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"Ao pé de tomateiros, ndo hd maus cozinheiros."
(Provérbio Portugués)



RESUMO

No panorama atual das necessidades de producdo agricola para
alimentacdo humana, sdo adotadas préaticas que afetam a conservacao da
biodiversidade no planeta. Na cultura do tomate, um dos vegetais mais
consumidos no mundo, ndo €é diferente, sendo que para o controle de
fitopatégenos séo utilizadas numerosas aplica¢fes de agroquimicos que
causam danos ao homem e o ambiente. Dentre as principais doencas que
afetam as areas de cultivo do tomateiro, estd a mancha bacteriana
causada por Xanthomonas gardneri. Elicitores de origem bioldgica,
como os polissacarideos, tém se mostrado como alternativa interessante
na ativacdo dos mecanismos de defesa vegetal. O uso de elicitores nos
sistemas de interacdo planta e patdégeno foi avaliado no presente
trabalho, através da acdo de fracBes polissacaridicas obtidas a partir de
solidos residuais de cervejaria a base de S. cerevisiae (PRC), do
substrato de cultivo do cogumelo P. ostreatus (PSPO) e basidiocarpos
descartados da produgdo de L. edodes (PSHII) no controle da mancha
bacteriana no tomateiro. As fraces polissacaridicas foram
caracterizadas, sendo que somente a PSHII apresentou indicios de acdo
direta sobre o patdgeno, devido & reducdo no nimero de unidades
formadoras de colénia (UFCs) do patégeno X. gardneri in vitro,
provavelmente relacionada aos seus altos teores de compostos fenolicos
e ao potencial antioxidante. Em plantas suscetiveis foram avaliados o
efeito do intervalo de tempo entre o tratamento e a inoculacéo (4 ou 7
dias) e as concentracfes do polissacarideo (0; 0,5; 1,5 ou 4,5 mg/mL)
sobre a severidade da doenca (%). PRC, PSPO e PSHII (1,5 mg/mL)
reduziram a severidade da mancha bacteriana em cotilédones, em
plantas jovens (no inicio do crescimento vegetativo) e em plantas com a
presenca de cinco folhas definitivas entre 44,8% e 51,2%. Além disso,
PRC e PSHII (1,5 mg/mL) diminuiram a severidade da doenca (49,6 e
57,2 %) em todas as cultivares testadas (Santa Cruz Kada, Natalia, BRS
Sena, e Forty). A cultivar BRS Sena apresentou os menores valores de
severidade da doenga independente do tratamento. PSHII aumentou a
atividade de peroxidases e do contetido de fendis totais na cultivar Santa
Cruz Kada. Sobre parametros fotossintéticos, o efeito de PSHII resultou
em menores taxas de condutancia estomatica e transpiracdo em relagéo a
testemunha, momentos antes da inoculacdo. Nos estudos
histopatol6gicos em gendtipos de tomateiros, BRS Sena apresentou 0s



maiores valores nos aspectos anatdmicos analisados (densidade
estomatica, espessura do mesofilo e de células palicadicas) em relacdo a
Santa Cruz Kada. Em BRS Sena, as sec¢Oes foliares coradas com azul
de toluidina e &cido periédico de Shiff apresentaram reacdes de
hiperplasia e hipertrofia celular proximas ao local da infeccdo por X.
gardneri e acimulo de compostos fenolicos nas células do interior do
mesdfilo. Entretanto, em Santa Cruz Kada e Natalia, o acimulo de
compostos fendlicos foi observado em células proximas a epiderme. O
estudo traz informacBes de apelo sustentdvel para o uso de
polissacarideos obtidos a partir de residuos de origem flngica, capazes
de conferir protecdo em cultivares de tomateiro contra a mancha
bacteriana por indugdo de resisténcia e esclarece alguns mecanismos de
defesa constitutiva encontrados nas plantas a fim de combater a infeccéo
bacteriana.

Palavras-chave: Polissacarideos; Levedura de cervejaria; Substrato de
cultivo de cogumelos; Basidiocarpos; Inducéo de resisténcia; Tomateiro;
Mancha bacteriana.



ABSTRACT

In In the current agricultural needs for food production, practices that
affect the conservation of biodiversity on the planet are adopted. In
tomato crop, one of the most consumed vegetables in the world, it is not
different, and numerous applications of agrochemicals are used for plant
pathogen control which cause damage to man and the environment.
Bacterial spot caused by Xanthomonas gardneri is one of the main
diseases affecting tomato growing areas. Elicitors from biological
origin, such as polysaccharides have been shown as an interesting
alternative in the activation of plant defense mechanisms. The use of
elicitors in plant pathogen interaction systems has been evaluated in this
study, through the action of polysaccharide fractions obtained from
brewery waste solids based on S. cerevisiae (PRC), the spent mushroom
substrate of P. ostreatus (PSPO) and basidiocarps discarded from L.
edodes production (PSHII) to control bacterial spot on tomato plants.
Polysaccharide fractions have been characterized, but only PSHII has
showed evidence of direct action on the pathogen, because of the
reduction on the number of the pathogen X. gardneri in vitro's colony
forming units (CFUs), probably due to its high content of phenolic
compounds and antioxidant potential. In susceptible plants the effect of
the time interval between treatment and inoculation (4 or 7 days) and the
polysaccharide concentration (0, 0.5, 1.5 or 4.5 mg/mL) were evaluated
over the disease severity (%). PRC, PSPO and PSHII (1.5 mg/mL) have
reduced the severity of the bacterial spot on cotyledons, seedlings (at the
beginning of vegetative growth) and plants with five true leaves
between 44.8 and 51%. In addition, PRC and PSHII (1.5 mg/mL) have
decreased disease severity (49,6 e 57,2 %) in all tested cultivars (Santa
Cruz Kada, Natalia, BRS Sena and Forty). BRS Sena had the lowest
disease severity values independent of the treatment. PSHII has
increased the activity of peroxidases and the content of total phenols in
Santa Cruz Kada plants. On photosynthetic parameters, the effect of
PSHII has resulted in lower rates of stomatal conductance and
transpiration compared to control plants, moments before inoculation.
Histopathological studies in tomato genotypes, BRS Sena has showed
the highest values on the anatomical aspects analyzed (stomatal density,
mesophyll and palisade cells thickness) compared to Santa Cruz Kada.
Also, hyperplasia and hypertrophy reactions near the infection site of



X.gardneri and phenolic compounds accumulation have been observed
inside of mesophyll cells in BRS Sena leaf sections stained with
toluidine blue and periodic acid-Shiff. However, in Santa Cruz Kada
and Natalia, phenolic compounds accumulation was observed in cells
close to the epidermis. The study provides sustainable information for
using polysaccharides obtained from fungal waste, able to confer
protection in tomato cultivars against bacterial spot by induced
resistance and clarifies some constitutive defense mechanisms found in
plants in order to fight against bacterial infection.

Keywords: Polysaccharides; Brewer’'s yeast; Spent mushroom
substrate; Basidiocarps; Induced resistance; Tomato plants; Bacterial
spot.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A cultura do tomate (Solanum lycopersicon L.) é uma das mais
expressivas no cenario agricola mundial. O Brasil ocupa a oitava
posicdo na producdo mundial de tomates (FAOSTAT, 2013) e, na safra
2015, a producédo nacional foi estimada em 4.145.553 toneladas (IBGE,
2016). O principal fator no aumento dos custos da producdo de tomates
é a necessidade de elevado nimero de aplicacdo de agrotoxicos, 0s quais
podem ser perigosos tanto para o ambiente quanto para o homem
(CARRER FILHO; ROMEIRO; GARCIA, 2008; GRIMM, 2010).

Uma das doencas de grande importancia e muito comum no
Brasil é a mancha bacteriana do tomateiro, formada por um complexo
com até quatro espécies bacterianas (Xanthomonas euvesicatoria,
Xanthomonas gardneri, Xanthomonas perforans e Xanthomonas
vesicatoria) (QUEZADO-DUVAL, 2003; JONES et al., 2004,
PONTES; OLIVEIRA; QUEZADO-DUVAL, 2010). Na doenca
provocada por Xanthomonas gardneri, 0s sintomas consistem em
manchas marrons escuras circulares de formato irregular, com tamanho
menor que 5 mm de didmetro e, frequentemente, com halos cloréticos
nas folhas e caules. Séo bactérias aerébias, gram negativas e apresentam
colénias amarelo pigmentadas (KIM et al., 2010).

A doenca acima mencionada é de dificil controle através dos
métodos tradicionais e o controle quimico ndo é totalmente eficaz. O
controle quimico de doencas, apesar de representar uma solugdo
eficiente para a agricultura (KIMATI, 1995), traz impactos negativos ao
ambiente (BETTIOL; MORANDI, 2009). O uso generalizado de
agrotoxicos pode ocasionar a selecdo de isolados resistentes,
contaminacdo do solo e lencol freético, poluicdo do ar, danos a salde
humana e ao ecossistema (PACUMBABA; BEYL; PACUMBABA JR.,
1999; FIALHO, 2004).

Nos ultimos anos foram apresentadas propostas alternativas aos
agroquimicos, com a busca de produtos que controlem satisfatoriamente
as doengas, tenham baixo impacto ambiental e baixa toxicidade aos
seres vivos (ROMEIRO, 1999; BALBI-PENA et al., 2006). A indugo
de resisténcia para a protecdo de plantas mostra-se como alternativa
menos agressiva a salde humana e ao equilibrio de agroecossistemas
(STADNIK; MARASCHIN, 2004). Alguns trabalhos j& demonstraram a
eficiéncia da indugdo de resisténcia durante a interacdo X. gardneri e
tomateiro (COQUEIRO; DI PIERO, 2011; COQUEIRO;
MARASCHIN; DI PIERO, 2011; JAIL et al., 2014; LUIZ et al., 2012,
2015).
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O controle de doencas através de inducdo de resisténcia é um
método que vem se revelando promissor (SILVA; PASCHOLATI,
BEDENDO, 2008). A resisténcia induzida define o processo ativo de
resisténcia dependente de barreiras fisicas e/ou quimicas da planta
hospedeira, ativado por agentes bidticos ou abidticos, os chamados
agentes indutores. Entre os indutores bi6ticos, podemos citar patégenos
ativos ou inativados, linhagens ndo patogénicas e metabdlitos
microbianos (DI PIERO, 2003).

A resisténcia induzida tem inicio com o reconhecimento do
patégeno ou pelo contato a um indutor quimico ou bioldgico,
desencadeando uma cascata de eventos de transducdo de sinais que
resulta na ativacdo de genes na planta e consequentemente respostas de
defesa. A inducdo de resisténcia estd relacionada aos mecanismos de
defesa pos-formados e envolve a ativacdo de mecanismos latentes nas
plantas em resposta a tratamentos. Durante o processo evolutivo, as
plantas desenvolveram mecanismos de defesa que se tornam ativos em
resposta ao tratamento com agentes elicitores (quimicos, naturais ou
sintéticos) ou & infeccdo por patdgenos (VANDERPLANK, 1968;
CAMARGO; BERGAMIN FILHO, 1995; PIETERSE; VAN LOON,
1999; STADNIK, 2000).

Este tipo de resisténcia adaptativa que pode ser expressa tanto
localmente quanto sistemicamente, tem sido nomeado de Resisténcia
Sistémica Adquirida (SAR) e Resisténcia Sistémica Induzida (SIR). Por
muito tempo SAR e SIR foram considerados fendbmenos semelhantes,
porém ultimamente foram levantadas diferencas relacionadas as formas
através das quais esses mecanismos de resisténcia sdo induzidos.
Ambas, SAR e SIR sdo ferramentas importantes no controle de doengas
de plantas, efetivas contra um amplo espectro de patégenos de plantas e
a ativacdo simultdnea de SAR e SIR resulta em maiores niveis de
protecdo (VAN LOON et al, 1998; VAN WEES et al., 2000;
AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011).

A SAR diferencia-se de SIR por serem reguladas por rotas
metabdlicas distintas. A SAR requer tanto um acimulo local e sistémico
do composto &cido salicilico (importante intermediario nas vias de
sinalizacdo da defesa sistémica), quanto a inducdo de conjunto de genes
codificadores de proteinas relacionadas a patogenicidade. Proteinas PR
com atividade antimicrobiana podem contribuir para a planta atingir o
estado de SAR. Ja SIR é frequentemente regulada por acido jasmdnico
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(AJ) e vias de sinalizacdo associadas com etileno (ET). A ativagdo de
uma ou outra via (SAR ou SIR) depende do agente indutor e da relagdo
entre a natureza do agente indutor e a via induzida. Grosso modo, SAR ¢
induzida por agentes biotréficos, enquanto a SIR é induzida por agentes
necrotroficos. No entanto esta grosseira generalizacdo néo reflete o caso
das rizobactérias que ndo causam necrose, mas induzem a via do AJ e
ET e ndo do AS. Estas vias ativam genes envolvidos nas respostas de
resisténcia, que sdo comuns as respostas observadas em gendtipos com
resisténcia qualitativa (sem graus intermediarios de resisténcia) ou
quantitativa (distribuicdo continua de graus de resisténcia). Portanto, a
SAR € observada atualmente como uma resposta integrada da
resisténcia de plantas a patdgenos, seja esta qualitativa ou quantitativa
(JONES; DANGL 2006, AMORIM, REZENDE & BERGAMIN
FILHO, 2011). Assim, a ativacdo simultanea de diversos mecanismos de
defesa, durante a expressdo da resisténcia sistémica adquirida (SAR),
ressalta o potencial genético da planta sem alteragdes no genoma e
permite que materiais de interesse agrondmico suscetiveis continuem a
ser plantados no campo (DI PIERO, 2003).

Produtores de hortaligas confrontados com os desafios
relacionados ao ataque de patdgenos tém a oportunidade de usar fungos
e leveduras como agentes de controle alternativo de pragas. Fungos
podem ativar importantes mecanismos como a producdo de enzimas
hidroliticas e antibi6ticos, competicdo por nutrientes e colonizacdo de
nicho, inducdo de mecanismos de defesa das plantas hospedeiras e
interferéncia nos fatores de patogenicidade do patégeno (PUNJA;
UTKHEDE, 2003).

O excedente de muitas industrias que utilizam praticas
biotecnoldgicas para abastecer necessidades humanas de consumo
termina em rica biomassa residual. As restricdes de recursos levam a
indGstria a aumentar sua eficiéncia global, melhorando processos
existentes e buscando novos usos para os residuos (LIN et al., 2013).
Estudos relatam utilizacbes desses materiais aplicaveis na alimentacao
humana e animal (LEIMER, 2007), absorcéo de poluentes (HAN et al.,
2006), biofertilizantes (ABAT, 2006) e producdo de energia
(FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

Diversos estudos fitopatolégicos apontam resultados positivos
sobre a utilizacdo de fungos, caso do cogumelo shiitake Lentinula
edodes (Berk.) Pegler (DI PIERO, 2003; SILVA et al., 2007
TOFFANO, 2010) e da levedura fermentativa Saccharomyces cerevisiae
Meyen ex Hansen (PASCHOLATI, 1998; PICCININ; DI PIERO;
PASCHOLATI, 2005; WALTERS et al., 2005), aplicados no combate a
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patégenos e na elicitacdo de mecanismos de defesa em plantas.
Moléculas elicitoras estimulam respostas de defesa em plantas,
resultando na sintese de fitoalexinas e proteinas relacionadas a
patogénese (PR-proteinas). Tais respostas ocorrem apés a ligacdo de
elicitores aos receptores normalmente localizados na superficie de
células vegetais, promovendo uma via de transducdo de sinal que ira
levar a ativacdo de um ou mais mecanismos de defesa (DI PIERO;
WULFF; PASCHOLATI, 2006).

Espécies do género Pleurotus vém se destacando por apresentar
crescimento relativamente facil. Existe a possibilidade de cultivo em
uma ampla variedade de residuos agroindustriais e florestais
constituidos de celulose, hemicelulose e lignina, tais como palha de
cereais, polpa, serragem, etc. A espécie Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex
Fr.) Kummer é reconhecida por possuir polissacarideos associados a
parede celular com propriedades medicinais, e  secretar
exopolissacarideos para 0 meio de cultivo (HESS et al., 2006). Suas
caracteristicas revelam um potencial para investigagdo de moléculas
elicitoras do mecanismo de defesa em plantas.

Além disso, na literatura, a auséncia de trabalhos relacionados a
indutores de resisténcia obtidos de biomassas fungicas descartadas da
producdo de alimentos e destinadas ao controle alternativo da mancha
bacteriana no tomateiro justifica a importancia do presente estudo.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes fragdes polissacaridicas obtidas a partir de sélidos residuais a
base de S. cerevisiae, resultantes do processo cervejeiro, do substrato
ap6s o cultivo de P. ostreatus e de basidiocarpos descartados da
producdo de L. edodes no controle da mancha bacteriana no tomateiro.
As investigacGes conduzidas nesta pesquisa abordaram os mecanismos
de acdo das fracBes polissacaridicas obtidas de residuos, buscando
metabdlitos de origem sustentavel para a protecdo de gendtipos de
tomateiro com diferentes niveis de resisténcia & mancha bacteriana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Elucidar efeitos da aplicacdo de indutores biol6gicos obtidos a
partir de biomassas descartadas da producéo de cerveja e do cultivo de
cogumelos na inducgdo de resisténcia de tomateiros para o controle da
mancha bacteriana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obter fragBes polissacaridicas extraidas a partir dos
residuos fungicos a base de S. cerevisiae, P. ostreatus e L. edodes, a
fim de utiliza-los no controle alternativo de X. gardneri no tomateiro;

2) Caracterizar as fragdes polissacaridicas utilizadas no
controle alternativo de X. gardneri no tomateiro;

3) Avaliar a influéncia dos extratos e suas respectivas
fragdes, sobre o crescimento in vitro de X. gardneri;

4) Analisar em diferentes genotipos de tomateiro as
atividades de enzimas (peroxidases e fenilalanina amonia-liases) e
compostos (fendlicos) relacionados a indugéo de resisténcia;

5) Realizar estudo histofisioldgico nas folhas de gendtipos
com diferentes niveis de resisténcia, para a deteccdo das alteragdes
celulares e histolégicas em plantas de tomate tratadas com fragdes de
polissacarideos indutores de resisténcia, seguidos da inoculagdo com
X. gardneri;
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3 CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 ORIGEM BOTANICA DO TOMATE E SEU CULTIVO

O tomate teve origem no Novo Mundo e todos 0s seus parentes
selvagens sdo nativos da regido andina da América do Sul. Acessos de
Solanum lycopersicum var. cerasiforme foram levados para a Europa no
século 15, ap6s chegar a um estadgio avancado de cultivo no México
(centro de domesticacdo). Na Europa, acreditava-se que o tomate era
venenoso, no entanto, a selecdo e o melhoramento genético,
principalmente na Italia, resultaram no aumento da popularidade do
tomate devido a sua aparéncia, gosto e valor nutricional. O tomate ¢é a
peca central genética da familia Solanaceae, devido ao seu modesto
tamanho de genoma dipldide e tolerancia a endogamia (HARLAN,
1992; INTERNATIONAL SOLANACEAE GENOMICS PROJECT,
2004).

A familia Solanaceae possui tamanho médio, com cerca de 99
géneros e 3000 espécies. Quase metade das espécies pertence ao género
hiperdiverso Solanum. A familia é mais diversificada na regido
Neotropical, onde 21 desses géneros sdo endémicos. Os membros da
familia habitam uma grande variedade de habitats, desde desertos mais
secos da costa oeste da América do Sul e do planalto tibetano, as
florestas tropicais da Amazonia e sudeste da Asia. A forma de vida na
familia é igualmente variada, desde pequenas ervas anuais a arvores do
dossel (KNAPP, 2010).

O género Solanum, com cerca de 1.500 espécies, € um dos
maiores géneros das angiospermas e inclui espécies economicamente
importantes como 0 tomate, a batata e a berinjela. Em parte devido ao
seu grande tamanho e centro de diversidade tropical, tem sido um
desafio resolver relagdes evolutivas em todo género Solanum (WEESE;
BOHS, 2007). As comparagdes entre 0s genomas de tomate e outras
plantas j& sequenciadas como Arabidopsis e Vitis suportam a hipdtese de
que uma triplicacéo de todo o genoma que afeta a linhagem das rosideas
ocorreu em um ancestral comum, e sugere que uma poliploidizacdo na
linhagem das solanaceas precedeu a divergéncia das rosideas —
asterideas. O projeto de sequenciamento do genoma do tomateiro
envolveu mais de 14 paises e permitiu ver onde estdo os genes, quais
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cromossomos e suas agdes. Foram sequenciados cerca de 35.000 genes e
juntamente as sequéncias desvendadas foi apresentada a similaridade
entre 0s genomas de solanaceas, na procura por conhecimentos para a
melhoria da producéo, nutricdo, resisténcia a doengas, sabor e coloracao,
inclusive de outros cultivos (THE TOMATO GENOME
CONSORTIUM, 2012).

O tomate Solanum lycopersicon L. é um dos frutos de horticolas
mais consumidos no mundo e a ingestdo do fruto contribui para uma
dieta saudavel e equilibrada. Os frutos do tomateiro sdo ricos em
minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais, acucares e fibras dietéticas.
O tomate contém grandes quantidades de vitaminas B e C, ferro e
fosforo (NAIKA et al., 2006). De acordo com a tabela brasileira de
composi¢do de alimentos (TACO, 2011), cada 100 g de tomate cru, com
semente, possui um percentual 95% de umidade, 15(Kcal) de energia,
1,1 g de proteinas, 0,2 g de lipideos, 3,1 g de carboidratos, 1,2 g de
fibras alimentares, 7 mg de calcio e 11 mg de magnésio.

O tomateiro pode se desenvolver de forma rasteira, semiereta ou
ereta. O crescimento é limitado nas variedades de crescimento
determinado e ilimitado nas de crescimento indeterminado, podendo
neste caso chegar a 10 metros em um ano. As variedades de crescimento
determinado sdo destinadas ao processamento industrial. Ja as
variedades de crescimento indeterminado se destinam & mesa do
consumidor. As plantas se desenvolvem bem em um amplo espectro de
latitude, tipos de solo, temperatura e métodos de cultivo. Ambiente
guente, com boa iluminacao e drenagem sdo os mais adequados para seu
cultivo (ALVARENGA, 2004).

As variedades de tomate sdo reunidas em cinco grupos: grupo
Santa Cruz, Salada, Cereja, Italiano (Saladete ou San Marzano) e grupo
Agroindustrial. Nesta cultura sdo necessarias muitas adubacdes e o
constante ataque de pragas exige elevado conhecimento para um cultivo
eficiente. O plantio do tomate é recomendado conforme o local e a
época do ano. Na regido Sul do Brasil € indicado o plantio do tomate
entre 0s meses de setembro e fevereiro. Na regido Norte, o plantio
ocorre entre 0s meses de marco a julho. Nas regiGes Sudeste, Centro-
Oeste e Nordeste, 0 plantio pode ser feito 0 ano todo. Regibes quentes e
muito Umidas sdo problematicas para a cultura, favorecendo a
ocorréncia de doencas (EMBRAPA/SEBRAE, 2010).

