganoderiol A

Figura 9- Estrutura quimica do lanosterol e trés dos muitos triterpenos isolados de
Ganoderma lucidum. Fonte: Kubota et al. (1982).

A biossintese dos triterpendides ocorre pela via do mevalonato, com a
biossintese de acidos ganodéricos a partir do lanosterol, por uma série de reacdes
de oxidacéo-reducéo, hidroxilagdo e acetilagdo (YOU et al., 2013). A estrutura
quimica de um triterpeno é baseada no lanosterol (Figura 9), um importante
intermediario que permite a diversidade estrutural dos &cidos ganodéricos
(PATERSON, 2006).

Embora o cultivo de fungos possa ser otimizado por fatores fisicos e
controlada em biorreatores para producao de metabdlitos secundarios e substancias
de interesse, a elicitacdo é a principal estratégia para melhorar a produtividade de
substancias bioativas em culturas miceliais (GU et al., 2018). O uso de elicitores &
baseado no mecanismo de inducdo de producdo de metabdlitos secundarios em

plantas que pode ser aplicado em fungos, como o G. lucidum (ZHU et al., 2008).
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2.2.3 Atividade Antimicrobiana

Este fungo tem sido amplamente estudado por suas propriedades
terapéuticas. Pesquisas em relacdo a sua acdo antifungica e antibacteriana frente a
espécies patogénicas sdo escassas. Porém estudos ja demostram seu potencial
antibacteriano inibindo o crescimento e em alguns casos matando bactérias
patogénicas (GAO et al.,, 2003). Skalicka-Wozniak et al. (2012), estudaram a
atividade antibacteriana dos polissacarideos de G. lucidum in vitro pelo método de
micro-diluicio em caldo (CIM). Oito estirpes bacterianas de referéncia foram
utilizadas. Todas as amostras de polissacarideo testadas mostraram amplo espectro
e atividade antibacteriana moderada. A cepa de Micrococcus luteus foi a mais
sensivel com CIM de 0,63 - 1,25 mg / mL.

Kamble, Venkata e Gupte (2011) estudaram atividade antimicrobiana dos
extratos obtidos do micélio de G. lucidum. Micélios secos foram extraidos em
diferentes solventes como metanol, acetona, cloroférmio e &agua destilada,
separadamente, usando o aparelho Soxhlet. Esses extratos foram testados para o
controle de organismos Gram-positivos e Gram-negativos, como Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Corynebacterium difteria, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi e Pseudomonas. Os quatro extratos na
concentracdo de 100 mg/ ml apresentaram inibicdo dos microrganismos.

Em outro estudo, os polissacarideos de G. lucidum foram extraidos com agua
fervente e testados quanto a atividade antimicrobiana contra trés fitopatégenos
(Erwinia carotovora, Penicillium digitatum e Botrytis cinerea) e cinco microrganismos
relacionados a alimentacdo humana e infeccdes alimentares (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aspergillus niger e Rhizopus nigricans) pelo método
de difusdo em agar. O extrato apresentou efeito inibitério sobre E. carotovora, um
fraco efeito inibitério sobre P. digitatum, e ndo apresentou efeito sobre B. cinerea e
para os demais patdgenos de plantas. Em relacdo aos demais microrganismos, o
extrato apresentou efeito inibitorio sobre B. subtilis e B. cereus, efeito inibitorio fraco
sobre E. coli e A. niger e ndo apresentou efeito sobre R. nigricans (BAI et al., 2008).
Heleno et al. (2013) também relataram as propriedades antibacterianas, antifangicas
e também demelanizadoras de polissacarideos de G. lucidum, extraidos com

metanol.
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Wang e Ng (2006) isolaram uma proteina antifingica de corpos frutiferos do
cogumelo G. lucidum chamada ganodermina. O procedimento de isolamento utilizou
cromatografia em DEAE-celulose, gel azul Affi-gel, CM-Sepharose e Superdex 75.
Essa proteina inibiu o crescimento de Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e
Physalospora piricola, com um valor de IC 50 de 15,2 uM, 12,4 uM e 18,1 uM,
respectivamente.

Sajeena e Marimuthu (2013) testaram uma formulacdo isolada de
Ganoderma sp. (Ganosol 10EC a 0,25%), que apresentou efeito no controle de
crescimento de patdgenos in vitro. Foi testada sob condi¢cdes de estufa como pré-
inoculacdo. Esse extrato foi eficaz, inibindo o crescimento micelial da requeima da
bainha em plantas de arroz, causada por Rhizoctonia solani. A aplicacdo com pré-
inoculacdo da formulacédo reduziu 63,62% na quantidade de lesdo causada pelo
patdégeno.

Um composto chamado de G_app7, que foi isolado de Ganoderma
applanatum, apresentou atividade anti-oomiceta semelhante a estrobilurina. Esse
composto foi eficiente na inibicdo do crescimento e desenvolvimento do mildio
causados por Sclerospora graminicola em milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.).
O tratamento de sementes com G_app7 resultou em um aumento significativo na
protecdo contra doencas (63%) em condicdes de casa de vegetacdo, em
comparacao com o controle, que foi agua (JOGAIAH et al., 2016).

Ganoderma pfeifferi produz um grupo de hidroquinonas conhecidas como
ganomicinas (Ganomycin A e B). Esses compostos inibem o crescimento de
Staphylococcus aureus e também apresentam efeito inibitério sobre varios fungos e
bactérias (GETHA et al., 2009; MOTHANA et al., 2000; LINDEQUIST; JULICHM;
WITT, 2015). Smania et al. (2003) isolaram trés esterdides e cinco triterpenos do
fungo Ganoderma annulare que foram fortemente efetivos contra os fungos

Microsporum cannis e Trychophyton mentagrophytes.

2.2.4 Eliciagao e producédo de metabolitos secundarios

Varias pesquisas sao realizadas para elevar a produtividade de compostos
bioativos de fungos em meio liquido. O uso de elicitores é baseado no mecanismo

de inducdo da producdo de metabdlitos secundarios em plantas, que pode ser
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aplicado em fungos (ZHU et al., 2008). Os elicitores séo utilizados em meio liquido,
pois aumentam a intensidade das respostas das células as tensdes bidticas e
abidticas com sintese aumentada de compostos de sinal e subsequente influéncia
na producdo de metabdlitos secundarios (MISHRA; SHARMA; MISRA, 2012). Por
vezes, a adicdo de elicitores torna o processo mais rapido e eficiente, levando a
producéo de substancias-alvo.

Os fungos produzem metabdlitos secundarios para facilitar sua interacdo com
0 ambiente e estabelecer mecanismos de defesa. Elicitores sdo compostos capazes
de estimular a defesa de um organismo, através da ativacdo da transducéo de sinal
apos a percepcao eliciadora, o que resulta na reprogramacdo do metabolismo
celular, envolvendo grandes mudancas na atividade génica (MURTHY; LEE; PAEK,
2014). A elicitacao é vista como a principal estratégia para melhorar a produtividade
de compostos bioativos em culturas miceliais.

Estudos mostraram correlacdo positiva entre a adicdo de eliciadores e o
acumulo de compostos bioativos, e pesquisas atuais estdo sendo conduzidas para
explicar como tais sinais induzem a biossintese para formacdo desses compostos
(SHI et al., 2010).

Uma das formas de eliciacéo é a utilizacdo de microrganismos competidores,
vistos como um fator biolégico capaz de estimular a producdo de enzimas com
potencial bioativo. Microrganismos contaminantes sdo comuns no cultivo in vitro. Os
contaminantes mais comuns, segundo Lin e Lin (1999) que aparecem nos substratos

de G. lucidum sdo Penicillium digitatum e Trichoderma spp. (Figura 10)

Figura 10-Ag¢do antagonista de Ganoderma lucidum a fungos contaminantes
observados in vitro. Fonte: o autor (2019).

Zhu, Zhong e Tang (2008), a fim de aperfeicoar a producédo e melhorar a

produtividade de metabdlitos bioativos, testaram diferentes elicitores fungicos na
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fermentacdo submersa de G. lucidum para identificar um elicitor 6timo. Testaram trés
maneiras de preparar bioelicitores de trés diferentes componentes isolados de
micélios fangicos. Os fungos usados foram Tuber sinense, Tuber aestivum Vittad. e
Tuber melanosporum, Fusarium oxysporum, Penicillium citrinum, Aspergillus niger e
Saccharomyces cerevisiae. Os elicitores reduziram o crescimento micelial de G.
lucidum, no entanto houve aumento sobre a producdo de EPS, IPS e do acido
ganodérico como forma de defesa. Os melhores resultados foram obtidos com os
elicitores de T. aestivum vittad, T. sinense e P. citrinum. Este trabalho demonstrou
que os elicitores fangicos podem contribuir para a sintese de metabdlitos
secundarios.

Outros compostos também foram testados. O acido salicilico (AS) € um
horménio vegetal que estda envolvido na resisténcia a doencas em plantas em
resposta a varios ataques patogénicos e que também pode induzir a biossintese de
metabolitos secundarios em fungos. No entanto o mecanismo pelo qual o AS regula
0 metabolismo secundario de G. lucidum permanece incerto (LIU et al., 2018). Em
um primeiro estudo realizado por Cao et al. (2017), a adicdo de AS em meio liquido
promoveu o acumulo de metabdlitos secundarios. Estes autores citam que o uso do
AS pode fornecer um método conveniente, novo e adequado para melhorar o
acumulo de substancias bioativas de fungos em meio liquido através da alteracéo e
ativacdo de rotas metabdlicas.

Em trabalho realizado por Lui et al. (2018), o tratamento com AS aumentou a
producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) através de diferentes vias em G.
lucidum. Por um lado, o AS induz uma explosdo oxidativa de ROS através do
complexo NADPH-oxidase (NOX), que sdo enzimas transmembranares que estdo
localizadas em organelas intracelulares. Por outro lado, o AS inibe a atividade do
complexo da mitocondria Ill e esse efeito desempenha um papel importante na
diminuicdo da frequéncia respiratoria. Os autores descobriram que a diminuicdo na
taxa respiratéria mitocondrial induzida por AS ajuda a regular o acumulo de ROS.
Em resumo, em G. lucidum o AS inibe a atividade do complexo Il para aumentar os
niveis de ROS, os quais estdo envolvidos na regulacdo da biossintese de acido
ganodérico.Esse fendmeno interessante indica que os hormdnios vegetais podem
induzir a biossintese de metabdlitos secundarios em fungos. No entanto, o
mecanismo pelo qual o AS regula o metabolismo secundario de G. lucidum ainda

permanece incerto (LIU et al., 2018). (Figura 11)
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Figura 11-Representacdo esquematica da potencial cascata de eventos celulares
que constituem a via de sinalizacdo de ROs mediada por AS. Fonte: Liu et al. (2018).

O G. lucidum pode ser classificado como um basidiomiceto que degrada
lignina, hemicelulose e celulose (nesta sequéncia), produzindo enzimas para
degradacdo destes materiais, bem como liberando compostos de baixo peso
molecular que permitem a atuagcdo das enzimas liberadas pela hifas de seus
micélios. Alguns pesquisadores estéo elucidando a forma de degradacao de madeira
por basidiomicetos, visando principalmente a metabolizacéo da lignina, que € um dos
compostos indesejaveis na industria de papel (RUIZ-DUENAS; MARTINEZ, 2009).

A membrana celular destes fungos pode conter receptores que identificam
moléculas que sdo sinais para a ativacdo e expressdo de genes relacionados a
biossintese (ZHU; ZHONG; TANG, 2008). Considerando que o G. lucidum é um
fungo que, na natureza, tem como principal substrato a madeira, sendo a lignina seu
substrato inicial, compostos ricos em lignina podem atuar como elicitores para
ativacdo e expressao de genes ligados ao crescimento e producdo de compostos
bioativos.

Nesse sentido, o uso de um padrédo de lignina adicionado ao meio liquido
como forma de eliciagdo, se torna uma abordagem interessante. Segundo os autores
Yang e Liau (1998), a alta osmolaridade do meio é um fator de estresse para as
células, levando a inibicdo do crescimento celular e ao aumento na producéo de

polissacarideo, como forma de defesa. Zhang, Zhong e Geng (2014) testaram
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celulase como elicitor. A producdo de metabdlitos secundarios foi aumentada de
779,6 mg/l para 1334,5 mg /l em comparagao com o controle. Isso pode ter ocorrido
devido ao fato de que a celulose é resultado da degradacédo de parede celular e
portanto acionou o sistema de defesa do fungo através da despolarizacdo da
membrana e levou a producdo e secrecdo rapida dos metabdlitos (XU; ZHONG,
2012).

A eliciacao de fungos em fermentacao submersa é uma abordagem moderna
e eficiente, e que necessita ainda muita investigacdo e estudo, mas pode vir a
contribuir para extracdo de substancias com potencial no controle de patdgenos de

interesse agronémico.

2.3 Inducéo de Resisténcia em plantas

Em fitopatologia, doenca € a exce¢do e ndo a regra. Explica-se pelo fato de
existir grande gama de fitopatégenos na natureza, mas apenas uma pequena fracédo
capaz de causar doenca em uma dada espécie. A razao disto é que as plantas
possuem resisténcia contra a maioria dos microrganismos (AGRIOS, 1997).

De uma maneira geral as plantas possuem mecanismos fisicos e quimicos
pré-existentes, tais como: camadas de cera, cuticula, adaptacdes em estdmatos e
compostos fungitéxicos. Além dos mecanismos pré-existentes, plantas possuem
mecanismos que sdo ativados apdés o reconhecimento do patdégeno, os quais
envolvem a formacdo de tiloses, papilas, camadas de cortica e de absciséo,
producdo de compostos como fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese
(PR-proteinas) e espécies reativas de oxigénio (AGRIOS, 2005; GOZzZ0O, 2003).

A resisténcia induzida define o processo ativo de resisténcia dependente de
barreiras fisicas e/ou quimicas da planta hospedeira, ativado por agentes biéticos ou
abidticos, os chamados agentes elicitores (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2008).
Uma ampla variedade de agentes bidticos, incluindo, microrganismos (células ou
metabalitos), extratos de plantas, cogumelos, algas, e agentes abidticos (solucdes
salinas, hormonios vegetais, produtos sintéticos), entre outros podem induzir local e
sistemicamente resisténcia contra patdégenos (WALTERS et al., 2013).

Um dos primeiros relatos no Brasil sobre a inducédo de resisténcia foi relatado

por Moraes et al. (1976) em espécimes de Coffea arabica suscetiveis a Hemileia
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vastatrix, que foram submetidos a tratamento com uma suspenséao de urediniésporos
inativados que as protegeram contra um desafio subsequente com 0 mesmo
patdogeno. No entanto, 0 mecanismo de acdo protetora era desconhecido. A partir
deste estudo, muitas pesquisas foram e continuam sendo realizadas a respeito do
assunto, para melhorar a compreensao das respostas da planta na presenca de
agentes elicitores. Atualmente a inducdo de resisténcia é vista como um método
promissor no controle de doencas.

Alguns fungos podem combater agentes patogénicos através da secrecao de
enzimas, tais como quitinases ou antibiéticos, e pela competicdo por nutrientes,
auxiliando no manejo de doencas. Nesse sentido, podem ainda atuar como indutores
de resisténcia (PUNJA; UTKHEDE, 2003). Muitos cogumelos medicinais e
comestiveis tém sido pesquisados, apresentando grande potencial em elicitar
respostas de defesa em plantas, intensificando assim os estudos relacionados a sua
extracao e caracterizagao.

Em estudos pioneiros os autores Pacumbaba, Beyl e Pacumbaba Jr. (1999)
relataram que extratos de basidiocarpos e do micélio de shiitake apresentam efeito
antibiético sobre microrganismos de plantas. O extrato aquoso de shiitake também
reduziu significativamente a ocorréncia da murcha bacteriana Ralstonia
solanacearum (Smith) em tomate (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007). Di
Piero (2003) também demostrou que o cogumelo Lentinula edodes apresenta
compostos que ativam as respostas de defesa em plantas e podem auxiliar no
controle dos fitopatdégenos como Colletotrichum lagenarium, Passion fruit woodiness
virus e Xanthomonas vesicatoria. Piccinin (2000) demostrou que os filtrados de
estipe e micélio de L. edodes foram eficientes em reduzir o nUmero de lesdes locais
e sisttmicas em folhas de maracujazeiro inoculadas com X. axonopodis pv.
Passiflorae. O potencial dos residuos dos cultivos dos cogumelos Agaricus bisporus
e Lyophyllum decastes Sing. foi estudado no controle da sarna da macieira, oidio,
mancha angular e antracnose do pepino (YOHALEM; NORDHEIM; ANDREWS,
1996). Plantas de pepino pulverizadas com extrato do substrato de Lyophyllum
decastes e Pleurotus eryngii apresentaram reducdo nos sintomas causados pelos
patdgenos Podosphaera xanthii, P. syringae pv. lachrymans e Colletotrichum
orbiculare (PARADA et al.,, 2012). Estudos do uso de extratos e filtrados de
crescimento micelial de Ganoderma sp. sdo inexistentes na indugéo e resisténcia em

plantas.
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Diante do exposto, percebe-se que a ativacdo dos mecanismos de defesa
latente das plantas proporciona uma rapida e eficiente resposta frente ao uso de
extratos de cogumelos ao ataque de fitopatégenos. O conhecimento dos processos
bioldgicos que levam a doenca e de como 0s organismos se comportam durante as
interacdes com seus hospedeiros é crucial para propor novos modelos de estratégia
de controle de doencas.

2.3.1 Como as plantas percebem e se defendem dos patdégenos

Para um patdégeno atacar um hospedeiro ele deve vencer seu sistema de
defesa e conhecemos pelo menos duas maneiras pelas quais isto pode acontecer:
0 patdgeno se “disfarga” para evitar ser reconhecido pela planta ou ele “sabota” seu
sistema de defesa (DANGL; JONES, 2001). Em contrapartida, as plantas possuem
mecanismos sofisticados para detectar a multiplicidade de agentes patogénicos
presentes em seu ambiente e para ativar sua defesa na presenca de determinados
microrganismos. As interacdes planta-patbgeno sédo controladas por um sistema
imune de multiplas camadas, que € ativado pelo reconhecimento do patégeno no
hospedeiro (BOLLER, 1995).

Enquanto patdégenos estdo evoluindo com novos efetores para manipular o
hospedeiro para sua vantagem, plantas estdo evoluindo novas moléculas de
reconhecimento, sugerindo uma co-evolucao dindmica continua em ambos os lados
da interacdo planta-patdgeno. Os mecanismos pelos quais as plantas reconhecem
uma molécula do patégeno (denominada PAMP- “pathogen associated molecular
pattern” ou MAMP- “microbe associated molecular patterns”), envolvem a
identificacdo de padrbes moleculares associados ao dano (DAMPs) e efetores
(BOLLER, FELIX, 2009).

Existem receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) que atuam como
‘antenas’ celulares e permitem que as plantas detectem uma ampla gama de sinais
de perigo, incluindo nao-préprios (PAMPs, MAMPs, HAMPs e VAMPs - patdgeno,
micrébio, herbivoros e padrées moleculares associados a virus) e até mesmo
compostos auto-derivados (padrées moleculares associados a danos ou DAMPS),
gue séao liberados no ataque de herbivoros e patégenos (BOLLER; FELIX, 2009).
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Os PAMPs sao estruturas ou moléculas exclusivas de micrébios que séo
conservados atravées de todas as classes de micrébios, incluindo microorganismos
patogénicos e nao adaptados (GOHRE; ROBATZEK, 2008). Entre os PAMPs
detectados pelas plantas estédo as flagelinas bacterianas (o0s principais componentes
peptidicos do o6rgdo de motilidade) (GOMEZ-GOMEZ; BOLLER, 2000),
lipopolissacarideos (LPS, componente glicolipideo da membranas externas de
bactérias), fator de alongamento-Tu (uma proteina abundante na traducao de sinais),
peptidoglicanos (PGN, um componente essencial do envoltério das células
microbianas) e muropeptideos liberados da PGN pela acao da lisozima (ASLAM et
al., 2009), quitina fungica, B-glucanas e ergosterol (principais constituintes da parede
celular fungica) (CHISHOLM et al., 2006).