A regido Sudeste destaca-se na producdo brasileira de tomates
com maior porcentagem de participacdo na safra de 2014. Entre os
estados de grande influéncia na producdo nacional estdo S&o Paulo,
Goias, Minas Gerais, Parana, Bahia, Ceara, Rio de Janeiro, Espirito
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Santo e Santa Catarina (IBGE, 2014). O polo produtor de tomate em
Santa Catarina se concentra na regido do Alto Vale do Rio do Peixe. Os
municipios de Cagador, Lebon Régis, Rio das Antas e Macieira, que
compdem essa regido, sdo responsaveis por 49,14% da area cultivada no
Estado (COSTA et al., 2012).

3.2 MANCHA BACTERIANA DO TOMATEIRO

A mancha bacteriana do tomateiro foi inicialmente descrita por
Ethel M. Doidge (1921) e denominada de cancro do tomateiro apds ser
encontrada no verdo de 1914 em frutos de tomates disponiveis
comercialmente na cidade sul-africana de Pretéria. No mesmo ano,
Gardner e Kendrick também identificaram uma bactéria causadora da
mancha do tomateiro em Indiana nos EUA. Os autores observaram
diferencas significativas quanto a atividade aminolitica entre as cepas
isoladas por eles e a bactéria isolada por Doidge. No entanto, existiam
poucas técnicas disponiveis para diferenciacdo de bactérias e ambos os
organismos foram classificados como Xanthomonas vesicatoria e,
posteriormente, como X. campestris pv. vesicatoria (JONES et al.,
2004).

Na década de 90, Vauterin et al. (1990) e Stall et al. (1994)
determinaram a existéncia de dois grupos com diferengas genéticas e
fenotipicas dentro de X. campestris pv. vesicatoria, chamando-os de
grupo A e grupo B. Vauterin et al. (1995) reclassificaram X. campestris
pv. vesicatoria e a consequente divisdo em duas espécies. As estirpes B
foram denominadas de X. vesicatoria e as cepas A como um patovar de
X. axonopodis. Duas outras Xanthomonas foram isoladas a partir de
tomateiros sintomaticos. A primeira foi isolada em 1957 por Sutic na
lugoslavia, inicialmente nomeada Pseudomonas gardneri e considerada
sinbnimo de X. vesicatoria por Dye em 1966. A segunda foi isolada na
Flérida, nos Estados Unidos, no inicio de 1990 e as duas incluidas nos
grupos adicionais C e D (JONES et al., 2004).

Com base em técnicas de hibridizacdo de DNA, as estirpes do
grupo C foram estreitamente relacionadas ao grupo A e colocadas
dentro de X. axonopodis pv. vesicatoria. As cepas do grupo D
(identificadas por Sutic) geneticamente distintas de outras Xanthomonas
associadas ao tomateiro tiveram a posicdo taxondmica confirmada apés
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analise na sequéncia de RNA ribossomal 16S, que indicou intima
relacdo filogenética com as Xanthomonas (JONES et al., 2004).

Atualmente, o género Xanthomonas consiste em 20 espécies que
causam doengas em diferentes plantas hospedeiras de significancia
agrondmica e danos economicamente importantes. As doengas podem
ocorrer de forma particularmente severa nas regiées de clima quente e
Umido, porém, podem ocasionar grandes problemas em regides
temperadas. As Xanthomonas produzem um exopolissacarideo (EPS)
denominado goma xantana, amplamente utilizado como aditivo na
indUstria alimenticia, farmacéutica e de perfuragdo de dleo. Este EPS é
importante na protecdo das bactérias contra dessecacdo e atenua a
dispersdo pelo vento e chuva (MANSFIELD et al., 2012).

Trabalhos realizados com Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc) permitiram a identificacdo de genes envolvidos na
biossistese de xantana, como os genes rpf, que atuam na sintese de
enzimas extracelulares e contribuem para fatores de viruléncia do
patégeno. Os estudos demonstraram um sistema de sinalizacdo célula-
célula mediado por um acido graxo cis-insaturado (DSF) percebido e
sintetizado por genes rpf que sdo conservados em todas Xanthomonas
(MANSFIELD et al., 2012).

Estudos com estas bactérias tém impactos cientificos
consideraveis. No trabalho de Gabriel et al. (1986) foi percebida pela
primeira vez a hip6tese do padrdo de regulagdo gene a gene que governa
as interacOes entre plantas e agentes patogénicos bacterianos. Boch e
Bonas (2010) e Minsavage et al. (1990) estabeleceram a base genética
do desencadeamento de resisténcia a doencas em pimenta, levando ao
isolamento de genes que especificam a viruléncia em cultivares de
pimenta contendo 0s genes de resisténcia & mancha bacteriana Bsl, Bs2
ou Bs3. AvrBs3 é o membro da grande familia de proteinas efetoras
TAL tipo lIl em Xanthomonas spp. Foi demonstrado que o efetor é
translocado para o nicleo da célula vegetal, onde influencia a expressao
do gene através da ligacdo aos promotores da planta. Este conhecimento
oferece um grande potencial na area de biotecnologia agricola, na
engenharia de promotores que utiliza efetores TAL para dirigir a
expressao de genes de resisténcia e permitir a edicdo de ligacOes
especificas no DNA e gerar genétipos de design personalizado
(MANSFIELD et al., 2012).

Entretanto, o relacionamento entre as atribuices das espécies de
Xanthomonas e a gama de hospedeiros ou as ragas para estas estirpes
ndo é simples. Algumas cepas sdo patogénicas em tomate ou pimenta ou
ambos. Outros géneros da familia Solanaceae ja foram listados como
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espécies hospedeiras. No entanto, os dados foram baseados
principalmente de reacfes seguidas de inoculagfes, nas quais algumas
podem ter apresentado hipersensibilidade ao contrario de reagfes
compativeis (HAMZA et al., 2010).

A mancha bacteriana possui importancia mundial e tornou-se um
grande problema em campos com plantio de tomateiros irrigados por
aspersdo. A doenca apresenta o potencial de causar perdas substanciais
devido a dispersdo via sementes, a baixa eficiéncia de controle quimico,
e a falta de cultivares com resisténcia (QUEZADO-DUVAL et al.,
2004). De acordo com Quezado-Duval et al. (2014) ha um consenso de
gue a mancha bacteriana é um importante fator limitante da producéo de
tomates e a disponibilizacdo de cultivares com resisténcia €
extremamente desejavel. No trabalho, os autores Quezado-Duval et al.
(2014) indicaram sete hibridos (Heinz 9553, Heinz 9992, BRS Sena,
XMX 7889, BQ 211, CVR54 e HF1-50) que experimentalmente
apresentaram menores valores de severidade a mancha bacteriana. A
cultivar BRS Sena, lancada pela EMBRAPA Hortalicas DF, foi primeiro
hibrido nacional de tomate para processamento industrial com certa
tolerancia a mancha bacteriana causada por Xanthomonas spp.
(EMBRAPA, 2012).

Considerada uma das doengas mais destrutivas para a cultura, a
mancha bacteriana provoca perdas severas tanto na parte destinada ao
consumo in natura como para o processamento industrial. Na década de
50, no Estado de S&o Paulo, houve o primeiro relato da doencga no Brasil
(PONTES et al., 2010). Conforme Quezado-Duval et al. (2005), as
quatro espécies de Xanthomonas que podem causar a mancha-bacteriana
do tomateiro (X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri e X.
perforans) estdo presentes no Brasil. Na regido do Alto Vale do Rio do
Peixe, em Santa Catarina, espécies de Xanthomonas foram isoladas em
lavouras de tomate de mesa e determinadas por similaridades de perfis
gendmicos gerados por BOX-PCR. Entre os 44 isolados bacterianos,
80% foram identificados como X. gardneri, 11% como X. perforans e
9% como X. vesicatoria (COSTA et al., 2012).

A espécie X. gardneri (Figura 1.1) possui a caracteristica de ser
uma bactéria aerobia, de cor amarelada, mucoide e gram-negativa. Os
sintomas da mancha bacteriana consistem em manchas marrom escuras
circulares de formato irregular, menores que 5 mm de didmetro e,
frequentemente, com halos cloréticos nas folhas e caules. Varios pontos
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em um Unico foliolo podem coalescer, em parte ou na totalidade do
foliolo, que pode se tornar amarelo ou morrer (KIM et al., 2010).

Os prejuizos causados por esta doenga sdo devidos a reducdo da
produtividade causada pela destrui¢do foliar, com consequente perda de
superficie fotossintetizante, e queda de flores e frutos em formacao.
Tradicionalmente, o controle quimico da mancha-bacteriana tem sido
feito com antibidticos e produtos a base de cobre. Atualmente, além dos
clpricos, apenas 0s principios ativos acibenzolar-S-metil (ASM) e
cloretos de benzalcbnio possuem registro para a cultura no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento com indicacéo para o controle da
mancha-bacteriana (AGROFIT, 2011; NASCIMENTO et al., 2013).

Medidas de controle tradicional para a mancha bacteriana
incluem a aplicacdo de bactericidas, tal como hidréxido de cobre, em
combinacgdo com etileno-bis-ditiocarbamato (EBDC). A ineficécia dos
agentes quimicos convencionais, particularmente quando cepas do
patégeno prevalentes sdo resistentes ao cobre, sugere a necessidade de
abordagens alternativas ou complementares para a gestdo da mancha-
bacteriana (MOSS et al., 2007).
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Figura 1.1 Colbnias de Xanthomonas gardneri observadas sob
coloracdo Gram-negativa (A), em placas de Petri (5 cm; &) ap6s 48h de
crescimento em meio de cultura nutriente-agar (B) e sob microscopia
eletronica de varredura MEV (Jeol- JSM-6390LV; LCME/UFSC) da
epiderme abaxial de tomateiro apds 48h da inoculacdo (C). Folhas
herbarizadas com sintomas da mancha bacteriana apés 14 dias da
inoculacgéo (D).
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3.3 INDUCAO DE RESISTENCIA

Em Fitopatologia, assume-se que a resisténcia de plantas é a regra
e que a suscetibilidade é a excecdo. A resisténcia pode ser entendida
como a capacidade do hospedeiro evitar ou atrasar a penetracdo e
subsequente desenvolvimento do patdgeno (AGRIOS, 1997). O
fendmeno de inducédo de resisténcia, comum na natureza, pode tornar as
plantas mais resistentes a infeccdo de um patdgeno por ativacdo prévia
de seus mecanismos de defesa devido algum tipo de estresse. O estresse
pode ser gerado por agentes indutores de origem bidtica (patégenos
avirulentos ou virulentos, como fungos, virus, bactérias e extratos de
plantas) ou abidtica (radiacdo UV, choque térmico, injdrias mecanicas
ou compostos quimicos tais como fosfatos, micronutrientes,
aminodcidos e derivados do 4&cido salicilico) (STADNIK;
MARASCHIN, 2004).

No Brasil, entre os trabalhos pioneiros com inducdo de resisténcia
pode ser citado o realizado por Moraes et al. (1976) com plantas de
Coffea arabica suscetiveis a Hemileia vastatrix que foram submetidas a
tratamento com uma suspensao de urediniésporos inativados pelo calor
e que as protegeram contra um desafio subsequente com 0 mesmo
patégeno. No entanto, 0 mecanismo de acdo protetora era desconhecido.

A inducéo de resisténcia é atualmente descrita através de dois
fendmenos biol6gicos, a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e
resisténcia sistémica induzida (SIR). Sdo fendmenos distintos, mas
fenotipicamente semelhantes, no sentido de que apds a exposi¢do do
indutor, os mecanismos de defesa da planta sdo ativados no sitio de
indugdo e em outros locais distantes. Em SAR ocorre 0 acimulo de PR-
proteinas, e a via metabdlica ¢ salicilato dependente. Ja para SIR ndo ha
0 acUmulo PR-proteinas e sua inducdo parece associada a rota de
sinalizacdo de jasmonatos e etilenos (STADNIK; MARASCHIN, 2004;
BONALDO et al., 2005). A inducdo de resisténcia sistémica (SIR) é um
mecanismo de biocontrole mediado pela planta no qual o agente de
controle biolégico e o patégeno ndo entram em contato um com o outro.
Tanto em SAR como em SIR, a defesa das plantas hospedeiras €
estimulada e a protecdo ocorre de forma sistémica (OWNLEY;
WINDHAM, 2004).

Durante o processo de defesa da planta ao ataque de patdgenos,
podem ser ativadas as vias de sinalizagdo envolvendo o &cido salicilico
(AS), acido jasmonico (AJ) e etileno (ET). As vias de sinalizacdo de AS
e AJ sdo antagbnicas mutuas, ja as vias de sinalizacdo entre AJ e ET
modulam uma a outra, e dados contraditorios refletem a complexidade
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da sinalizacdo cruzada entre 0 AS e as vias de sinalizacdo do ET. Os
patdégenos que empregam estratégias envolvendo rapidamente a morte
de células vegetais para obter nutrientes (necrotroficos) podem ativar
respostas de defesa dependentes de AJ e ET. Patdgenos que sdo
geralmente controlados por respostas de defesa dependente de AS
colonizam o apoplasto e multiplicam-se no tecido do hospedeiro durante
varios dias antes de causar morte da célula vegetal e danos nos tecidos
(KUNKEL; BROOKS, 2002).

Para Jones e Dangl (2006), o sistema de defesa da planta pode ser
dividido em dois ramos. Um utiliza as vias de sinalizacdo através de
receptores transmembrana de reconhecimento de padrbes (PRRs) que
respondem a padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs). O
segundo atua largamente no interior da célula, utilizando produtos
proteicos polimoérficos (NB-LRR) codificados pela maioria dos genes R.
Estes produtos protéicos sdo nomeados apés 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 patdgenos biotréficos ou hemibiotréficos, mas néo contra
0s agentes patogénicos necrotréficos (JONES e DANGL, 2006).

Os autores mencionados acima apresentaram um modelo "zigzag"
(Figura 1.2) que pode ser dividido em quatro fases para representacdo
do sistema de defesa da planta. Na fase 1, os PAMPs sdo reconhecidos
por PRRs, resultando em imunidade desencadeada ou disparada por
PAMP chamada de PTI, que pode deter colonizagdes futuras. Na fase 2,
0s patégenos bem sucedidos implantam efetores que contribuem com a
viruléncia do patégeno. Os efetores podem interferir com PTI. Isso
resulta em susceptibilidade desencadeada por efetores (ETS). Na fase 3,
um dado efetor é especificamente reconhecido por uma das proteinas
NB-LRR, e a imunidade efetora ETI é acionada. O reconhecimento é
tanto indireto como por meio do reconhecimento direto de um efetor
NB-LRR. A ETI é uma resposta acelerada e amplificada de PTI,
resultando na resisténcia a doenca e, geralmente, uma morte celular por
reacdo de hipersensibilidade (RH) no local da infeccdo. Na fase 4, a
selecdo natural aciona o0s patdgenos para evitar ETI seja por
diversificacdo do gene efetor reconhecido, ou através da aquisicdo de
efetores adicionais que suprimem ETI (JONES e DANGL, 2006).
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Figura 1.2 Modelo Zig-Zag que ilustra o sistema de defesa
vegetal. Figura retirada de Jones e Dangl (2006).

Referente aos mecanismos de resisténcia para suprimir o ataque
de patdgenos, estes podem ser tanto pré-existentes quanto induzidos. Os
pré-formados podem ser estruturais como a presenca de cuticula,
tricomas, estdbmatos, fibras/vasos condutores; ou ainda biogquimicos
representados por fendis, inibidores proteicos, quitinases ¢ [B-1,3
glucanases. Entre os mecanismos pés-formados estdo classificados
como estruturais as papilas, acimulo de lignina, hidroxiprolina, glicina,
camadas de cortica e tiloses. J& entre os mecanismos bioquimicos pos-
formados pode ser incluida a sintese de fitoalexinas, proteinas
relacionadas a patogénese, fitotoxinas e espécies ativas de oxigénio
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Normalmente a resisténcia tem inicio pelo mecanismo da reacao
de hipersensibilidade (RH) devido a incompatibilidade entre a planta
portadora do gene de resisténcia dominante (R) e o patégeno contendo o
gene dominante de aviruléncia (Avr). Com o reconhecimento do elicitor
do patdgeno, a planta libera espécies ativas de oxigénio (EAOs), que por
reacOes de oxidagdo geram o colapso das células localizadas na regido
de infeccdo. A partir do oxigénio molecular (O;), podem ser produzidos
0s agentes de explosdo oxidativa: anion superoxido (Oy), peroxido de
hidrogénio (H,0,) e radicais de hidroxila livres (OH"). O superdxido
pode ser produzido na planta via ativacdo de NADPH-oxidases/sintases
ligadas a membrana, peroxidases (POD) da parede celular,
lipoxigenases (LOX) e na transferéncia de elétrons da
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mitocondria/cloroplasto. O superdxido oxida moléculas organicas como
o ascorbato, ou reduz metais como Fe**. O peréxido de hidrogénio
celular surge da dismutacdo do superoxido catalisada pela enzima
superoxido dismutase (SOD). O acumulo de H,O, pode depender das
etapas consecutivas de reducdo do oxigénio molecular ao anion
superdxido seguido pela dismutagdo espontanea ou catalisada de O, a
H,0, (RESENDE et al., 2003).

Na interacdo planta-patogeno, durante a fase de reconhecimento
dos elicitores provenientes do patégeno, sdo gerados processos de
defesa como producdo de EAOs, aumento de antioxidantes, acdo de
lipoxigenases, a RH, produgdo de fitoalexinas, lignificacdo e SAR.
Porém, mesmo que as EAOs ocorram no metabolismo celular, essas
podem se tornar toxicas a célula quando acumuladas. A fim de reduzir
0s prejuizos, a célula dispde de mecanismos para detoxificacdo. Esses
mecanismos de protecdo, desenvolvidos durante o processo de evolucéo,
servem para controlar os niveis dessas moléculas e anular a toxicidade.
Moléculas antioxidantes, enzimas simples, e um sistema mais complexo
de detoxificagdo, podem estar envolvidos na protecdo celular contra
EAOs acumuladas (RESENDE et al., 2003).

As defesas vegetais sdo um produto da evolucdo, pois o0s
compostos que aumentam a adaptacdo reprodutiva das plantas, por
agirem na defesa contra fitopatdgenos, podem também torna-los
indesejaveis como alimento humano. Muitas plantas foram
artificialmente selecionadas para produzir niveis relativamente baixos
destes compostos e por consequéncia tornaram-se mais suscetiveis as
moléstias (TAIZ e ZEIGER, 2004).

As alteracBes metabolicas envolvidas com os mecanismos de
defesa das plantas contra fitopatdgenos estdo correlacionadas com
mudancas na atividade de enzimas chaves do metabolismo primario e
secundario. Entre estas esta a enzima peroxidase (H,O, oxiredutase) que
catalisa a oxidacho e a eventual polimerizagdo de Alcool
hidroxicindmico na presenca de H,O,, dando origem a lignina. As
peroxidases participam também da biossintese de etileno, oxidacéo de
compostos fendlicos e estdo relacionadas com respostas de resisténcia
ou suscetibilidade em diferentes patossistemas. Outra enzima
intensamente estudada em plantas é a fenilalanina aménia-liase (FAL),
gue atua no metabolismo de compostos fenoélicos. A FAL € responsavel
por desaminar a L-fenilalanina e gerar acido trans-cinamico e amonia. O
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acido trans-cindmico pode ser incorporado em muitos compostos
fenolicos que estdo presentes na formacdo de ésteres, coumarinas,
flavonoides e ligninas (STANGARLIN et al., 2011).

3.4 PRODUTOS POTENCIALMENTE ELICITORES

As leveduras sdo 0s micro-organismos unicelulares mais
utilizados na industria, cultivadas com a finalidade de se obter células,
componentes celulares e produtos da fermentagdo alcodlica. Entre as
leveduras mais conhecidas e comercialmente importantes estdo
linhagens de Saccharomyces cerevisiae Meyen (SERTKAYA, 2005). O
fungo S. cerevisiae pertence ao filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales, familia
Saccharomycetaceae (GOUVEA, 2007). S. cerevisiae é utilizado para
fabricar pées, vinhos, cerveja, etanol e serve como modelo em muitos
estudos biolégicos. Foi o primeiro organismo eucaridtico a ter seu
genoma sequenciado, contém 16 cromossomos bem caracterizados e de
facil manipulacdo (SHERMAN, 2002). A parede da levedura consiste
basicamente de manoproteinas, p-glucanas, € uma pequena quantidade
de quitina. A composicdo da parede e a organizacdo podem variar
durante o crescimento e desenvolvimento (ORLEAN, 2012).

O Brasil é um produtor potencial de levedura residual obtida a
partir de destilarias de alcool de cana de aglcar e também de cervejarias.
A producdo brasileira em 2013 foi cerca de 13 bilhdes de litros de
cerveja (a partir de cevada) e foi considerada entre os cinco paises com
as maiores produgdes do mundo (FAOSTAT, 2013). Para cada mil litros
de cerveja ou chope produzidos sdo utilizados cerca de 7 quilos de
levedura para a fermentacdo. Apds a fermentacdo e a maturagdo, um
total de 15 quilos de levedura podem ser recolhidos e utilizados por até
6 vezes (Cardoso et al. 2015). Na industria brasileira da cana de acUcar,
as destilarias de alcool também operam com o reaproveitamento de
células de levedura. Dependendo das condi¢Bes do processo em que 0
alcool esta sendo produzido, uma matéria-prima de 15-60 g de levedura
(de matéria seca) por litro de alcool é produzida. Normalmente, de 10-
25 g/L podem ser separado do processo, como um co-produto pronto
para venda (LEINER, 2007).

A biomassa residual de levedura obtida de destilarias/cervejarias
apresenta uso potencial na area agricola. Na literatura muitos sdo os
exemplos de sucesso de S. cerevisiae na protecdo de plantas cujos
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mecanismos provaveis de acdo sdo antibiose, competicéo e a inducgdo de
resisténcia (GOUVEA, 2007).

Lee et al. (2009) purificaram e identificaram uma proteina
recombinante de S. cerevisiae localizada no peroxissomo (denominada
3-cetoacil-CoA tiolase -ScFox3) e esta apresentou efeito antifungico in
vitro contra Botrytis cinerea Pers., Fusarium moniliforme Sheld. e
Fusarium solani (Mart.) Sacc..

O extrato da parede celular da levedura contém componentes que
podem eliciar respostas de defesa, como quitina, oligdmeros de N-
acetilglicosamina, beta-1,3 glucanas, glicopeptideos e ergosterol.
Alguns trabalhos ja mostraram o potencial de compostos elicitores de
células da levedura S. cerevisiae na ativacdo de respostas de defesa
contra fitopatégenos e no controle de doencas em plantas de milho,
sorgo, eucalipto e maracuja (FIALHO, 2004; ZANARDO;
PASCHOLATI; FIALHO, 2009).

Assim como 0s micro-organismos fdngicos unicelulares
(leveduras) sdo candidatos a atuarem como elicitores de defesa vegetal,
0 potencial de macrofungos com corpos de frutificagdo (cogumelos)
também ¢ relatado. Os representantes dos filos Ascomicetos e
Basidiomicetos sdo fungos que apresentam posi¢des ecoldgicas
diferentes (fungos saprofiticos, endofiticos, patogénicos, ou simbidticos
- micorrizas) e podem produzir polissacarideos. Os polissacarideos
produzidos desempenham diferentes funcBes bioldgicas, atuam na
protecdo contra fatores de stress ambiental e na interacdo com outros
organismos. Polissacarideos de Ascomicetos e Basidiomicetos sédo
conhecidos por suas propriedades antioxidantes, imunoestimulantes,
antitumorais e antimicrobianas (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015).

O género Pleurotus compreende um grupo de cogumelos
ligninoliticos com propriedades medicinais, aplicacdes biotecnolégicas e
ambientais importantes. A espécie P. ostreatus é a terceira mais
cultivada para fins alimentares, e é considerada rica fonte de proteinas,
fibras, carboidratos, vitaminas e minerais. Pleurotus spp. sdo
promissores como cogumelos medicinais, exibindo propriedade
antiviral,  antitumoral,  antibidtica,  antibacteriana,  atividade
hipocolesterolémica e imunomodulacdo hematolégica. Muitas
moléculas bioativas que foram isoladas a partir de diferentes fungos séo
polissacarideos (COHEN, PERSKY e HADAR, 2002).


https://www.google.com.br/search?q=hipocolesterolêmica&spell=1&sa=X&ei=FWbgUYnlGpGJrQGzoYHwDQ&ved=0CCoQBSgA
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O cogumelo ostra, Pleurotus ostreatus, esta entre as espécies de
fungos que ocasionam a decomposicdo de madeira nos ecossistemas
terrestres em todo o mundo e sdo amplamente colhidos e cultivados
como fungos comestiveis (VILGALYS; SUN, 1994). Quantos as
caracteristicas taxondmicas, a espécie P. ostreatus esta classificada
dentro da divisdo Eumycota, subdivisdo Basidiomycotina, classe
Hymenomycetes, ordem Agaricales, familia Agaricaceae ou
Pleurotaceae, e pertencente ao género Pleurotus. A morfologia dos
basidiocarpos é carnosa de coloragdo branca ou creme, haste curta,
cilindrica, crescimento em conjunto, e geralmente umbricado (URBEN,
2004).

O cogumelo “shiitake" (Lentinula edodes) é um fungo
basidiomiceto que pode ser cultivado em troncos de arvores (eucalipto,
carvalho, mangueira e abacateiro), ou em substratos preparados pelo
homem. (PICCININ; DI PIERO; PASCHOLATI, 2010). Naturalmente,
o0 cogumelo shiitake é encontrado como decompositor de arvores mortas
ou ainda em sementes de carvalho (Quercus serratus) na forma de
simbionte (auxilia a germinacdo destas sementes). De origem asiética, o
shiitake é conhecido ha aproximadamente 1.000 anos na China. Foi
introduzido no Brasil na década de oitenta e ocupa a segunda colocagéo
entre os cogumelos mais produzidos e consumidos no pais e no mundo
ficando atras apenas do champignon (PICCININ, 2000).

Durante séculos o cogumelo shiitake tem sido consumido e
estudado pelo homem. E considerado um alimento bastante apreciado
no mundo devido ao sabor e valor nutricional. Outro fator interessante
guanto ao consumo do cogumelo shiitake, relaciona-se ao uso como
produto medicinal. Existem indicagdes de uso do cogumelo shiitake
para reduzir doengas, sendo conhecido pelos chineses como “elixir da
vida” (PICCININ, 2000). Shiitake apresenta elevado valor nutricional e
cont€ém varios compostos bioativos, incluindo polissacaridos (p-
glucanas, como a lentinana), antioxidantes, fibras dietéticas, ergosterol,
vitamina B1, B2 e C, folatos, niacina e minerais (ANTMANN et al.,
2008). Os compostos produzidos pelo cogumelo Lentinula edodes
possuem muitas propriedades funcionais, incluindo o polissacarideo
solivel em 4gua chamado lentinana, com propriedades antitumoral,
antiviral, antimicrobiano, hipocolesterolémico e hipoglicemiante; além
de possuir outros compostos sem evidencias de serem altamente tdxicos
ou apresentarem efeitos colaterais graves (HEARST et al., 2009).

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
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produzir notaveis produtos nutracéuticos e medicinais com beneficios
multiplos para a salde. Estes produtos tém efeitos benéficos ao bem-
estar humano como alimentos, tbnico para a salde, propriedades
medicinais, alimentos para animais, fertilizantes, além de proteger e
regenerar 0 meio ambiente. E esperado que o cultivo de cogumelos
medicinais comestiveis continue a expandir, assim como o0
desenvolvimento de pesquisas sobre a producdo sustentavel de
cogumelos e dos produtos derivados de cogumelos (CHANG, 1999).

No mundo, estima-se que exista cerca de 1,5 milhdo de espécies
de fungos. Dentre as espécies de fungos, aproximadamente 14.000
produzem corpos de frutificacdo grandes o suficiente para serem
considerados cogumelos. O mercado mundial da inddstria de cogumelos
em 2005 foi avaliado em mais de 45 bilhdes de délares. Em 2013, a
producdo mundial de cogumelos comestiveis foi de 10 milhdes de
toneladas e a China o pais que liderou este cultivo (FAOSTAT, 2013).
A indGstria de cogumelos pode ser dividida em trés categorias
principais: cogumelos comestiveis, produtos de cogumelos medicinais e
cogumelos selvagens (CHANG, 2006).

No Brasil e no mundo, as principais espécies de cogumelos
comestiveis cultivados sdo Agaricus bisporus (champignon de Paris),
Lentinula edodes (shiitake) e espécies do género Pleurotus
(particularmente P. ostreatus, o cogumelo ostra ou shimeji) (PICCININ,
2000; KALAC, 2016). O cultivo de cogumelos é uma atividade
crescente e relativamente recente no Brasil (DIAS, 2010). Em 2006, a
producdo nacional de cogumelos atingiu aproximadamente 5.894
toneladas (IBGE, 2006). Outro cogumelo bastante cultivado nos Gltimos
anos é o Agaricus blazei (cogumelo do sol), que ndo apresenta uso
culinario (sabor desagradavel), entretanto, uso medicinal consideravel.
Dentre os cogumelos citados, 0s que apresentam maiores facilidades de
cultivo sdo os cogumelos L. edodes (shiitake) e os do género Pleurotus
(shimeji, hiratake, etc.) (PICCININ, 2000).

Em média sdo produzidos cerca de 5 quilos de substrato de
cultivo residual para cada quilo de cogumelo produzido (WILLIAMS et
al. 2001). No entanto, estes valores podem variar de acordo com a
espécie de cogumelo produzida. No Brasil, talvez pela falta de pesquisa,
a produtividade brasileira de A. bisporus em Mogi das Cruzes, principal
regido de cultivo do Estado de Sédo Paulo e no pais, é estimada na ordem
de 5-7 kg de cogumelos frescos/100 kg de substrato Umido (4-6 kg de
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cogumelos frescos/m?). Entretanto, na Europa a produtividade média do
champignon é de 30 kg/100 kg de substrato (EIRA, 2000). Muitos dos
residuos gerados durante o cultivo de cogumelos poderiam ser
aproveitados, valorizados e destinados a aplicagfes na area agricola.

Um dos aspectos mais importantes de Pleurotus spp. esta
relacionado a variedade de aplicacfes de seu sistema ligninolitico para a
bioconversdo de residuos agricolas, produtos valiosos para a
alimentacdo animal, utilizacdo das enzimas ligninoliticas na
biodegradacdo de organopoluentes, xenobidticos e contaminantes
industriais (COHEN, PERSKY e HADAR, 2002; JORDAN; MULLEN,
2007). Os efeitos benéficos do substrato residual do cultivo de
cogumelos, utilizado no solo, para dissipacdo de fungicidas de diferentes
classes e o patdgeno Plasmodiophora brassicae, foram relatados pelos
autores Marin-Benito et al. (2012) e Fayolle et al. (2006)
respectivamente.

Nas dltimas décadas, foram realizados trabalhos utilizando
extratos aquosos dos substratos residuais do cultivo de cogumelos para o
controle de doengas foliares. O potencial dos residuos dos cultivos de
Agaricus bisporus (Lange) e Lyophyllum decastes Sing. foi estudado no
controle da sarna da macieira em campo, combate ao oidio, mancha
angular e antracnose do pepino. O extrato aquoso do substrato de A.
bisporus reduziu significativamente a area foliar afetada pela sarna da
macieira em relacdo a testemunha no trabalho realizado em campo
(YOHALEM; NORDHEIM; ANDREWS, 1996). Plantas de pepino
tratadas com pulverizagdo de extrato aquoso autoclavado do substrato de
L. decastes e Pleurotus eryngii (DC.) Quél., apresentaram reducdo
significativa nos sintomas das doencas causadas pelos patégenos
Podosphaera xanthii (Castag.) U. Braun & N. Shish., Pseudomonas
syringae pv. lachrymans Smith & Bryan e Colletotrichum orbiculare
(Berk. & Mont.) Arx (PARADA et al., 2012).

Outros trabalhos na area agricola também demonstraram ser
possivel o controle de fitopatégenos com a utilizacdo do cogumelo
comestivel Lentinula edodes (Berk.) (DI PIERO, 2003; TONUCCI,
2004; SILVA et al., 2007; TOFFANO, 2010). Em estudo anterior, 0s
autores Pacumbaba, Beyl e Pacumbaba Jr. (1999) relataram que extratos
de basidiocarpos e do micélio de Shiitake apresentam importantes
propriedades medicinais, e resultados comprovaram o efeito antibiético
sobre microrganismos patogénicos ao homem (Bacillus cereus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, e
Staphylococcus aureus) e plantas (Pseudomonas syringae pv. glycinea,
P. syringae pv. tabaci, X. campestris pv. glycines, Erwinia amylovora,
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X. ~campestris pv. campestris, Ralstonia solanacearum, e
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens). Silva et al. (2007)
afimam que o cogumelo Agaricus blazei Murrill também apresenta
substancias no basidiocarpo e no micélio com potencial para o controle
de fitopatdgenos, que podem ativar mecanismos de defesa da planta. Os
potenciais dos extratos de basidiocarpos dos cogumelos Ganoderma sp.
e Oudemansiella canarii na inducéo de resisténcia sisttmica em plantas
de pepino contra o oidio (Podosphaera xanthii) foram relatados nos
trabalhos de Stadnik e Bettiol (2001, 2007).

4 CAPI"I:ULO 2 — POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS DE
RESIDUOS FUNGICOS NO CONTROLE DA MANCHA
BACTERIANA DO TOMATEIRO

4.1 RESUMO

Polissacarideos fungicos foram avaliados contra a mancha foliar
do tomateiro causada por Xanthomonas gardneri. Fragdes
polissacaridicas foram extraidas de biomassas residuais do cultivo de
cogumelos e de levedura de cervejaria. Os polissacarideos foram
parcialmente caracterizados, avaliou-se o efeito in vitro (direto) sobre o
patogeno e o efeito in vivo. In vitro, o nimero de unidades formadoras
de coldnias (UFCs) foi avaliado apds o contato direto (0, 2, 4 e 6 horas)
entre as suspensdes polissacaridicas (0, 0.25, 0.75 e 2.25 mg/mL) e a
suspensdo bacteriana. Estudou-se também o modo de acdo dos
polissacarideos sobre tomateiros em diferentes condicGes, estadios
fenoldgicos e cultivares. Mudas de tomateiros Santa Cruz Kada foram
tratadas com polissacarideos (1,5 mg/mL) em experimentos conduzidos
em casa de vegetacdo e sala de crescimento. Igualmente em tomateiros
suscetiveis contendo 5 folhas definitivas, avaliou-se o efeito do intervalo
de tempo entre o tratamento e a inoculagdo (4 ou 7 dias) e concentragdes
dos polissacarideos (0,5 ou 1,5 mg/mL). Posteriormente, foram
conduzidos ensaios de resisténcia e protecdo de genotipos. In vitro,
apenas 0s polissacarideos de L. edodes apesentaram indicios de agdo
direta sobre o patégeno devido aos seus altos teores de compostos
fendlicos e ao potencial antioxidante. In vivo, os polissacarideos de L.
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edodes apresentaram maior eficacia na redugdo da severidade (%) da
mancha bacteriana em cotilédones (51,5%), em plantas no inicio do
crescimento vegetativo (49,1%) e no estadio de cinco folhas definitivas
(50,6%). Com o uso de polissacarideos de S. cerevisiae as redugdes
obtidas foram de 48,4% em cotilédones; 30,2% em plantas jovens e
46,8% em plantas com cinco folhas. No caso dos polissacarideos de
substrato de P. ostreatus as porcentagens de controle chegaram a 48,4%;
33,4% e 45,5% nos respectivos estadios. Além disso, polissacarideos de
S. cerevisiae e L. edodes diminuiram a severidade da doenca nas
cultivares Santa Cruz Kada, Natalia, BRS Sena, e Forty. BRS Sena
apresentou os menores valores de severidade da doenca independente do
tratamento aplicado. Polissacarideos de L. edodes, eficientes contra a
mancha bacteriana, ndo alteraram a atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase ou teor de flavondides em tomateiros suscetiveis. Contudo,
o0 tratamento com polissacarideos de L. edodes aumentou a atividade de
peroxidases e o conteldo de fendis totais em plantas da cv. Santa Cruz
Kada. Portanto, polissacarideos obtidos a partir de residuos da industria
alimentar conferem protecdo contra a mancha bacteriana em cultivares
de tomateiro, possivelmente por induzir mecanismos de defesa da planta
e apresentam potencial para geracdo de produtos utilizados no controle
fitossanitario.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, inducdo de resisténcia;
Xanthomonas gardneri; Pleurotus ostreatus; Lentinula edodes.

4.2 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicon L.) é o oitavo vegetal mais
cultivado em todo o mundo, com producdo agricola significativa em
muitos paises (FAOSTAT, 2013). Os agroquimicos usados para
controlar patégenos de plantas ndo s6 aumentam os custos da producéo
(CARRER FILHO et al., 2008), bem como podem contaminar o solo e
aguas subterrdneas, causar potencial danos & saude humana e do
ecossistema, e, eventualmente, levar a selegdo de patdgenos resistentes
(PACUMBABA et al., 1999).

A mancha bacteriana é uma doenga causada por espécies de
bactérias gram-negativas do género Xanthomonas, que ocasionam
sintomas severos nas regifes de clima quente e imido, também capazes
de gerar grandes problemas em regiGes temperadas (MANSFIELD et
al., 2012). Campos de tomate irrigados por aspersdo proporcionam
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condicdes favoraveis para a dispersdo da doenca. Além disso, a doenca
tem potencial de causar danos substanciais as culturas devido a
dispersdo via sementes, baixa eficiéncia de controle quimico, e auséncia
de cultivares resistentes (QUEZADO-DUVAL et al., 2004). No Brasil,
dentre as espécies associadas & mancha bacteriana do tomateiro, a
espécie prevalecente nos campos de producdo é X. gardneri
(QUEZADO-DUVAL et al., 2015). Na regido produtora de tomates
localizada no Alto Vale do Rio do Peixe, em Santa Catarina, Brasil,
quase 80% dos isolados de Xanthomonas causadores da mancha
bacteriana do tomateiro foram identificados como X. gardneri, 11%
como X. perforans e 9% como X. vesicatoria, usando a técnica BOX-
PCR (COSTA etal., 2012).

Alguns fungos podem combater agentes patogénicos através da
secrecdo de enzimas, tais como quitinases, ou antibidticos, e pela
competicdo por nutrientes, auxiliando no manejo de doengas. Nesse
sentido, podem ainda atuar como indutores de resisténcia, estimulando a
sintese de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PUNJA e
UTKHEDE, 2003). O reconhecimento de elicitores flngicos ocorre apds
a ligacdo com proteinas receptoras na parede da célula da planta, que
ativam mecanismos de defesa contribuindo para a resisténcia sistémica
geral da planta (DI PIERO et al., 2006).

Extratos de fungos, incluindo os obtidos de biomassa residual,
apresentam potencial para o controle alternativo de doengas em plantas.
O extrato do substrato de Agaricus bisporus reduziu a area foliar afetada
pela sarna da macieira em condi¢fes de campo (YOHALEM et al.,
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). O
cogumelo Shiitake Lentinula edodes (Berk.) tem também apresentado
papel importante no controle dos fitopatdégenos Colletotrichum
lagenarium, Passion fruit woodiness virus e Xanthomonas vesicatoria
(DI PIERO, 2003); Colletotrichum sublineolum, Alternaria solani,
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e Tobacco mosaic virus
(TONUCCI, 2004); Ralstonia solanacearum (SILVA; PASCHOLATI;
BEDENDO, 2007; PACUMBABA; BEYL; PACUMBABA JR, 1999),
Guignardia citricarpa (TOFFANO, 2010) e Curtobacterium
flaccumfaciens  pv. flaccumfaciens (PACUMBABA; BEYL,;
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PACUMBABA JR, 1999). Recentemente, 0 uso do extrato da parede
celular de levedura de cervejaria pdde suprimir a murcha por Fusarium
em espinafre, a pinta bacteriana em Arabidopsis e a antracnose do
pepino (MARIAN et al., 2014).

Atualmente, a necessidade de se encontrar medidas para o
controle de doencas vegetais com menor impacto ambiental pode ser
associada a oportunidade de destino mais nobre aos biomateriais
residuais. As quantidades de biomassas anualmente geradas no mundo a
partir das indUstrias cervejeira e de cultivo de cogumelos giram em
torno de 3 bilhdes de toneladas de levedura residual (FAOSTAT, 2013;
CARDOSO et al., 2015) e 50 milhdes de toneladas de substrato de
cultivo de cogumelos (FAOSTAT, 2013; WILLIAMS; MCMULLAN,;
MCCAHEY, 2001). Biomassas que apresentam potencial para extragdo
de subprodutos, como por exemplo, os polissacarideos. Polissacarideos
tém acdo reconhecida na agricultura devido & ativacdo de respostas de
defesa em plantas e consequente reducdo nos sintomas de fitopatdgenos.
Além do efeito bioprotetor em plantas, polissacarideos extraidos da
parede celular de fungos também demonstram potencial agricola e
ambiental para biofertilizacdo e biorremediacdo do solo/agua
(OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes
polissacarideos obtidos a partir de residuos de S. cerevisiae, substrato de
cultivo de P. ostreatus e basidiocarpos de L. edodes para controlar a
mancha bacteriana do tomateiro. Os modos de a¢do dos polissacarideos
sobre plantas de diferentes genétipos de tomateiro também foram
abordados neste trabalho.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Obtengdo, manutenc¢do e multiplicacdo do patdgeno

O isolado de Xanthomonas gardneri (Xan 166 - Grupo D)
proveniente de Aguas Mornas-SC, foi obtido de folhas sintomaticas de
tomateiro cultivar Carmen, cedido pela Empresa Sakata Seed
Sudamerica LTDA e identificado através de BOX-PCR pela
pesquisadora Alice Maria Quezado-Duval da Embrapa Hortalicas
(Brasilia, DF) (COQUEIRO e DI PIERO, 2011).

A bactéria foi mantida em tampao fosfato (8.6 mM K,HPQ,; 7.4
mM KH,PO,) a 25 °C (COQUEIRO e DI PIERO, 2011). Para a



45

multiplicacdo foi realizada repicagem em meio nutriente agar (NA, 28
g/L, HIMEDIA®) e as placas de Petri incubadas em estufa no escuro a
25 °C, durante 48 horas.

Posteriormente, a suspensdo bacteriana foi obtida por adicdo de
agua destilada ao meio de crescimento de coldnias, com auxilio da alca
de Drigalsky. No final, a concentracdo da suspensdo foi ajustada em
espectrofotdbmetro (U-1800 spectrophotometer) a 600 nm (LUIZ et al.,
2015). Nos experimentos in vitro, o valor de densidade 6tica (D.O.) da
suspensao foi ajustado para 0,2 D.O.; utilizou-se 0,3 D.O. e 0,6 D.O. nos
testes realizados em plantas com a presenca de 5 folhas definitivas.

4.3.2 Obtengdo dos extratos brutos

O substrato residual de producdo de Pleurotus ostreatus (SPO),
apos a segunda colheita dos corpos de frutificacdo (ap6s 4 meses de
cultivo), foi disponibilizado pela empresa Cogumelos da Gula,
localizada no Municipio de Garopaba, SC. O substrato era composto de
2,5 kg da mistura de palha de arroz (99%) e cal (1%) e posteriormente
foi depositado em bolsas plasticas de polipropileno, seguidas de
tratamento térmico. Ap6s o resfriamento, foi inoculado com 25 g de
sementes de trigo colonizadas pelo fungo e incubado em sala escura
com controle de temperatura e umidade relativa. Apos 30 dias do
crescimento vegetativo (colonizagdo completa do substrato), o substrato
foi transferido para casa de vegetacdo, onde permaneceu 70 dias sob
condicdes ideais para o desenvolvimento dos cogumelos.

O SPO foi desagregado com a mao, pesou-se a quantidade de
500g e foi adicionado 1,5 L de agua destilada (1:3, substrato/agua). O
conteido passou por autoclavagem de 30 minutos a 121 °C e, apds o
resfriamento, foi filtrado em dupla camada de gaze esterilizada,
obtendo-se 0 extrato aquoso bruto ESPO (PARADA et al., 2012).

Os basidiocarpos residuais da producdo de Lentinula edodes
(cogumelos Shiitake defeituosos e desuniformes; considerados de baixa
aceitacdo para o mercado consumidor in natura) foram fornecidos pelo
Dr. Marcio José Rossi (Departamento de Microbiologia e Parasitologia,
Santa Catarina Universidade Federal, Brasil). Os cogumelos foram
fatiados e utilizados na mesma proporcéao, condi¢fes de autoclavagem e
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filtragem, anteriormente descritas para ESPO, resultando no extrato
aquoso bruto de basidiocarpos residuais de L. edodes (ESHI]I).

O residuo da industria cervejeira (RC) foi constituido de uma
suspensdo densa de células da levedura S. cerevisiae, recolhida apés o
processo de fermentacdo. Este residuo foi cedido pela Cervejaria
Artesanal Amanita, localizada em Rancho Queimado, SC. Ele passou
por centrifugacdo a 7.500 rpm durante 5 minutos a 25 °C, a fim de
sedimentar as células de levedura. O precipitado foi distribuido sobre
placas plasticas de polipropileno e submetido a secagem em estufa a 60
°C por cerca de 3 dias. O RC seco passou por trituragdo em moinho
analitico e foi armazenado em freezer a — 20°C.

Na preparagdo do extrato aquoso do residuo da indistria
cervejeira (ERC), foi utilizada a proporcdo descrita por Hahn e
Albersheim (1978), ou seja, 200 g do residuo RC seco em 1L de agua
destilada. A suspensdo resultante foi mantida por 3 minutos em agitacdo
em ultra turrax (modelo T 18 basic -IKA®) a 3600 rpm. O tempo de
autoclavagem adotado foi de 2 h a 121°C (ZANARDO et al., 2009). A
suspensdo resultante passou por resfriamento e centrifugacdo a 7500
rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi considerado o extrato aquoso
bruto (ERC).