O reconhecimento de PAMPs é realizado principalmente pelos receptores
PRRs. Ainda se mantém incerto como ocorre seu mecanismo de interacdo. Estudos
mostraram que estes receptores sdo proteinas transmembranares com LRR
extracelular (repeticéo rica em leucina) e serina / treonina quinase intracelular, como
o FLS2, um receptor da flagelina (GOMEZ-GOMEZ; BOLLER, 2000) e o receptor
EFR1 da EF-Tu, ambos de Arabidopsis (ZIPFEL et al., 2006).

Acredita —se que a resisténcia mediada por genes estd associada a ativacao
de uma via de sinalizacado dependente de acido salicilico (AS) que leva a expressao
de genes relacionados a defesa, como PR1, a producdo de ROS e a morte celular
programada. Outros fito-horménios envolvidos nas respostas dos patdégenos sao
etileno (ET) e jasmonatos (JA). Para os patdégenos biotroficos acredita-se que as
respostas de defesa mediadas pelo gene R e a sinalizagdo AS resultem em
resisténcia, restringindo o crescimento de fungos em células infectadas que sofreram
morte celular hipersensivel. Por outro lado, a morte celular programada suporta o
crescimento de patdgenos necrotréficos. Assim, as respostas de defesa das plantas
aparecem especificamente adaptadas ao patdgeno atacante, com as defesas
dependentes de SA atuando contra os biotréficos, e as respostas dependentes de
JA e ET agindo contra os necrotréficos (GLAZEBROOK, 2005; JONES; DANGL,
2006).

Os efetores sdo moléculas patogénicas que manipulam a estrutura e fungéo
da célula hospedeira facilitando assim a infeccdo ou desencadeando respostas de
defesa. Ao contrario dos termos “aviruléncia”, “elicitor”, “toxina” e “viruléncia”, o termo

efetor ndo implica em um impacto negativo ou positivo no resultado da interacdo da
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doenca. Eles s@o responsaveis por promover a penetracdo nos tecidos e a
persisténcia no hospedeiro, supressao das respostas imunitarias, permitindo o
acesso a nutrientes, proliferacdo e crescimento (GOHRE; ROBATZEK, 2008;
BOLLER; FELIX, 2009). Os efetores secretados atingem seu alvo celular na interface
intercelular das células do hospedeiro e do patdgeno (efetores apoplasticos) ou
dentro das células do hospedeiro (efetores citoplasmaticos) (DJAMEI et al., 2011).

As plantas também possuem “autoindutores” como hormdnios e constituintes
estruturais. Quando hormdnios vegetais, como acido salicilico ou acido jasménico
sdo aplicados exogenamente, € observada a ativacdo de genes de defesa
(PASCHOLATI et al., 2010). Outros constituintes vegetais como 0sS
oligogalacturonideos também s&o reconhecidos por receptores especificos no
vegetal. Os galacturonideos sao constituintes estruturais da parede celular vegetal e
sdo liberados pela acdo de poligalacturonases produzidas por fitopatégenos
(RESENDE et al.,, 2010). Esta molécula indutora de resisténcia, derivada do
hospedeiro, € um exemplo de DAMP.

Em uma visdo atual, o sistema de defesa das plantas pode ser representado
como um modelo em “zigue-zague” de quatro fases (figura 6). Para Jones e Dangl|
(2006), o sistema de defesa da planta pode ser dividido em dois ramos. Um utiliza
as vias de sinalizacéo através de receptores transmembrana de reconhecimento de
padrées (PRRs) que respondem a padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs). O segundo atua largamente no interior da célula, utilizando produtos
protéicos polimérficos (NB-LRR) codificados pela maioria dos genes R. Estes
produtos protéicos sdo nomeados apdés a sua ligacdo ao nucleotideo (NB)
caracteristico e pela presenca de dominios ricos em leucina repetidos (LRR). A
resisténcia a doencas mediada por NB-LRR é eficaz contra patégenos biotréficos ou
hemibiotréficos, mas ndo contra os agentes patogénicos necrotréficos (JONES;
DANGL, 2006).

Engquanto os fungos necrotréficos matam as células das plantas rapidamente
apos a infeccdo para se alimentarem do tecido morto, os fungos biotréficos adquirem
nutrientes do tecido vegetal vivo. A relacdo biotréfica requer uma adaptacéo
altamente especializada do patégeno a planta hospedeira (HAHN; MENDGEN,
2001). As hifas de fungos biotréficos podem crescer tanto intercelularmente como
intracelularmente, sendo assim embebidas pela membrana plasmatica da célula

hospedeira. Muitos patégenos fungicos biotréficos, como ferrugem e oidio, formam
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estruturas de alimentacao especializadas chamadas haustoérios. Nessas estruturas,
uma interface contendo carboidratos e proteinas é desenvolvida entre a parede da
célula e a membrana plasmaética da planta, o que facilita a troca de sinais e nutrientes
entre fungos e hospedeiros (HAHN E MENDGEN, 2001; MENDGEN; HAHN, 2002).

As plantas desenvolveram sistemas de defesa multifacetados, muitos dos
quais sdo induzidos apenas no ataque de patdgenos. Estas respostas incluem a
inducao de genes relacionados com a patogénese (PR), a producdo de metabdlitos

secundarios, bem como o refor¢o da parede celular (DOEHLEMANN et al., 2008).

Co-evolution
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Figura 12-Representacdo esquematica da co-evolucdo entre plantas e patdgenos.
Fonte: Jones; Dangls (2006), com adaptacoes.

De acordo com o modelo (Figura 12), quando um microrganismo entra em
contato com a planta para infecta-la, ele encontra uma primeira barreira que
corresponde aos mecanismos de resisténcia a nao-hospedeiro. Ocorre o
reconhecimento de PAMPS, resultando em uma cascata de sinalizacao, geralmente
através de fatores de transcricdo WRKY que levam & imunidade desencadeada por
PAMP (PTI). O patogeno pode vencer essa barreira de duas formas: evitando o
reconhecimento de seu PAMP através de mutacdo ou secretando efetores que
minam o sistema de defesa (“effector triggered susceptibility-ETS), resultando em
suscetibilidade desencadeada por efetor. Por sua vez, as plantas adquiriram
resisténcia (R): proteinas que reconhecem efetores, tornando o patdgeno avirulento
(avr), sé@o selecionadas e a resisténcia € restabelecida (“effector triggered immunity’-
ETI). No entanto, um novo ciclo se inicia, pois a presséo de sele¢do atuard agora na

populacdo do patdgeno de modo a selecionar aqueles genétipos que produzem
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moléculas efetoras que ndo sdo reconhecidas pelo hospedeiro, resultando em nova
quebra de resisténcia (ETS). O ciclo se perpetua desse modo, como uma “corrida
armamentista” (JONES; DANGL, 2006). Este processo pode ser repetido varias
vezes, tendendo ao infinito.

As alteragdes metabdlicas envolvidas com os mecanismos de defesa das
plantas contra fitopatégenos estéo correlacionadas com mudancas na atividade de
enzimas chaves do metabolismo primario e secundario. Entre estas temos a enzima
fenilalanina amonia-liase (FAL). Essa enzima € fundamental na biossintese de
fenilpropandis, atuando na converséo da L-fenilalanina em acido trans-cindmico, o
que resulta em diversos compostos fendlicos, como as fitoalexinas, flavonodides e,
principalmente, lignina, que confere resisténcia a parede celular. Estes compostos
fendlicos atuam como sinalizadores para respostas de defesa vegetal contra
estresses bioticos e abidticos (STANGARLIN et al., 2011)

Por outro lado, as proteinas relacionadas a patogénese (PR proteinas)
respondem pelas maiores mudancas quantitativas nas proteinas solluveis durante as
respostas de defesa, sendo subdivididas em diversos grupos, tais como B-1,3-
glucanases, quitinases, peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), dentre outras,
exercendo um importante papel no mecanismo de defesa (DE WIT, 2007; SHETTY
et al., 2009).

As B-1,3-glucanases e quitinases sao proteinas que exibem formas acidas e
basicas, sendo que as formas basicas ocorrem de modo geral intracelularmente (nos
vacuolos) e as acidas, extracelularmente (nos espacos intercelulares). Véarias
pesquisas indicam que as formas extracelulares possuem funcéao imediata de defesa
das plantas, com acao direta sobre as hifas invasoras (acdo fungicida). Essa acéo
provoca a liberacéo de elicitores oligossacarideos a partir de paredes fungicas, as
quais podem levar a ativagdo de outros mecanismos locais ou sistémicos de
resisténcia das plantas. As formas intracelulares parecem atuar tardiamente nas
reacoes de defesa das plantas, caso as formas extracelulares ndo sejam capazes
de impedir o crescimento do patdogeno nos tecidos vegetais. Neste caso, ocorre 0
colapso da célula e a liberacdo das forma intracelulares basicas do vacuolo
(GROVER, 2012; BALASUBRAMANIAN et al., 2012).

As peroxidases (H202 oxiredutases) catalisam a oxidagcdo e a eventual
polimerizacdo de &lcool hidroxicindmico na presenca de H202, dando origem a

lignina. As peroxidases participam também da biossintese de etileno, oxidagéo de
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compostos fenolicos e estdo relacionadas com respostas de resisténcia ou
suscetibilidade em diferentes patossistemas. Os compostos antioxidantes nao
enzimaticos, como os compostos fendlicos, apresentam uma grande diversidade
quimica e diversas fun¢des nos vegetais. Muitos agem como compostos de defesa
da planta, atuando diretamente sobre o patdégeno, exibindo atividades antifungica e
antibacteriana, como, por exemplo, os &cidos clorogénico e caféico, e as fitoalexinas.
Outros funcionam como agentes redutores, como o acido ascorbico e os flavondides
em geral (AGRIOS, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2017).

2.4 Patossistema estudado: oidio da soja (Erysiphe diffusa)

As doencas da soja sao o principal motivo da reducdo do rendimento e da
variacdo da produtividade de uma safra para outra. A manifestacdo das doencas
depende principalmente das condi¢cBes climaticas e da suscetibilidade dos cultivares.
Desta forma o aspecto fitossanitario é considerado o fator limitante para a obtencao
de altos indices produtivos. Dentre inUmeras doencgas que atacam a cultura temos
o oidio [Erysiphe diffusa (Cooke & Peck) U. Braun & S. Takamatsu] que atualmente
recebe lugar de destaque, pois representa perdas significativas nas lavouras de soja
(DE ALMEIDA; FORCELINI; FIALLOS, 2017; YORINORI, 1997).

Oidio é uma das doencas mais antigas da soja. Inicialmente, foi atribuido ao
fungo Erysiphe polygoni Dc. ex. Merat, e a Microsphaera diffusa Cook e Peck, porém,
atualmente Erysiphe diffusa é considerado como principal causador do oidio nesta
cultura (BRAUN; TAKAMATSU, 2000).Esse fungo infecta também diversas espécies
de leguminosas. E um patégeno obrigatdrio que se desenvolve em toda a parte aérea
da soja, incluindo haste, peciolo e vagem (raramente observada), sendo mais visivel
em folhas e hastes (YORINORI, 1986). Os sintomas sdo caracteristicos pela
presenca de eflorescéncia branca, pulverulenta, que pode recobrir folhas. Este fungo
e favorecido por ambientes secos e quentes (IGARASHI et al., 2010).

Apesar de ser pouco comum a morte da planta, os efeitos prejudiciais sao
evidentes atraves da reducdo no desenvolvimento e producéo do hospedeiro. Esses
danos sdo decorrentes de interferéncia do fungo no processo de fotossintese,
retirada de nutrientes da célula e diminuicdo da quantidade de luz que chega a
superficie da folha. Em alguns casos, os danos a producdo chegam a 40%. O
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controle dos oidios baseia-se fundamentalmente na utilizagdo de variedades
resistentes e no uso de produtos quimicos (PEREZ-VEGA, 2013).

2.4.1 Sintomatologia

Os sintomas sao facilmente identificaveis, e sempre se manifestam na
forma de eflorescéncia ou bolor pulverulentos de coloragdo branca ou levemente
cinza . Essa eflorescéncia, formada por micélio, conidiéforos e conidios do patdégeno,
pode ser encontrada em diversos 0rgao vegetais, como meristemas, ramos jovens,
flores, frutos em formacdo e principalmente folhas. A doenca € observada mais
frequentemente na face superior das folhas; em alguns casos, no entanto pode ser
constatada também na face inferior (SARTORATO; YORINORI, 2001).

A infeccdo da soja por oidio € favorecida por temperaturas em torno de 30
°C, média a alta umidade relativa do ar (50-90%) e baixa incidéncia e intensidade de
precipitacdo. Todavia, o desenvolvimento micelial € mais rapido a temperatura de
18°C do que a de 24°C ou 30°C. Observacbes a campo tém demonstrado que o
desenvolvimento da doenca é mais rapido quando a temperatura do ar é inferior a
30°C (GRAU; LAURENCE, 1975).

A infeccdo pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da planta,
porém, é mais visivel por ocasido do inicio da floracdo. Quanto mais cedo iniciar a
infeccdo, maior sera o efeito da doenca sobre o rendimento. Cada ciclo desta
doenca, sob condi¢des favoraveis a mesma, dura cerca de sete a dez dias. Assim,
nos casos de elevada colonizacdo do fungo nos tecidos superficiais da planta, é
possivel ocorrer uma reducédo significativa no rendimento da soja devido a reducao
da area fotossintética ativa em até 50% e, em casos severos, 0 consequente
secamento e queda prematura das folhas (PEREZ-VEGA, 2013).

Outros fatores, como época de semeadura e fase de desenvolvimento da
planta, influenciam significativamente na severidade da doenga. Assim, algumas
cultivares consideradas resistentes se tornam suscetiveis quando plantadas nas

épocas mais favoraveis a ocorréncia da doenca (GRIGOLLI, 2014).



47

2.4.2 Ciclo Relacéo Patogeno-Hospedeiro

O esporo (conidio ou ascosporo) do fungo, ao cair na superficie da folha
germina e produz uma teia de micélio que se espalha pela superficie da planta. O
micélio penetra nas células epidermais e, através de haustorios, nutre-se do
conteulido das células. Na superficie da planta, forma-se uma fina camada de micélio
e esporos (conidios) pulverulentos que, de pequenos pontos brancos, podem cobrir
toda a parte aérea da planta, sendo menos frequente nas vagens. Nas folhas, com
0 passar dos dias, a coloracdo branca do fungo muda para cor castanho-
acinzentada, dando a aparéncia de uma cobertura de sujeira nas duas faces da folha
(IGARASHI et al., 2010; BEDENDO et al., 2011; YORINORI, 1986).

O processo de pré-infeccdo, bem como germinacdo e reproducédo de E.
diffusa se inicia apOs trés horas da inoculacdo. Com oito horas, o apéndice de
infeccdo é formado, penetrando as células epidérmicas. Desse modo, o fungo
penetra na cuticula, formando os haustoérios nas células da epiderme, ndo infectando
as células do mesdfilo, ocorrendo a formacdo dos conidios apés 144 horas da
inoculacao (MIGNUCCI; CHAMBERLAIN, 1978; SARTORATO; YORINORI, 2001).

Apressorios se desenvolvem e amadurecem de 6 a 10 horas apos a
inoculacao, e as respostas do hospedeiro ocorrerem durante este tempo. Enquanto
isso, algumas respostas bioquimicas do hospedeiro estdo ocorrendo e podem
influenciar o resultado do encontro iminente entre o0 apressorio e a célula hospedeira.
Durante a quarta e quinta horas ap6s a inoculacdo, as actividades de trés enzimas
chaves envolvidas na metabolismo secundario da planta podem ser expressadas,
sao elas: fenilalanina amoénialyase (FAL), tirosina (TAL), peroxidase e fitoalexinas
(GREEN et al.,, 1975). A defesa eficaz de plantas contra oidio é geralmente
organizada em diferentes etapas subsequentes. Defesa antecipada impede a
penetragdo. A segunda linha de defesa inibe a absor¢éo de nutrientes pelo haustorio
(KUNOH, 1982).

A disseminagdo do patdgeno € realizada principalmente pelo vento, que
distribui os conidios a distancias relativamente longas. A agua pode atuar como
agente controle, retirando as estruturas do fungo encontradas na superficie do
hospedeiro, prejudicando seu desenvolvimento e sua dispersdo (BEDENDO et al.,
2011).
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2.4.3 Controle

O oidio é dificilmente controlado por técnicas convencionais, visto que o fungo
produz esporos que sao facilmente dispersos pelo vento. Além do mais, o fungo pode
ser transmitido por residuos vegetais e algumas ervas daninhas (PEREZ-VEGA,
2013).0 principal método de controle dessa doenca é através de cultivares
resistentes. Entretanto, ndo havendo disponibilidade de cultivares com essas
caracteristicas, ou no caso de quebra da resisténcia de uma cultivar, sdo utilizados
tratamentos quimicos comfungicidas. Os ingredientes ativos registrados para
controle dessas doencas encontram-se em trés grupos principais de fungicidas
sistémicos, formados pelos benzimidazdis, triazdis e estrobilurinas. Também séo
possiveis misturas prontas de ingredientes ativos entre os fungicidas
tradicionalmente usados contra o oidio (YORINORI, 2001).

O controle alternativo dessa doenca vem sendo muito pesquisado. Os testes
de controle biol6gico mais promissores envolveram varios fungos antagbnicos aos
oidios e resultaram no desenvolvimento de dois produtos biofungicidas: o AQ10
Biofungicide® que contém esporos de fungos de Ampelomyces gisqualis Ces. ex
Schlechtend e apresenta acdo através do hiperparasitismo, atuando em todos os
estagios de desenvolvimento da doenca e com alta seletividade. Também
Sporodex®, que compreende a levedura basidiomicética Pseudozyma flocculosa
(Traquair, L. A Shaw & Jarvis) Boekhout & Traquair (BENUZZI; BALDONI, 2000).
Esses dois produtos ja foram registrados e comercializados em alguns paises. Outro
estudo no controle do oidio é uso de extratos do 6leo de nim (CARNEIRO et al.,
2007).

Outros fungos também foram extensivamente estudados para 0 mesmo
propésito de biocontrole. Arruda et al. (2012) avaliaram o efeito dos extratos aquosos
de Agaricus subrufescens, Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus no controle
do oidio em casa de vegetacao e na inducao de fitoalexinas em cotilédones de soja.
Demostram que o0s extratos tiveram um efeito sobre Erysiphe diffusa e também
apontam para a ocorréncia da inducdo de resisténcia ativando fitolaexinas

(gliceolina) in vitro.
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2.5 Toxicologia a organismos né&o-alvo

2.5.1 Embriotoxicologia- desenvolvimento embrionario inicial de Gallus gallus
domesticus L.

Toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos nocivos causados por
substancias quimicas sobre organismos vivos. Tem como principais objetivos
identificar os riscos associados a uma determinada substancia e determinar em quais
condi¢des de exposicdo esses riscos sdo induzidos. Ou seja, a toxicidade reflete o
potencial de uma substancia em causar um efeito danoso a um organismo vivo. Ela
depende da concentracdo e das propriedades da substancia quimica a qual o
organismo é exposto e também do tempo de exposicdo (JAMES et al., 2000).

Testes de toxicidade sédo ensaios laboratoriais, realizados sob condi¢oes
experimentais especificas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade de
substéancias, efluentes industriais e amostras ambientais (dguas ou sedimentos).
Nesses ensaios, organismos-testes sdo expostos a diferentes concentracfes de
amostra e os efeitos toxicos produzidos sobre eles sdo observados e quantificados
(SANCHEZ-BAIN, et al., 2004).