4.3.3 Obtengdo das fragdes polissacaridicas

Para a obtencéo das fragdes de polissacarideos totais (PRC, PSPO
ou PSHII), os extratos aquosos brutos foram submetidos a precipitacdo
etandlica (80%) na proporgdo etanol:extrato 1:1 (v/v) (HAHN e
ALBERSHEIM, 1978), por um periodo de 24 h, a -20 °C (PAULERT et
al., 2009). Apds a precipitacdo, o sobrenadante foi descartado e as
fracGes de polissacarideos totais passaram por secagem em estufa a 45
°C por aproximadamente 3 dias. Ao atingir um peso constante, foram
triturados em moinho analitico, e armazenados em freezer a -20 °C
(Figura 2.1).
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Suspensdo de células (200g/L) Extrato aquoso (3:1)
S. cerevisiae [basidiocarpos Shiitake ou SMS de P. ostreatus]

autoclavagem 2h l : ,, autoclavagem 30’ lﬁ
centrifugacao
‘ Extrato bruto (ERIC) ‘ Precipitado ESHIl ou ESGPO Basidios
l, 1 autoclavados

‘ Sobrenadante ‘ Filtrado ‘

l precipitagdo etandlica l
Fracdo polissacaridica total Fracdo polissacaridica total
PRIC l PSHIl ou PSGPO

‘ Seco em estufa (45°C) ‘

1

| Armazenado (-20°C) ‘

Figura 2.1 Esquema da obtenc¢do dos polissacarideos a partir de
solidos residuais a base de S. cerevisiae resultantes do processo
cervejeiro, do substrato de cultivo de P. ostreatus e basidiocarpos
descartados da producéo de L. edodes.

4.3.4 Caracterizagdo dos polissacarideos

As fracbes de polissacarideos extraidas a partir de residuo
cervejeiro (PRC), do substrato de cultivo de P. ostreatus (PSPO) e dos
basidiocarpos residuais do cultivo de L. edodes (PSHII) foram
caracterizadas quanto ao teor de proteinas, carboidratos totais, potencial
Zeta, pH, condutividade, compostos fendlicos, potencial antioxidante e
espectroscopia de infravermelho tipo IV.

a) Determinacdo do teor de carboidratos. Os teores de
carboidratos totais das fragcGes de polissacarideos PRC, PSPO e PSHII
foram analisados pelo método do fenol-acido sulfirico de Dubois et al.
(1956), adaptado por Masuko et al. (2005) para leitor de microplacas.
As fragles de polissacarideos foram diluidas em agua destilada a uma
concentracdo de 1,5 mg/mL. Em tubos de 1,5 mL foram adicionados 50
uL de cada amostra, 150 pL de acido sulfirico (PA) e 30 uL de fenol a
5%. A mistura foi incubada durante 5 minutos a 90 °C em banho de
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agua. Em seguida, as amostras foram resfriadas em banho de &gua a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, os conteddos
dos tubos foram transferidos para microplacas (TPP 92096 - Tissue
Culture Testplate 96F, Switzerland) e medida a absorbancia a 490 nm
em leitor de microplacas (Molecular Devices; SpectraMax® Paradigm®
Multi-Mode Detection Platform, Austria). O teor total de carboidratos
de cada amostra foi calculado utilizando uma curva padréo de glicose de
0 a5 mg/mL (y = 0,288x + 0,055, R? = 0,989) e expressa em mg de
glicose.

b) Determinacdo do teor de proteinas. O conteldo total de
proteinas de cada fracdo dos polissacarideos (PRC, PSPO e PSHII) foi
determinado empregando-se 0 método de Bradford (1976). Para tal,
foram adicionados 60 pL de reagente concentrado de Bradford a 240 pL
da suspensdo de polissacarideos (3 mg/mL). Ap6s 10 min, foi realizada
a leitura de absorbancia a 595 nm em leitor de microplaca
(Spectramax®). A concentracdo de proteinas de cada amostra foi
expressa em pg de albumina de soro bovino (BSA), utilizando-se de
curva padrdo de concentragdes de BSA variando de 0 a 60 pg/mL.

¢) Potencial Zeta. As suspensbes PRC, PSPO e PSHII (1,5
mg/mL) foram alocadas em célula capilar (modelo: DTS1070) e
mensuradas (nove leituras por amostra) quanto aos valores de potencial
zeta, intensidade de dispersdo e condutividade em equipamento
Zetasizer Nano ZS 90 Malvern UK.

d) Compostos fenolicos. O contedo de compostos fenolicos
totais presentes nas suspensfes de polissacarideos (1,5 mg/mL) foi
avaliado conforme metodologia utilizada por Popova et al. (2007), com
algumas modificagcdes. Uma aliquota de 3,2 mL de cada suspensdo foi
transferida para tubos de ensaio (em triplicata), contendo 200 uL de
reagente de Folin-Ciocalteu e 600 puL de uma solu¢do a 20 % de
carbonato de sédio (w/v). A amostra foi incubada por 2 h no escuro e a
absorbancia medida a 760 nm. A concentracdo de compostos fenélicos
totais de cada amostra foi expressa em ng de acido galico, utilizando-se
de curva padrdo de concentracGes variando de 0 a 25 ng/mL (y =
0.019+0.076x; R? = 0.993). Para analise dos resultados, os dados foram
transformados para log(x).

e) Sequestro de radicais livres (DPPH). A captura do radical
livre DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil - Sigma) foi avaliada de
acordo com metodologia adaptada de Wang et al. (2015). A reagéo foi
obtida pela mistura de 1 mL de alcool etilico contendo DPPH 0,2 mM e
1 mL das suspensdes dos polissacarideos (1.5 mg/mL). A solucéo foi
incubada a 25 °C durante 30 min no escuro, e posteriormente a
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absorbancia determinada a 517 nm. Etanol absoluto foi utilizado como
branco da reacdo. A atividade antioxidante dos polissacarideos foi
avaliada de acordo com a seguinte férmula: taxa de sequestro (%) = [1-
(Ai-Aj/Ac) x 100%]. Onde Ac é a absorbancia de 1 mL de DPPH e 1
mL etanol absoluto, Ai e Aj representam a absorbancia de 1 mL de
amostra e 1 mL de DPPH ou etanol absoluto.

f) Anélise espectral em infravermelho. Espectros FTIR para as
fragdes totais de polissacarideos (PRC, PSPO e PSHII) foram
determinados em aparelho de espectroscopia de infravermelho (Agilent
Technologies - Series FTIR Spectrometer Cary 600) junto a Central de
Analises do Departamento de Engenharia Quimicada UFSC. Os
polissacarideos foram misturados com KBr em p6, moidos e prensados
em peletes (1 mm) para medic¢Ges FTIR no intervalo de frequéncia entre
4000-400 cm™ (WANG et al., 2015).

4.3.5 Efeito de polissacarideos sobre o patdgeno

O efeito dos polissacarideos sobre o crescimento X. gardneri foi
avaliado através de ensaios in vitro pela contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFCs). Polissacarideos, preparados conforme
descrito acima, foram autoclavados e utilizados na concentragdo final de
0, 0,25, 0,75 ou 2,25 mg/mL. As solucbes de polissacarideos e a
diluicdo (10”°) de suspensdo bacteriana de X. gardneri (D.O. 0,2; 600
nm) foram adicionados em quantidades iguais (150 pL) em tubos de
ensaio pré-esterilizados (trés repeticdes por concentracdo). Depois de
misturar delicadamente, o conteldo dos tubos foi pipetado
imediatamente (0 h) ou incubado por 2, 4 e 6 horas sob condicdo de
crescimento escuro, a 25 ° C. Aliquotas de 50 pL (em duplicata por
tubo) foram espalhadas em placas de Petri (5 cm, @) contendo meio de
agar nutriente (NA, 28 g/L) sendo realizadas seis repeticfes por
tratamento. O ndmero de unidades formadoras de col6nias (UFCs) foi
analisado apdés 48 horas. Foram realizados quatro repeticBes por
tratamento.
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4.3.6 Bioensaios em casa de vegetaco e sala de crescimento

Inicialmente, a eficiéncia dos polissacarideos para o controle da
mancha bacteriana foi avaliada em mudas de tomateiro suscetiveis da
cultivar Santa Cruz Kada (Paulista). Nos bioensaios realizados em casa
de vegetacdo, as plantas foram cultivadas em bandejas de isopor
contendo o substrato Tropstrato HT Hortalicas® sob temperatura média
de 24+3°C. J4 para os bioensaios em sala de crescimento foram
utilizadas bandejas plasticas (20 cm/ 10 cm) contendo o mesmo
substrato, porém mantidas sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12
h (sob luz fluorescente e uma densidade de fluxo de fotons de 160 pE m®
2 sec’). Quando as plantas apresentaram 8 cm de altura, foram
pulverizadas com as fragBes polissacaridicas PRC, PSPO e PSHII na
concentracdo 1,5 mg/mL. Apos quatro dias dos tratamentos, as plantas
foram inoculadas com X. gardneri (suspensdo bacteriana a D.O. 0,3;
600 nm) com auxilio de pistola acoplada a compressor de ar. Foram
realizadas quatro repeti¢des por tratamento e cada repeticdo constituida
por oito plantas. Os bioensaios em casa de vegetacdo foram avaliados
aos 14 dias ap6s a inoculacdo conforme o valor de severidade (%)
alcangado por planta. Ja nos conduzidos em sala de crescimento, foi
analisada a severidade (%) por cotilédone 30 dias apds a inoculagdo. A
severidade foi calculada com auxilio do programa Quant (VALE et al.
2003) de acordo a area de tecido vegetal sintomatico.

4.3.7 Protecdo de plantas de tomate da cv. Kada em casa de
vegetacdo

Subsequentemente, o efeito de polissacarideos foi avaliado nos
tomateiros suscetiveis em pleno desenvolvimento vegetativo. As
sementes de tomate da variedade Santa Cruz Kada (Paulista) foram
dispostas em bandejas de isopor contendo substrato Tropstrato HT
Hortalicas®. Quinze dias apds a semeadura, duas plantulas foram
transferidas para vasos com capacidade de 2 L com solo e substrato
Tropstrato HT (4:1 v/v). A adubacdo por vaso consistiu em 20 mL da
solucdo contendo 4,0 g de ureia e 4,0 mL de Eurofit ® por litro de agua,
realizada a cada 15 dias. Os experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo, com temperaturas médias de 25 + 3 °C e fotoperiodo médio
de 12h no decorrer dos experimentos. No experimento com a cultivar
Santa Cruz Kada, 15 mL das fragBes polissacaridicas PRC, PSPO e
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PSHII nas concentragbes 0,5 e 1,5 mg/mL foram aplicadas por planta
guando estas apresentavam cinco folhas definitivas. As fragdes foram
aspergidas na parte aérea com auxilio de pistola acoplada a um
compressor de ar, 4 ou 7 dias anteriores & inoculagcdo com X. gardneri.
Agua destilada foi utilizada como controle positivo. A concentragio do
inéculo de X. gardneri foi ajustada em espectrofotometro para 0,6
valores de densidade Otica a 600 nm. Apo6s a inoculacdo, as plantas
permaneceram em cdmara Umida durante 48 h. Foram realizadas cinco
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo representada por um
vaso contendo duas plantas. A avaliagdo da severidade da doenca foi
realizada 20 dias ap6s a inoculacdo das plantas utilizando escala
diagramatica da mancha bacteriana desenvolvida por Mello et al.
(1997), composta por cinco niveis de area foliar necrosada (1%, 5%,
15%, 25% e 50%). Foram avaliadas duas folhas de cada planta (terceira
e quarta folhas definitivas), totalizando quatro folhas por vaso
(repeticao).

Apos verificar o efeito dos trés tipos de polissacarideos, a fracdo
polissacaridica considerada mais promissora PSHII foi preparada nas
concentragdes 0,5; 1,5; e 4,5 mg/ml e estas aplicadas sobre plantas da
cultivar Santa Cruz Kada. A aplicacdo de 15 mL de tratamento por
planta aconteceu quando estas apresentaram cinco folhas, no quarto ou
sétimo dias anteriores a inoculacdo com X. gardneri. Os tratamentos
foram aspergidos na parte aérea com auxilio de pistola de pintura
acoplada a um compressor de ar. Plantas aspergidas com agua destilada
serviram como controle dos experimentos. A concentracdo do indculo
de X. gardneri foi ajustada em espectrofotbmetro (U-1800
spectrophotometer) para 0,6 valores de densidade ética (D.0O.) a 600 nm.
Apos a inoculacdo, as plantas permaneceram em camara Umida durante
48 h, a fim de favorecer o estabelecimento do patégeno sobre as plantas.
Foram realizadas cinco repeticGes por tratamento, sendo cada repeti¢do
representada por um vaso contendo duas plantas. A avaliacdo da
severidade da doenca realizada 20 dias apds a inoculacdo das plantas
utilizando escala diagramatica da mancha bacteriana desenvolvida por
Mello et al. (1997). Foram avaliadas duas folhas de cada planta (terceira
e quarta folha definitiva), totalizando quatro folhas por vaso (repeti¢do).
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4.3.8 Protecdo e resisténcia genética de tomateiros contra a
mancha bacteriana

Primeiramente foram realizados ensaios para selecdo das
cultivares com diferentes niveis de resisténcia para posterior ensaio de
protecdo. Nestes, as sementes de tomate das cultivares Santa Cruz Kada,
Carolina, Santa Clara, Coracdo de Boi e Laura foram adquiridas em
estabelecimentos agropecuarios de Floriandpolis. As demais cultivares
foram disponibilizadas por fornecedores conforme descrito na Tabela
2.1. Aos 15 dias apds a semeadura, as mudas de tomateiros foram
transplantadas para vasos de 2 L contendo terra preta. Quando as plantas
apresentavam 5 folhas definitivas, foram inoculadas com a bactéria X.
gardneri (0,6 unidades de absorbancia a 600 nm) e permaneceram em
camara Umida por 48 h. Vinte dias ap6s a inoculacdo foi realizada
avaliacdo da severidade, conforme escala diagramética desenvolvida por
Mello e colaboradores (1997). O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com 5 repeticbes e cada
repeticdo constituida de duas plantas por vaso.

Tabela 2.1 Lista de cultivares de tomateiro utilizadas nos ensaios
de resisténcia genética.

Cultivares Distribuidor Habito Tipo
Santa Cruz Kada ISLA Indeterminado  Salada
Carolina ISLA Indeterminado  Cereja
SANTY SAKATA Indeterminado  Salada
Natélia SAKATA Indeterminado  Salada
Valerin SAKATA Indeterminado  Salada
GOLD Agrocinco Seeds of Value Determinado Salada
BRS Nagai Agrocinco Seeds of Value Indeterminado  Saladete
BRS Montese Agrocinco Seeds of Value Indeterminado ~ Saladete
BRS Sena Eagle Flores Frutas &Hortalicas Determinado Saladete
Santa Clara 5800 FELTRIN Indeterminado  Salada
Coracdo de Boi FELTRIN Indeterminado  Salada
Laura FELTRIN Determinado Saladete
Forty SYNGENTA Indeterminado  Salada

Posteriormente, nos ensaios de protecdo, foram selecionadas e
utilizadas as sementes das cultivares Natdlia, BRS Sena e Forty. As
plantas foram cultivadas conforme as condi¢Ges anteriormente descritas
no experimento com a cultivar Santa Cruz Kada e comparadas a esta
cultivar (padrdo de suscetibilidade). Os polissacarideos PRC e PSHII, na
concentracdo 1,5 mg/mL, foram aplicados quatro dias antes da
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inoculacgdo sobre as cultivares Santa Cruz Kada (k), Forty (f), Natélia (n)
e BRS Sena (s). Agua destilada e ASM (Acibenzolar-S-metil) a 50 mg/L
serviram como controle negativo e positivo, respectivamente. O ASM
foi utilizado como produto comercial Bion®, fornecido pela Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda., Sdo Paulo, SP. A inoculacdo foi conduzida
de maneira semelhante ao experimento de protegdo com a cultivar Santa
Cruz Kada. Os dados de severidade foram coletados de acordo com os
valores da escala diagramética desenvolvida por Mello et al. (1997). As
avaliacdes foram realizadas aos 20 e 30 dias apds a inoculagdo (Figura
2.2).
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H20, PRC, PSPO e PSHI

Figura 2.2 Esquema das condi¢cBes nos ensaios de protecdo de
plantas de tomate em casa de vegetacao (dpi: dias ap6s inoculagio).

4.3.9 Avaliacéo dos mecanismos bioquimicos de defesa

Plantas de tomateiro das cultivares Santa Cruz Kada (Isla
Sementes Ltda) e Natéalia (Sakata Seed Sudamerica Ltda), com a
presenca de cinco folhas definitivas, foram utilizadas. As plantas foram
pulverizadas com agua ou PSHII (1.5 mg/mL), e coletadas a terceira e
quarta folha (da base para o apice) nos tempos 0, 4, e 7 dias ap6s 0s
tratamentos, sendo que apés a coleta do dia 4, as plantas foram
inoculadas com X. gardneri na concentracdo 0,6 unidades de
absorbancia (D.O.; 600 nm). Foram analisadas 4 repeti¢cBes por
tratamento e cada repeticdo foi constituida por um vaso contendo duas
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plantas. 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
ultrafreezer — 80 °C, até serem processadas para as diferentes analises
bioguimicas.

Cultivares I 5, -\ v v

| v ¥l "'" v |V wvw
w StaCruz Kada v W W

w Natalia

E

[] Testemunhas(Agua) BB
w w w w w w
Tratadas(PSHII 1,5mg/mL
— ( & ) 0 4 7 11 Severidade
Inoculadas X. gardneri Tempo (dias) (%)

(D.0.0,6, Abs 600nm)

Figura 2.3 Esquema ilustrativo das coletas de amostras vegetais
no decorrer dos experimentos.

a) Determinagdo da atividade de POD e FAL em tomateiros

Para a determinacdo da atividade de peroxidases (POD) e
fenilalanina aménia-liases (FAL), o tampéo de extracdo foi fosfato de
sodio 0,1 M (pH 7,5), contendo &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 1 mM, polivinilpirrolidona 1% (PVP). As amostras de foliolos
de tomateiro (100 mg de peso fresco) foram maceradas em nitrogénio
liquido e adicionadas de 1mL de tampéo de extracdo, e submetidos a
centrifugacdo refrigerada a 4 °C, 20.000 g, durante 30 minutos. O
sobrenadante foi separado e considerado como extrato proteico para
andlise enzimatica.

A atividade de peroxidases foi determinada utilizando como
substrato o guaiacol (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). A reacdo
ocorreu em microplaca, onde foram utilizados 290 ul de tampéo fosfato
50 mM (pH 6,0) contendo guaiacol 20,2 mM e perdxido de hidrogénio
90 mM, adicionados a 10 pL do extrato proteico da amostra. As
microplacas foram alocadas em leitor de microplaca (Spectramax®)
previamente ajustado para as condi¢des da reagdo (leitura da
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absorbancia a 470 nm, durante 4 minutos a 30 °C, e valores de
densidade optica retirados a cada 30 segundos). Os resultados foram
expressos em unidades de densidade Optica a 470 nm por mg de proteina
por minuto (DO470 nmMg proteina™ min™).

A atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL) foi
determinada segundo Falcon et al. (2008) com algumas modificaces.
Como substrato foi utilizado fenilalanina 50 mM em tampédo borato de
sodio 100 mM (pH 8,8). Foram utilizados 450 pL do substrato,
acrescentado de 50 uL do extrato proteico e a mistura incubada a 40 °C
por 1 h. A reagfo foi interrompida pela adi¢do de 200 pL. de HCI 5 N e
banho de gelo por 5 min. Por fim, 300 pL de agua foram adicionados ¢ a
absorbancia da solucdo final mensurada a 290 nm em leitor de
microplaca (Spectramax®). Os resultados foram expressos como nmol
de 4cido trans-cinamico formado por mg proteina*min™ (nmol acido
trans-cindmico mg proteina™ min™) (Coqueiro, 2010).

As atividades de enzimas peroxidases e fenilalanina aménia-
liases foram expressas em relacdo ao conteido de proteinas totais das
amostras, o qual foi determinado pelo método de Bradford (1976). Para
tal, foram adicionados 60 pL de reagente concentrado de Bradford a 240
uL do extrato proteico. Apés 10 min foi realizada a leitura de
absorbancia a 595 nm em leitor de microplaca (Spectramax®). A
concentragdo de proteinas de cada amostra foi expressa em pg de
albumina de soro bovino (BSA), utilizando-se de curva padrdo de
concentracBes de BSA variando de 0 a 60 pg/mL.

b) Determinacéo do teor de compostos fendélicos e flavondides.

As quantificacdes dos compostos fendlicos totais e flavonoides
foram feitas de acordo com Coqueiro (2010). Cada amostra,
representada por 100 mg de tecido foliar fresco, foi homogeneizada com
3 mL de metanol 80 % acidificado (metanol:HCI = 80:1, V/V). O
extrato passou por incubacdo no escuro durante 1h em temperatura
ambiente, seguindo de centrifugagdo a 3.500 rpm por 5 minutos.

Para analise dos compostos fenélicos, uma aliquota de 0,5 mL do
extrato foi misturada com 0,5 mL de metanol 95% (v/v) e agitados em
vortex. Junto & mistura foram acrescentados 1 mL de etanol 95%, 1 mL
de 4gua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Apds 5
minutos adicionou-se 1 mL de Na,CO35% (m/V) e posterior incubagédo
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da amostra no escuro por 1 h. A absorbancia da solugdo final foi medida
a 725 nm e a quantificacdo de fendlicos baseada em uma curva padrao
(0,5-100 pg) de acido galico. Os resultados foram expressos em pg de
equivalentes de 4cido galico por grama de massa fresca (ug EAG g*
MF).

A determinacdo de flavondides totais aconteceu através do
método espectrofotométrico, misturando-se 0,5 mL da amostra, 2,5 mL
de etanol 99% e 0,5 mL de cloreto de aluminio a 2% (em metanol).
Apdbs uma hora de repouso no escuro, foram conduzidas medicdes de
absorbancia a 420 nm e o teor de flavondides expresso em pg de
equivalentes de quercetina por g de massa fresca (ug EQ/gMF).

4.3.10 Analises estatisticas

Os experimentos foram montados de acordo com o delineamento
estatistico completamente casualizado. Os resultados foram analisados
através do teste t de Student, ao nivel de 5% de probabilidade, quando a
comparagdo se restringiu a apenas dois tratamentos (amostras
independentes). A homogeneidade das variancias foi verificada pelo
teste de Levene. Quando comparados mais de dois tratamentos, foi
utilizada analise de variancia (ANOVA simples ou fatorial) com a
separacdo de medias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (GOMEZ & GOMEZ, 1984). As analises estatisticas
foram realizadas através do software Statistica 8.0 (STATSOFT, 2007).

4.4 RESULTADOS
4.4.1 Caracterizagdo dos polissacarideos

Em relacdo ao teor de proteinas totais, as fracdes polissacaridicas
diferiram significativamente entre si. PRC apresentou maior quantidade
de proteinas, seguidos por PSHII e PSPO respectivamente. O teor de
carboidratos totais também foi maior em PRC em relacdo as demais
fracbes, no entanto entre PSHII e PSPO ndo foram encontradas
diferencas. As suspensdes PSHII, PRC e PSPO ndo diferiram em
relacdo a intensidade de dispersao e valores de pH. Quanto ao potencial
zeta (mV), PSHII apresentou os menores valores em relacdo as fragoes
PRC e PSPO. No parametro condutividade, os trés polissacarideos em
teste diferiram significativamente entre si. Os maiores valores de
condutividade foram detectados para PSPO enquanto PRC apresentou
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0s menores valores. Os contetdos de fendlicos totais foram igualmente
distintos entre os polissacarideos, com destaque para PSHII que
apresentou maior teor destes compostos. Na porcentagem de captura do
radical livre DPPH, houve énfase na taxa de reducdo média com o uso
de PSHII comparado a PRC e PSPO que apresentaram valores médios
semelhantes (Tabela 2.2).

Os espectros dos polissacarideos (PRC, PSPO e PSHII)
analisados sob espectroscopia de infravermelho tipo IV estdo
representados na Figura 2.4 e os principais grupos funcionais associados
aos picos demostrados na Tabela 2.3. Os espectros de infravermelho de
PSHII e PSPO apresentaram picos coincidentes intensos amplamente
estirados em 3416 cm™ caracteristica de grupos hidroxila e bandas
fracas C-H a 2926 cm™. Em PRC foi observado um pico intenso
amplamente estirado em 3422 cm™ (ligacéo O-H existente no hidrogénio
do polimero) e uma banda a 2930 cm™ designada para a vibracéo de
estiramento C-H. Os picos de absorcéo relativamente fortes a 1654 cm™,
1631 cm™ e 1623 cm™ verificados respectivamente para PRC, PSHII e
PSPO, indicaram a existéncia de ligages C=0. Em PRC o sinal a 1537
cm™ foi atribuido & vibragdo de C-O. Os picos de absorcéo a 1452 cm™,
1417 cm™ e 1405 cm™ (respectivamente para PRC, PSPO e PSHII)
foram atribuidos & vibracdo do C-H. A caracterizacdo por IR
(infravermelho) de PSHII mostrou possivel absorcdo tipica de anel de
piranose a 1150 cm™, 1078 cm™ e 1030 cm™ e para PRC a 1134 cm™,
1078 cm™ e 1027 cm™. Além disso, os picos a 577 cm™ em PSHII e
PRC evidenciaram a presenca de -CH,. Em PRC foi observado uma
forte absorcéo caracteristica a 811 cm™ correspondente & existéncia de
manose com configuragdo a-anomérica (CHEN et al., 2011; WANG et
al., 2015).
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Tabela 2.2 Caracterizacdo de polissacarideos extraidos de residuo
cervejeiro (PRC), substrato de cultivo de P ostreatus (PSPO) e
basidiocarpos residuais do cultivo de L. edodes (PSHII) quanto ao teor
de proteinas, carboidratos totais, intensidade de dispersdo (Kcps), pH,
potencial Zeta (mV), condutividade (mS/cm), fendlicos totais (ug EAG)
e captura de DPPH livre (%).

Polissacarideo (1.5 mg/mL)

Caracteristica PRC PSPO PSHII

Proteinas totais  0,023+0,001 A 0,011+0,0005C  0,019+0,001 B
(mg/mL)

Carboidratos 1,109+0,109 A  0,563+0,016 B 0,462+0,110 B
totais (mg/mL)

Intensidade de  125,3+19,9 A 180,5+51,3 A 175,3+155 A
dispersao(Kcps)

pH 5,5+0,20 A 5,7£0,15 A 5,4+0,04 A
Potencial Zeta -10,9+0,7 A -9,7+0,4 A -22,9+0,5 B
(mV)

Condutividade  0,066+0,001 C 0,467+ 0,007 A  0,212+0,001 B
(mS/cm)

Fendlicos totais 24,9+0,4 B 23,0#0,1C 89,8+3,7 A
(ng EAG)

Captura de 452+3,7B 458+2,3B 89,5+0,2 A
DPPH (%)

Médias (média de trés determinagdes (triplicatas) por analise,
+DP: desvio padrio) seguidas de mesma letra na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 2.4 Espectros FTIR de polissacarideos extraidos de residuo
cervejeiro (PRC), substrato de cultivo de P. ostreatus (PSPO) e basidiocarpos
residuais do cultivo de L. edodes (PSHII) em pastilhas de KBr.
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Tabela 2.3 Principais vibragdes caracteristicas dos grupos
funcionais associados na superficie dos polissacarideos PRC, PSPO e
PSHII nos espectros FTIR.

Grupos Polissacarideos (Posicdo das bandas/cm™)
funcionais associados PRC PSPO PSHII
O-H 3422 3416 3416
C-H 2930 2926 2926
C=0 1654 1623 1631
C-O 1537 - -
C-H 1452 1417 1405
Anel de piranose 1134/1078/1027 - 1150/1078/1030
-CH, 577 - 577
Manose ag-anomérica 811 - -

4.4.2 Efeito inibitdrio dos polissacarideos sobre o patégeno

Nédo foi observado qualquer efeito inibidor significativo dos
polissacarideos PRC e PSPO ao patégeno X. gardneri (dados ndo
mostrados). Experimentos realizados com PSHII (polissacarideos de
corpos de frutificagdo L. edodes) revelaram efeito antimicrobiano. A
andlise estatistica detectou diferengas significativas no fator
concentracdo e a interacdo entre os fatores tempo e concentragdo. O
menor nimero de unidades formadoras de col6nias foi encontrado na
concentracdo mais elevada de PSHII (2,25 mg/mL) apés 6 horas de
contato com a suspensao bacteriana (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4 NUmero de unidades formadoras de colbnias
bacterianas (UFCs/mL) de X. gardneri apds diferentes tempos de
contato (0, 2, 4, e 6h) com polissacarideos extraidos de basidiocarpos
residuais da producdo de L. edodes (PSHII a 0; 0,25; 0,75 e 2,25
mg/mL).

PSHII (mg/mL)

Tempo de contato

0,25 0,75 2,25
Oh 5.550 Aa 6.740 Aa 8.180 Aa 9.200 Aa
2h 8.460 Aa 6.140 Aa 5.970 Aa 4.600 BCa
4h 8.980 Aa 6.270 Aa 4.600 Ab 7.100 ABa
6h 8.740 Aa 9.860 Aa 6.390 Aa 2.600Cb

Médias seguidas de mesma letra (Mailsculas na coluna e
minusculas na linha) néo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p <0,05). Dados transformados em log(x) para obter a homogeneidade
das variancias (teste de Levene).

4.4.3 Bioensaios em casa de vegetaco e sala de crescimento

As aplicagbes de polissacarideos PRC, PSPO e PSHII (1.5
mg/mL) em plantas de tomateiro reduziram significativamente a
severidade (%) da mancha bacteriana em cotilédones quando
comparadas a testemunha dos bioensaios realizados em sala de
incubacdo. Os polissacarideos reduziram em média 44.8% a severidade
(%) em comparacdo com a testemunha. Nos bioensaios realizados em
casa de vegetagdo, com a utilizagdo dos polissacarideos extraidos a
partir de basidiocarpos residuais do cultivo de Shiitake (PSHII) houve
maior redugdo (49,0%) na severidade da mancha bacteriana em relagéo
a testemunha. PRC e PSPO também reduziram a severidade (%) nas
plantas jovens (Tabela 2.5).
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Tabela 2.5 Severidade (%) da mancha bacteriana causada por X.
gardneri em cotilédones e plantas de tomateiro (cv. Santa Cruz Kada)
tratadas com os polissacarideos de residuo cervejeiro (PRC), de
substrato apds cultivo de P. ostreatus (PSPO) e de basidiocarpos
residuais do cultivo de shiitake (PSHII) em relagdo ao controle (ndo
tratado). Floriandpolis, 2015.

Tratamento SeveridadexDP (%)

(1,5 mg/mL) Cotilédones Plantas Jovens
H,O 3,3+%0,7 a 24,8421 a
PRC 1,7+0,3 b 17,324 b
PSPO 1,740,2 b 16,5+2,2 b
PSHII 1,6+0,3 b 12,6+2,3 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (p <0,05). DP: desvio padrdo da média.

4.4.4 Protecdo de plantas de tomate da cv. Santa Cruz Kada em
casa de vegetacéo

Plantas de tomateiro da cv. Santa Cruz Kada pulverizadas com os
polissacarideos PSPO e PSHII na concentracdo 0,5 mg/mL 4 dias antes
da inoculagdo com X. gardneri apresentaram redugdes nos valores de
severidade em relagdo ao controle. Quando as plantas foram tratadas 7
dias antes da inoculacdo, os tratamentos PRC (0,5 mg/mL) e PSHII (0,5
e 15 mg/mL) reduziram a severidade da mancha bacteriana
significativamente em relagdo a testemunha (Tabela 2.6).
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Tabela 2.6 Severidade da mancha bacteriana causada por X.
gardneri em plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada tratadas com
polissacarideos de residuo cervejeiro (PRC), do substrato de P. ostreatus
(PSPO) e de basidiocarpos residuais de L. edodes (PSHII), nas
concentracbes 0,5 e 1,5 mg/mL, com os intervalos entre tratamento e
inoculacdo de 4 e 7 dias. Floriandpolis, 2014.

Severidade+DP (%)

Tratamento Intervalo entre tratamento e inoculacgéo
4dias 7dias

AGUA 14,3+4,8 a 17,3450 a

PRC (0,5 mg/mL) 9,7+2,3 ab 6,9t2,4 b

PRC (1,5 mg/mL) 8,0£2,7 ab 9,0+4,2 ab
PSPO (0,5 mg/mL) 58+3,2b 9,3+3,8ab

PSPO (1,5 mg/mL) 9,9+4,5 ab 9,8+8,5 ab
PSHII (0,5 mg/mL) 7,232 b 8,2t1,6 b

PSHII (1,5 mg/mL) 8,4%3,7 ab 7,6£3,9b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (p <0,05). Avaliacdo realizada 20 dias ap6s a inoculacéo.
DP: desvio padrdo da média.

Houve efeito de concentragdo de PSHII sobre a severidade da
mancha bacteriana causada por X. gardneri em plantas de tomateiro
(com a presenca de 5 folhas definitivas). Na avaliacdo realizada 20 dias
apos a inoculacdo, redugdes na severidade da doenca foram apontadas
em relagdo a testemunha independente da concentragdo (0,5; 1,5 ou 4,5)
de polissacarideos utilizada (Tabela 2.7).
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Tabela 2.7 Efeito de polissacarideos extraidos a partir de
basidiocarpos residuais do cultivo de L. edodes (PSHII) nas
concentrag@es 0; 0,5; 1,5 e 4,5 mg/mL sobre a severidade da mancha
bacteriana do tomateiro (cv. Santa Cruz Kada). Floriandpolis, 2014.

Severidade+DP (%)

Tratamento Intervalo entre o tratamento e inoculacéo
4dias 7dias
AGUA 9,8+2,7 a 7,1¥25a
PSHII (0,5 mg/mL) 43+2,1b 3,0£2,2b
PSHII (1,5 mg/mL) 3,5+19b 1,809 b
PSHII (4,5 mg/mL) 1,9+¢1,3b 1,1+05b

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (p <0,05). Avaliacdo realizada 20 dias ap6s a inoculagéo.
DP: desvio padrdo da média.

4.4.5 Protegdo de cultivares de tomate com diferentes niveis de
resisténcia a mancha bacteriana

Nos ensaios de selecdo, os resultados demonstraram que as
cultivares Santa Cruz Kada e Valerin apresentaram maior
suscetibilidade a bacteriose; as cultivares BRS Sena e Laura exibiram
maior resisténcia, enquanto os demais gendétipos avaliados foram
considerados moderadamente resistentes (Figura 2.5).



65

Severidade (%)
= N N w w
(0] o wv o (03]
J

[EEN
o

o wun

S N RN S RIS W SR
\ézf’o ® & & &P L

%

S S
& é'b

f’
O A 2>
S Cultivares <

& & °

Figura 2.5 Severidade (%) da mancha bacteriana causada por X.
gardneri nas cultivares de tomate BRS Sena, BRS Montese, BRS Nagai,
Forfy, Gold, Laura, Coracéo de boi, Sta. Clara 5800, Sta. Cruz Kada,
Carolina, Santy, Natélia e Valerin. Os dados foram transformados para
raiz quadrada (Vx) e letras semelhantes ndo demonstram diferencas
significativas entre as cultivares (ANOVA one way). Avaliacdo da
severidade realizada 20 dias apds inoculagdo. Floriandpolis, 2015. As
barras indicam o desvio padrdo da média.

Nos ensaios de protecdo, os dados relacionados com a severidade
(%) da mancha bacteriana causada por X. gardneri em diferentes
cultivares de tomateiro indicaram diferencas significativas para 0s
tratamentos e cultivares, mas ndo houve interagdo entre esses dois
fatores. Os polissacarideos PSHIl e PRC (1,5 mg/mL) reduziram
significativamente a severidade (%) em comparacdo com plantas das
diferentes cultivares pulverizadas com agua.

Os menores niveis de doenga foram observados em plantas
tratadas com o indutor comercial ASM. Independentemente do
tratamento aplicado, a cv. BRS Sena apresentou 0s menores valores em
porcentagem de severidade. As cultivares Forty e Natalia foram
consideradas moderadamente resistentes, enquanto a cv. Santa Cruz
Kada apresentou a maior susceptibilidade a mancha bacteriana (Tabela
2.8).
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Tabela 2.8 Severidade (%) da mancha bacteriana causada por X.
gardneri nas cultivares de tomateiro Santa Cruz Kada, Forty, Natalia e
BRS Sena; apds a pulverizacdo de agua destilada (H,O), ASM (50
mg/L), polissacarideos (1,5 mg/mL) extraidos a partir de levedura
residual cervejeira S. cerevisiae (PRC) e basidiocarpos descartados da
producdo de L. edodes (PSHII). Florianépolis, 2015.

Severidade (%)
Cultivar/ 20 dias ap6s inoculacio Média +
Tratamento DP*
H,O PRC PSHII ASM
BRS Sena 3,1£2.9 3,5£1,9 2,0+0,8 1,1+£0,4 2,4+1,6b
Natalia 6,0+3,0 5,024 2,0£1,1 1,1£0,6 3,5+2,0ab
Forty 8,733 3,1+1,8 4,2+3.9 1,8+1,5 4,5+2,2ab
Kada 9,7+6,4 5,1+4,0 6,6+3,1 1,0£0,3 5,6+2,5a
Média = DP* 6,9+2,8 A 4,1£2,1 AB 3,7+2,0BC1,2£1,2C
c y Severidade (%)
ultivar . . ~ Média +
Tratamento 30 dias apos inoculacio DP*
H,O PRC PSHII ASM
BRS Sena 7,6£3.8 4,6+1,7 2,5+1,7 1,5£0,5 4,0£2,1b
Natalia 13,2+7,0 8,1+3,1 4,6+£2,1 2,3+1,7 7,0£2,8b
Forty 14,1+4.4 6,0+£2,7 55442 23+1,4 7,0£2,8b
Kada 23,1+8.9 10,7449 12,5+3,5 4,2+1,8 12,6+3,8a

Média + DP* 145+4,0A 7,3+29B 6,2+2,6 B 2,6+1,7C

*|_etras mailsculas distintas entre os tratamentos e mindsculas
entre cultivares indicam diferencas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia (ANOVA one way). Os dados foram transformados raiz
guadrada para obter homogeneidade das variancias (Teste de Levene).
DP: desvio padrdo da média.

4.4.6 Avaliacéo dos mecanismos bioquimicos de defesa

Em relagdo & atividade cinética de peroxidases, a anlise fatorial
indicou interacdo entre os fatores estudados (tratamento e cultivar)
quatro dias apés o tratamento (4 dat). Os maiores valores médios na
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atividade de POD foram observadas na cv. Santa Cruz Kada
(suscetivel), significativamente maior que o observado na cv. Natélia
(moderadamente resistente). As plantas mais suscetiveis (Santa Cruz
Kada) tratadas com PSHII apresentaram maior atividade da enzima em
comparagdo com plantas ndo tratadas. Ap6s 7 dias de aplicagdo dos
tratamentos (trés dias apds a inoculagdo) ndo houve interagdo entre 0s
fatores analisados. No entanto, a reacdo enzimatica na cv. Santa Cruz
Kada foi maior que a observada na cv. Natélia. A atividade da enzima
fenilalanina amdnia-liase (FAL) também foi maior na cv. Santa Cruz
Kada quando comparada a cv. Natélia quatro dias ap6s o tratamento (4
dat). A influéncia do tratamento PSHII sobre a atividade FAL néo foi
observada. No sétimo dia, a atividade da FAL foi significativamente
reduzida na cv. Natalia ap6s a inoculacdo do patégeno (Figura 2.6).

Os fendis totais (FENOL) mostraram uma tendéncia oposta; cv.
Natalia teve o maior teor de compostos fendlicos totais. Por outro lado,
os fendlicos totais foram reduzidos na cv. Natalia 7 dat resultante da
inoculagdo. Além disso, PSHII aumentou as quantidades de compostos
fendlicos totais na cv. Santa Cruz Kada 7 dat em comparagdo com as
plantas controle, independente de serem inoculadas com X. gardneri ou
ndo. Quanto ao contetdo de flavondides (FLAVO), os maiores valores
médios foram encontrados na cv. Santa Cruz Kada aos 4 dat comparado
a cv. Natalia. No tempo 7 dat, os teores de flavondides ndo apresentaram
diferencas significativas entre as cultivares e tratamentos (Figura 2.7).
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Figura 2.6 Atividade de peroxidases (POD) e fenilalanina
amonia-liases (FAL) em folhas de diferentes cultivares de tomateiro
(Santa Cruz Kada e Natalia) tratadas com agua ou polissacarideos
extraidos do cogumelo L. edodes (PSHII 1,5 mg/mL) e inoculadas (1) ou
ndo (NI) com X. gardneri (D.O. 0,6; 600nm). Valores médios das
coletas realizadas aos 4 dias ap6s o tratamento (4 dat) e aos 7 dat (3 dias
apos a inoculacdo). Os dados foram transformados em raiz quadrada
para obter homogeneidade das variancias (Teste de Levene). Médias
seguidas de mesma letra (mailscula entre cultivares; minudscula entre
tratamentos, dentro da cultivar) ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05). * Efeito
da inoculacdo em relacdo aos respectivos controles ndo inoculados.
Floriandpolis, 2015. As barras indicam o desvio padrdo da média.
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Figura 2.7 Compostos fendlicos totais (FENOL) e conteldo de
flavonoides (FLAVO) em folhas de diferentes cultivares de tomateiro
(Santa Cruz Kada e Natalia) tratadas com agua ou polissacarideos
extraidos do cogumelo L. edodes (PSHII 1,5 mg/mL) e inoculadas (1) ou
ndo (NI) com X. gardneri (D.O. 0,6; 600 nm). Valores médios das
coletas realizadas aos 4 dias ap6s o tratamento (4 dat) e aos 7 dat (3 dias
apos a inoculacdo). Médias seguidas de mesma letra (mailscula entre
cultivares; minuscula entre tratamentos, dentro da cultivar) ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05). *Efeito da inoculacdo em relagdo aos
respectivos controles ndo inoculados. Florianépolis, 2015. As barras
indicam o desvio padrdao da média.

4.5 DISCUSSAO

Polissacarideos extraidos de biomassa flngica de L. edodes
(PSHII), S. cerevisiae (PRC) e P. ostreatus (PSPO) apresentaram
potencial para o controle dos sintomas foliares da mancha bacteriana no
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tomateiro, com destaque para PSHII, que reduziu consistentemente a
severidade da doenga nos diferentes estagios fenol6gicos do tomateiro.

Os fungos sdo organismos frequentemente cultivados pelo
homem com a finalidade de obtencdo de recursos. A levedura S.
cerevisiae é utilizada para fabricar pdes, vinhos, cerveja, etanol e serve
como modelo em muitos estudos biolégicos (SHERMAN, 2002). Os
cogumelos ligninoliticos L. edodes (shiitake) e P. ostreatus (ostra)
apresentam propriedades medicinais interessantes (COHEN, PERSKY e
HADAR, 2002; HEARST et al., 2009) e maiores facilidades de cultivo
(PICCININ, 2000). As atividades humanas e de outros sistemas vivos
envolvem a producdo de residuos, que representam materiais excedentes
nao efetivamente utilizados. Muitos destes residuos (sélidos ou liquidos)
tém altos valores de demanda biolégica por oxigénio e podem causar
problemas que incluem os custos do recolhimento, tratamento,
eliminacdo e a perda de matéria-prima valiosa. Por outro lado, os
residuos podem ser utilizados como incremento na alimentacdo animal e
fertilizantes para culturas agricolas (ISRAILIDES e PHILIPPOUSSIS,
2003). Adicionalmente, biomassas residuais podem ser utilizadas para
extracdo de subprodutos, caso dos polissacarideos utilizados nesta
pesquisa.

As preparacBes de subprodutos a partir de residuos contendo
biomassa flngica sdo muito diversas e com resultados contraditorios.
Aqui, optou-se por trabalhar com polissacarideos como forma de
padronizagdo dos produtos utilizados. Sabe-se que 0s polissacarideos de
Ascomicetos e Basidiomicetos possuem conhecidas propriedades
antioxidantes, estimulantes do sistema imunolégico, antitumorais e
antimicrobianas (OSINSKA-JAROSZUK et al., 2015). Além disso,
existe um interesse crescente dedicado aos carboidratos e seus papéis na
imunidade da planta. Alguns deles sdo elicitores de defesa em plantas
enquanto outros agem como moléculas sinalizadoras de um modo
semelhante aos horménios vegetais (TROUVELOT et al., 2014).

No presente estudo, os polissacarideos PRC, PSPO e PSHII
foram caracterizados, revelando que o processo de obtencdo foi bem
sucedido. As caracteristicas dos componentes quimicos presentes nas
fracbes extraidas (PRC, PSPO e PSHII), associadas aos estiramentos
observados nas trés amostras via espectroscopia de infravermelho,
refletem picos e padrdes semelhantes aos encontrados em
polissacarideos purificados descritos na literatura (CHEN et al., 2011;
WANG et al., 2015). A analise sobre espectroscopia de infravermelho é
adotada em virtude de ser uma técnica utilizada por alguns grupos de
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pesquisa para analisar a presenca de glucanos lineares (THANARDKIT
et al., 2002).

Uma especialidade visualizada durante a caracterizagdo dos
polissacarideos foi a presenca de um maior contelldo de carboidratos
totais observados para PRC em relagdo PSPO e PSHII, que pode estar
relacionado a grande quantidade de agUcar presente no malte utilizado
no processo cervejeiro. Outro fator analisado refere-se a estabilidade das
suspensbes polissacaridicas avaliadas em funcdo dos valores do
potencial zeta e de pH. Dentre os polissacarideos avaliados, PSHII
apresentou maior tendéncia a estabilidade em relacdo a PRC e PSPO
(Zeta-Meter, Inc, 2005).

Entre os trés polissacarideos estudados, PSHII foi o Unico a exibir
algum efeito in vitro sobre X. gardneri. O efeito antimicrobiano do
PSHII contra X. gardneri pode estar relacionado ao seu elevado teor de
compostos fenolicos e a alta atividade antioxidante. Este resultado esta
em comum acordo com o0s encontrados por Wang et al. (2015), que
também relataram sobre a potencial atividade antioxidante, ao
caracterizar fragdes de polissacarideos extraidos do micélio de L.
edodes. A correlagdo entre 0 aumento na atividade antioxidante e o
contetdo de compostos fenolicos foi também detectada nos extratos dos
cogumelos L. edodes e Volvariella volvacea (CHEUNG et al., 2003).
Além disso, alguns compostos fenolicos tém atividade antimicrobiana
contra agentes patogénicos bacterianos (VATTEM e SHETTY, 2003).
A atividade antimicrobiana de extratos de L. edodes foi também
demonstrada contra a fitobactéria X. axonopodis pv. passiflorae
(TONUCCI-ZANARDO et al., 2015) e contra bactérias patogénicas
humanas Streptococcus mutans, Prevotella intermedia, Micrococcus
luteus e Bacillus cereus (HIRASAWA et al., 1999; KITZBERGER et
al., 2007).