As aves constituem um modelo altamente utilizado em laboratério para
estudos de embriologia comparada e biologia do desenvolvimento, pois apresentam
diversas vantagens em relacdo a outras espécies. Sado de facil obtencao,
manipulagéo, possuem desenvolvimento curto e semelhante ao de outros grupos
animais, como os mamiferos, porém independente da mée e de nutrientes externos.
S&ao muito utilizados para investigaces dos efeitos de compostos quimicos sobre o
desenvolvimento inicial do embrido, pois nos estadios precoces de desenvolvimento
apresentam-se muito suscetiveis a acdo de agentes toxicos, podendo assim alterar
o desenvolvimento embrionario normal e interferir nos mecanismos de formacao de
varios sistemas organicos (RIVERO et al., 2006).

A espécie de ave mais utilizada em laboratério é a Gallus gallus (galinha),
cujo desenvolvimento inicial pode ser comparado ao dos humanos até o segundo
més de gestacdo. A clivagem nas aves tem inicio 3 horas ap0s a fecundagéo, o que
corresponderia a 24 horas ap0s a fertilizacdo em humanos. O terceiro dia, quando
sdao formados os somitos, cérebro, olhos, ouvidos e componentes do sistema

vascular equivale a terceira - quarta semana de gestacdo em humanos. Ja o quarto
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dia de incubacéo, corresponderia ao segundo més de desenvolvimento humano
intrauterino (MOORE; PERSAUD, 2008).

Outros aspectos que favorecem seu uso sdo: 0s ovos sdo do tipo megalécito
(dispondo de reservas nutricionais e ndo dependendo do ambiente externo para
nutricdo durante o desenvolvimento embrionario); apresentam membranas
envoltorias resistentes; o tempo total de desenvolvimento é curto (21 dias no caso
de galinhas); os embribes desenvolvem-se na auséncia do organismo materno e na
regido superior do ovo, permitindo que o desenvolvimento embrionario possa ser
acompanhado diariamente em laboratério (SCHOENWOLF, 1999).

O desenvolvimento embrionario da galinha € muito bem documentado
(HAMBURGER; HAMILTON, 1951) e os embrides sdo classificados em estadios,
que relacionam o surgimento de estruturas no embrido e o tempo de
desenvolvimento. A divisdo em estadios é importante, pois varios fatores - diferencas
genéticas, sazonais, tamanho dos ovos, tempo entre a postura e a incubagédo dos
ovos - podem causar variacdes nos embrides, o que torna ineficiente a classificacéo
baseada somente na idade cronolégica. Do estadio 7 ao 14 a classificacdo é
baseada principalmente no nimero de pares de somitos, enquanto que do estadio
15 em diante, os critérios utilizados para identificacéo dos estadios embrionarios séo
baseados em estruturas externas, como os brotos dos membros e arcos viscerais
(HAMBURGER; HAMILTON, 1951).

Aproximadamente trés dias apds a postura do ovo, o embrido possui 40
somitos, cabega bem desenvolvida, coracdo formado e vasos conectados com 0s
tecidos extraembrionarios, possibilitando assim a circulacdo com batimentos
cardiacos. Nesse estadio, o embrido recebe a nutricdo através das membranas
extraembrionarias, protecdo mecanica proveniente do saco amniético cheio de fluido
e um alant6ide para o armazenamento dos produtos oriundos da excre¢do. No tempo
restante, antes da ecloséo, se desenvolvem os olhos e os ouvidos, 0 embrido cresce
em tamanho e os érgdos internos se desenvolvem. As asas, pernas e bico se formam
e as penas surgem nas asas e no corpo. Apos 21 dias de incubacéo o pinto eclode
(WOLPERT et al., 2000).
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2.5.2 Ecotoxicologia pelo uso de Artemia salina como indicador

A ecotoxicologia € uma area especializada da toxicologia ambiental que
concentra seus estudos nos efeitos ocasionados por agentes quimicos e fisicos
sobre a dinamica de populacdes e comunidades integrantes de ecossistemas
aguaticos. A fim de estabelecer a toxicidade de novos produtos naturais, varios
ensaios podem ser utilizados, como o ensaio de letalidade com o microcrustaceo
Artemia salina, que foi desenvolvido inicialmente para detectar compostos bioativos
em extratos vegetais (SILVA et al., 2005).

Compostos bioativos sdo quase sempre toxicos em altas doses. Desta
maneira, a avaliagdo da letalidade em um organismo animal menos complexo pode
ser usada para um monitoramento simples e rapido durante a bioprospeccao de
substancias. O ensaio de letalidade com o uso da Artemia salina é rotina de muitos
grupos de pesquisa envolvidos com isolamento, purificacdo e elucidacéo estrutural,
ja que muitos laboratorios de fitoquimica ndo estéo preparados para a realizacéo de
ensaios biolégicos mais complexos (RUIZ et al., 2005).

O microcrustaceo Artemia salina Leach (Artemiidae) Pertence ao Filo
Arthropoda, Classe Crustacea, um invertebrado de ecossistemas aquaticos salinos
e marinhos, muito usado em ensaio laboratorial de toxicidade e outras a¢cbes de
estimativa da dose letal (AYO et al., 2007).0 estagio de larvas de A.salina sdo os
usado em testes laboratoriais. A identificacdo da dose efetiva para 50% de
mortalidade das larvas (DE50) acontece depois de seis horas de exposicao, fazendo
deste um teste rapido e simples (KANWAR, 2007).

Os ovos de A. salina sdo comercializados em lojas de animais a um baixo
custo e permanecemviaveis por anos se armazenados em condi¢des ideais. Quando
colocados em agua marinha, os ovos eclodem dentro de 48h e geram um grande
nuamero de larvas (fase nauplio) para o uso experimental, o que confere vantagens a
esse tipo de ensaio biolégico, além de poder ser utilizado como bioindicador e
biomonitor da qualidade da agua, como por exemplo, na determinagdo da
citotoxicidade de pesticidas (VARO et al., 2002).

Esta metodologia tem sido empregada ainda para detectar toxicidade
preliminar, realizar triagem de toxinas fungicas, avaliar efeitos de exposi¢cao a metais
pesados e pesticidas e para testes de toxicidade em materiais dentarios (PELKA et
al., 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Fitossanidade,
Inducdo de Resisténcia e na casa de vegetacdo da Universidade TecnolOgica
Federal do Parand (UTFPR), Campus Dois Vizinhos — PR, no periodo de 2017 a
2018. O processo de cultivo micelial e eliciacdo de G. lucidum em meio liquido foi
realizado de acordo com o diagrama apresentado na Figura 3.1. J& na Figura 3.2
consta uma esquematizacdo metodolégica da elaboracdo dos experimentos que
foram realizados com os filtrados dos cultivos miceliais (FCM).
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Figura 13- Diagrama demostrando o processo de fermentacdo em meio liquido de
Ganoderma lucidum, que inicialmente teve um periodo de incubagédo de 15 dias.
Posteriormente, foi realizada a eliciagdo, permanecendo o fungo por mais 35 dias
em fermentacdo submersa. Apés periodo total de 50 dias, foram obtidos os filtrado
do crescimento micelial (FCM), que consistiram em: CO1 - controle, FO1 - filtrado do
crescimento micelial de G. lucidum sem eliciagao; FCO02 - filtrado da eliciagdo com
lignina, FCO3 - filtrado da eliciacdo com AS. Estes filtrados foram utilizados nos
diferentes tratamentos aplicados nos experimentos descritos nas secoes
subsequentes. Fonte: o autor, (2019).

Os filtrados do cultivo micelial e eliciacdo de G. lucidum em meio liquido foram
testados de acordo com o diagrama :
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Figura 14-Diagrama demostrando os bioensaios que foram realizados com os FCM
de Ganoderma lucidum. Fonte: o autor, (2019).
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3.1 Obtencédo e manutencdo dos microrganismos e material vegetal

Ganoderma lucidum CC339ST foi obtido através de Termo de Transferéncia
de Material Genético da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Recursos
Genéticos e Biotecnologia (EMBRAPA CENARGEN). A cepa foi cultivada em placas
de Petri® com meio Batata Dextrose Agar (BDA), incubadas a 28 °C durante 10 dias.
O micélio foi ativado em BDA com o mesmo procedimento, para utilizacdo para
cultivo em meio liquido.

O fungo Erysiphe diffusa utilizado para testes in vitro e in vivo foram obtidos
de plantas apresentando sintomas e sinais de doenca. Plantas de soja (cultivar
NA5909) foram cultivadas em casa de vegetacdo sob condicbes ambientais

controladas para testes in vivo.

3.2 Cultivo em meio liquido e eliciacéo

Para o processo de fermentacéo inicialmente foram transferidos discos de 0,5
cm de diametro de G.lucidum crescido em cultura BDA para erlenmeyers de 500 mL,
contendo 250 mL de meio liquido batata-dextrose (BD) previamente esterilizado a
120 °C por 20 min, e foram incubados em agitador orbital (“shaker”) a 120 rota¢des
por minuto (rpm), no escuro a 28 + 2 °C, por 15 dias.

Apos esse periodo, foram adicionados ao meio fermentado os eliciadores.
Sendo estes, o0 acido salicilico (AS) na concentracdo 2 mM, padréo de lignina a 5%.
O &cido salicilico e a lignina foram dissolvidos em agua e esterilizados, para serem
adicionados ao meio de cultivo. Os erlernmeyers contendo os tratamentos com 0s
elicitores foram mantidos em shaker a 120 rotacées por minuto (rpm), no escuro a
28 = 2 °C, por mais 35 dias, totalizando 50 dias de fermentacdo em meio liquido.
ApoGs esse periodo, os meios foram filtrados através de papel de filtro Whatman
no.41, obtendo o filtrado do crescimento micelial (FCM), onde teremos: FCO1 -
filtrado do crescimento micelial de G. lucidum sem eliciagcdo; FC02 - filtrado da
eliciacdo com lignina; FCO3 - filtrado da eliciagdo com AS. Os controles foram: C01-
agua destilada, C02- oxicloreto de cobre (0,5-1,5 L/ha); C0O3- Azoxistrobina +
Ciproconazol (0,3-1,5 L/ha).
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Uma parte da suspenséo foi filtrada em filtro Whatman no.41 e centrifugada
a20.000 g por 10 min, sendo o sobrenadante filtrado em membrana tipo Millipore®
(didmetro do poro = 0,2 um) sob condi¢des assépticas e utilizado para testes in vitro
sobre oidio (topico 3.4.1). Os FCM foram armazenados em geladeira a 04 + 2°C e

utilizados nos experimentos.

3.3 Efeito antifungico dos filtrados do crescimento micelial

3.3.1 Efeito in vitro: determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A atividade antimicrobiana in vitro dos compostos bioativos de G. lucidum foi
avaliada pelo método de difusdo em pocos utilizando placas de Elisa® sobre Erysiphe
diffusa. Foi realizado seguindo a norma M38-A proposta pelo CLS(2008), com
algumas modificagoes.

Nas microplacas estéreis de 96 pogos foram adicionados 100 uL de meio BD
em cada poco. Posteriormente, foram pipetados 100 yL dos tratamentos: C01: meio
BD, C02- oxicloreto de cobre (1, 0 L hal) C03- Azoxistrobina + Ciproconazol (1,0 L
hal), FO1- filtrado do crescimento micelial de G. lucidum sem eliciacdo; FCO02-
filtrado da eliciagdo com lignina, FCO3- filtrado da eliciagdo com AS.

Os tratamentos foram pipetados apenas no primeiro poco da coluna e a partir
dele foi realizada a diluicdo seriada do primeiro até o ultimo poco obtendo a
concentracéo final de cada poco de 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 e
0,0781 mg/mL. Por fim, foi pipetados 10 pL da suspensdes microbiana em cada
poco, de acordo com a Figura 15.

Uma suspenséo de esporos de Erysiphe diffusa foi previamente preparada
em solucdo salina e, de tal forma que a concentragéo final foi de 1 x 10* esporos mL"
1, concentragdo aferida na camera de Neubauer. As microplacas foram mantidas
dentro de uma camara de crescimento a 25 +1° C por 24 horas. Para a revelagéo
dos resultados trés horas antes do final da incubacéo, 10 uL de solucéo de tetrazoélio
(0,01%) foram adicionados em cada poc¢o. Foi considerada como concentragcao
inibitéria minima (CIM) a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento visivel
do fungo. Os valores de CIM foram considerados concordantes quando ndao houve
uma variagcado maior do que duas diluigcbes entre as concentragoes.

O mecanismo de reacao do tetrazolio baseia-se na atividade das enzimas

desidrogenases as quais catalisam as reacdes respiratorias nas mitocondrias
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durante a glicolise e o ciclo do acido citrico. Estas enzimas, particularmente a
desidrogenase do &cido mélico, reduzem o sal de tetrazolio (2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazélio ou TCT) nos tecidos vivos. Quando ha atividade de microrganismos
(células vivas) nos pocos da placa, ocorre a reacdo de reducdo que resulta na
formacdo de um composto vermelho, estavel e nao-difusivel, conhecido por
trifenilformazan (BULAT, 1961; COPELAND et al., 1959).
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Figura 15-Teste de efeito antifingico in vitro pelo método de microdiluicdo em caldo
utilizando microplacas de 96 pocos. Fonte: o autor (2019).

10ul inoculo

3.3.2 Efeito in vivo: aplicacédo foliar em plantas de soja

O experimento foi realizado em condi¢ées de campo em uma area de 30m?,
contendo cinco linhas de 10 metros espacadas por 0,45 m. Foram plantadas 15
sementes por metro/ linear. Area de implantacdo foi na area experimental de
Fitopatologia na Universidade Tecnoldégica Federal do Parana (UTFPR), Campus
Dois Vizinhos — PR, situada a 25°, 42’ S e 53°, 03’ W, a 519 metros de altitude. O
solo local é do tipo Latossolo Vermelho Distroférrico Tipico e o terreno apresenta em
torno de 3% de declividade média. O experimento foi realizado 05/02/2017 a
05/03/2017. (Figura 16).
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Figura 16-Area utilizada para realizacdo do experimento, plantas com alta incidéncia
de doenca. Fonte: o autor, (2019).

O experimento iniciou quando as plantas atingiram estadio fenoldgico V5 e
alta incidéncia de oidio. Os tratamentos consistiram em FO1 - filtrado do crescimento
micelial de G. lucidum sem eliciacdo; FCO02 - filtrado da eliciagdo com lignina, FC03
- filtrado da eliciagdo com AS. Os controles foram: C01- agua destilada, C02-
oxicloreto de cobre (1 L hat); C03- Azoxistrobina + Ciproconazol (1 L ha?).

A aplicagéo foi realizada por pulverizacao, utilizando spray manual, em uma
faixa no centro da folha central dos foliolos do trifélio com auxilio de um marcador
sem possibilidade de deriva. A aplicacao teve inicio as 8h:30mim com umidade

relativa de 72%, temperatura média de 25.3°C e velocidade do vento de 10.4 km/h.
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Figura 17- (A) Plantas de soja antes da aplicacdo dos tratamentos, (B) marcador
para aplicacdo dos tratamentos, (C) plantas no momento da aplicacdo dos
tratamentos.Fonte: o autor (2019).

O delineamento experimental foi realizado em trés blocos, com seis tratamento
(FCM e controles). As repeticdes foram consideradas 18 trifélios que foram marcados
de forma aleatérias nos blocos. As avaliacfes de severidade da doenca ocorreram
a2,5,7e 10 dias apés aplicacdo. Foi avaliada a presenca de sinais do patdégeno na
faixa do foliolo pulverizado, através de notas visuais, utilizando-se a escala de notas
proposta para este trabalho. sendo: 0 - sem controle; 1- baixo controle protetor; 2-
eficiente controle protetor; S - acéo sistémica.

Os resultados, por ndo apresentarem uma distribuicdo paramétrica, foram
analisados pelo teste de Friedman, onde os dados foram ordenados em ranks. Foi
utilizado Software RStudio® (The R Foundation for Statistical Computing), e o pacote
agricolae (Statistical Procedures for Agricultural Research), para realizacdo das

analises.
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3.4 Efeito da na Inducado de Resisténcia em plantas

3.4.1 Ativacao de fitoalexinas em cotilédones de soja

Sementes de soja foram semeadas em bandejas de polipropileno contendo
areia autoclavada, sendo mantidas em camara BOD a 25°C, com fotoperiodo de 12
horas. Ap6s 10 dias, os cotilédones das plantulas foram removidos e lavados em
agua destilada.

Na face abaxial dos cotilédones foi feito um corte superficial e sobre o corte
depositados 40 uL das solu¢des dos tratamentos que foram descritos no topico 3.3.1.
Os FCM foram usados nas concentracdes de 2%, 5%, 10% e 20%. Os cotilédones
foram pesados e entdo colocados em placas de Petri® (quatro por placa) forradas
com disco de papel de filtro umedecidos com agua destilada. As placas tampadas e
ndo-vedadas foram mantidas em BOD a 26°C, no escuro. Apés 20 horas os
cotilédones foram retirados das placas e colocados em tubos plasticos contendo 10
mL de agua destilada os quais foram agitados em mesa agitadora a 80 rpm, por uma
hora para a extracdo de gliceolina. Apos a solucdo foi filtrada em papel de filtro
Whatman n° 41 e a absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 285 nm, de acordo com metodologia descrita por Labanca
(2002).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
compreendendo quinze tratamentos com cinco repeticdes. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias dos tratamentos foram
analisadas e comparadas pelo teste Scott Knott (p<0,5) através Software RStudio®,

pacotes (ExpDes.pt; readxl ; ggplo2).

3.4.2 Protecao de plantas de soja em casa de vegetacao

Subsequentemente, o0s experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo, com temperaturas médias de 25 + 3 °C e fotoperiodo médio de 12h no
decorrer dos experimentos. Sementes de soja foram semeadas em vasos de
polietileno com capacidade para 10 litros contendo solo proveniente de lavoura de
soja. Os vasos serdo mantidos em casa de vegetacdo, com temperatura média de
2512 °C.
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Os tratamentos consistiram em: C01- 4gua destilada, C02- oxicloreto de cobre
(1 L hal), FO1- filtrado do crescimento micelial de G. lucidum sem eliciacdo; FC02-
filtrado da eliciacdo com lignina, FCO3- filtrado da eliciacdo com AS. Realizou-se a
aspersao na parte aérea da planta, na concentracéo de 20 % (v/v), sendo aplicados
10 mL por planta. Agua destilada foi utilizada como controle. Foram realizadas cinco
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticao representada por um vaso contendo
cinco plantas.Apds 24 horas da aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram
inoculadas com o patodgeno. Plantas contendo sintomas de oidio foram colocadas
aleatoriamente na casa de vegetagao.

Posteriormente a aplicagcdo, os vasos foram ordenados de maneira aleatéria
na casa de vegetacdo, intercalando os tratamentos. Folhas das plantas foram
coletadas da terceira e quarta folha (da base para o apice) nos tempos 0, 48, 96 e
192 horas apoOs os tratamentos. De cada planta foram coletadas duas folhas,
totalizando 4 folhas amostradas por repeticdo (vaso). Nas coletas, os foliolos foram
dispostos em envelopes de papel-aluminio e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer, até
serem processadas para as diferentes analises bioquimicas.

coletas:

0 hpa
48 hpa
96 hpa
192 hpa
Tratamentos Inoculag@o 24 horas Avaliagdo severidade
CO01; C02; FCO1; FC02; (aparecimento primeiros sintomas)
FCO03.