A atividade antimicrobiana de PSHII s6 foi atingida numa dose
considerada alta para um bioensaio in vitro. Dessa forma, acredita-se
gue a protecdo conferida pelo polissacarideo nas plantas de tomate
esteja associada a inducdo de resisténcia. Esta também foi a hipdtese
levantada por outros pesquisadores para explicar o efeito da aplicagédo
de extratos aquosos de L. edodes sobre plantas de tomate e reducGes dos
sintomas de doengas bacterianas causadas por Ralstonia solanacearum
(Silva et al., 2007), Clavibacter michiganensis subesp. michiganensis
(SILVA et al. 2013) e Xanthomonas vesicatoria (DI PIERO e
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PASCHOLATI 2004). Além da protecdo contra bactérias, o extrato de
L. edodes também protegeu plantas de maracuja contra Cowpea aphid-
borne mosaic virus, reduzindo a incidéncia da doenga em 60% (DI
PIERO et al. 2010).

Nas plantas de tomate do presente estudo, a ativacdo de repostas
de defesa foi visualizada através de aumentos na atividade de
peroxidases e acimulo de compostos fendlicos totais em folhas de
tomateiros suscetiveis tratados com PSHII. De acordo com Soylu et al.
(2003), durante as interacbes incompativeis entre planta-micrébio ou
tratamentos com elicitores, aumentos na atividade POD sé&o
frequentemente associados com a incorporacdo progressiva de
compostos fendlicos da parede celular. O reforgo da parede celular
vegetal aumenta a resisténcia das plantas a enzimas/toxinas
degradadoras produzidas pelos patdégenos e atua como barreira fisica,
reduzindo a severidade dos sintomas.

A atividade de peroxidases em plantas de tomate também foi
aumentada ap6s o tratamento com extratos de L. edodes contra R.
solanacearum (SILVA et al., 2007). Além disso, Di Piero et al. (2006)
constataram que indutores de corpos de frutificacdo de L. edodes
parcialmente purificados tiveram efeito protetor sobre plantas de pepino
contra C. lagenarium. Os autores observaram um aumento sistémico na
atividade enzimatica em folhas de pepino, considerando a atividade de
POD como um marcador bioquimico de resisténcia na interacdo entre as
plantas de pepino e C. lagenarium. No presente estudo, considera-se que
os valores observados para POD em folhas tratadas contribuiu para a
reducdo dos sintomas da doenca bacteriana.

Adicionalmente, o teor de compostos fendlicos totais aumentou
ap6s o tratamento com PSHIlI (1,5 mg/mL) e inoculagdo com X.
gardneri. Resultados semelhantes foram encontrados por Coqueiro et al.
(2011), indicando que a capacidade do polissacarideo quitosana (3
mg/mL) em reduzir a severidade da mancha bacteriana pode estar
associada com sua acdo sobre o metabolismo fenilpropandide de
tomateiros, promovendo a sintese de compostos fendlicos, envolvidos
em mecanismos bioquimicos e estruturais de defesa da planta, em
resposta contra a infeccdo por X. gardneri. O rapido acimulo, oxidag&o
e polimerizacdo de compostos fendlicos no local da infeccdo pode
limitar o desenvolvimento do patdgeno.

Quando considerado o intervalo de tempo entre o tratamento e a
inoculacéo (4 ou 7 dias), ndo foi observada diferenca entre os periodos
testados. Isto indica provavelmente que os polissacarideos estdo agindo
ao longo de um periodo de tempo mais prolongado. Coqueiro e Di Piero
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(2011), estudando o mesmo patossistema (tomateiro — X. gardneri)
observaram que o polissacarideo quitosana (3 mg/mL) ndo foi eficiente
para controlar os sintomas da doenga com um intervalo de 6 dias entre o
tratamento e a inoculacdo. Os autores relatam que, quando utilizado em
intervalos curtos (24, 48 e 72 h) antes da inoculacdo, a quitosana
conferiu protecdo de tomateiros (70%) contra a mancha bacteriana.
Neste sentido, a resposta de defesa de uma planta aos elicitores depende
do agente patogénico, concentracdo do eliciador utilizado e também do
intervalo de tempo entre a exposicdo da planta ao indutor e a expresséo
da resisténcia.

Quanto aos gendtipos do tomateiro, a cultivar Santa Cruz Kada
apresentou 0s maiores niveis de severidade e foi considerada a mais
suscetivel a X. gardneri que as outras cultivares analisadas (Forty,
Natalia e BRS Sena). Embora a cv. Santa Cruz Kada tenha sido a mais
suscetivel, observou-se uma maior atividade de enzimas de defesa nesta
cultivar que a detectada em plantas de tomate com menor
susceptibilidade (Natalia). Provavelmente, as plantas mais resistentes
possuem mecanismos de defesa ndo especificos como teores mais
elevados de compostos fendlicos que sdo compostos de acdo
reconhecida contra patdgenos. Resultados semelhantes foram mostrados
por Mandal et al. (2011), onde o conteido de fendlicos totais e
deposicdo de lignina foram significativamente maiores em plantas de
tomate resistentes inoculadas com Ralstonia solanacearum em
comparagdo com plantas de tomate suscetiveis inoculadas. Assim,
barreiras estruturais e bioquimicas sdo formadas nos sitios de infeccdo
como ligninas e fitoalexinas em algumas espécies (FALCON et al.,
2008). Outra hipotese esta relacionada com os aspectos morfologicos
das diferentes cultivares de tomateiro e a relacdo da anatomia foliar com
a incidéncia e severidade de doengas. O estudo dos estdmatos e
epidermes foliares de espécies do género Lycopersicon revelou uma
relacdo entre frequéncia de estdmatos, tamanho dos estbmatos e
algumas caracteristicas morfol6gicas foliares com a resisténcia a
mancha-bacteriana causada por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(RAMOS et al., 1992). Assim, estudos acerca das caracteristicas
histoquimicas de cultivares se mostram necessarios para maiores
esclarecimentos durante a interagdo planta, elicitor e patégeno.

Na cultivar moderadamente resistente (Natélia), a atividade de
peroxidases foi significativamente inferior em comparacdo a maior
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atividade detectada em plantas suscetiveis da cv. Santa Cruz Kada. No
conteudo de fendlicos os maiores valores foram encontrados na cultivar
Natalia e diferencas significativas em relagdo a cv. Santa Cruz Kada. De
acordo com Kuhn e Pascholati (2010) a reducdo dos compostos
fenolicos pode ter ocorrido principalmente a medida que as células
foram se tornando lignificadas, uma vez que compostos fendlicos séo
substrato para a sintese de lignina pela acdo de peroxidases. Tomados
juntos, a menor atividade de peroxidases e consequente maior teor de
fenolicos na cultivar moderadamente resistente ajudariam a explicar, ao
menos em parte, 0 menor nivel de doencga nesse material.

Em relacdo a protecdo de cultivares, as aplicacdes de PRC e
PSHII (1,5 mg/mL) protegeram as cultivares Santa Cruz Kada, Forty,
Natalia e BRS Sena, reduzindo significativamente a severidade da
mancha-bacteriana em comparacdo com as plantas controle. Este efeito
demonstra ampla gama de agdo destes polissacarideos, pois o controle
da doenca foi observado em materiais com diferentes niveis de
resisténcia. Os menores valores em porcentagem de severidade foram
observados na cv. BRS Sena, independentemente do tratamento,
relacionados com o processo de selecdo conduzido na Embrapa
Hortalicas, DF. Esta cultivar é considerado o primeiro hibrido de tomate
industrial do Brasil com certa tolerdncia & mancha-bacteriana causada
por Xanthomonas spp. (QUEZADO-DUVAL et al., 2014).

Mesmo que o indutor de resisténcia comercial (ASM) tenha
resultado na maior protecdo contra X. gardneri detectada em todas as
cultivares analisadas, métodos adicionais para o controle de doencas de
plantas que possam ser utilizados para a produgdo orgénica enfatizam a
importancia da utilizacdo de polissacarideos. ASM é um indutor
guimico de resisténcia que pode resultar em custo fisiologico e reduzir
parametros relacionados a produtividade, como altura de plantas ou peso
fresco e seco da parte aérea (BARBOSA et al., 2008). Louws et al.
(2001) sugerem que as plantas de tomateiro exibem um custo fisioldgico
relacionado com a resisténcia adquirida na auséncia da pressdo dos
agentes patogénicos e que a concentracdo de ASM e o nimero de
aplicacdes necessitam ser otimizadas para limitar quedas no rendimento.
Neste sentido, sdo necessarios estudos sobre o efeito dos polissacarideos
nas plantas relacionados as possiveis alteracdes no rendimento da
producdo de frutos e investigagdes a cerca de aspectos fisioldgicos
(medic&o de clorofila, fluorescéncia da clorofila, taxa fotossintética, taxa
transpiratoria e condutancia estomatica) durante a interacdo eliciador-
planta-patégeno.
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Assim, as aplicacGes de polissacarideos extraidos a partir da
biomassa fungica residual promoveram maior resisténcia de plantas de
tomate a infeccdo da mancha bacteriana. Os polissacarideos foram
eficazes como controle alternativo na protecdo de culturas,
provavelmente por inducdo de resisténcia. Diferentes estagios de
desenvolvimento e gendtipos do hospedeiro foram capazes de responder
a presenca de moléculas de polissacarideos derivados dos residuos de
origem flngica e reduzir os sintomas causados por X. gardneri. Testes
em maior escala serdo necessarios para avaliar a relagdo custo-eficécia
da extracdo dos polissacarideos e a aplicacdo sobre culturas comerciais
em condicOes de campo.
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5 CAPITULO 3 - ASPECTOS FISIOLOGICOS E
HISTOLOGICOS DA RESISTENCIA INDUZIDA POR
POLISSACARIDEOS EM GENOTIPOS DE TOMATEIRO COM
DIFERENTES NIVEIS DE RESISTENCIA A MANCHA
BACTERIANA

5.1 RESUMO

Polissacarideos extraidos de biomassa descartada da produc¢édo do
cogumelo L. edodes foram estudados quando ao potencial uso para o
controle da mancha bacteriana no tomateiro. A fragdo polissacaridica
total foi recolhida ap6s precipitagdo etandlica (80%; 1:1) de extrato
autoclavado de basidiocarpos residuais do cultivo de Lentinula edodes
(PSHIN). Trés cultivares de tomateiro (Santa Cruz Kada, Natalia e BRS
Sena) com a presenga de cinco folhas definitivas foram pulverizadas
com suspensao polissacaridica (1,5 mg/mL) ou agua destilada, aplicados
quatro dias antes da inoculacdo com Xanthomonas gardneri. Nos
tempos O (plantas ndo tratadas), 4, 7 e 10 dias da aplicagdo dos
tratamentos foram analisados parametros fotossintéticos (taxa
fotossintética, taxa transpiratdria e condutancia estomatica) e aspectos
histopatoldgicos (polissacarideos acidos e neutros, compostos fenolicos,
densidade estomatica, espessura do mesofilo e de células palicédicas). A
avaliacdo da severidade da doenca foi realizada aos 7 e 14 dias apds a
inoculago. Plantas tratadas com PSHII apresentaram menor
condutancia estomética e taxa de transpiracdo foliar em relacdo a
testemunha, momentos antes da inoculagdo. Comparando-se cultivares
com diferentes niveis de resisténcia & bacteriose, 0s menores valores na
taxa fotossintética, condutdncia estomatica e taxa de transpiracdo
observados na cultivar Santa Cruz Kada podem estar relacionados a
maior suscetibilidade deste material e possa auxiliar na explicagdo em
termos de uma maior resisténcia genética visualizada nos gendétipos
Natalia e BRS Sena. Adicionalmente as estas constatacGes e referente
aos aspectos anatdbmicos, a cv. BRS Sena (mais resistente) apresentou o0s
maiores valores de densidade estomatica, espessura do mesofilo e do
parénquima palicadico em relacdo a cv. Santa Cruz Kada. Nos aspectos
histopatolégicos da interagdo X. gardneri x BRS Sena, foram
observadas proliferacdo celular préxima ao possivel sitio de infecgéo e
deposicdo de compostos fendlicos nas células do interior do mesofilo,
enquanto que nas cvs. Santa Cruz Kada e Natalia a deposicdo destes
compostos fendlicos foi observada de maneira mais frequente nas
células préximas a epiderme. O estudo traz informagdes sobre o controle
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alternativo da mancha bacteriana em diferentes genétipos de tomateiro e
elucida alguns dos mecanismos naturalmente apresentados pelas plantas
para resistir a bacteriose.

Palavras-chave: Lentinula edodes; Polissacarideos; Resisténcia;
Tomateiro; Xanthomonas gardneri.

5.2 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicon L.) é um dos frutos mais
produzidos e consumidos no mundo. Entretanto, no cultivo do tomateiro
sdo frequentes os ataques de agentes patogénicos que prejudicam 0s
rendimentos da producdo. Para se protegerem, as plantas evoluiram
estratégias de defesa para contra-atacar 0s invasores potenciais
(PIETERSE, et al., 2005). Na resposta imune da planta, existe a
indicagdo de que as redes de sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento
e na defesa estejam interligadas (PIETERSE et al., 2009). Deste modo,
as plantas possuem barreiras fisicas e quimicas pré-formadas e, sdo
capazes de desenvolver mecanismos de prote¢do induzidos em resposta
ao ataque de patdgenos (TANG et al., 1999).

No caso especifico de tomateiros, uma maior resisténcia contra
patégenos pode ser relacionada as alteragfes bioquimicas visualizadas
através de acumulos de compostos autofluorescentes, deposi¢do de
calose e lignina (TANG et al., 1999). Geno6tipos dentro de uma mesma
espécie apresentam caracteristicas anatdmicas particulares (presenca de
tricomas, compactacdo de células, entre outras) que auxiliam na
resisténcia aos microrganismos (SILVA et al., 2005). Neste sentido, 0s
estudos sobre mecanismos pré-formados (passivos, constitutivos) e pos-
formados (ativos, induziveis) s@o inestimaveis, em funcdo do
entendimento da natureza dos mecanismos de defesa vegetal
relacionados na interacdo planta patégeno. No entanto, o grau de
envolvimento dos fatores estruturais e bioquimicos pré e pds-formados
nas respostas de resisténcia, pode variar em funcéo da idade da planta,
orgdo/tecido afetados, estado nutricional, condi¢cbes ambientais e nas
diferentes interagcdes hospedeiro-patdgeno (PASCHOLATI e LEITE,
1995).
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Entre as principais doencgas que acometem a cultura do tomateiro
estd a mancha bacteriana, causada por espécies do género Xanthomonas.
Bactérias que podem limitar a producdo de tomates no mundo em
virtude de reducdo na produtividade, através da destruicdo da parte aérea
e reducdo da area fotossintética. No Brasil, 0s sintomas desta doenca séo
relacionados as espécies X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri e
X. perforans, frequentemente encontradas em plantios destinados ao
consumo in natura e industrial de tomates. A doenca é considerada de
dificil controle, principalmente porque a dispersdo bacteriana pode
ocorrer via sementes, a eficiéncia do controle quimico é baixa e faltam
cultivares com resisténcia (QUEZADO-DUVAL et al., 2004; ARAUJO
et al., 2012). Nas medidas de controle pode-se considerar a aplicagéo de
substancias bactericidas a base de cobre. No entanto, a selecdo e
persisténcia de isolados resistentes a varios desses produtos quimicos
tém sido relacionadas com a baixa eficiéncia de controle da doenga
observada. Portanto, sdo necessarias abordagens alternativas ou
complementares para 0 manejo da mancha bacteriana (QUEZADO-
DUVAL et al, 2003; MOSS et al., 2007; ARAUJO et al., 2012;
ABBASI et al., 2015).

Dentre as alternativas sustentaveis para 0 manejo da doenca sao
incluidas préticas organicas, manejo integrado, controle bioldgico, uso
de hibridos resistentes e inducdo de resisténcia (BURKETOVA et al.,
2015). Em plantas, a resisténcia induzida ocorre através da aplicacdo de
uma variedade de agentes indutores que podem ser de origem bidtica
e/ou abidtica. Dependendo das vias de sinalizacdo ativadas, podem
ocorrer respostas de protecdo locais ou sistémicas. Geralmente, as
indugdes tendem a ser de largo espectro, de longa duracdo (raramente
completas) e reduzem os sintomas de doencas entre 20 e 85%
(WALTERS et al., 2013). No entanto, as respostas quanto a capacidade
de inducdo de resisténcia entre gendtipos podem variar
significativamente (SHARMA, BUTZ e FINCKH, 2010; ORS et al.,
2014).

As plantas percebem os agentes elicitores (padrées moleculares
associados a patdgenos ou micrébios, PAMPs ou MAMPs) através de
receptores transmembrana de reconhecimento de padrdes (PRRs) (Jones
e Dangl 2006). Apos a deteccdo da presenca dos elicitores pela planta,
sdo desencadeadas cascatas de sinalizacdo e respostas multiplas de
defesa. Dentre as respostas de defesa da planta estdo a sinalizacdo de
estresse, biossintese de hormdnios de defesa, producdo de espécies
reativas de oxigénio, acimulo de fitoalexinas, fechamento estomatico,
ativagdo de genes de defesa, fortalecimento da parede celular e morte
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celular por reacdo de hipersensibilidade. No entanto, os patogenos
empregam efetores para suprimir a ativacdo de respostas de defesa da
planta para promover a patogénese (MENG e ZHANG, 2013). No
género Xanthomonas, efetores do tipo 111 sdo reconhecidos por suprimir
a resposta de defesa basal da planta chamada PTI (PAMP-triggered
immunity) provocada pela resposta imune relacionada a PAMPs
(WHITE et al., 2009).

Moléculas elicitoras podem pertencer a varias classes
bioguimicas incluindo carboidratos, (glico) lipidios e (glico) peptideos.
Entretanto, avancos recentes na percep¢do das plantas e eventos de
defesa induzida tem chamado atenc&o para o uso de carboidratos do tipo
“PAMPs, MAMPs e DAMPs (padrdes moleculares associados a danos)”
(TROUVELOT et al., 2014). Na literatura sdo encontrados diversos
relatos de sacarideos (mono, oligo e poli) com caracteristicas elicitoras e
capacidade de protecdo contra fitopatégenos que podem ser extraidos de
crustdceos (COQUEIRO, MARASCHIN e PIERO, 2011; FELIPINI e
DI PIERO, 2013), plantas (LUIZ et al., 2012, 2015, 2016), algas
(DELGADO, FREITAS e STADNIK, 2013), cogumelos (DI PIERO,
WULFF e PASCHOLATI, 2006; WANG et al.,, 2013) e culturas
microbianas (HAHN e ALBERSHEIM, 1978; NEWMAN et al., 2002;
JETIYANON e PLIANBANGCHANG, 2013). No entanto, sdo poucos
os trabalhos que utilizaram residuos para a extracéo de polissacarideos e
abordaram caracteristicas histofisioldgicas da interacdo entre elicitor,
planta e patdgeno.

A fotossintese é um processo fisiolégico afetado por patégenos
foliares e a medicdo deste pardametro fornece informagbes sobre os
mecanismos envolvidos durante a interagdo planta-patégeno. Patdgenos
causadores de manchas foliares no tomateiro podem reduzir a area
fotossinteticamente ativa e comprometer a produtividade da planta
(REIS e BOITEUX 2006). Neste mesmo sentido, a técnica de avaliagdo
da fluorescéncia da clorofila é empregada para monitorar a atividade
fotoquimica da fotossintese, ou ainda outras técnicas com auxilio de
imagens podem ser utilizadas para detectar alteraces em folhas
infectadas (SILVEIRA et al., 2015). Estudos citol6gicos descrevem a
possibilidade de serem visualizadas as consequéncias apds o estimulo a
elicitacdo e durante o subsequente processo de infec¢do do patdégeno na
planta. As associagbes ocorrem em funcdo da localizagcdo espaco-
temporal das respostas de defesa envolvidas na resisténcia induzida que
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podem demonstrar restricdo no crescimento e desenvolvimento do
patégeno, ou barreiras quimicas estruturais e bioldgicas elaboradas nos
tecidos vegetais nas areas de penetracdo de agentes patogénicos.
Demonstrando indicios que eliciadores biolégicos e/ou quimicos podem
desempenhar papel-chave no controle de doengas em plantas
(BENHAMOU e NICOLE, 1999).

Outro fator considerado estd na necessidade por novos produtos
fitossanitarios e as restricbes de recursos que levam a inddstria a buscar
novos usos para os residuos (LIN et al., 2013). Extraidas a partir de
levedura residual de cervejaria, f-glucanas e manoproteinas induziram a
expressdo de genes de defesa em Arabidopsis thaliana, ativando
precocemente as vias de sinalizacdo do jasmonato/etileno e
posteriormente a via do acido salicilico (NARUSAKA et al., 2015).
Esse trabalho procurou demonstrar o potencial de obter elicitores de
defesa vegetal a partir de um material bioldgico que teria um destino
indeterminado.

Na literatura, trabalhos com o cogumelo comestivel Lentinula
edodes (Berk.) descrevem a possibilidade de controle de fitopatdgenos
(PACUMBABA, BEYL e PACUMBABA Jr., 1999; DI PIERO, 2003;
TONUCCI, 2004; SILVA et al., 2007; TOFFANO, 2010). Neste
contexto, a presente pesquisa apresenta viabilidade por envolver o uso
de basidiocarpos desconsiderados para comercializacdo e a
aplicabilidade dos mesmos para extracdo de polissacarideos com a
finalidade de utiliza-los no controle de doengas em plantas.

A producdo de cogumelos Shiitake é considerada uma atividade
rentdvel. O valor do quilograma recebido pelo produtor pode variar
entre R$30,00 e R$50,00. A venda do produto in natura é realizada em
bandejas e uma parte da producdo considerada fora do padrdo pode ser
desidratada e comercializada (BETT, 2016). Além disso, basidiocarpos
descartados da producdo de Shiitake tém sido utilizados como fonte de
proteinas, aminoéacidos e vitaminas do complexo B em suplementos para
a alimentacdo animal (PICCININ, 2000). Entretanto, os rendimentos na
producdo de Shiitake sdo influenciados pelo tipo de inéculo (linhagem),
0 tipo de madeira e o tamanho das particulas do meio (DONOGHUE e
DENISON, 1996). Outras alterac8es na produtividade sdo relacionadas
as variacdes climaticas. Uma producédo de melhor qualidade é obtida nos
periodos frios. Em épocas quentes, a producdo pode cair cerca de 20%
em funcdo das temperaturas elevadas e ataque de pragas (BETT, 2016).
Desta forma, a disponibilidade de basidiocarpos residuais de L. edodes
pode ser varidvel, no entanto a aplicabilidade deste residuo na area
agricola apresenta potencial consideravel.
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Dessa maneira, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da
fracdo polissacaridica obtida a partir de extrato de sélido residual a base
de basidiocarpos descartados da producdo de L. edodes (PSHII) no
controle da mancha bacteriana do tomateiro. Entre o0s assuntos
abordados nesta pesquisa estdo a descricdo da protecdo das plantas,
analises de possiveis alteracBes histofisiolégicas decorrentes da
resisténcia induzida por polissacarideos (PSHII) em trés genotipos de
tomateiro e esclarecimentos sobre os mecanismos que as plantas de
tomate naturalmente exibem para resistir a X. gardneri.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Preparo do extrato e obtencao dos polissacarideos

Os basidiocarpos residuais da produgdo de Lentinula edodes
(cogumelo Shiitake), fornecidos pelo Dr. Marcio José Rossi
(Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade Federal
Santa Catarina, Brasil), foram cortados e usados nas propor¢des (1:3;
m/v). Pesou-se a quantidade de 500 g e foi adicionado 1,5 L de agua
destilada (basidiocarpo/agua). O contetido passou por autoclavagem de
30 minutos a 121 °C e, ap6s resfriar, foi filtrado em dupla camada de
gaze esterilizada, obtendo-se o extrato aquoso bruto dos corpos de
frutificacdo de Shiitake ESHII (PARADA et al., 2012).