Figura 18-Esquema das condi¢cdes nos ensaios de protecdo de plantas de soja em
casa de vegetacao (hpa: horas apos aplicagdo). Fonte: o autor (2018).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
com cinco tratamentos com cinco repeticdes e quatro tempos de coletas de material
vegetal, 0, 48, 96 e 192 hpa. Os dados obtidos foram submetidos a teste Shapiro-
Wilk para testar a homogeneidade da variancia e distribuicdo normal. Foram
submetidos ao teste de Tukey nivel de 5% de probabilidade de erro. Todos os testes

estatisticos foram calculados utilizando o Software RStudio® e os pacote ExpDes.pt
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3.4.3 Avaliacdo dos mecanismos bioquimicos de defesa

3.4.3.1 Obtencéo dos extratos proteicos

Os extratos proteicos foram obtidos pela maceragcédo das amostras das folhas
(0,5galg) em4 mlde tampao de extracdo, contendo tampéao fosfato de potassio
100 mM (pH 7,8), com 0,3 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 0,2 g de EDTA, com
0 objetivo de proporcionar a absorcdo e inibicdo da oxidacdo de enzimas e
compostos fendlicos presentes nas folhas. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por
30 minutos a 4° C, sendo o sobrenadante obtido considerado como extrato

enzimatico.

3.4.3.2 Proteinas totais

Os teores de proteina foram determinados usando o teste proposto por
Bradford (1976), com tampéo fosfato 0,2 molar (0,2 M), pH 7,5 e reagente Bio-Rad®.
Para tal, adicionaram-se 40 ul do sobrenadante do extrato vegetal para tubos de
ensaio, 460 ul de agua destilada e 1 ml de reagente concentrado de Bradford. A
mistura foi agitada em vortex, e apos 10 min. realizou-se a leitura de absorbancia a
595 nm. A concentracdo de proteinas de cada amostra foi expressa em pug
equivalentes de albumina de soro bovino (ASB), utilizando-se de curva-padrao de
concentracbes de ASB variando de 0 a 20 pg/mL. A atividade das enzimas
relacionadas a patogénese foram expressas em relacdo ao conteudo total de
proteinas das amostras

3.4.3.3 Atividade de fenilalanina aménia-liase

A atividade da fenilalanina amoénia-liase foi determinada pela quantificacéo
colorimétrica do &cido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina segundo
Kuhn (2007), com algumas modificagdes. A mistura da reacéo, 100 pL do extrato
proteico, 400 pL do tampéao Tris HCI 25 mM (pH 8,8) e 500 pL de L-fenilalanina (49,6
mg/mL), foi incubada a 40°C por 1h. A reagao foi interrompida pela adigdo de 200 uL
de HCI e banho de gelo (5 min). A absorbancia das amostras foi determinada a 290

nm, as leituras de absorbancia foram interpretadas em relacdo a uma curva padréo
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elaborada com o acido trans-cinamico e a atividade enzimatica foi expressa em mg

de &cido trans-cinamico min* mg* de proteina.

3.4.3.4 Quantificacdo de compostos fendlicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada em duas etapas,
seguindo o método adaptado de Bieleski e Turner (1966). A primeira compreendeu
a extracao dos fendis totais, realizada a partir da adicdo de 4 mL da solu¢cado metanol,
cloroférmio e agua (MCA), na relacdo 6: 2,5: 1,5 v/v, no material vegetal, com
trituracdo em almofariz a temperatura ambiente, seguida de uma centrifugacéo a
6000 g por 20 min, sendo coletado o sobrenadante. Posteriormente, foi realizada
nova extracdo do residuo remanescente, adicionando-se 4 mL de MCA,
centrifugando novamente a 6000 g por 20 min e 0 sobrenadante sendo adicionado
ao primeiro, obtendo-se assim o extrato MCA. A esse extrato foram adicionados 1
mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada, procedendo-se nova centrifugacéo a
6000 g por 15 min para separacdo das fases. A segunda etapa consistiu na
determinacao de fendis totais, realizada pelo método adaptado de Jennings (1991).
A quantificacdo de fendis foi feita através de uma curva padréo utilizando tirosina. As
amostras foram preparadas a partir da retirada de uma aliquota de 0,5 mL da parte
superior do tubo de extracdo dos fendis (extrato MCA), a seguir foram adicionados
0,5 mL de agua destilada, mais 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Ap6s 15 min.,
foram adicionados 5 mL do reagente alcalino “A” (preparado com carbonato de sédio
a 2 % em uma solucdo de hidroxido de sédio 0,1 N), permanecendo durante 50
minutos até a leitura da absorbancia em 760 nm, em espectrofotbmetro. No controle
negativo, foi usada 4gua destilada no mesmo volume do extrato vegetal. O resultado

foi expresso em mg.g* de tecido fresco.

3.4.3.5 Atividade de peroxidases

A atividade das peroxidases foi quantificada de acordo com a técnica de
Matsuno e Uritani (1972), com modificacbes e padronizacdo realizadas no
Laboratério de Bioquimica e Fitossanidade da UTFPR — Dois Vizinhos. As amostras
foram maceradas em 5 mL de solucdo extratora — tampéao fosfato 0,05 M, pH 7.
Foram adicionados 2 mg de polivinilpirrolidona (PVP 100, marca Sigma); o extrato
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foi centrifugado por 20 min. a 4.000 g em temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
transferido para outro recipiente e utilizado como extrato enzimatico. Posteriormente,
em tubo de ensaio foram adicionados 5 mL de solucdo tampéo de citrato (pH 5,0),
0,5 mL de agua oxigenada a 3 %, 0,5 mL de guaiacol 0,5 % e 3,0 mL do extrato
enzimatico. Esta mistura foi levada para incubagcdo em banho maria por 15 minutos
a 30° C. ApOs incubacado, os tubos foram colocados em banho de gelo onde
permaneceram por mais 5 minutos. Em seguida foram adicionados 0,5 mL de
bissulfito de sodio para paralisar a reacdo. As leituras foram realizadas, apés 10

minutos de repouso, em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 450 nm.

3.4.3.6 Atividade de quitinases e p-1,3-glucanases

Para dosagem das atividades de quitinases e -1,3-glucanases, as amostras
foram maceradas em 4,0 mL de tamp&o de extracdo de acetato 100 mM (pH 5,0),
com posterior centrifugacéo (20.000 g por 25 min, a -4 °C). O sobrenadante (extrato
protéico) foi coletado e 200 pL utilizados para a avaliacdo da atividade das enzimas.

A atividade enzimatica das quitinases foi avaliada através da liberacdo de
fragmentos soluveis de “CM-chitin-RBV”, a partir de quitina carboximetilada marcada
com remazol brilhante violeta. Para tanto, 200 pL do extrato foram misturados a 600
uL do mesmo tampao de extragdo e a 200 pyL de “CM-chitin-RBV” (2,0 mg.mL™).
Apés incubacao por 20 min a 40°C a reacdo foi paralisada com a adicdo de 200 pL
de solucéo de HCI 1,0 M, seguida de resfriamento em gelo e centrifugacéo a 10.000
g por 5 min. A absorbancia a 550 nm do sobrenadante foi determinada como
referéncia e os resultados foram expressos em unidades de absorbancia.mint.(mg
de proteina)?, descontando-se os valores de absorbancia do controle (800 uL de
tampao de extragdo + 200 pL de “CM-chitinRBV”).

Para a determinagao espectrofotométrica das atividades de 3-1,3-glucanases
nos extratos foi utilizada, como substrato uma solugdo de carboximetilcurdlan-
remazol azul brilhante (CM-Curdlan-RBB 4 mg.ml*, Loewe Biochemica GmbH), de
acordo com metodologia desenvolvida por Wirth e Wolf (1992) e com o procedimento
descrito por Guzzo e Martins (1996). Para tanto, 200 puL do extrato protéico foram
misturados com 600 pL do mesmo tampao de extracao e 200 pL de CM-curdlan-RBB

(4,0 mg.mL1). Apds incubacdo por 20 min a 40°C, a reacdo foi paralisada com a
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adicdo de 200 pL de solucdo de HCI 1,0 M, seguida de resfriamento em gelo e
centrifugagdo a 10.000 g / 5 min. A absorbancia do sobrenadante foi determinada a
600 nm. Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia.mint.(mg

proteina)™.

3.4.4 Avaliacdo da doenca

A avaliacdo de severidade teve inicio quando o0s primeiros sintomas
apareceram nas plantas. A avaliacéo foi realizada segundo a escala diagramética de
Matiazzi (2003) (figura 3.6). Foram realizadas cinco avaliacdes, respeitando
intervalos de 10 dias entre elas. Para cada dado obtido calculou-se a area abaixo da
curva do progresso da doenca (AACPD) usando a equacdo (SHANER e FINNEY,
1977):

n-1
AACPD =Z [(yi+yi+1l) x0,5][ti+1—ti]
i

Onde:
n = nimero de avaliacdes;
yi = intensidade da doenca na i-ésima avaliacao;

ti = tempo no momento da i-ésima avaliagéo.
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Figura 19-Escala diagramatica para severidade do oidio da soja. Fonte: Mattiazzi,
2003.

Os dados foram submetidos ao teste de Normalidade de Lilliefors para verificar
o atendimento aos pressupostos do modelo mateméatico. Os dados ndo foram
normais e foram transformados por raiz de x, para obter-se distribuicdo normal.
Foram submetidos ao teste de Tukey nivel de 1% de probabilidade de erro. Os testes
estatisticos foram calculados utilizando o programa GENES®.
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3.5 Toxicidade a organismos nao-alvo

3.5.1 Avaliagdo de ecotoxicologia, com o uso de Artemia salina

O presente ensaio foi realizado para verificar se os FCM apresentam
caracteristicas poluidoras do meio ambiente. Para a andlise foi utilizada a
metodologia de Meyer et al. (1982) adaptada.

Os cistos de A. salina foram colocados em 1L de agua destilada contendo 35
g de sal marinho (0,5 mg mL-1) e mantidos sob aeracao e agitacdo constantes, a 26
+ 2°C por 48 horas para a eclosdo. Apés a eclosao dos cistos, 15 larvas de Artemia
salina foram transferidas para tubos contendo dgua salgada mais as concentracfes
(50%; 25% 15% 10% 5% e 1%) dos tratamentos que consistiram em: C0O1- meio BD,
C02- apenas agua da eclosao, FO1 - filtrado do crescimento micelial de G. lucidum
sem eliciacdo; FCO02- filtrado da eliciacdo com lignina, FC03- filtrado da eliciacdo com
AS. Os microcrustaceos foram incubados por 24 horas. Decorrido este periodo de
contato com os tratamentos, foi realizada a contagem de sobreviventes.

Os dados foram analisados pelo método Probits (FINNEY, 1962) e expressos
como CL50 (concentracdo letal média) e percentual de mortalidade. Foram
consideradas toxicas as substancias quando a CL50 foi menor que 1000 ppm.
Resultados com 100% de mortalidade significam elevada toxicidade e de 0%, sem

toxicidade.

3.5.2 Andlise do desenvolvimento embrionario inicial de Gallus gallus domesticus
L.

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) — UTFPR.

Foram utilizados para o estudo ovos fertilizados de Gallus gallus (matrizes
pesadas da linhagem COBB ou ROSS, com idade entre 36 e 40 semanas) fornecidos
por incubatério comercial da regido. Os ovos foram selecionados de acordo com dois
critérios: peso e presenca de rachaduras - foram utilizados apenas aqueles que
tiveram peso entre 60 e 65 g e ndo apresentaram rachaduras. Os ovos foram

higienizados com papel toalha umedecido em alcool etilico 70% e identificados.
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Os tratamentos consistiram em: CV- apenas meio BD, CF- grupo controle
fechado onde o ovo ndo sofreu nenhum tipo de injecéo, FO1 - filtrado do crescimento
micelial de G. lucidum sem eliciagéo; FCO02- filtrado da eliciagdo com lignina, FC03-
filtrado da eliciacdo com AS. Os FCM foram utilizados na concentracdo de 20% v/v
e foram injetados no tempo EO, quando o embrido encontrava-se no estagio de
blastula para simular ao maximo a situacéo de exposi¢cado no ambiente (Figura 1).

Apos as injecdes, os ovos foram mantidos por 3 dias em incubadora BOD, sob
temperatura controlada a 38°C e umidade e ventilacdo constantes. Foram incubados
e abertos, aproximadamente 200 ovos, contabilizando 40 ovos por tratamento. A
quantidade de embrides classificados entre vivos e mortos € inferior ao total de ovos
incubados, uma vez que ovos sem embrido visivel foram considerados inférteis e
descartados.

ApOs os periodos de incubacéo, os embrides foram removidos da incubadora
e analisados para quantificar as taxas de vivacidade e anormalidade. Ap6s a abertura
do ovo, antes da eutanasia, foi avaliada a frequéncia cardiaca dos embrides por
minuto, 0S ovos que apresentaram auséncia de batimentos cardiacos foram
classificados como mortos e foram descartados. Os embrides que sobreviveram
foram coletados para o estudo anatomo-morfolégico. Toda alteracdo morfolégica foi
considerada como critério para analise da anormalidade, em comparacdo as
descricOes realizadas por Hamburguer e Hamilton (1951).

Subsequentemente a andlise de viabilidade os embriées foram montados pela
técnica de montagem total de acordo com metodologia proposta por Yamamoto
(2009). Inicialmente foi realizada uma abertura na casca dos ovos com auxilio de
uma tesoura de ponta fina (Figura 20 A), e os discos embrionarios recortados com
o auxilio de tesoura e pinca (Figura 20 B), retirados e fixados em um pedaco de
papel filtro retangular com uma janela em retangulo na regido central onde foi
encaixado sobre o embrido para manté-lo distendido (Figura 20 C). Os embribes
fixados no papel filtro foram colocados em solucéo fixadora Carnoy (60% alcool
absoluto, 30% cloroférmio e 10% acido acético glacial) por 24 horas. Na sequéncia
os embrides foram lavados e mantidos em solucado de etanol 70%. Para a coloracao
os embrides foram hidratados em agua destilada por 10 minutos e imersos no
corante Carmalimen de Mayer (agua destilada, Carmin — BHD Chemicals, Sulfato
de aluminio e amoénia — J. T. Baker Chemicals, acido acético glacial) por 48h

aproximadamente ou até ficarem levemente avermelhados. Depois da coloracao os
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embrides foram desidratados em série crescente de etanol — 70%, 90% e 95% (10
minutos cada), 100% | e 100% Il (15 minutos cada) — e diafanizados com dois banhos
de xilol (10 minutos cada).

Para a realizacdo da montagem em lamina, o papel filtro foi retirado e os
embrides foram cobertos com Bélsamo do Canada e protegidos com laminula de

vidro, constituindo a montagem da lamina permanente (Figura 20 D).

Figura 20-Coleta dos embrifes para analise por montagem total. A: abertura do ovo,
B: embrido (tracejado), C: Coleta e fixacdo em papel filtro, D: montagem em lamina
permanente. Fonte: o autor (2019).

As laminas dos embrifes foram avaliadas quanto aos aspectos morfolégicos
das vesiculas encefalicas, vesiculas épticas, curvatura corporal, parede do corpo,
tubo neural e regido caudal. Essas estruturas foram selecionadas devido a facilidade
de sua identificagéo nas laminas de montagem total (Figuras 20 e 21). Os embrides
com malformacgdes foram aqueles que ndo apresentaram um padréo de organizagéo
corporal normal, sendo impossivel identificar a maioria das estruturas e o estadio
embrionario e foram contabilizados e classificados quanto a malformacdes

especificas.



69

Figura 21-Embries de 3 dias de desenvolvimento. A: Estadio 16. B: Estadio 17. C:
Estadio 18. D: Estadio 19. Fonte: Hamburger e Hamilton (1951).
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Figura 22-Embrides nos estadios embrionérios 13, 14, 15 e 16. AM = Amnion; AR =
Arcos branquiais; AU = Vesiculas auditivas; BC = Broto da cauda; C = Coragéo; D =
Diencéfalo; M = Mesencéfalo; Ml = Mielencéfalo; MT = Metencéfalo; O = Vesicula
Optica; S = Somitos; T = Telencéfalo. Fonte: Hamburger e Hamilton (1951).

Figura 23- Embrides nos estadios embrionarios 17, 18, 19 e 20. AM = Amnion; AR
= Arcos branquiais; AU = Vesiculas auditivas; BA = Broto da asa; BC = Broto da
cauda; BP = Broto da perna C = Coracéo; D = Diencéfalo; FC = Flexura cervical; M
= Mesencéfalo; MT = Metencéfalo; N = Neuréporo anterior; O = Vesicula 6ptica; R =
Romboencéfalo; S = Somitos; T = Telencéfalo. Fonte: Hamburger e Hamilton (1951).

Os resultadosnao apresentaram uma distribuicdo paramétrica. Foi utilizado
Software RStudio® e os pacotes “agricolae” (Statistical Procedures for Agricultural
Research) e pacote “Imteste” (Testing Linear Regression Model), para realizacao das
analises. Os dados de viabilidade seguiram um modelo linear generalizado “glm”
(binomial), e foram analisados pelo teste de Qui quadrado. Os dados de frequéncia
cardiaca foram analisados pelo teste de Poisson. A analise dos dados referentes aos
estagios de desenvolvimento embrionario também seguiram uma distribuicdo néo
paramétrica e foram avaliados pelo teste de Kruskal Wallis, pela soma dos postos

(ranks) das observacdes em cada grupo (estagios).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Efeito antifungico dos filtrados do crescimento micelial

4.1.1 Efeito in vitro: determinagdo da concentracao inibitdria minima (CIM)

Cogumelos do género Ganoderma séo relatados como importante fonte de
compostos antimicrobianos. Neste trabalho, os filtrados do crescimento micelial de
G. lucidum submetido a eliciagdo com AS demostraram efeito inibitério sobre o fungo
patogénico Erysiphe diffusa na concentracdo minima de 5 mg/mL. Fato este que
pode estar relacionado com a presenca de compostos com acao fungicida
produzidos pelo G. lucidum em meio liquido quando eliciado por AS, ja que quando
utilizou-se somente o filtrado de Ganoderma néo ocorreu efeito sobre o patégeno.
Ainda com os resultados obtidos, podemos afirmar que tais principios ativos séo
produzidos quando eliciados com agentes especificos. Esta modulacdo do
metabolismo pdde ser observada mediante a eliciacdo com AS; ja quando utilizou-
se lignina como eliciador tal agdo antimicrobiana néo foi observada.

Além de Ganoderma + AS, o uso de oxicloreto de cobre (0,5-1,5 L/ha)
demonstrou efeito inibitério minimo de 10 mg/mL. J& € amplamente reconhecida a
acdo fungicida do oxicloreto de cobre sobre patdégenos. Ainda, quanto ao fungicida
a base de Azoxistrobina + Ciproconazol (0,3-1,5 L/ha); o fato de este nédo ter
apresetado efeito fungicida, esta relacionado a acéo sistémica destas substancias
na planta; ao contrario do oxicloreto, o qual possui acao protetora direta sobre o
patdégeno.

O fato de os demais FCM nao apresentarem interferéncia no crescimento do
fungo é uma evidéncia de que ndo apresentam efeito fungicida direto sobre o
patogeno, porém este fato ndo descarta a possibilidade de algum dos compostos ser
metabolizado pela célula vegetal e transformado em uma substancia fungitoxica que

controle a doencga nas plantas.
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Tabela 1- Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos tratamentos sobre Erysiphe
diffusa. UTFPR Campus Dois Vizinhos, 2019.

Tratamentos CIM (mg / mL'l)
Agua -
AS -
Lignina -
oxicloreto de cobre 10

Azoxistrobina + Ciproconazol -

Ganoderma 20% -

Ganoderma +lignina 20% -

Ganoderma + As 20% 5
Fonte: o autor (2019).

O mecanismo da atividade antimicrobiana de Ganoderma sp. permanece em
grande parte indefinido. Pesquisas apontam que esse efeito é devido a acéo
sinérgica de varios componentes diferentes; ou seja, a acdo observada ndo decorre
de apenas uma substancia quimicamente ativa mas da acao de varias substancias,
como polissacarideos, triterpenos, esteréis, adenosina, nucleotideos, lectinas e
outras proteinas (WASSER, 2014).

Dada a presenca de um amplo espectro de agentes antimicrobianos, 0s
fitrados do crescimento micelial submetidos a eliciacbes exibiram efeito
antimicrobiano sobre oidio da soja in vivo. Estes resultados sugerem um grande
potencial inovador, porgue a maioria das pesquisas que precedem este estudo e que
esta relacionada a extratos de corpos de frutificacdo e micélio, relatam apenas a
avaliacdo da atividade de polissacaridios isolados, e na sua grande maioria
mencionando apenas seu potencial de inibir bactérias. Ainda sd0 escassos 0S
resultados acerca dos filtrados do crescimento micelial sobre fungos causadores de
doencas em plantas; além disso, a maioria destes estudos foi realizada apenas in
vitro.

Geralmente, o0s extratos aquosos e organicos de G. lucidum (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol) demostram acdo bactericida,
principalmente sobre Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. O meétodo de extracao
demonstra estar intimamente relacionado a acgéo inibitéria dos extratos contra

determinadas cepas de microrganismos (KAMRA; BHATT, 2012).
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Heleno et al. (2013) relataram que o extrato metandlico apresentou maior
atividade contra Staphylococcus aureus e Bacillus cereus do que os antibiéticos
ampicilina e estreptomicina. Concentragdes inibitérias minimas estavam na faixa de
0,0125 a 0,75 mg/ mL e concentracdes bactericidas de 0,035 a 1,5 mg/ mL. No
entanto, a capacidade contra Pseudomonas aeruginosa foi a mais fraca. O extrato
de cloroférmio isolado do corpo frutifero de Ganoderma lucidum teve efeito inibitorio
frente a Staphylococcus aureus (8 mg/ mL) e Bacillus subtillis (8 e 16 mg/ mL). Os
autores revelaram que uma variedade de derivados lipidicos, incluindo esterdis e
acidos triterpendides estavam presentes no extrato de cloroférmio (KEYPOUR,
2008).

A extracdo com agua quente do corpo de frutificacdo de G. lucidum cultivado e
posterior fracionamento por precipitacdo com etanol e cromatografia em coluna de
DEAE-celulose forneceram polissacarideos capazes de inibir o crescimento de
patdgenos de plantas (Erwinia carotovora, Penicillium digitatum e Botrytis cinerea )
e cinco microorganismos alimentares (Bacillus cereus , Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Aspergillus niger e Rhizopus nigricans). A agua é o meio mais comum para a
extracdo polissacarideos, que apresentam em sua extragao principalmente as 3-1,3-
glucanas, e sdo geralmente responsaveis por sua atividade biol6gica e podem atuar
como agentes in vivo (BAI et al., 2008 ).

Shahid et al, (2016) realizadram uma pesquisa para verificar o melhor extrato
de G. lucidum contra fungos patogénicos de plantas (Fusarium oxysporum e
Alternaria alternata) isolados de Calendula officinalis (caléndula). Quando fungos
foram tratados com 20% de extrato metandlico, obteve-se a maior atividade
antifngica contra F. oxysporum, com 57% do seu crescimento inbido; para A.
alternata foi reduzido até 52% em relacdo ao controle. O extrato de acetona
demonstrou 52% de inibicdo contra A. alternata e 49% contra F. oxysporum, quando
utilizado também na concentracdo de 20%. Com o0 uso do extrato aquoso, O
crescimento de F. oxysporum reduziu em 40% . Em todas as técnicas os extratos
apresentaram bons resultados.

Cilerdzic et al. (2016), foram alguns dos poucos pesquisadores que
estudaram a atividade antimicrobiana e antioxidante dos filtrados do caldo de
fermentacao obtido de Ganoderma lucidum. As cepas demostraram grande potencial
antibacteriano, inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli

nas concentracoes apenas de 6,25% e 12,50%, respectivamente. Para Aspergillus
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niger, Penicillium cyclopium e Pseudomonas aeruginosa, apenas na concentracao
de 100%. Os filtrados sdo novos agentes antioxidantes e antimicrobianos potentes
gue podem ser obtidos mais rapidamente e de forma mais barata.

Os exopolissacarideos (EPS) obtidos de G. lucidum também apresentam
potencial bactericida. O exopolissacarideo contém varios compostos de alto peso
molecular e possui propriedades adsortivas e adesivas devido a presenca de varios
grupos de substancias. A atividade antibacteriana do EPS de um meio basal e um
meio de malte contra algumas espécies bacterianas foi avaliada, os dois meios
mostraram a maior atividade contra o crescimento do Bacillus cereus (23 + 0,61 mm
e 18 + 0,38 mm), respectivamente (MAHENDRAN et al., 2013).

Trabalhos com o isolamento de proteinas e polissacaridios também sao
mencionados. Uma proteina antifangica chamada de ganodermina, isolada dos
corpos frutiferos de G. lucidium inibiu o crescimento de Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum e Physalo sporapiricola, com um valor de IC s0 de 15,2 mM, 12,4 mM e
18,1 mM, respectivamente (WANG; NG, 2006). Duas hidroquinonas ganomicinas A
e B isoladas de Ganoderma pfeifferi foram eficazes para inibicdo bacteriana. Os
valores de MIC dos compostos foram 25 ug / mL contra Staphylococcus aureus e
2,5 ug/ ml contra Micrococcus flavus. No ensaio de difusdo em agar zona de inibi¢édo
(ZOI) 15-25 mm / 100 pg/ para Bacilus subtilis, S. aureus e M. flavus (MOTHANA et
al., 2000).

Smania et al. (2003) isolaram trés esterdides e cinco triterpenos do fungo
Ganoderma annulare que foram fortemente efetivos contra os fungos Microsporum
cannis e Trychophyton mentagrophytes. Sajeena e Marimuthu (2013) testaram
formulacéo isolada de Ganoderma sp. (Ganosol 10EC a 0,25%), que apresentou
efeito no controle de crescimento de patégenos Rhizoctonia solani in vitro. Um
composto chamado de G_app7 foi isolado de Ganoderma applanatum, apresentou
atividade anti-oomiceta semelhante a estrobilurina. Esse composto foi eficiente na
inibicdo do crescimento e desenvolvimento do mildio causados por Sclerospora
graminicola em milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.). (JOGAIAH et al., 2016).

Os resultados desse trabalho demonstram que 0os compostos bioativos de G.
lucidum tém o potencial de serem utilizados como agentes de controle biolégico no
controle de doencas de plantas. Ainda podem ser testados contra varios outros
microorganismos e doencas de plantas. Logo, trabalhos futuros devem focar em

ensaios in vivo em plantas e na extragdo de compostos conhecidos com
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propriedades antimicrobianas. Uma melhor compreensdo destes compostos é
crucial para identificar os potenciais efeitos sobre varias doengas a campo.

4.1.2 Efeito in vivo: aplicacéo foliar em plantas de soja

Plantas de soja, quando pulverizadas com os FCM na concentracao de 20 %
vlv, apresentaram reducdes da severidade de oidio em relacdo ao controle.
Conforme desmonstrado na Figura 4.1, pelo teste de Friedman, quanto maior a soma
dos postos menor a severidade de doenga nas folhas.

Nas quatro avalicbes realizadas (2, 5, 7 e 10 dias), apds a aplicacéo,
ocorreram variacdes significativas entre os tratamentos; no entanto, de modo geral
observou-se o efeito dos FCM e dos controles (fungicidas), demonstrando haver
potencial dos FCM no controle da doenca.

Na primeira avaliacao, 2 dias apds a aplicacao dos tratamentos, os melhores
resultados para reducéo da severidade foram observados pelo filtrado da eliciacdo
com lignina, que né&o diferiu do fungicida Azoxistrobina + Ciproconazol (0,3-1,5 L/ha).
O efeito desse filtrado se manteve até sete dias apos a aplicacdo; ap0s esse periodo
o fungo voltou a colonizar o tecido foliar.

Na terceira e na quarta avaliacdo, respectivamente 7 e 10 dias apos a
aplicacao, o tratamento com filtrado submetido a eliciagdo com AS evidenciou uma
maior reducao da severidade de doenca nas folhas. P6de—se perceber que sua agéo
foi crescente ap6s a aplicacdo, isso sugere que o efeito tenha ocorrido devido a
ativacdo de mecanismos de resisténcia da planta. O filtrado de G. lucidum sem
eliciacdo também apresentou reducdo da incidéncia quando comparado com as
folhas apenas tratadas com agua.

Os resultados demonstraram o efeito curativo em plantas de soja infectadas
por oidios, pela aplicacdo dos filtrados de cultura de G. lucidum. Estes filtrados
reduziram significativamente a incidéncia de oidio quando aplicados na
concentragdo de 20%. N&o foi verificado efeito sistémico dos FCM; a protegéo foi
local e pode estar relacionada a atividade antifungica dos FCM, bem como a ativacéo

de mecanismos de defesa da planta.
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Embora se tenha observado uma protecdo parcial das plantas de soja contra
oidio, uma aplicacdo em toda a planta poderia vir a reduzir significativamente a

incidéncia desta doenca em lavouras de soja.
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Figura 24- Soma dos postos para as notas de incidéncia de oidio na faixa do foliolo
pulverizado, utilizando-se a escala de notas proposta, sendo: 0- sem controle; 1-
baixo controle; 2- controle; S- sistémico. As avaliagbes ocorreram em 2, 5, 7 e 10
dias ap0s as aplicacéo, onde CO1 - agua destilada; C02 - oxicloreto de cobre .C03 -
Azoxistrobina + Ciproconazol; FO1 - filtrado do crescimento micelial de G.lucidum
sem eliciacdo; FC02 - filtrado da eliciagdo com lignina; FCO3 - filtrado da eliciacdo
com AS. As avaliacdes de severidade de doenca ocorreram a 2, 5, 7 e 10 dias ap0s
aplicacado. Letras diferentes indicam variacao estatistica entre os tratamentos pelo
teste de Friedman, onde os dados foram ordenados em ranks. Fonte: o autor (2019).

Nas quatro avaliagbes efetuadas os tratamentos com fungicidas diferiram
significativamente da testemunha. Como ja era de se esperar, constatou-se a
eficiéncia de oxicloreto de cobre ,bem como do fungicida a base de Azoxistrobina +
Ciproconazol.

Os fungicidas a base de cobre resultam em um bom controle da doencga, no
entanto eles podem acarretar fitotoxidade, causando queima das folhas, desfolha e
reducdo na produtividade, principalmente sob condi¢cbes de temperaturas acima de
26 a 30°C (STADNIK; KOBORI; BETTIOL, 2001). Os fungicidas sistémicos sédo 0s
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mais eficientes e também os mais recomendados para o controle do oidio (STADNIK;
KOBORI; BETTIOL, 2001).

O ingrediente ativo Azoxistrobina € um fungicida do grupo das estrobilurinas,
o qual tem sido eficaz no controle das principais doencas da cultura do café e soja.
Ja os ingredientes ativos Tebuconazol e Ciproconazol do grupo quimico dos triazois
atuam na formacao da biossintese do ergosterol e podem agir de forma protetora ou
curativa, também proporcionam elevada fungitoxicidade, rapida penetracdo e
translocacao nos tecidos vegetais. Como efeito curativo apresentam elevada funcéo
residual, como protetores oferecem acdo téxica a germinacdo de esporos
(RODRIGUES, 2009).

A eficacia dos extratos e filtrados de basidiomicetos no controle de doencas
de plantas, por acdo tanto direta quanto através da inducdo de resisténcia, vem
sendo comprovada. Porém, ainda sdo poucos os trabalhos que testaram esses
compostos a campo.

O extrato aquoso do substrato de A. bisporus reduziu significativamente a area
foliar afetada pela sarna da macieira em relacéo a testemunha no trabalho realizado
em campo (YOHALEM; NORDHEIM; ANDREWS, 1996). Os filtrados de cultura de
P. sanguineus foram eficazes no controle de mancha angular do feijoeiro, causada
por Pseudocercospora griseola. Os filtrados reduziram em 82 e 49%
respectivamente a doenca em casa de vegetacdo e no campo, em relacdo ao
controle, que foi agua (VIECELLI et al., 2009). Plantas de pepino tratadas com
pulverizacdo de extrato aquoso autoclavado do substrato de L. decastes e Pleurotus
eryngii apresentaram reducdo significativa nos sintomas das doencas causadas
pelos patdogenos Podosphaera xanthii.,, Pseudomonas syringae pv. lachrymans e
Colletotrichum orbiculare (PARADA et al., 2012).

4.2 Efeito na Inducao de Resisténcias em plantas

4.2.1 Ativacéo de fitoalexinas em cotilédones de soja

Os resultados do bioensaio para a producao de gliceolinas em cotilédones de
soja tratados com os filtrados de G. lucidum estéo apresentados na Tabela 2. Todos

os tratamentos com FCM elevaram a expressédo da atividade de fitoalexinas em
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relacdo a testemunha. O filtrado de G. lucidum submetido a eliciacdo com AS nas
concentragdes de 10% e 20% foram os tratamentos que induziram o maior acimulo
de gliceolinas; o filtrado da eliciacdo com lignina utilizado a 20% também demonstrou
efeito semelhante.

Foi observado o acumulo de gliceolinas a partir da concentracdo de 5% de
todos os filtrados, quando comparados com as testemunhas. A expressao de
respostas de defesa foi relacionada a dose dos elicitores. Ou seja, ocorreu maior
acumulo de fitoalexinas com o0 aumento das concentracdes dos filtrados. Os
compostos oxicloreto de cobre (0,5-1,5 L/ha) e Azoxistrobina + Ciproconazol (0,3-1,5
L/ha) ndo apresentaram efeito na inducao de gliceolinas em soja.

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios, sintetizadas pelas plantas em
resposta a estresses fisicos, quimicos ou biolégicos. O acumulo de fitoalexinas, tal
como a ativagcdo de outros mecanismos de defesa, ocorre em resposta ao
reconhecimento de moléculas elicitoras (SMITH, 1996). Extenso numero de
espécies moleculares pode funcionar como moléculas elicitoras para a sintese de
fitoalexinas, como oligossacarideos, proteinas e polipeptideos, acidos graxos, 6leos
essenciais e mutos outros compostos bidticos ou abidticos. Na literatura ndo ha
relatos sobre o uso de G. lucidum como elicitor de respostas de defesa vegetal.
Neste trabalho foi comprovada a eficiéncia dos FCM de G. lucidum como moléculas

elicitoras para a sintese de gliceolinas em plantas de soja
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Tabela 2. Inducéo de fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja pelos FCM de G.
lucidum submetidos a diferentes tratamentos de eliciacdo. UTFPR — Campus Dois
Vizinhos, 2019.

Tratamentos Fitoalexinas Abs (285nm/g.p.f.)
Ganoderma +AS 20% 0,285 a
Ganoderma +AS 10% 0,269 a
Ganoderma + Lignina 20% 0,237 a
Ganoderma + As 5% 0,221 b
Ganoderma + Lignina 10% 0,218 b
Ganoderma + Lignina 5% 0,208 b
Ganoderma 10% 0,199 b
Ganoderma 20% 0,198 b
Ganoderma 5% 0,165 b
Ganoderma + Lignina 2% 0,104 c
Ganoderma + As 2% 0,092 c
oxicloreto de cobre 0,087 c
Azoxistrobina + Ciproconazol 0,075 ¢
Ganoderma 2% 0,054 c
Agua destilada 0,047 ¢

CV =19.32 %

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de Scott
Knott (p<0,5) .Fonte: Autor (2019).

Por sua vez, em soja a gliceolina (um pterocarpano derivado de um
isoflavonoide produzido por espécies da familia Fabaceae), € uma molécula
importante nas interacdes da planta com fitopatégenos. Séo sintetizadas a partir de
precursores glicosilados. Quando o tecido vegetal é atacado por um patdgeno, ou
tratado com elicitor, os precursores sofrem alterac6es em suas moléculas, originando
as fitoalexinas. O aumento na concentracéo de fitoalexinas ocorre em células bem
proximas ao ponto de penetracdo. Ja nas células mais distantes, ocorre um aumento
na sintese dos precursores e essas ficam em estado de alerta (GRAHAM, 1995).

O modo de acdo das fitoalexinas sobre fungos inclui granulagéao
citoplasmatica, desorganizacdo dos conteudos celulares, ruptura da membrana
plasmatica e inibicdo de enzimas fungicas, refletindo na inibicdo da germinagéo e na
elongacédo do tubo germinativo e na reducéo ou na inibicdo do crescimento micelial
(CAVALCANTI et al., 2005, SMITH, 1996).

O tratamento elicitor leva a planta a um estado de alerta chamado de

‘primming”, que torna a resposta de defesa mais rapida e intensa no momento em
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que ocorre o contato com o patégeno (CONRATH et al., 2006). Segundo Fauth et al.
(1996), o ferimento causado nesse tipo de bioensaio € suficiente para condicionar 0s
tecidos cotiledonares, e o tratamento subseqiente com o indutor faz o papel do
patogeno, levando a sintese de compostos de defesa. Assim o tratamento de
cotilédones de soja com os FCM faz com que ocorra a sintese de fitoalexinas sem a
necesidade de contato com o patdgeno.

Trabalhos semelhantes foram realizados, Arruda et al., (2012) demonstraram
gue os extratos de cogumelos Agaricus blazei (= A. subrufescens), Lentinula edodes
e Pycnoporus sanguineus na concentracéao de 20% v/v exibem efeito sobre Erysiphe
diffusa e também inducdo de resisténcia na ativacdo de fitolaexina (gliceolina) in
vitro. Fiori-Tutida (2003) obteve resultado semelhante na inducéo de fitoalexinas em
cotilédones de soja e mesocatilos de sorgo, utilizando diferentes isolados de A. blazei
(= A. subrufescens) e L. edodes. Beninca (2007) observou a extragdo com
diclorometano, hexano e etanol de basidiocarpos de P. sanguineus ndo ativaram a
sintese de fitoalexina gliceolina, mas sim a sintese de deoxiantocianidinas em sorgo.

Meinerez et al. (2007) verificaram que extratos aquosos de basidiocarpos de
P. sanguineus apresentam potencial indutor de resisténcia em cotilédones de soja
pela sintese de fitoalexinas e também pelo aumento na atividade de peroxidase. Da
mesma forma Pazuch (2007) verificou que extratos aquosos de basidiocarpos,
micélio e filtrado de cultura de P. sanguineus possuem atividade indutora de
fitoalexinas em cotilédones de soja e mesocoétilos de sorgo. Em estudos realizados
por Piccinin (2000), as preparacfes de L. edodes induziram a producdo de
fitoalexinas do complexo das deoxiantocianidinas em mesocoétilos de sorgo e de
gliceolinas em cotilédones de soja. Da mesma forma, os filtrados do crescimento
micelial e estipe do cogumelo foram eficientes na reducdo de infeccbes locais e
sistémicas por X. axonopodis pv. passiflorae em maracujazeiro.

Com base nos resultados deste traballho é possivel afirmar que os filtrados de
Ganoderma lucidum possuem capacidade de induzir a sintese de fitoalexinas em
cotilédones de soja, apresentando especificidade de ativagdo da defesa vegetal em

funcdo das concentracdes e produtos utilizado na eliciacao.
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4.2.2 Avaliacdo dos mecanismos bioquimicos de defesa

4.2.2.1 Proteinas totais

No experimento conduzido no patossistema soja/oidio em casa de vegetacao,
objetivou-se avaliar a atividade enzimatica entre diferentes tratamentos eliciadores,
em tempos de coleta de materiais vegetais. Conforme a Tabela 3, verificou-se que
os valores de proteinas aumentaram significativamente nas plantas tratadas com
FCM e inoculadas com oidio, quando comparados a testemunha e ao controle com
fungicidas.

Esse aumento significativo na quantidade de proteinas indica que os filtrados
possuem acao sobre o metabolismo primario das plantas. O acumulo de proteina em
plantas de soja teve inicio 48 horas ap6s o tratamento com o filtrado submetido a
eliciacdo com AS e se manteve crescente até 192 hpa. De maneira geral, todos os
FCM estimularam o aumento na concentracéo de proteinas em plantas de soja a 192
hpa quando comparados com a testemunha. N&do houve diferenca estatistica entre
as testemunhas, nas quais foi aplicado apenas agua, e as plantas que receberam
aplicacao de fungicida a base de oxicloreto de cobre.