O extrato aquoso (ESHII) foi submetido a precipitagdo com
etanol (80%) na proporgdo etanol-extrato de 1:1 (v/v) (HAHN e
ALBERSHEIM, 1978) e a suspensdo mantida a -20 °C durante 24 horas
(DELGADO et al., 2013). Ap6s a precipitacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado formado considerado a fracdo de
polissacarideos total do extrato (PSHII). A fragdo foi seca em estufa a
45 °C até o peso constante, triturada em moinho analitico e armazenada
a -20 °C. A frac&o de polissacarideos foi solubilizada em &gua destilada
sob agitagcdo constante em homogeneizador Ultra Turrax durante 3
minutos a 13.500 rpm antes da pulverizacdo sobre as plantas.
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5.3.2 Efeito de PSHII na interacao tomateiro e X. gardneri.
a) Resisténcia de cultivares a mancha-bacteriana

A fracdo de polissacarideos considerada efetiva na reducdo dos
sintomas da doenca PSHII foi avaliada sobre plantas com diferentes
niveis de resisténcia a Xanthomonas gardneri. As sementes das
cultivares Natalia e BRS Sena foram gentilmente cedidas por Sakata
Seed Sudamerica e Eagle Flores Frutas & Hortaligas, respectivamente.
Sementes de tomate da variedade Santa Cruz Kada (Paulista) foram
adquiridas de fornecedores da empresa ISLA sementes. As sementes das
cultivares Santa Cruz Kada, Natdlia e BRS Sena foram semeadas em
bandejas de isopor contendo o substrato Tropstrato HT Hortalicas® e
mantidas em casa de vegetagdo com uma temperatura media de 25,3 +
3,7 °C. Quinze dias ap6s a semeadura, duas plantulas foram
transplantadas para vasos de 2 L, contendo solo e substrato Tropstrato
HT (4:1, viv).

Plantas com a presenca de cinco folhas definitivas foram
pulverizadas com (15 mL por planta) a fracdo polissacaridica PSHII (1,5
mg/mL) ou agua destilada, aplicados quatro dias antes da inoculagédo
com auxilio de pistola acoplada a compressor de ar.

Quatro dias apds os tratamentos, as plantas foram inoculadas com
uma suspensdo do isolado de Xanthomonas gardneri (Xan 166 -
identificado por BOX-PCR junto a Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF). O
isolado foi preservado em tampao fosfato (8.6 mM K,MPO,; 7.4 mM
KH,PO,) e a repicagem realizada em meio nutriente agar (NA, 28 g/L,
HIMEDIA®). A suspensdo bacteriana foi obtida por adicdo de agua
destilada ao meio de crescimento de coldnias (com 48 h de cultivo a 25
°C), com auxilio da alca de Drigalsky e a concentracdo ajustada em
espectrofotdmetro (D.O. 0,6; 600 nm). As plantas inoculadas ou néo
com suspensdo de X. gardneri foram mantidas em camara Umida por 48
h (LUIZ et al., 2012).

A severidade da doenga foi avaliada utilizando uma escala
diagramatica (MELLO et al., 1997) constituida por cinco niveis
percentuais de area foliar infectada (1%, 5%, 15%, 25% e 50%). A
terceira e quarta folhas verdadeiras localizadas da base para o dpice das
plantas foram analisadas, em um total de quatro folhas por unidade
experimental e cinco repeticdes por tratamento. Os valores de
severidade foram registrados 7 e 14 dias ap6s a inoculagao.
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b) Parédmetros relacionados a fotossintese

O efeito de PSHII sobre as cultivares Santa Cruz Kada, Natalia e
BRS Sena foi avaliado em funcgdo de possiveis alteracbes em parametros
relacionados & fotossintese (taxa transpiratéria mmol m? s*,
condutancia estomatica e taxa fotossintética). Em diferentes momentos
dos experimentos foram realizadas medi¢des com auxilio de medidor de
clorofila portatil SPAD-502 (Minolta, EUA), fluorimetro portatil de luz
modulada MINI-PAM (Walz, Alemanha) e sistema portatil de medicdes
da fotossintese por meio de um analisador de trocas gasosas por

infravermelho, IRGA (L1-6400 XT, LI-COR).
b.1) Indice SPAD e Fluorescéncia da clorofila

As determinagdes relacionadas ao indice de clorofila (unidades
SPAD) e fluorescéncia da clorofila (fluorescéncia inicial - FO,
fluorescéncia méaxima - Fm, rendimento quéantico do Fotossistema Il -
Fv/Fm) foram realizadas aos 2, 4, 6 e 10 dias apds a aplicacdo de PSHII.

O medidor de clorofila portatil SPAD-502 foi utilizado para
monitorar o indice do teor de clorofila em unidades SPAD (Soil Plant
Analyzer Develop). O SPAD-502 tem uma area de medicéo de 0,06 cm®
e calcula o indice em unidades SPAD " com base na absorbancia a 650 e
940 nm. As leituras foram obtidas na terceira e quarta folhas verdadeiras
localizadas da base para o apice das plantas. As medi¢des foram
realizadas aos 2 e 4 dias posteriores ao tratamento e aos 2 e 6 dias ap6s a
inoculacdo (6 e 10 dias ap6s a aplicagdo de PSHII). Trés medicOes
separadas foram realizadas nos foliolos distais da insercdo das folhas ao
ramo. A média aritmética de doze leituras por vaso contendo duas
plantas foi utilizada para as analises de cada tratamento composto por 5
repeticGes.

As variaveis de fluorescéncia da clorofila foram determinadas
com o fluorimetro portétil de luz modulada MINI-PAM. Os dados
obtidos foram fluorescéncia inicial (FO), fluorescéncia maxima (Fm) e
rendimento quéantico do Fotossistema Il (Fv/Fm). As medicbes foram
efetuadas com o auxilio de pinga de metal (DLC-8) acoplado ao sensor
de MINI-PAM colocado na regido mediana dos foliolos, na por¢édo
adaxial do limbo foliar, evitando-se a nervura central. Antes das
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determinac@es individuais, as plantas foram mantidas no escuro durante
30 minutos, para adquirir a condicdo de "aberta” e estimar a extin¢do
fotoquimica da fluorescéncia. Um pulso de 0,3 s de saturacdo de luz foi
utilizado para promover o fechamento dos centros de reacdo e avaliar a
eficiéncia de excitacdo do Fotossistema Il. De maneira similar a coleta
de dados para os valores de indice SPAD, as leituras para a obtencéo das
variaveis de FO, Fm e Fv/Fm foram realizadas aos 2, 4, 6 e 10 dias ap6s
aplicacdo de PSHII (2 e 4 dias apds o tratamento e 2 e 6 dias ap06s a
inoculacdo). Os dados de fluorescéncia obtidos foram armazenados
automaticamente no MINI-PAM e, em seguida, transferidos para um
computador usando o programa WinControl (SILVEIRA et al., 2015).

b.2) Fotossintese, condutancia estomatica e transpiragéo

Plantas de tomateiro submetidas as condi¢cBes dos ensaios
anteriormente descritos para medicdes do indice SPAD e fluorescéncia
da clorofila foram utilizadas nas analises da taxa fotossintética (umol
CO, m? s, condutancia estomatica (mol H,0 m? s™) e transpiracéo
(mol H,0 m? sY). As medicdes foram realizadas com um sistema
portatil para avaliar a fotossintese de forma ndo destrutiva por meio de
um analisador de gés infravermelho, IRGA, modelo LI-6400 XT (LI-
COR). A densidade do fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
(DFFFA) foi fixada em 1.000 pmol fétons m? s™. As avaliacdes foram
realizadas em sistema aberto, a concentragdo ambiente de CO, foi cerca
de 380 pmol mol™, a umidade relativa do ar durante as avaliacées foi de
~80 + 5 % e a temperatura foliar variou de 23 °C a 28 °C. Ap6s 4 e 6
dias da aplicagdo de PSHII (imediatamente antes da inoculacdo e 48h
apos o desafio com X. gardneri, respectivamente), foram realizadas
medic¢Bes na segunda e terceira folha definitivas localizadas a partir da
base das plantas. Duas folhas por planta foram analisadas, sendo que as
medicOes foram feitas na regido média de foliolos completamente
expandidos, totalizando quatro leituras por vaso e cinco repeti¢des por
tratamento.

5.3.3 Aspectos histopatoldgicos

a) Preparo das amostras

As plantas de tomateiro foram igualmente tratadas com &gua
destilada &gua ou PSHII (1,5 mg/mL) e, apds 4 dias da aplicagéo, foi
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realizada a inoculacdo com X. gardneri (OD 0,6; 600 nm). As coletas
foram realizadas nos tempos 0 (plantas ndo tratadas), 4, 7 e 10 dias da
aplicacdo de PSHII. Nos diferentes tempos de amostragem, as amostras
constituidas de discos foliares de 0,5 cm de didmetro foram imersas em
solucdo fixadora 1:1 (tampdo fosfato de potassio 0,2 M, pH 7,2 e
paraformaldeido 4%) em tubos de 2 mL. Apds a coleta, os tubos foram
colocados abertos em dessecador a vacuo e o conjunto mantido em
geladeira por 24 h. Apo6s o periodo de fixacdo, as amostras foram
lavadas em tampéo fosfato de potassio (0,1 M; pH 7,2), duas vezes, por
15 minutos em cada troca (BOUZON, 1993). Posteriormente, as
amostras foram submetidas a desidratagdo em série etilica (30%, 50%,
70%, 90% e 100%), durante 30 minutos em cada concentracdo a
temperatura ambiente. A pré-infiltracdo das amostras foi realizada em
trés passos com misturas de 2:1, 1:1, e 1:2 de etanol a 100% e
historesina glicolmetacrilato (Historesin, Leica®, Alemanha), durante 12
h em cada passo. Posteriormente, o material foi infiltrado em resina pura
por 24 h. A inclusdo foi realizada na mesma resina em histo-moldes de
silicone com adicdo de polimerizador (para 0os 3 mL de historesina
foram utilizados 200 pL de hardner), a temperatura ambiente, por 2 h
para endurecer (modificado de ARNOLD et al., 1975). Em seguida, 0s
blocos permaneceram em placas de Petri com silica, dentro de estufa a
60 °C para manter o material desidratado. As amostras foram
seccionadas em micrétomo manual de parafina modelo Leica RM 2135,
com navalhas de tungsténio. As seccBes com espessura de 5 um foram
coletadas com pinca, distendidas sobre gotas de &gua destilada a
temperatura ambiente sobre l&minas de vidro, e secas sobre placa
aquecedora a 37 °C por 30 minutos.

b) Deteccdo de polissacarideos acidos e neutros

As laminas contendo secc¢des das amostras foliares de tomateiro
foram submetidas aos seguintes testes histoquimicos, para registros em
microscopio Otico das caracteristicas morfolégicas em relagcdo as
observacOes de polissacarideos acidos e neutros.

Para observar polissacarideos acidos no mesofilo de tomateiros
através da reacdo de metacromasia (O’BRIEN e MCCULLY, 1981), foi
utilizado o corante azul de toluidina - ATO. As laminas contendo as
seccOes foram tratadas com solucdo de ATO 0,5% pH 3,0, por 30-60
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segundos, lavadas em agua destilada e secas ao ar (GORDON-MILLS e
MCCANDLESS, 1973; MCCULLY, 1970). Posteriormente, as laminas
foram montadas com balsamo do Canada.

A presenca de polissacarideos neutros (amido e celulose) foi
observada utilizando o método PAS - Acido Periddico de Schiff. As
seccOes foram oxidadas com solucdo aquosa de acido periddico a 1%
durante 20 minutos. Em seguida, foi realizada uma lavagem em &gua
corrente durante 15 minutos. Apo0s isso, as seccbes foram coradas com
reativo de Schiff (200 mL de agua destilada; 1.5 g fucsina basica; 9 g
bissulfeto de sédio e 10 mL de HCI) por 30 minutos no escuro. Depois
da retirada do excesso de corante, as seccGes foram lavadas em agua
corrente por 15 minutos, secas ao ar e montadas com bélsamo do
Canada (GAHAN, 1984). As observacOes e registros dos diferentes
tratamentos foram feitos em microscopio Optico Leica ® modelo DM
2500 adaptado com sistema de captura Image Q Capture Pro 5.1
Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, Estados Unidos da
América).

¢) Deteccdo de compostos fendlicos in situ

As andlises foram feitas em microscépio de luz invertida IX-81
Olympus (modelo U-LH100HG, 19V 100W) equipado com sistema de
fluorescéncia U-RFL-T (Tdquio, Japdo). As imagens foram obtidas em
camera Olympus DP71 modelo U-TV0.5XC-3 (Téquio, Japdo),
associada a software cellSens 1.7 (Olympus). As laminas contendo
seccOes foliares das cultivares Santa Cruz Kada e BRS Sena (sem passar
por qualquer teste histoquimico) foram analisadas quanto ao acimulo de
compostos fendlicos por epifluorescéncia. As imagens foram obtidas
sob luz UV (excitacdo de 340 a 380 nm com filtro barreira de 430 nm)
ou luz azul (excitacdo de 450 a 490 nm com filtro barreira de 515 nm) e
ajustados os tempos de exposi¢do de 23.85 ms e 8.478 ms para cada
filtro de luz.

d) Aspectos anatdmicos

Imagens de secgbes das cultivares Santa Cruz Kada e BRS Sena
(coletadas no tempo O; plantas ndo tratadas) que receberem as
coloragdes ATO e PAS foram analisadas quanto a espessura total do
mesofilo e tamanho de células do parénquima pali¢adico. Fotografias
(aumento de 400x) de 10 secgdes por cultivar foram mesuradas em trés
pontos da imagem para obtencdo dos dados de espessura do mesofilo.
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Os valores médios de espessura do parénquima palicadico foram obtidos
das medidas retiradas de 10 células em cada campo analisado.

Para o céalculo da densidade estomatica, porcdes da epiderme
abaxial de foliolos das cultivares Santa Cruz Kada e BRS Sena foram
descoladas com auxilio de fita adesiva transparente utilizada para
empacotamento. A fita com o fragmento de epiderme aderido foi
posicionada em lamina para microscopia € 0 registro feito sob
microscopia otica. As microfotografias foram obtidas com auxilio de
registros de 20 campos por folha, cada campo de visdo com area de
0,10005mm?®. Os dados, registrados em planilha eletronica, foram
aplicados & féormula D = nimero de estdmatos/0,10005mm?, para
determinacdo da densidade estomatica (D). Cinco folhas de cada
cultivar foram analisadas sendo estas as terceiras folhas definitivas
localizadas no sentido da base para o apice da planta.

5.3.4 Analises estatisticas

A analise de variancia (ANOVA one way ou fatorial) e teste post-
hoc de Tukey (comparagcdes multiplas) foram utilizados para encontrar
diferencas significativas entre as varidveis analisadas nos experimentos.
As analises foram realizadas utilizando o software estatistico Statistica
8.0 (http://www.statsoft.com/textbook/stathome.html).

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Efeito de PSHII na interacao tomateiro e X. gardneri
a) Resisténcia de cultivares a mancha-bacteriana

Dados relacionados com a severidade (%) da mancha bacteriana
causada por X. gardneri em diferentes cultivares de tomateiro apés 7 e
14 dias da inoculagdo indicaram diferencas significativas para os fatores
tratamento e cultivar, porém sem interacdo entre os fatores. Houve
reducgdo significativa na severidade da doenca (%) em plantas tratadas
com o polissacarideo PSHII (1,5 mg/mL) em comparacdo com plantas
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pulverizadas com agua. Plantas da cv. Santa Cruz Kada apresentaram os
maiores valores médios de severidade enquanto as cultivares Natélia e
BRS Sena apresentaram menores valores de severidade, ndo diferindo
estatisticamente entre si. No entanto, quando analisado o efeito do
tratamento sobre a cultivar de forma isolada, com excec¢do da cv. Natélia
na avaliacdo aos 14 dias (p=0,043), o teste t de Student ndo detectou
diferencas significativas entre plantas das diferentes cultivares tratadas
ou ndo com PSHII (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Severidade (%) da mancha bacteriana causada por X.
gardneri nas cultivares de tomateiro Santa Cruz Kada, Natalia e BRS Sena ap6s
a pulverizagdo de &gua destilada (H,O) ou polissacarideos (1,5 mg/mL)
extraidos de basidiocarpos descartados da producdo de L. edodes (PSHII).
Florianopolis, 2015.

Severidade (%)

Cultivar/Tratamento 7 dias ap6s inoculagéo X + DP*
H,O PSHII
BRS Sena 3,6+1,9Ba 4,1+2,3Ba 3,8+2,2B
Natélia 10,3+4,9ABa 4,5+1,9Ba 7,4£3,1B
Kada 14,3+5,5Aa 10,2+3,3Aa 12,3+4,0A
X + DP* 9,443,3a 6,3+2,7b
Severidade (%0)
Cultivar/Tratamento 14 dias ap6s inoculagao X + DP*
H,O PSHII
BRS Sena 4,2+2,1Ba 3,8+1,9Ba 4,0+2,3B
Natélia 11,2+43ABa  4,84+3,1Bb 8,0+3,2B
Kada 22,8+11,8Aa 15,1+3,4Aa 18,9+5,0A
X + DP* 12,7+1,9a 7,9+1,7b

Letras maiGsculas distintas entre os cultivares e mindsculas entre
tratamentos indicam diferencas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (ANOVA
one way). Os dados foram transformados raiz quadrada para obter homogeneidade
das variancias (Teste de Levene). DP: desvio padrdo da média.

b) Parametros relacionados a fotossintese

O efeito de PSHII sobre as cultivares Santa Cruz Kada, Natalia e
BRS Sena foi avaliado em funcéo de possiveis alteracdes em parametros
relacionados a fotossintese. Os resultados das medicdes realizadas com
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medidor de clorofila, fluorimetro de luz modulada e analisador de trocas
gasosas por infravermelho foram demostrados a seguir nas Tabelas 3.2,
3.3 e 3.4, respectivamente.

b.1) indice SPAD e Fluorescéncia da clorofila

Nos dados referentes ao indice SPAD, ndo foram detectadas
diferencas significativas entre plantas tratadas com H,O e PSHII, porém,
as cultivares Santa Cruz Kada, Natalia e BRS Sena diferiram
significativamente entre si. A cultivar Santa Cruz Kada apresentou os
menores valores em todos os tempos analisados, independente da
inoculacdo, enquanto na cv. BRS Sena os valores foram intermediarios e
a cv. Natalia exibiu os maiores valores de indice SPAD. Apés a
inoculacdo, diferencas significativas foram encontradas nas analises dos
fatores cultivar e inoculac¢do. Aos 2 dpi, plantas de tomateiro inoculadas
com X. gardneri apresentaram maiores valores nos indices SPAD e as
cultivares Kada e Sena ndo diferiram entre si e alcangaram 0s menores
valores de indice SPAD quando comparadas a cv. Natalia. Aos 6dpi, 0s
fatores cultivar e inoculacdo apresentaram diferencas significativas e
interacdo entre estes dois fatores. Assim, plantas da cv. Santa Cruz Kada
apresentaram maiores valores de indice SPAD apds inoculagdo com X.
gardneri (6 dpi) em relagdo as plantas ndo inoculadas desta cultivar
(Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 indice SPAD das cultivares de tomateiro Santa Cruz Kada, Natalia e BRS Sena ap6s a pulverizacio de agua
destilada (H,0) ou polissacarideos (1,5 mg/mL) de basidiocarpos descartados da producédo de L. edodes (PSHII) aos 2 e 4 dias
apos o tratamento - dat (A) ou ap6s 2 e 6 dias da inoculagdo (correspondente a 6 e 10 dat) com X. gardneri (B).

indice SPAD (A)
Cultivar/ Tratamento 2 dias apés o tratamento 4 dias ap6s o tratamento
H,0 PSHII X £ DP H,0 PSHII X +DP
BRS Sena 33,1+1,9 33,0+1,2 33,0+1,5B 35,3+1,5 34,0+1,0 34,7£1,2 B
Natalia NI 35,742,0 36,3+1,0 36,0+1,5A 38,4+1,3 38,5+1,0 38,4+1,1 A
Kada 27,2417 28,8+1,6 28,0+1,6 C 30,3+0,7 30,4+0,6 30,3+0,6 C
X +DP 31,9+1,8 32,7+1,2 34,6+1,1 34,3+0,8
Indice SPAD (B)
Cultivar/ Tratamento 6 diz.ns ap6,s o tratame~nto 10 d'ias apf')s 0 tratam~ent0
(2 dias apos inoculagio) (6 dias apds inoculacio)
H,0 PSHII X £DP H,0 PSHII X £DP
BRS Sena 31,6+1,4 31,2+0,2 31,4+0,8 B 32,7+0,1 32,6+0,5 32,6+£0,3 B
Natalia NI 36,2+1,2 37,3£0,7 36,740,9 A 36,940,4 35,4+0,9 36,1£1,1 A
Kada 29,0+1,3 30,4+1,0 29,7+1,1 C 27,0£1,2 27,0+£0,8 27,0+£1,0 C
X £DP 32,2+1,3 32,9+0,6 32,2+0,5 31,7+0,7
BRS Sena 32,0+0,2 32,5+1,6 32,2+0,9 B 32,7+0,4 32,6+0,7 33,6+0,5 B
Natalia | 36,5+0,7 37,2+1,9 36,940,8 A 36,9+1,0 35,4+1,3 35,7x1,1 A
Kada 31,5423 31,6+0,6 31,5+£0,9 B 27,0£1,5 27,0£1,0 29,9+1,2 C
X £DP 33,3+1,0 33,8+1,3 32,2+0,9 31,7+1,0

Médias seguidas pela mesma letra (Mailsculas na coluna e minusculas na linha) ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5
% de probabilidade (p < 0,05). NI plantas ndo inoculadas e I inoculadas com X.gardneri.
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Os resultados dos parametros relacionados com a fluorescéncia
da clorofila nos foliolos das cultivares de tomateiro Santa Cruz Kada,
Natalia e BRS Sena ap6s a pulverizacdo de agua destilada (H,O) ou
PSHII (1.5 mg/mL) e seguidas de inoculagcdo com X.gardneri foram
demonstrados na Tabela 3.3.

No tempo correspondente aos dois dias apds o tratamento (2 dat),
para os pardmetros FO e rendimento do fotossistema Il, as analises
fatoriais foram significativas para o fator cultivar, e houve interacéo
entre os fatores cultivar e tratamento. Nas plantas da cv. BRS Sena
aspergidas com &gua foram encontrados os menores valores de FO,
entretanto, a cultivar demostrou os maiores valores de rendimento do
PSII. Em relagdo ao parametro Fm, somente o fator cultivar apresentou
diferencgas significativas e os maiores valores foram encontrados nas
plantas da cv. Kada (one way Anova) em comparagdo com as Cvs.
Natalia e BRS Sena (Tabela 3.3 A).