O aumento no teor de de proteinas no tecido vegetal desafiado com um
patégeno ou tratado com eliciadores pode indicar a ativacdo dos mecanismos de
defesas. Moléculas elicitoras estimulam respostas de defesa em plantas, resultando
na sintese de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas).

As proteinas sdo polimeros de aminoacidos, esses aminoécidos sao
precursores para muitos metabdlitos de plantas relacionados a defesa. Também
apresentam funcdes estruturais e dindmicas e participam em diversas reacdes
bioquimicas como catalisadores enzimaticos. Entre as proteinas, ha as relacionadas
a patogénese (Proteinas-RP) as quais sao induzidas nos tecidos vegetais em funcao
da inoculagdo com patdgenos/ microrganismos, sistemicamente ou localmente
(GUZZO, 2004).
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Tabela 3 — Proteinas totais (mg.g tecido™) de plantas de soja tratados com FCM de
G. lucidum e oxicloreto de cobre. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2019.

Tempo (horas) Tratamentos
Controle Gano GanoAS GanoLig Oxicloreto cobre
0 1,79 aB 2,26 aB 1,83 aB 2,11 aAB 2,31 aA
48 2,00 aA 1,95 aB 2,17 aA 1,84 aB 1,93 aAB
96 152bAB 2,21abB 2,36 aA 2,43 aAB 1,62 bAB
192 1,99 bA 2,98aA 2,53aA 2,80 aA 1,51 cB

*CV =17.90 % ***CV =19.59 %

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal, ou mailscula na vertical néo diferem
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. *Coeficiente de variagédo dos
tratamentos. ** Coeficiente de variacao das datas de coleta. Fonte: o autor, 2019.

A inducédo de resisténcia em plantas pode ser desencadeada por varios
elicitores, entre eles os filtrados do crescimento micelial de G. lucidum. Os
compostos presentes no filtrado podem atuar como elicitores que irdo se ligar a
receptores na membrana plasmatica da célula vegetal; posteriormente esse sinal €
transmitido no interior da célula, ativando mensageiros secundarios, que amplificam
o sinal e regulam a expressdo de genes especificos, resultando na indugcédo de
resisténcia a fitopatdgenos (ARRUDA et al., 2012).

Entre os potenciais indutores de resisténcia encontram-se 0s cogumelos
comestiveis e medicinais. Em trabalho realizado por Viecelli et al. (2009), foi
observado que em plantas de feijao tratadas com filtrado de cultura de Pycnoporus
sanguineus contra Pseudocercospora griseola houve aumento nos teores de
proteinas. Kuhn (2007) observou uma reducao no teor de proteinas em plantas de
feijdo quando tratadas com Bacillus cereus, uma tendéncia contraria ao tratamento
com acibenzolar-S-metil, demonstrando a especificidade na resposta fisiol6gica da
planta.
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4.2.2.2 Fenilalanina amoénia-liase (FAL)

Em relacdo a atividade da enzima fenilalanina aménia-liase em plantas de
soja tratadas e inoculadas com Erysiphe diffusa, os resultados apresentados na
Tabela 4 demonstram que as plantas tratadas com os FCM apresentaram maior
atividade da enzima em comparagéo com plantas néo tratadas.

Houve um aumento expressivo da sintese dessa enzima em 48 horas apos a
aplicacdo dos tratamentos. Esse rapido incremento em plantas tratadas e nao
tratadas pode estar relacionado a ativagao da resisténcia induzida pela colonizacdo
do patogeno, que ocorre 24 horas apdés o tratamento das plantas, o qual
possivelmente serviu como eliciador.

O fungo, ap6s inoculacdo nas plantas, demora cerca de 6 a 10 horas em
média para germinar, formar o apressorio e colonizar o tecido vegetal; as respostas
do hospedeiro ocorrem durante este tempo, incluindo algumas respostas
bioquimicas que podem influenciar o resultado do encontro iminente entre o
apressorio e a célula hospedeira. Apés quatro a cinco horas da inoculacéo, as
atividades de trés enzimas chaves envolvidas na metabolismo secundério da planta
podem ser expressadas. S&o elas: fenilalanina amonia-liase (FAL), tirosina (TAL),
peroxidase e fitoalexinas (GREEN et al., 1975).

A atividade da enzima FAL foi pronunciada a 192 horas ap6s a aplicacdo do
filtrado de Ganoderma + AS. Para os demais tratamentos, os valores foram inferiores
e reduzindo com o passar do tempo. Assim € pertinente supor que a ativacao dessa
enzima nas plantas tratadas foi mais tardia se compararmos com as plantas nao
tratadas. Isso sugere que os FCM de G. lucidum sé&o elicitores eficientes para sintese
da enzima fenilalanina amoénia-liase em plantas de soja

Os resultados expostos nesse trabalho confirmam que os FCM de G. lucidum
possuem acdo sobre o metabolismo secundario da planta ativando a rota dos
fenilpropandides. Sendo assim, a aplicacdo dos FCM em plantas de soja conduz a
expressao da enzima FAL e subsequente aumento das respostas de defesa contra

o oidio.
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Tabela 4 - Atividade da enzima Fenilalanina aménia-liase (FAL) (mg./g.tecido) em
plantas de soja tratadas com FCM de G. lucidum e oxicloreto de cobre. UTFPR, Dois
Vizinhos — PR, 20109.

Tempo(horas) Tratamentos

Controle Gano GanoAS GanoLig Oxicloreto cobre

0 0,0073aB  0,0068 aB 0,0079aC 0,0067 aC 0,0059 aB
48 0,0131aA 0,0139aA 0,0138aB 0,0120 aB 0,0140 aA
96 0,0104aAB 0,0101aB 0,0143aB 0,0144 aAB 0,0131 aA

192 0,0079cB  0,0151 bA 0,0216 aA 0,0162 bA 0,0150 bA

**CV = 30.01 % ***CV =18.61 %

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal, ou maitscula na vertical ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. *Coeficiente de variagdo dos
tratamentos. ** Coeficiente de variag&o das datas de coleta. Fonte: o autor (2019).

Fenilalanina amonia-liase € a primeira enzima do metabolismo dos
fenilpropandides na maioria das plantas, e tem sido indicada pelo seu importante
papel no controle de acumulo de compostos fendlicos em resposta a infeccdo. A
biossintese de AS, assim como o da maioria dos compostos fendlicos nas plantas,
depende da biossintese de fenilalanina que é sintetizada a partir da eritrose 4-fosfato
e do fosfoenolpiruvato, através de uma série de reacdes que compdem a via do
Shikimato/Arogenato (STRACK, 1997). E uma enzima muito estudada em virtude da
sua importancia chave no metabolismo primério e secundario das plantas.

Em todas as rotas metabdlicas séo produzidos intermediérios que alimentam
outras vias. No caso dos fenilpropandides, o0 aumento da FAL leva a aumento da
sintese de fenilalanina que por sua vez, pode levar a aumento da concentracdo de
coumarato. O coumarato pode tanto continuar na via dos fenilpropanoides e levar a
incremento na sintese de lignina (associado a aumento na atividade de peroxidases),
como pode ser desviado para a producao de hidroxibenzoatos, flavonéides ou outros
fendis (LABANCA, 2002). Ou seja, 0 aumento da enzima FAL ndo necessariamente
sempre resultara no aumento de compostos fenolicos e peroxidases.

Alguns trabalhos correlacionam a aplicacdo de compostos de cogumelos com
a ativade da enzima FAL. Baldo (2008) observou que a aplicacao de extratos de P.
sanguineus em plantas de feijdo provocou aumento local e sistémico na atividade

especifica de fenilalanina amoénia-liase. Almeida et al. (2012) também verificaram a



85

maior ativacdo da FAL em 168 horas em soja quando inoculado com fungo P.
pachyrhizi. Polissacarideos de L. edodes, eficientes contra a mancha bacteriana, néo
ativaram a enzima fenilalanina amonia-liase em tomateiros, contudo o tratamento
com polissacarideos aumentou a atividade de peroxidases e o conteudo de fendis
totais (AGUIAR, 2016).

4.2.2.3 Fendis totais

Conforme os resultados demonstrados nesse trabalho, a ativacéao de repostas
de defesa foi visualizada através de aumentos na atividade da enzima FAL e também
pelo acumulo de compostos fendlicos totais em plantas de soja.

Os resultados para fendis totais mostraram uma tendéncia semelhante aos
de ativacdo da enzima FAL. Conforme a Tabela 5, houve maior teor de compostos
fendlicos totais em plantas tratadas com filtrado Ganoderma + lignina em 48 horas
apos a aplicacdo e 24 horas apos a inoculacdo do patdgeno, quando comparado
com as plantas néo tratadas e aos demais tratamentos.

Por outro lado, apdés esse pico de ativacdo os teores de fendis foram
reduzindo. Essa reducdo na concentracdo dos fenois pode estar relacionada a
sintese de peroxidases como mecanismso de defesa. De acordo com Kuhn e
Pascholati (2010) a reducdo dos compostos fendlicos pode ter ocorrido
principalmente a medida que as células foram se tornando lignificadas, uma vez que
compostos fendlicos sdo substrato para a sintese de lignina pela acdo de
peroxidases. Assim, a subsequente reducéo no teor de fendis seria consequente ao
maior teor de peroxidases nas plantas tratadas.

Para o tratamento com filtrado Ganoderma + AS os resultados também se
assemelham aos encontrados para a enzima FAL, obtendo um maior acimulo de
fenois a 192 horas apos a aplicacéo, enquanto houve uma reducdo para demais

tratamentos.
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Tabela 5— Compostos fendlicos (mg.g tecido™) de plantas de soja tratadas com FCM
de G. lucidum e oxicloreto de cobre. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2019.

Tempo (horas) Tratamentos
Controle Gano GanoAS GanolLig oxicloreto cobre
0 0,39 aB 0,41aB 0,37 aC 0,34 aC 0,33 aB

48 0,86 bA 1,02 bA 0,92 bB 1,37 aA 0,77 bA
96 0,88 aA 1,08 aA 0,94 aB 0,94 aB 0,77 aA

192 0,65cB 1,07abA 1,26 aA 0,99 bB 0,91 bcA

*CV=21.46% ***CV=21.62%

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal, ou mailscula na vertical ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. *Coeficiente de variagdo dos
tratamentos. ** Coeficiente de variacdo das datas de coleta. Fonte: o autor (2019).

Compostos fendlicos estdo diretamente ligados a expressdo da rota das
peroxidasses, que participam de varios processos fisioldgicos de grande importancia
na planta. Seu rpido acumulo, oxidacao e polimerizacéo no local da infec¢cdo podem
limitar o desenvolvimento do patégeno. Nesse processo os fendis sdo oxidados pela
acado do pero6xido de hidrogénio e polimerizados para formacao de lignina. Essa
lignina € depositada na parede celular. O refor¢o da parede celular vegetal aumenta
a resisténcia das plantas a enzimas/toxinas degradadoras produzidas pelos
patbgenos e atua como barreira fisica, reduzindo a severidade dos sintomas
(STRACK, 1997).

Os fendis podem ocorrer em células vegetais na sua forma livre, na forma
ligada a parede celular, ou ainda, conjugado para a formacéo de ésteres, amidas ou
glicosideos (STRACK, 1997). Os fenais livres sdo facilmente extraidos pelo uso de
metanol e os ligados por uma reacdo de esterificagdo com NaOH (Hidroxido de
sédio) (KOFALVI, NASSUTH, 1995). No entanto, a ligacdo por lago glicosidico é
estavel as bases, requerendo hidrdlise acida ou tratamento com glucosidases para
liberacdo da porcéo fendlica (HRAZDINA et al., 1997).

Nesse trabalho sé foram avaliados os fendis livres. Assim, a reducdo na
expressao de fendis também pode ter ocorrido devido a altera¢des que levaram ao
aumento rapido da concentracdo de fendis tanto livres quanto ligados a parede

celular, que nao foram quantificados. Também pode ter ocorrido uma rapida
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polimerizacdo para formacdo de lignina e ligagdo a parede, o que levou a
insolubilizacdo dos fendis livres, e assim, uma reducdo na quantificacdo em
laboratorio nas horas subsequentes (LABANCA, 2002). Para uma confirmacéo
coerente sobre essa hipotese seria imprescindivel a determinacdo da concentracao
dos fenois conjugados e da lignina na parede celular da planta. Uma avaliagéo via
microscépio sanaria essa duvida, e eventualmente confirmaria a incorporacdo de
fendis a parede celular.

O aumento da atividade de compostos fendlicos observado nos periodos
apos a inoculagédo do patégeno pode estar relacionado, além da acéo elicitora de
FCM, bem como pelo contato com o patégeno. O simples contato, na superficie
foliar, do patdégeno, j4 é capaz de estimular a planta a exibir respostas de defesa
(KASTNER et al., 1998). As hifas de fungos biotréficos podem crescer tanto
intercelularmente como intracelularmente. Muitos patdgenos fungicos biotréficos,
como ferrugem e oidio, formam estruturas de alimentagéo especializadas chamadas
haustérios. Nessas estruturas, uma interface contendo carboidratos e proteinas é
desenvolvida entre a parede da célula e a membrana plasméatica da planta, o que
facilita a troca de sinais e nutrientes entre fungos e hospedeiros (HAHN; MENDGEN,
2001; MENDGEN; HAHN, 2002).

As repostas das plantas aos patdgenos sdo caracterizadas pelo acumulo
precoce de compostos fendlicos no sitio de infeccao (reacao de hipersensibilidade).
O simples contato na superficie foliar do patdgeno, ja € capaz de estimular a planta
a exibir respostas de defesa. O papel da reacao de hipersensibilidade em interacdes
com patodgenos biotréficos , como € o caso do oidio, € grande, ja que esses
patdogenos formam associacfes haustoriais intimas com as células hospedeiras,
causando a morte celular no sitio de infeccédo, pode impedir que estes tenham
acesso a nutrientes, o que os levaria a morte (HAMMERSCHIMIDT, 1992).

Em trabalho realizado por Tarsis (2016), também houve aumento do teor de
compostos fendlicos totais apds o tratamento com polissacarideos de basidiocarpos
residuais do cultivo de L. edodes (1,5 mg/mL) e inoculacdo com X. gardneri.
Resultados semelhantes foram encontrados por Coqueiro et al. (2011), que
mostraram a capacidade do polissacarideo quitosana (3 mg/mL) em reduzir a
severidade da mancha bacteriana causada por X. gardneri em plantas de tomate. O
mecanismo desta atividade esta relacionado a compostos fendlicos, envolvidos em

mecanismos bioquimicos e estruturais de defesa da planta, sintetizados em resposta
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contra a infeccdo. Mandal et al. (2011) relataram que o conteudo de fendlicos totais
e deposicdo de lignina foram significativamente maiores em plantas de tomate
resistentes inoculadas com Ralstonia solanacearum em comparag¢ao com plantas de

tomate suscetiveis inoculadas

4.2.2.4 Peroxidases

Nas avaliagbes bioquimicas realizadas observaram-se alteragcbes na
atividade de Peroxidases. Os resultados da Tabela 6 confirmam o que foi exposto
nos resultados anteriores, sendo que a atividade de peroxidases foi estimulada a 48
horas ap0s a aplicacéo e 24 horas apoés a inoculacdo com o patégeno para todos 0s
tratamentos com os FCM, semelhante aos dados de compostos fendlicos totais.

A expresséo dessa enzima foi crescente e teve seu maximo acumulo a 192 hpa
para todos os tratamentos com FCM. As analises bioquimicas realizadas a partir de
folhas de soja mostraram que as peroxidases sdao bons marcadores de resisténcia
frente ao patossistema em questéo, ja que houveram diferencas no acumulo dessas
enzimas entre plantas tratadas com FCM e plantas tratadas apenas com agua.

O aumento da atividade de peroxidases verificado ndo foi acompanhado de
aumento na concentracao de fendis, como era inicialmente esperado (jA que os fendis
servem como substrato para esta enzima). No entanto, outros trabalhos verificaram
gue o aumento da atividade de peroxidases ndo implica, necessariamente, em
aumento na concentracao de fendis.

De acordo com Soylu et al. (2003) durante as interacfes incompativeis entre
planta-microorganismos ou tratamentos com elicitores, aumentos na atividade
peroxidases sdo frequentemente associados com a incorporacdo progressiva de
compostos fendlicos na parede celular. O refor¢o da parede celular vegetal aumenta
a resisténcia das plantas a enzimas/toxinas degradadoras produzidas pelos

patdgenos e atua como barreira fisica, reduzindo a severidade dos sintomas.
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Tabela 6 — Atividade de peroxidases (unidade enzimatica.minuto-1) de plantas de
soja tratadas com FCM de G. lucidum e oxicloreto de cobre UTFPR, Dois Vizinhos —
PR, 2019.

Tempo(horas) Tratamentos
Controle Gano GanoAS GanoLig oxicloreto cobre
0 15,89aB 17,33 aB 17,49aC 16,33aC 17,08 aBC
48 1793bB  29,92aA  26,55aB 24,10 aB 12,57 bC
96 15,76 cB 31,74 aA 28,72abAB 29,43abAB 24,131bA
192 23,82 bA 31,54aA  3354aA 32,30 aA 22,46 bAB

**CV =12.61% ***CV = 14.74 %

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal, ou mailscula na vertical ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. *Coeficiente de variagédo dos
tratamentos. ** Coeficiente de variacdo das datas de coleta. Fonte: o autor (2019).

Mudancas na atividade das peroxidases sdo correlacionadas a resposta de
resisténcia em diferentes patossistemas. As peroxidases sao responsaveis pela
remocdo de atomos de hidrogénio dos grupos alcoois hidroxicindmicos, cujos
radicais se polimerizam para formar a lignina (CAVALCANTI et al., 2005).

Sua atividade contribui em varios processos relacionados a defesa de plantas,
incluindo reacdes de hipersensibilidade, lignificacdo, suberizacdo e producdo de
fitoalexinas. O refor¢o da parede celular da planta com lignina e fendis aumenta a
resisténcia a degradacao enzimatica da parede celular causada por patdégeno e atua
como uma barreira mecéanica a entrada de toxinas e a penetracdo através do
protoplasto (PASCHOLATI, 2011).

A indugéo da atividade de POD tem sido verificada em outros patossistemas
guando se testam compostos naturais para o controle de doencas. Ao utilizar
extratos do cogumelo Lentinula edodes em pepino para controle de Colletotrichum
lagenarium, Di Piero e Pascholati (2003) verificaram elevacdo na sintese de
peroxidases e quitinases. Também Silva et al. (2007) observaram que a atividade
das peroxidases foi aumentada com a aplicacao de extrato aquoso de L. edodes em
tomateiro e também reduzindo a murcha bacteriana. Plantas de berinjela também
obtiveram a atividade das peroxidases aumentada apés aplicagdo de extrato de A.
blazei (= A. subrufescens) e redugéo da ocorréncia de folhas murchas por Ralstonia
solanacearum (SILVA et al., 2008).
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Em trabalho testando os filtrados de cultura de P. sanguineus para ativacéo
de mecanismos de defesa em feijoeiro, os autores demostraram que os teores de
peroxidase, polifenoloxidase e os teores de proteinas e clorofilas foram maiores nas
plantas tratadas (VIECELLI et al., 2009). Para Meinerez et al. (2007) o extrato bruto
do basidiocarpo de Pycnoporus sanguineus na concentracédo de 5% promoveu um
aumento na atividade de peroxidases de 41%, em cotiledones de soja. Beninca
(2007) verificou que o extrato diclorometandlico para sorgo e soja e etandlico para
soja inibem a atividade de peroxidase, enquanto que o extrato hexanico promove a
atividade para sorgo e a atividade especifica para soja.

Outros autores também correlacionam a ativagdo de peroxidases com o
tempo de expressao dessa enzima. Antonio et al. (2010) também observaram que
linhagens resistentes de feijdo contra Sclerotinia sclerotiorum apresentaram
aumento na atividade da enzima de defesa peroxidase apés 4h de inoculacdo do
patégeno, ressaltando que a atividade dessa enzima quando comparada com a
linhagem sucetivel continuou alta até 168h apds a inoculacdo. Almeida et al. (2012)
observaram que 12h apés a inoculagéo de Phakospora pachyrhizi, agente causal da
ferrugem asiética da soja, gendtipos resistentes e sucetiveis apresentaram atividade
da 66 peroxidase superior ao tratamento controle, que séo plantas em que néo foram
inoculadas com o patdgeno.

Muitos trabalhos também correlacionam o aumento de atividade da enzima
POD e reducao de doenca. Garcia (2014) verificou que suspenséao obtida do micélio
de A. brasiliensis (= A. subrufescens) além de efeito fungitoxico a Plasmopara
viticola, também induziu aumento na atividade de peroxidases em 48, 72 e 96 horas
apos aplicacao dos tratamento em videiras. Também houve reducédo da AACPD do
mildio da videira. Para Kuhn (2007), a atividade de peroxidase em feijoeiro variou
em funcdo do tempo, do numero de aplicacdes e do indutor. O indutor ASM
(acibenzolar-S-methyl) promoveu aumento da atividade de forma mais acentuada e
mais rapida que o indutor biotico Bacillus cereus. Luiz et al. (2015; 2012) relataram
um aumento significativo na atividade de peroxidases em plantas de tomate,
reduzindo a severidade da mancha bacteriana (X. gardneri), ap0s a aplicagdo de
polissacarideo de Aloe em suspensdao (1,5 mg / mL) nas folhas, sem efeito
antimicrobiano contra o patdgeno. Esses resultados demonstram o potencial indutor

desses cogumelos.
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4.2.2.5 Quitinase

Observando-se a Tabela 7, verifica-se que a aplicacao do filtrado de cultura
de G. lucidum submetido a eliciagdo com lignina provocou um aumento expressivo
de quitinase a 48 e 96 horas ap06s a aplicacdo dos FCM, no entanto ocorreu uma
reducdo dos valores apos esses periodos.

Nesse trabalho os dados para a atividade da enzima [(-1,3 glucanase néo
apresentaram uma significancia estatistica. Isto pode significar que a rota de defesa
através da ativacdo das glucanases ndo € uma rota de preferéncia no patossistema
soja/oidio. Muitos trabalhos demonstram a ativacdo da enzima quitinase ou
glucanase, sendo comum a preferéncia por uma destas enzimas para expressao
imediata pela planta. No entanto, efeitos sinérgicos também s&o demonstrados.

Os dados apresentados condizem com resultados obtidos para as enzimas
FAL, peroxidases e compostos fendlicos. Houve um maior acumulo de quitinase a
partir de 192 hpa para o tratamento do filtrado de Ganoderma + AS. Os resultados
levam a crer que a eliciacdo de G. lucidum em meio liqguido com AS estimula o fungo
a produzir compostos bioativos que, quando aplicados nas plantas, sdo capazes de
induzir a resisténcia

Muitos estudos com tratamento de plantas com AS confirmam a sua funcéo
como uma molécula de sinalizacdo durante as respostas de defesa das plantas a
estresses abidticos e bioticos, e seu papel no aumento da producdo de metabdlitos
secundarios em plantas . No entanto a funcdo do AS em microrganismos ainda nao
€ bem compreendida. Em G. lucidum , j& foi relatado que o tratamento com AS pode
aumentar o acumulo de &cido ganodermico um potente metabdlito secundario. Esses
resultados indicam que AS pode induzir a biossintese de metabdlitos secundarios
em fungos (CAO, 2017). E que esses metabdlitos secundarios produzidos por G.

lucidum apresentam potencial para reducao de doencgas em plantas.
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Tabela 7 — Atividade de quitinase (UAbs.min-1mg proteina-1) de plantas de soja,
tratadas com FCM de G. lucidum e oxicloreto de cobre UTFPR, Dois Vizinhos — PR,
20109.

Tempo(horas) Tratamentos
Controle Gano Gano AS  GanoLig Oxicloreto cobre
0 0,033 aA 0,024aB  0,044aB 0,048 aC 0,042 aB
48 0,066 abA 0,080abB 0,045bB 0,127aB 0,054 abB
96 0,076 bA 0,085bB  0,294aA 0,228 aA 0,131 bA

192 0,041 cA 0,163 bA 0,280 aA 0,161 bAB 0,081 cAB

**CV =52.340 **CV =37.73 %

*Médias seguidas da mesma letra mintscula na horizontal, ou maiscula na vertical ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. **Coeficiente de variagédo dos
tratamentos. ***Coeficiente de variag@o dos tempos de coleta. Fonte: o autor (2019).

A quitinase e a [3-1,3 glucanase séo enzimas hidroliticas que, na maioria das
vezes, atuam em sinergismo. Enzimas hidroliticas (quitinase, glucanase, protease e
celulase) sao responséaveis pela lise de fitopatégenos através do hiperparasitismo.
As propriedades antagbnicas de enzimas hidroliticas contra varios fitopatogenos
apresentam um papel importante no biocontrole. Essas enzimas séo capazes de
quebrar ligacdes glicosidicas em quitina. Portanto, eles desempenham um papel vital
no controle de muitas doencas de plantas, degradando as paredes celulares dos
fitopatégenos (KIM et al. 2003, VAN LOON et a., 1994; VAN LOON; VAN STRIEN,
1999).

O aumento da atividade da enzima quitinase para o tratamento com o filtrado
de G. lucidum submetido a eliciacdo com lignina pode ser decorrente de um
reconhecimento da planta via padrdes moleculares associados a danos (DAMPS).
Onde a planta pode ter reconhecido a lignina, utilizada na eliciagéo a G. lucidum em
meio liquido, como um componente que foi degradado da sua propria parede celular
e assim ativando um sinal de infeccdo por patégeno.

A categoria de eliciadores mais recentemente descoberta sdo os padrbes
moleculares associados a danos (DAMPSs), indicadores endogenos de leséo.
Moléculas que desempenham um papel no metabolismo 'normal’ da planta indicam
danos quando eles, ou seus fragmentos, aparecem fora de uma célula devido a

ruptura do tecido e, em seguida, podem agir como ativadores do sistema imunolégico
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de plantas. Pesquisas demonstram resultados satisfatorios com extratos preparados
a partir de algas, folhas ou outras partes de plantas, bem como lisados de proteinas
(CHOI; KLESSIG, 2016; GUST et al., 2017).

Alguns trabalhos demostram a ativacao de quitinases e glunacanases com o
uso de compostos alternativos como elicitores. Di Piero et al(2004) relatou que a
aplicacao do extrato aquoso de basidocarpos de L. edodes em pepino provocou um
acumulo local e sistémico de peroxidases e quitinases, mas nao de glucanases.
Os autores também observaram que apdés a inoculacdo com C. lagenarium, plantas
pré-tratadas tenderam a ter diminuicdo na atividade de quitinases em comparacéo
aquelas tratadas que ndo foram inoculadas. Fiori-Suzuki et al. (2008) verificaram
aumento na atividade dessa enzima em maracujazeiro inoculado com Xanthomonas

campestris pv. passiflora e tratados com extratos de L. edodes e A. blazei .

4.2.3 Avaliacdo da doenca em casa vegetacao

No ensaio em casa de vegetacédo foi observada diferenca significativa entre
os tratamentos para severidade de oidio (Figura 4.2). A Area Abaixo da Curva de
Progresso da Doenca (AACPD) é um critério que representa a evolucao da doenca,
considerando todas as avaliacdes conjuntamente e resumindo-as em um so valor.
Houve protecdo das plantas de soja submetidas aos tratamentos com FCM, os
eliciadores diminuiram a infec¢éo, reduzindo a severidade da doenca.

A menor severidade (%) atingida pelos tratamentos pode ser observada
quando se avalia a AACDP e se compara a testemunha. Os menores indices foram
obtidos pelo tratamento com filtrado submetido a eliciacdo com AS e lignina, seguida
pela aplicacdo do filtrado sem eliciacdo e do fungicida oxicloreto de cobre (0,5-1,5
L/ha). Tais resultados permitem afirmar que os FCM foram tdo eficientes quanto o
fungicida, néo diferindo significativamente para o filtrado sem eliciagéo.

Esta reducdo na severidade da doenca pode estar relacionada ao
reconhecimento das moléculas de origem microbiana e ativacdo prévia de
mecanismos de defesa da planta, através da resisténcia induzida, ou ainda por uma
acao direta dos compostos sobre o fungo, resultado que foi confirmado no
experimento in vitro para o filtrado submetido a eliciagdo com AS.
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Figura 25- Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) causada por
oidio da soja (Erysiphe diffusa). Plantas submetidas a aplicacé@o de eliciadores, onde
: CO1- agua destilada, C02- oxicloreto de cobre (0,5-1,5 L/ha), FO1- filtrado do
crescimento micelial de G. lucidum sem eliciagcdo, FCO02- filtrado da eliciacdo com
lignina, FCO3- filtrado da eliciagdo com AS. Letras diferentes indicam variagédo
estatistica entre os tratamentos pelo teste Tukey significativo a 1% de probabilidade.
Fonte: o autor (2019).

Os resultados obtidos por meio da andlise de severidade condizem com o
comportamento observado por meio das analises enzimaticas. A aplicacdo dos FCM
de G. lucidum provoca uma resposta de defesa viavel contra o oidio em plantas de
G. max, podendo este comportamento estar associado a elevacao das atividades de
proteinas - enzima FAL, peroxidases, fendis totais e quitinases poderiam estar
atuando sobre a planta - ou ainda ao efeito direto na inibicdo do desenvolvimento do
fungo. Esses resultados indicam que os compostos de G. lucidum séo eficientes na
reducdo da severidade de oidio em soja.

Pouquissimas pesquisas relatam o grande potencial de compostos de
Ganoderma no controle de doencas de plantas. Um composto chamado de G_app7
que foi isolado de Ganoderma applanatum, apresentou atividade anti-oomicotica
semelhantes a estrobilurina. Esse composto foi eficiente na inibi¢do do crescimento
e desenvolvimento do mildio causada por Sclerospora graminicola em milheto
(Pennisetum glaucum (L.) R. Br.). O tratamento de sementes com G_app7 resultou
em um aumento significativo na protecado contra doencas (63%) em condi¢des de

casa de vegetacdo, em comparacdo com o controle, que foi agua (JOGAIAH et al.,
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2016). O potencial dos extratos de basidiocarpos de Ganoderma sp. e
Oudemansiella canarii na inducdo de resisténcia sistémica em plantas de pepino
contra o oidio (Podosphaera xanthii) também foram relatados nos trabalhos de
Stadnik e Bettiol (2001, 2007).

O uso de elicitores é descrita na literatura como responsavel pela redugéo na
severidade de doencas em varios patossistemas. De Arruda et al. (2012)
demostraram que os extratos dos cogumelos Agaricus blazei (= A. subrufescens),
Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus na concentracdo de 20% v/v também
demostraram efeito no controle de oidio em casa de vegetacdo. Em estudos
realizados por Piccinin et al. (2010), houve reducao de 34,53% em manchas foliares
em sorgo (Exserohilum turcicum (Pass.) e Colletotrichum sublineolum Ces (Wils)),
quando o extrato do basidiocarpo de L. edodes foi aplicado 48 horas antes da
inoculacao.

Na cultura do feijoeiro, Assi (2007) comprovou a reducdo de até 70% na
severidade de Colletotrichum lindemuthianium, com a aplicacéo do extrato aquoso
de P. sanguineus na concentracdo de 20% (v/v), ndo sendo, estatisticamente,
diferente do tratamento com fungicida (axozystrobin 0,6 g.p.c/L). Di Piero (2003)
constatou reducdo de 100% na incidéncia do passion fruit woodiness virus (PWV)
em plantas de maracuja pré-tratadas com o extrato aquoso de Agaricus blazei (= A.
subrufescens). O autor também relatou que extratos de Lentinula edodes aplicados
5 dias antes da inoculacdo de maracujazeiros conferiram protecao local significativa
contra PWV.

A busca por estratégias eficientes e sustentaveis no combate de patégenos
de plantas é uma necessidade indispensavel para agricultura. Com o crescente
investimento no cultivo organico, onde néo se aplica defensivos quimicos para
controlar doencgas, estudos que demonstrem o potencial e eficiéncia de produtos
naturais na reducao da intensidade de doencas, sdo de relevante importancia para
0 meio académico e para o meio rural.

Os resultados deste trabalho mostram que os extratos de cogumelos tém
potencial para serem utilizados no controle de doencas de plantas, seja pela

atividade antimicrobiana direta ou pela ativacdo de mecanismos de resisténcia.
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4.3 Toxicidade a organismos nao-alvo

No estudo referente a ecotoxicologia, os FCM nao apresentaram efeito toxico
para Artemia salina, pois ndo houve interferéncia na sobrevivéncia dos crustaceos
em meio salino com a presenca dos tratamentos. Na literatura pesquisada néo foram
encontrados relatos de testes de substancias isoladas de Ganoderma lucidum com
0 bioensaio de Artemia salina.

Os testes de toxicidade sdo importantes para avaliar o potencial de risco
ambiental dos contaminantes, uma vez que somente as analises quimicas néo
possibilitam esse tipo de avaliagdo. A metodologia com o uso de Artemia salina, tem
sido empregada para detectar toxicidade preliminar, realizar triagem de toxinas
fungicas, avaliar efeitos de exposicdo a metais pesados e pesticidas e para testes
de toxicidade em materiais dentarios (MARTINEZ et al., 1999; PELKA et al., 2000).

Para os testes da andlise do desenvolvimento embrionario inicial de Gallus
gallus domesticus L, os FCM de Ganoderma nao demostraram efeito nocivo ao
desenvolvimento do embrido de Gallus gallus domesticus L na dosagem de 20 %
v/v. Conforme a Figura 4.3, ndo houve diferenca significativa para a taxa de
viabilidade dos embrides expostos aos FCM, néo diferindo do controle fechado e do
controle com o meio BD.

A frequéncia cardiaca teve um decréscimo quando aplicados os filtrados de
Ganoderma e Ganoderma + lignina. A FC média para o controle fechado e controle
com BD se manteve na faixa de 160 batimentos por minuto (bpm); para os filtrados
houve uma reducao para 140 bpm, em média. Subsequentemente houve um retardo
nos estagios do desenvolvimento dos embrides para 0s mesmos tratamentos.

Com relacdo aos estadios de desenvolvimento em que os embrides estavam,
foi possivel, com 72 horas de incubacao, identificar cinco estadios embrionarios
diferentes (15,16,17,18,19 e 20), com predominio de individuos nos estadios 17 e
18. Para o Filtrado apenas de Ganoderma, a média se manteve entre 0s estagios
16 e 17. O atraso no desenvolvimento embrionario pode ocorrer como uma das
consequéncias da diminuicdo na renovacgdo de oxigénio nas ceélulas. Isso nao
significa necessariamente um efeito nocivo ao seu desenvolvimento total. Também

nao foram observadas anormalidades no desenvolvimento dos embrides.



97

Viabilidade
FC
o _
g g . a . a b b c d
o a a a n
o © -
o © a S
© el o
@ -
S 3 £ °
= o
8 o -
[ga g 2
o
e o
Ccv FCO02 CF FCO03 FCO1
CF FC03 Cv FCO1 FC02
Estagio
o _
~
a
— a
s 17 @ a
[7] [To
o
s b
w
o
o
S 8-
E .
(=]
o o |
o -

CF FCo3 cv FCo02 FCO1

Figura 26-Viabilidade dos embrides, Fréguencia cardiaca e estagios do
desenvolvimento dos embrides de Gallus gallus domesticus L. tratados com os FCM,
onde: CF- controle fechado, CV- controle com meio BD; FCO1- filtrado do
crescimento micelial de G.lucidum sem eliciagdo; FCO2- filtrado da eliciagdo com
lignina, FCO3- filtrado da eliciacdo com AS. Letras diferentes indicam variacéo
estatistica entre os tratamentos. Fonte: o autor (2019).

A utilizacdo de embrides de galinha como modelo de estudo para testes
toxicoldgicos é uma abordagem de facil execucéo, rapida e pratica, ja que é possivel
acompanhar o desenvolvimento embrionario e monitorar alteracdes.

Nao ha registro de toxicidade em trabalhos realizados por outros
pesquisadores. Atoji-Henrique (2015) em trabalho realizado com a mesma cepa
deste trabalho, de Ganoderma lucidum, demonstrou que o fornecimento de micélio
incluido na racdo, em diferentes niveis (0,5%, 1,0% e 1,5%), para coelhos, ndo
interferiu no comportamento ingestivo, nos parametros de desempenho e de
avaliacdo de carcaga dos animais. O nivel 0,5% favoreceu os segmentos do intestino
relacionados com a absor¢édo de nutrientes. Nascimento et al. (2015) realizaram
ensaio de toxicidade aguda em camundongos Swiss adultos e sadios (machos e
fémeas), administrando dose de 1mL/Kg do extrato hidroetandlico do Ganoderma
lucidum. Este extrato hidroetandlico ndo apresentou toxicidade significativa, de
acordo com os dados estatisticos.

Na Pharmacopoeia of the People’s Republic of China (2000), o cogumelo G.
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lucidum, apds 30 anos de estudos farmacolégicos, esta listado como nao toxico e
com efeito modulador do sistema imunolégico em humanos (CHANG, 1986; LIN; ZB,
2001).

Muitos estudos comprovam diferentes atividades medicinais deste cogumelo:
Gao et al. (2002) demonstraram o efeito benéfico produzido por polissacarideos de
G. lucidum em ratos com ulcera gastrica. Segundo Lee et al. (2003), o extrato aquoso
de G. lucidum, administrado intraperitonealmente ou oralmente, resultou em
significativo incremento na sobrevivéncia de camundongos implantados com
diferentes tumores. Chung et al. (2001) demonstraram que polissacarideos,
extraidos do caldo de cultivo micelial de G. lucidum inibiram o desenvolvimento de

varias linhagens tumorais in vitro.
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5. CONCLUSAO

Os filtrados do crescimento micelial de G. lucidum tém potencial para serem
utilizados no controle de doencas de oidio na cultura da soja, seja pela atividade
antimicrobiana direta ou pela ativacdo de mecanismos de resisténcia.

Os filtrados de Ganoderma associados com AS apresentam acdo fungicida
sobre o oidio (Erysiphe diffusa) in vitro, sendo a concentracéo inibitéria minima de
50 mg. mL.

Os filtrados de Ganoderma demostraram potencial de indug&o de resisténcia
em plantas de soja, pela ativacdo de fitoalexinas, ativacdo da enzima fenilalanina
amonia-liase, incremento de compostos fendlicos, atividade de peroxidases e da
enzima quitinase, sendo que tais efeitos possuem especificidade com relacdo ao
tempo de ativacdo e associacao com eliciadores.

Os FCM possuem potencial fungicida quando aplicados em plantas de soja
infectadas por oidio, reduzindo a severidade da doenca.

Os FCM demostraram ser atéxicos aos organismos nao-alvo testados.

Novos trabalhos devem ser considerados, buscando identificar e isolar os
principios ativos presentes nos FCM, bem como em outros patossistemas de

interesse agricola.
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EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA TROPICAL
EXTRATO DE REGISTRO DE PRECOS

Espéc:a Ala de Regiftro de Prepo n® 13372013 da Embrapa/Cnpmf,
decorrente do Pregio Eleirdnico n® 52/2013. Fornecedor Beneficidrio:
QUALICOPY GRAFICA E EDITORA LTDA - MEC - CNPJ
10.427.760/0001 33 Objeto: Registro de preco para prestacdo de ser-
vigos glﬂ'm& b PMF. ltens 1,2,3,4,5,
6789 10, |2,13 14,15, 16, 17, l&l95&21 22 ¢ 23. Valor

regmmdn RS 46700,00 Data de assinatura: 10/12/72013. Vi-
énua 10/122013 a 10/122014. Signatérios: Marcelo do Amaral
anlmICNPMF e Fabio Dias dos ios, pelo Fornecedor Bene-

EMBRAPA MEIO AMBIENTE

EXTRATO DE L‘ExlClBlLlDADE DE LICITACAO
N° 22/2013 - UASG .

N” Processo: 159/2013 . Objeto: Contratacio de servigo de suporle
para o soflware SimaPRO Analysi por 12 (doze) meses. Total de ltens
Licitados: 00001. Fundamenio Legal: Arl. 25°, Caput da Lei n°® 8.666
de 21/06/1993.. Justificativa: Conlratagio através de inexigibilidade
visto irafar-se de servico prestado de forma exclusiva no Brasil.
Declaragdo de Inexigibilidade em 04/12/2013. MARCOS ANTONIO
VIEIRA LIGO. Chefe Adjunto de Adminisirago. Ratificacdo em
17/12/2013. CELSO VAINER MANZATTO. Chefe Adj
ministracio. Valor Global: R$ 7.460,00. CNPJ CONTRATADA :
17.686.302/0001-68 ACV BRASIL LICENCIAMENTO DE
SOFTWARES E TREINAMENTOS LTD - ME.

(SIDEC - 17/12/2013) 135025-13203-2013NE999999

EMBRAPA MEIO-NORTE
EXTRATO DE CONTRATO

Espécie: Contrato Ml'miplo de Prestagdo de Servigos de Venda de
Produlos; Parles: Embrapa Meio-Norfe, CNPJ 00.348.003/0133-60
(Contratante), e a Empresa Brasileira de Correios e Telégrafos -

iretoria  Regional do Piaui  (Coniratada), CNPIMF n°
34.028.316/0022-38; Objeto: Incluir o Servico de Correio Inlema-
cional no Contralo de Prestagiio de Servigos e Produtos, Modalidade
de Licitaglio: Nilo se aplica; Fonte de Recurso: 0100 Valor Global:

Nio alterado; Vigéncia: 28/11/2013 a 16/10/2014; Date da Assina-

tura: 28.11.13; Signatérios: Luiz Femando Carvalho Leile, pela Con-
tratante ¢ Joana D'Arc da Silva Nery ¢ Ambela Matos Albano, pela
Contratada.

EXTRATO DE TERMO ADITIVO
Lspécie: Termo Aditivo n° 2 ao Contrato, Registro n® 23400.11/0056-

EMBRAPA PECUARIA SUDESTE

AVISO DE LICITACAO
PREGAO N° 50/2013 - UASG 135024

° Processo: 339/2013 . Objeto: Pregdo Eleironico - Contratagio de
unpmn especializada para execugio de servigos de langamento de
by dplico ¢ cab do, com f

7 - Fornecimenio e Instalaglio de canal de C i (Link de
Internel); Partes: Embrapa Meio-Norte, CNPJ 00.348.003/0133-60
(Embrapa), ¢ a Empresa Brasileira de Telecomunicacdes - EMBRA-
T[L (Conlmlada), CNPI/MF n° 33.530.486/0001-29; Objeto: Pror-
o prazo de vigéncia do Contralo Original; Modnhdade de:
Ptegio n° 24/2011; Fonte de Recurso: 0100 Valor Global: Inalierado
3 Vigéncia: 30/12/2013 a 29/12/2014; Data da Assinatura: 11.12.12;
Slgmlénos Luiz Fernando Carvalho Leite, pela Embrapa, e
MammMSamos Maranhfo ¢ Nibia Almeida Campos Vidotio, pela
tratada.

EMBRAPA MILHO E SORGO
EXTRATO DE CONTRATO N* 30:2043 - UASG 135016

N° Progesso: 1350163162013.
PREGAO SISPP N° 84/2013. Contraiante: EMPRESA BRASILEIRA
DE  PESQUISA  -AGROPECUARIA. CNPJ  Confratado:
02902975000130. Contratado : MINAS SUL EXTINTORES LTDA -
ME -Objeto: Preslag!o de servico de manufengo, reparo e recarga
de incén Legal: Lei 8666/93 e Decrelo
5450 Vigéncia: ll/lZ/Zﬂl.‘! 2 10/122014. Vnhr Total: R$9.677,00.
Data de Assinatura: 11/1272013.

(SICON - 17/1212013) 135016-13203-2013NES00974
EMBRAPA PANTANAL

RESULTADOS DE JULGAMENTOS
CONVITE N* 2/2013

A Embrapa panianal foma publico o resultado da Carta Con-
vile 22013, que objefivou a Contratagio de de engenharia p/
Construgio de Gaipio com infraesirulura para pratica de ginastica
laboral na sede da Embrapa Pantanal send o vencedora a empresa
Chafic Lotfi Filho, CNPJ:16.032.765/0001-43, com valor global de
RS 86.600,38.

EMIKO KAWAKAMI DE RESENDE
fe-Geral

(SIDEC - 17/12/2013) 135018-13203-2013NE000007
PREGAO N* 2012013

A Embrapa Panunal forna pubhw o resultado do )‘mgio

Lletronico 20/2013, que obj de

lenxus de labotaléno, cujo valor globxl foi RS 137 371,72 e leve
do Brasil

lea Pré Anilise Qmmca e Diagnostica lea, M.S. Diagndstica
Ltda; Ludwig B:o!ecnologu Ltda - ME; Carvalhaes Produios para
Laboratério Lida; Sp Quimica e Di; ica Lida - CPP; Tedia
Brazl Produlos pan Laboratérios Eireli; Medlab Produlos pera La-
boralério Lida - ME; Quatro G Pesquisa ¢ Desenvolvimento Lida -
EPP; Diogolab Indisiria ¢ Coméreio de Artigos para Laboraibrios
Lida - ME; Objetiva Produlos e Servigos p/ Laboratério Lida - EPP;
Rosilene Tonatto Spazzini - ME; Rulex Milenium Comercial lida -
ME; Jkiab - Quimica, Diagnéstica e Seguranga Lida - EPP; Neobio
Coméreio de Produtos para Laboretérios Lida - EPP; Newoplech
Comercial Importadora Lida - EPP; José Danilo da Silva - ME; T. P.
Nogueira - EPP; Calibry Metrologia Comércio ¢ Calibragio Lida -
ME; Gold Comércio de Equipementos Lida - EPP; Conceitual -
Coméreio de Equipamenios para Laboraiérios Lida -~ ME; Saint Val-
len Biotecnologia Lida - EPP; Heko Ambiental - Produtos e Equi-
pamentos Cientificos Eireli - ME; Molecular Biotecnologia e Re-
presentacio Lida - ME; PBL Distribuicio Lida - ME; Alphatex Co-
mércio de Produtos cientificos Lida - ME; Biodome Lida - ME; Maci
- Farm Comércio de Material Hospitalar Lida - ME; Merck S/A
Laboratérios Bruch Lida; GE Heathcare Life Scwnces do Brasil -
Coméreio de Produlos e equipamentos para Pesquisa Cientifica e
Biolecnologia Lida; Sorbline Adsorbents Tecnologia Lida - ME.

KENNDEL BATISTA ZUANAZZI
Pregoeiro

(SIDEC - 17/12/2013) 135018-13203-2013NEG00007
TOMADA DE PRECOS N° 1/2013

A Eml Pantanal toma publico o resultado da Tomada de
Pregos 1/2013 ope ob)elwou a Conlnlado de empresa de engenharia

para de energia e
instalacio de SPDA na Sede da Emhapa Panianal, sendo v

a empresa Gomes & Azevedo Lida - ME, com o v:lor global de R$
629.097,46.

EMIKO KAWAKAM! DE RESENDE
Chefe-Geral

(SIDEC - 17/12/2013) 135018-13203-2013NE000007

I de pecas, is ¢ mio-de-obra para a
Embrapa Pecudria Sudeste. Tofal de liens Licitados: 00001. Edital:
18/12/2013 de 08100 2s 11h30 e de 14h &s 17h30. Enderego: Fazenda
Canchim com Acesso Pelo Km 234 da Rod. Washington Luiz Rural
- SAO CARLOS - SP. Enirega das Propostas: a partir de 18/12/2013
ds 08h0O no site www. .gov.br. Aberfura das Propostas:
31/12/2013 s 08h30 site www.comprasnel.gov.br.

MAURICIO MELLO DE ALENCAR
Chefe-Geral

{SIDEC - 17/12/2013) 135024-00001-2013NE000001

EMBRAPA PESCA E AQUICULTURA
EXTRATO DE TERMO ADITIVO

Espécie: Termo Admvo n*3 20 ( Contrato de Prsm;ﬂo de Servigos de
Téenicos E: i para Fi © Insta-
lagdo de I (uma) Licenca de Soflware, eelebrado enlre 2 Empresa

de Pesquisa A dria, CNPJ: 00.348.003/001940 ¢ a
OOBJ Tecnologia da Informagdo Lida. CNPJ: 09.553.244/001-76.
Objeto: Prorrogaclio da vigéncia do Contrato original por mais 12
(doze) meses, com (érmino em 13/12/2014. Data da assinatura:
13/12/2013. Signatérios: Carlos Magno Campos da Rocha, pela Em-
brapa e Sr. Jonathas Reis Pires Carrijo, pela Conlratada.

EMBRAPA RECURSOS GENETICOS
E BIOTECNOLOGIA

EXTRATO DE TRANSFERENCIA

ie: Termo de Transferéncia de Material; Licifagio: Ndo se apli-
5 SAIC/AJU: 22200.13/0158-3; Objeto: Eslabelecer as condigbes
mmdepnéhposdeCogunmloRmdzEmbmpama
Universidade Tecnolépcu Federal do Parand - UTFPR, conforme
Anexo I; Partes: resa Brasileira de isa A iria - EM-
BRAPA e Universidade Tecnolégica Federal do Parand - UTFPR;
Dafa da assinatura: 31/10/2013; Vigéncia: O presenfe Acordo lerd
vigéncia de 30 (trinta) anos; Signatirios: Mauro Carneiro pela EM-
BRAPA e Carlos Eduardo Cantarelli pela Universidade Tecnologica
Federal do Parand - UTFPR.

EMBRAPA RONDONIA

RESULTADOS DE JULGAMENTOS
PREGAO N° 20/2013

Processo: 222/13- Objeto: Sementes Diversas- A Embmpa Rondénia
toma publico o Resultado do Pregdo ECletrdnico nr 020/2013_-Em-

Vencedoras: B & G Comércio e Servigos Lida- ME, Valor RS
2.245.80; S6 Sementes Comércio Ltda,Valor R$ 781,78; Del Corso
Ind. Com. e Reperesentagio Lida , Valor RS 7.883,10.

(SIDEC - 17/12/2013) 135001-13203-2013NE000G0]
PREGAO N° 2612013

Processo 226/13 - A Embrapa ia torna piblico o Resultado do
Pregio Elefronico nr 26/20130bjeto: Malerial de Laboratério-Em-
presas Vencedoras : Mand Lab. Disiribuidora Lida, Valor, valor RS
1.20601; Aurilabor Comercial Lida,va lor RS 226,50; Marcos Ro-
berto Meints -ME,valorR$ 2.108,32.

(SIDEC - 17/12/2013) 135001-13203-2013NE000001

PREGAO N" 31/2013

Processo 238/13- Objelo: A AR
digZio e Informitica. A l'.mlmpa Rondbma toma publico o resultado
do Pregdo ico nr 031/2013 Parls

Licifagbes Lida, Valor RS 459,00; Umly Inst. Teste Medigdo Lida ,
Valor R$ 300,00; V. Méqmms Agricolas e Ind. Lida , Valor RS
29.890,00.

(SIDEC - 17/12/2013) 135001-13203-2013NE000001

PREGAO N° 3212013
Processo: 241/13-Objefo: Aquisicdo de Polironas p/ Auditério. A Em-
brapa Ronddnia foma piblico o resultado o Pregio Eletrdnico nr
32/2013: Empresa Vencedora: Aurus Comercial Distribuidora Lida,
Valor RS 148.200,00.

(SIDEC - 17/12/2013) 135001-13203-2013NE000001

EPR ) Di

assinado dij

MP n® 2.200-2 de 24/08/2001, que institui 2

LCste de ificado no enderego el

pode ser hitp:/fwww.i
pelo codigo 00032013121800012

Infraestrutura de Chaves Piiblicas Brasileira - ICP-Brasil.
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Ministério da Educagao
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

COMITE DE ETICA EM PESQUISANO USO DE ANIMAIS
\W UNNVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

PARECER: 2018-10/2018 - CEUA
PROCESSO N°: 23064.008895/2018-19
INTERESSADO: SERGIO MIGUEL MAZARO

Dois Vizinhos, 12 de junho de 2018.

PROJETO DE PESQUISA / AULA PRATICA

Compostos bioativos de Ganoderma lucidum na indugéo de resisténcia a oidio em soja e a toxicidade a organismos ndo- alvo.
Titulo:

Area Tematica: Sergio Miguel Mazaro

Pesquisador / Fitopatologia; Ciéncias Biolégicas: Morfologia / Embriologia / Toxicologia

Professor:

Instituicéo: UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA — CAMPUS DOIS VIZINHOS
Financiamento: Né&o ha

Versao: 02

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CEUA Protocolo n° 2018-10

Apresentacédo do Projeto: Ativadores biol6gicos, como o Ganoderma lucidum, comegam a constituir uma nova classe de pesticidas, sendo chamadas de “fungicidas de quarta
geragdo”. Apresentam modo de atuagdo diferente dos pesticidas até agora desenvolvidos, visto que na maioria dos casos néo exibem efeito direto sobre o patégeno, mas ativam
mecanismos de defesa das plantas, tornando sintéticos, busca-se o controle alternativo e biolégico. Dessa forma, estudos que busquem confirmar a agdo ndo toxica em espécies nao
alvo, se torna de suma importancia. Uma técnica muito utilizada in vivo incluem inje¢des nas membranas de ovos de galinha doméstica (Gallus domesticus), entre as quais a camara
de ar da casca ou na membrana vitelinica (SNEDDON ET AL., 1998). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho sera de desenvolver um biofungicida a partir de metabolitos
secundarios do Ganoderma lucidum, visando o controle do mofo cinzento. E também avaliar o efeito toxicol6gico deste biofungicida durante fases do desenvolvimento
embrionéario de Gallus gallus (galinha). O projeto sera desenvolvido no Laboratdrio de Controle Biolégico da UTFPR-DV. O desenho experimental sera dividido em 6 grupos: 1 —
Grupo controle. 2- Grupo veiculo (ovos injetados com 100pl de soro fisioldgico). 3 - Grupo Metabolito Ganoderma lucidum (ovos injetados com 100pl de solugdo de extrato vegetal
@ 5%). 4 - Grupo Metabolito Ganoderma lucidum (ovos injetados com 100ul de solugdo a 0,5%). 5 - Grupo Metabolito Ganoderma lucidum (ovos injetados com 100ul de solugdo de
extrato vegetal a 0,05%). 6. Grupo Metabolito + Ganoderma lucidum (ovos injetados com 100p1 de suspensdo dos fungos, na concentragio de 1,0 x 109 conidios/ml). Serdo
utilizados 40 ovos para cada grupo experimental, totalizando 240 ovos. Os embrides serdo expostos as diferentes solugdes do biofungicida, no tempo EO (para simular ao maximo a
situagdo de exposicdo no ambiente natural), através de injegdo nas concentragdes estabelecidas dos grupos experimentais, diretamente na cdmara de ar. Apés as injegdes, 0s ovos
serdo incubados em incubadora BOD, sob temperatura controlada a 38°C e umidade e ventilagdo constante. No terceiro dia de incubagdo, ap6s a abertura do ovo, sera avaliada a
frequéncia cardiaca dos embrides. Na sequéncia, os embrides vivos serdo eutanaziados, coletados e preparados através da técnica de montagem total em Iamina histoldégica para a
analise morfoldgica segundo Hamburger e Hamilton (1951). A analise morfométrica seré realizada na mesma Iamina de montagem total utilizada para a analise morfolégica. O
comprimento embrionario serd expresso em porcentagem e mensurado através da medida do comprimento dos segmentos definidos entres os eixos das flexuras cefalica, cervical e
caudal. As mensuracdes serdo realizadas com o software Image J (NIH).

Objetivo: O objetivo deste trabalho sera de desenvolver um biofungicida a partir de metabolitos secundéarios do Ganoderma lucidum, visando o controle do mofo cinzento. E
também avaliar o efeito toxicol6gico deste biofungicida durante fases do desenvolvimento embrionario de Gallus gallus (galinha).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos possiveis do presente projeto sdo classificados conforme o CONCEA em Grau de Invasividade Grau 1, ou seja, procedimentos que causam pouco ou nenhum
desconforto ou estresse animal.

Beneficios: Em funcéo da contaminacéo ambiental, através do uso intenso de fitossanitarios sintéticos, torna-se importante a busca por sistemas alternativos de producéo. Nesses
sistemas, sdo empregados produtos alternativos, de origem natural, como a producéo de fungos em meio liquido para a extragdo de suas substancias, que demostrem agao fungicida
ou fungitoxica para fungos causadores de doengas em viveiros florestais. Na embriotoxicologia, a utilizagdo do embri&o de ave tem sido fortemente ampliada, pois seu
desenvolvimento externo evita que determinadas analises, como a exposicéo a contaminantes, possam sofrer alteracdes devido a interagdo embri&o/progenitor. Além disso, os
estagios iniciais do desenvolvimento embriondrio de aves e humanos se assemelham, permitindo que possamos extrapolar os resultados quanto aos riscos da exposi¢édo humana a
agentes contaminantes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa / Aula Prética: Apresenta relevancia cientifica e aplicagdo na area.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Somente o formuldrio unificado e a declaragéo do Veterinario foram apresentados.

Os demais termos (documentos) ndo foram apresentados.

https://sei.utfpr.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=330573&infra_sistema=1...
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IConclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
|Atualizar a previsao de execugdo no formulario unificado (item 2).
Considerando-se que o projeto obteve parecer 'ndo aprovado' em sua Ultima avaliagdo, considera-se uma nova submisséo (o que gera um novo nimero de protocolo) e assim todos os

idocumentos devem ser reapresentados, com os cronogramas devidamente atualizados. A data de inicio prevista é abril de 2018. Os procedimentos s6 podem ser iniciados ap6s
laprovacéo pela CEUA. Considerando-se que a proxima reunido realizar-se-a no dia 08 de maio, a data de inicio deve ser ulterior a esta.

Situacdo do Parecer: Aprovado, apds ter atendido a todas as pendéncias solicitadas.

Consideracdes Finais a Critério da CEUA:
'Todos os procedimentos devem seguir a lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008.

O pesquisador tem até 30 dias ap6s a ciéncia do parecer com pendéncia, para responder aos quesitos formulados pela CEUA-UTFPR.

Vigéncia do projeto:

01/07/2018 a 01/10/2018.

Finalidade

() Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica

Espécie/linhagem:

Ovos férteis de Gallus gallus (galinha)/Linhagem Cobb

NuUmero de animais:

240 ovos férteis

Peso/ldade: Ovos férteis com peso médio entre 60 e 65g\ Embrides com 3 dias de incubagéo
Sexo: Né&o definido, pois se trata de embriGes com 3 dias de incubagao.
Origem: Adquiridos de incubatério comercial.

z

sel

A
eletrénica

de 8 de outubro de 2015.

Assinado por:
Nédia de Castilhos Ghisi

Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Documento assinado eletronicamente por NEDIADE CASTILHOS GHISI, PRESIDENTE DA COMISSAO, em 15/06/2018, as 16:32, conforme horario oficial de Brasilia, comfundamento noart. 6°, § 1°, do Decreton®8.539,

Referéncia: Processon®23064.008895/2018-19

SEINn°0291460

https://sei.utfpr.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=330573&infra_sistema=1... 2/2
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https://sei.utfpr.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&amp;id_orgao_acesso_externo=0