Apo6s 4 dias do tratamento, as analises dos parametros FO e Fm
revelaram diferengas significativas entre as cultivares, sem efeito dos
tratamentos ou interacdo entre os fatores. Nos resultados de FO e Fm, a
cv. Kada apresentou os maiores valores médios em relagdo as cvs.
Natalia e BRS Sena, que ndo diferiram estatisticamente entre si. Quanto
ao rendimento do PSIlI ndo foram detectadas diferencas significativas
entre as cultivares ou tratamentos (Tabela 3.3 B).

Nos dados coletados 6 dias ap6s o tratamento, as plantas tratadas
com PSHII (ndo inoculadas) apresentaram menores valores de Fm. No
parametro FO, a cultivar mais suscetivel Santa Cruz Kada apresentou
maiores valores em relacdo as cvs. Natalia e BRS Sena que nédo
diferiram ente si. No rendimento do PSII, a cv. Santa Cruz Kada
apresentou valores intermediarios ndo diferindo significativamente das
cvs. Natalia e BRS Sena que exibiram os maiores e menores valores
respectivamente. As plantas tratadas com PSHII e inoculadas com X.
gardneri também apresentaram os menores valores nos parametros FO e
Fm. Nas plantas inoculadas aos 2dpi, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as cvs. nos pardmetros avaliados FO, Fm e
rendimento do PSII (Tabela 3.3 C).

Aos 10 dias apds o tratamento em plantas inoculadas ou ndo com
X. gardneri, as andlises dos valores de FO e rendimento do PSII
indicaram interacdo e diferencas significativas para os fatores
tratamento e cultivar. A andlise do parametro Fm em plantas nédo
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inoculadas indicou interacdo entre o fator cultivar e tratamento, porém
somente o fator cultivar foi significativo. Plantas da cv. Natélia tratadas
com PSHII e ndo inoculadas tiveram valores superiores de FO e Fm em
relacdo as plantas desta cv. ndo tratadas. Nas plantas da cv. Kada
inoculadas, os valores de FO nas plantas tratadas com PSHII foram
inferiores em relacdo as testemunhas ndo tratadas. Nas plantas nédo
inoculadas o rendimento do PSIlI nas plantas da cv. Kada apés o
tratamento com PSHII foi reduzido em relacdo as testemunhas desta cv.
Entretanto, nas plantas inoculadas da cv. Kada, o efeito de PSHII foi o
oposto e resultou em acréscimos em relagdo as plantas ndo tratadas
(inoculadas). Nas plantas inoculadas no pardmetro Fm foram detectadas
diferencas significativas entre os tratamentos (H,O ou PSHII) e entre as
cultivares, mas sem interacdo entre estes fatores. Ou seja, em plantas
inoculadas aos 6 dpi o tratamento com PSHII reduziu FO enquanto o
efeito da cultivar agrupou Santa Cruz Kada e BRS Sena com 0s maiores
valores de FO diferentes significativamente da cv. Natalia com valores
menores (Tabela 3.3 D).

b.2) Fotossintese, transpiracao e condutancia estomatica

Quatro dias apds o tratamento, 0s resultados das taxas
fotossintéticas das cultivares de tomateiro Santa Cruz Kada, Natélia e
BRS Sena revelaram diferencas significativas entre as cultivares
avaliadas e interacdo entre os fatores cultivar e tratamento. A taxa
fotossintética em plantas das cultivares Kada e Natalia pulverizadas com
polissacarideos extraidos a partir de basidiocarpos residuais do cultivo
do cogumelo Shiitake foram 22,9 % e 18,6 % superiores a taxa mostrada
em plantas pulverizadas com agua destilada (controle). Entretanto, a
cultivar mais resistente a mancha bacteriana, BRS Sena, apresentou
menor taxa fotossintética (18,7 %) nas plantas tratadas com PSHIl em
relacdo as plantas controle. Reducdes significativas na taxa de
transpiracdo e condutancia estomatica foram observadas em folhas de
diferentes cultivares de tomate aos quatro dias ap6s a pulverizacdo com
PSHII (1,5 mg/mL). Os valores de condutancia estomética e taxa de
transpiracdo observados nas cultivares Natalia e BRS Sena foram cerca
de duas vezes maiores que a média dos observados na cultivar mais
susceptivel Santa Cruz Kada (Tabela 3.4 A).

Aos 6 dias ap6s o tratamento (6 dat), nas plantas ndo inoculadas,
foram detectadas diferengas significativas somente entre as cultivares. A
cultivar BRS Sena apresentou valores intermediarios de taxa
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fotossintética ndo diferindo significativamente das cvs. Natalia e Santa
Cruz Kada que apresentaram 0s maiores e menores Vvalores
respectivamente. Nos dados de condutancia estomatica e taxa
transpiratdria houve interacdo e ambos os fatores cultivar e tratamento
apresentaram diferencgas significativas. Nas plantas ndo inoculadas da
cv. Natalia, o tratamento com PSHII reduziu a condutancia estomatica e
a taxa transpiratoria em relacdo as testemunhas (ndo inoculadas) desta
cultivar. Sobre a taxa fotossintética de plantas aos 2 dias apds a
inoculagdo (2 dpi, que corresponde a 6 dat), os fatores cultivar e
tratamento demonstraram diferencas significativas com interagdo entre
estes fatores. Plantas da cv. Natalia tratadas com PSHII e inoculadas
apresentaram maiores valores de taxa fotossintética em relacdo as
testemunhas ndo tratadas e inoculadas desta cultivar. Nos parametros
condutancia estomatica e taxa transpiratoria foram observadas
interacdes significativas entre os fatores cultivar e tratamento, porém
somente o fator cultivar foi significativo. Aos 2 dpi nas plantas tratadas
com PSHII e inoculadas com X.gardneri, os maiores valores de
condutancia estomatica e taxa transpiratdria foram observados para a cv.
Natalia, enquanto valores inferiores nestes parametros foram exibidos
nas cvs. BRS Sena e Santa Cruz Kada (Tabela 3.4 B).
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Tabela 3.3 Fluorescéncia inicial (FO), fluorescéncia maxima (Fm) e rendimento quantico do Fotossistema II (Fv/Fm) nas
cultivares de tomateiro Santa Cruz Kada, Natalia e BRS Sena apos a pulverizagdo de agua destilada (H,0) ou polissacarideos (1,5
mg/mL) extraido de basidiocarpos descartados da produgdo de L. edodes (PSHII) aos 2 e 4 dat (dias apds o tratamento) ou 2 e 6
dpi (dias apds a inoculagdo) com X. gardneri (6 e 10 dat).

2 dias apés o tratamento (A)

g:;:;ﬁ:; to Fluorescéncia inicial (F0) _ Fluorescéncia maxima (Fm) _ RendimentoPSII (Fv/Fm) _
H,0 PSHII X H,0 PSHII X H,0 PSHII X
Kada 552,1Aa 536,8Aa 5444  2971,8 2853,1 2912,5A 0,814Ba 0,811Aa 0,813
Natalia NI 520,4Aa 507,9Aa 514,1  2773,6 2775,7 2774,6B 0,812Ba 0,816Aa 0,814
BRS Sena 474,0Ba 505,5Aa 489,2  2792,1 2808,0 2800,1B 0,830Aa 0,820Aa 0,825
X 515.4 516,4 * 2846,6 2811,6 0,818 0,816 *
Cultivar/ 4 dias apés o tratamento (B)
Tratamento Fluorescéncia inicial (F0) _ Fluorescéncia maxima (Fm) _ RendimentoPSII (Fv/Fm) _
H,0 PSHII X H,0 PSHII X H,0 PSHII X
Kada 505,6 506,4 506,0A  2819,2 2753,0 2786,1A 0,820 0,815 0,818
Natalia NI 490,5 476,9 483,7B  2712,6 2656,9 2684,8B 0,818 0,820 0,820
BRS Sena 475,1 471,2 473,2B  2631,0 2633,7 2632,3B 0,819 0,821 0,820
X 490.4 484.,9 2721,0 2671,9 0,819 0,818
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Tabela 3.3 Fluorescéncia inicial (F0), fluorescéncia maxima (Fm) e rendimento quantico do Fotossistema II (Fv/Fm) nas cultivares de tomateiro
Santa Cruz Kada, Natalia e BRS Sena apos a pulverizagdo de agua destilada (H,O) ou polissacarideos (1,5 mg/mL) extraido de basidiocarpos descartados
da producdo de L. edodes (PSHII) aos 2 e 4 dat (dias apds o tratamento) ou 2 e 6 dpi (dias apds a inoculag@o) com X. gardneri (6 e 10 dat).Continuagdo.

Cultivar/

6 dias apos o tratamento - 2dpi (C)

Tratamento Fluorescéncia inicial (F0) _ Fluorescéncia maxima (Fm) _ Rendimento PSII (Fv/Fm) _
H,0 PSHII X H,0 PSHII X H,0 PSHII X
Kada 527,71 526,0 527,0A  2708,8 2589,3 2650,1A 0,803 0,796 0,800AB
Natalia NI 505,2 480,1 492,8B  2596,3 2462,6 2532,2B 0,805 0,804 0,804A
BRS Sena 498,0 501,3 500,6B  2455,1 2449,2 2452,2C 0,797 0,794 0,795B
X 510,2 5353 2585,6a  2500,4b 0,801 0,798
Kada 527,0 505,6 516,3 27149 2613.,5 2664,2 0,805 0,806 0.806
Natalia I 538,9 507,3 523,1 2660,6 2549,5 2605,1 0,798 0,800 0,799
BRS Sena 526,0 513,0 519,5 2708,5 2639,7 2674,1 0,805 0,805 0.805
X 530,8a 508,3b 2694,7a 2600,9b 0,803 0,804
Cultivar/ 10 dias apés o tratamento - 6 dpi (D)
Tratamento Fluorescéncia inicial (F0) _ Fluorescéncia maxima (Fm) _ Rendimento PSII (Fv/Fm) _
H,0 PSHII X H,0 PSHII X H,0 PSHII X
Kada 540,6Aa  554,6Aa 547,6  2805,1Aa 2861,1Aa 2833,1 0,811Ba 0,802Bb 0,806
Natalia NI 5029Bb  527,0Ba 514,9  2739,0Bb 2806,7Aa 2772,8 0,816Aa 0,812Aa 0,814
BRS Sena 5259Aa  518,5Ca 522,3 2848,4Aa 2814,8Aa 2831,0 0,815Aa 0,816Aa 0,815
X 523,1 533,3 * 2816,1 2808.,9 0,814 0,810 *
Kada 566,2Aa  531,0Ab  548,6 2925,5 2834,1 2879,7A  0,806Bb 0,812Aa 0,809
Natalia I 521,7Ba 513,5Aa  517,6 2765,5 2766,6 2766,0B 0,811Aa 0,814Aa 0.812
BRS Sena 536,6Ba 534,0Aa 5353 2883,3 2864.,6 2874,0A 0,814Aa 0,813Aa 0,813
X 541,5 526,2 * 2858,1* 2822,6b 0,810 0,813 *

Médias seguidas pela mesma letra (MaiUsculas na coluna e mintsculas na linha) ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5
% de probabilidade (p < 0,05).*Interag8o significativa entre os fatores cultivar. Nameros representam o valor médio de 60 leituras.
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Tabela 3.4 Taxa fotossintética (umol CO, m™ s™), condutancia estomatica (mmol H,0 m? s™) e transpiragdo (mol H,O
m? s™) de cultivares de tomateiro tratadas com &gua destilada (H20) ou polissacarideos extraidos a partir de basidiocarpos
residuais do cultivo de Shiitake (PSHII; 1,5 mg/mL), inoculadas (1) ou ndo (NI) com Xanthomonas gardneri (D.O. 0.6; 600 nm).
Dados coletados quatro dias ap6s o tratamento (4 dat) ou dois dias apds a inoculagédo (2 dpi) com X.gardneri (equivalente a 6 dat).

4 dias apo6s o tratamento (A)

Cultivar/

Tratamento Taxa fotossintética _ Condutincia estomatica _ Taxa transpiratoria _
H,0 PSHII X H,0 PSHII X H,0 PSHII X
Kada 17,7Ba  21,7Ba 19,7 37,4 28,9 33,2B 0,131 0,101 0,116B
Natalia NI 29,0Ab 34,4Aa 31,7 85,4 60,5 72,9A 0,296 0,212 0,254A
BRS Sena 26,1Aa  21,2Bb 23,7 64,7 53,1 58,9A 0,224 0,185 0,204A
X 24.2 25,8 * 62,5" 47,5b 0,217a 0,166b
. 6 dias apés o tratamento - 2 dias apds a inoculacio (B)
Cultivar/ T A o P
Tratamento Taxa fotossintética _ Condutincia estomatica _ Taxa transpiratoria _
H,0 PSHII X H,0 PSHII X H,0 PSHII X
Kada 7,7 7,5 7,6B 56,8Ba 44,0Aa 49,8 0,201Ba  0,147Aa 0,172
Natalia NI 13,7 10,9 12,3A 148,3Aa  42,4Ab 100,0 0,443Aa  0,130Ab 0,301
BRS Sena 9,6 9,8 9,7AB 64,6Ba 41,6Aa 53,1 0,199Ba  0,127Aa 0,163
X 10,4 9,4 91,8 42,7 * 0,286 0,135 *
Kada 11,6Aa 9,7Ba 10,6 77,8Aa 66,6Ba 72,2 0,238Aa 0,208Ba 0,223
Natalia I 13,2Ab  21,5Aa 17,3 118,8Aa  176,8Aa 147,8  0,354Aa 0,514Aa 0,434
BRS Sena 13,0Aa  16,6Aa 14,8 112,1Aa 51,4Ba 81,8 0,346Aa  0,257Ba__ 0,301
X 12,6 15,9 * 102,9 98,3 * 0,313 0,326 *

Médias seguidas pela mesma letra (Maitsculas na coluna e minfisculas na linha) ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Letras maiusculas indicam diferengas entre as cultivares aos 4dat ou inoculagdo aos 6dat e minusculas entre os tratamentos.* Interacdo significativa entre
os fatores analisados de acordo com o teste F (p < 0,05). Numeros representam o valor médio de 60 leituras.
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5.4.2 Aspectos histopatoldgicos

Os aspectos histopatoldgicos foram avaliados sob microscopia
Otica e de fluorescéncia. As andlises realizadas em microscopia 6ética
utilizando as coloragBes histoquimicas azul de toluidina e &cido
periddico de Schiff foram demostradas na Figura 3.1. Foi observado um
comportamento distinto em relacdo a cultivar Santa Cruz Kada
(suscetivel) contrastada com a cultivar BRS Sena (mais resistente) frente
a colonizacdo bacteriana no mesdfilo foliar. Nas cultivares mais
suscetiveis, foram visualizados possiveis adensamentos bacterianos
distribuidos de maneira uniforme e intensa no apoplasto, enquanto que
na cv. mais resistente foram menos intensos e localizados proximos a
periferia das células no interior do mesofilo (indicado por estrelas na
figura 3.1, imagens 11, 12, 39 e 40). Nas imagens 39 e 40 (Figura 3.1)
referentes as plantas da cultivar BRS Sena nao tratadas e ap6s 6 dias da
inoculacdo com X. gardneri, observou-se que as células do mesoéfilo
apresentaram proliferagdo celular intensa préxima ao possivel sitio de
infeccdo de modo diferente ao observado para cvs. Natalia e Kada. N&o
foram observados detalhes significativos da acdo de polissacarideos de
L. edodes sobre as plantas analisadas.

Sob microscépio de fluorescéncia, buscou-se visualizar o
acumulo de compostos fendlicos em cultivares de tomateiro com
diferentes niveis de resisténcia (Santa Cruz Kada e BRS Sena) a mancha
bacteriana ap6s a inoculagdo com X. gardneri (Figura 3.2). As imagens
de microscopia de fluorescéncia demonstraram possiveis acimulos de
composto de defesa na epiderme de folhas de tomateiro da cv. Kada
apos a utilizacdo do elicitor (PSHII 4 dat) quando comparadas com as
plantas controle (H,O 4dat). Apoés trés dias da inoculagdo, novamente
foram evidenciados estes acimulos em plantas tratadas com PSHII em
relagdo as plantas controle da cv. Kada. De modo diferente ao observado
para a cv. BRS Sena, além das respostas de reforco da camada
epidérmica, os possiveis depositos de compostos fendlicos foram
evidenciados no interior do mesdfilo (indicados por setas na figura 3.2).

Nas andlises relacionadas aos aspectos anatdmicos de plantas, a
cv. BRS Sena apresentou os maiores valores em relacdo a cv. Santa
Cruz Kada nos pardmetros densidade estomatica, espessura do mesofilo
e do parénquima pali¢adico (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5 Densidade estomatica (nimero de estdmatos/0,10005 mm?),
espessura média do meséfilo (um) e espessura de células do parénquima
paligadico (um) em folhas das cultivares Santa Cruz Kada e BRS Sena
cultivadas em casa de vegetacdo em Florian6polis/SC.

Cultivar Densi(!a.de Espefssura do Cél.ul’as.
estomatica mesofilo palicadicas
Santa Cruz Kada  136,4+36,1 B 283,3+27,1B 92,6£142B
BRS Sena 152,2+31,3 A 37424230 A 12494221 A

Médias seguidas por letras mailsculas distintas na coluna diferem
significativamente pelo teste F (p < 0.05).
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Figura 3.1 Secgdes
transversais de foliolos de
tomateiros das cultivares
Santa Cruz Kada (1-14),
Natalia (15-28) e BRS
Sena (29-42) apos
tratamento com agua
destilada ou
polissacarideos de
basidiocarpos residuais do
cultivo de L. edodes
(PSHII), seguidos de
inoculagao com X.
gardneri e anilise sob
microscopia de optica.
Amostras foram coletadas
nos tempos 0 (T0), 4 (T4),
7 (T7, equivalente a 3 dias
apos inoculagdo) ou 10
dias (T10) apos aplicagdo
de PSHII (6 dias apos
inoculagdo). Nameros
impares demonstram
secgdes coradas com azul
de toluidina (ATO) que
revela a presenca de
polissacarideos éacidos e
neutros ¢ nesta as células
apresentaram reagao
metacromatica na parede
celular. Secgdes
representadas por nimeros
pares referem a coloragio
com acido periddico de
Shiff - PAS que
demonstrando a presenga
de polissacarideos neutros
agregados nos amiloplastos
¢ na parede celular.
Adensamentos bacterianos
indicados por estrelas nas
imagens 11, 12, 39 ¢ 40.
Barras de 10 um.
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Figura 3.2 Secgdes
transversais de foliolos
de tomateiros das
cultivares Santa Cruz
T4 H20 g T4 H20 Kada (1-14), Natalia
(15-28) e BRS Sena (29-
42) apds tratamento com
polissacarideos de

) e s . y basidio_carpos residuais
gcEsE \ : 2 Al 33 RS do cultivo de L. edodes
(PSHII), seguidos de
inoculagdo com X.
gardneri e analise sob
microscopia de
fluorescéncia. As
amostras foram
coletadas nos tempos 0,
4,7 (3 dias apds
inoculagao) ou 10 dias
apos aplicacao de PSHII
(6 dias ap6s inoculagdo).
7= Imagens obtidas sob luz
T10 H20 0 H2 9 2 y UV (ntimeros pares) ou
luz azul (nhmeros
impares). Setas indicam
a presenga de compostos
ropsHn 100w Rl fenolicos.

100 um

3

200 pm

21
T7 H20

T7 PSHIl 23 T7PSHII T7 PSHII

-

T10 PSHI T10 PSHII S 2 T10 PSHII

Bm

KADA NATALIA SENA
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5.5 DISCUSSAO

Neste estudo, a aplicacdo de suspensdo de polissacarideos
extraidos de basidiocarpos de L. edodes (PSHII) reduziu os sintomas
causados pela mancha bacteriana em tomateiros suscetiveis. Esta
reducdo pode estar relacionada ao reconhecimento das moléculas de
origem microbiana e ativacdo prévia de mecanismos de defesa da planta,
através da resisténcia induzida.

A resisténcia induzida vem sendo utilizada para proteger as
plantas contra doencas e, neste caso, sdo utilizados agentes elicitores
que ativam diferentes vias bioquimicas de defesa nas plantas
dependendo do composto utilizado (Thakur e Sohal 2013). Destaca-se
neste estudo a agdo de PSHII no controle da mancha bacteriana ocorrido
em cultivares de tomate com diferentes niveis de resisténcia a
Xanthomonas. De acordo com Trouvelot et al. (2014), existe um
interesse crescente dedicado aos carboidratos e seus papéis na
imunidade da planta. Alguns deles sdo elicitores de defesa das plantas
enquanto que outras agem como moléculas de sinalizacdo de um modo
semelhante a fito hormonios. A percepcdo de oligossacarideos tipo
PAMPs, MAMPs e DAMPs (padrGes moleculares associados a
patégenos, micrébios ou danos, respectivamente) tem fornecido
exemplos de eventos de defesa induzida.

O reconhecimento destes padrGes pode ocorrer por receptores
PRR presentes na célula vegetal. PRRs vegetais sdo receptores ligados a
quinases (RLKSs) ou receptor ligado a proteinas (RLPs), que estdo
localizadas na membrana plasmatica e possuem dominio extracelular
para reconhecimento de ligantes. Os principais tipos de PRR carregam
repeticdes ricas em leucina (LRR) ou motivo de lisina (LysM), enquanto
outros podem levar lectina do tipo C ou ectodominio EGF. Estes
receptores reconhecem unidades de ligagdes B-1,4 N-acetilglucosamina
contendo glicanos e aminoagUcares presentes na superficie microbiana,
tais como quitina de fungos e peptidoglicano bacteriano, e lipo-quito-
oligosacarideos secretados por micro-organismos (TROUVELOT et al.,
2014).

No capitulo anterior, foi detectado um possivel efeito direto de
PSHII sobre X. gardneri devido aos altos teores de compostos fendlicos
(antimicrobianos) e a maior capacidade antioxidante (captura de radicais
DPPH) observados nesse polissacarideo. Além disso, a aplicacdo de
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PSHII aumentou a atividade de peroxidases e o teor de compostos
fendlicos em tomateiros 4 dias apés o tratamento, o que pode ter
contribuido para reducéo dos sintomas da mancha bacteriana.

Neste estudo, aparentemente um efeito fisico foi observado 4 dias
apos o tratamento com PSHII (o que corresponde, nesse experimento, a
momentos antes da inoculacdo das plantas), através de reducBes na
condutancia estomatica e na taxa de transpiragcdo nas trés cultivares
analisadas, além de queda significativa da taxa fotossintética na cv. BRS
Sena. Estes resultados podem estar relacionados ao bloqueio de
aberturas naturais, como estdmatos e hidatodios, em resposta a presenca
de biopolimeros, em momentos criticos para a penetracdo bacteriana.
Deste modo, a infeccdo € dificultada e poderia explicar as diminui¢Ges
dos sintomas da bacteriose em plantas tratadas com polissacarideos
(LUIZ et al., 2016). Por outro lado, o fechamento estomatico pode
ocorrer pela via de sinalizagdo do &cido salicilico nas células-guarda,
mediado pelo peréxido de hidrogénio e a ativagdo de canais de calcio
(PIE et al., 2000) e, desse modo, ndo se descarta que PSHII tenha atuado
novamente como um elicitor, desencadeando mudangas em um
mecanismo estrutural de resisténcia, ou seja, o fechamento estomatico.
O horaério de abertura dos estématos, a morfologia da crista cuticular do
estbmato e a maior densidade estomética podem proporcionar maior
resisténcia a doencas (SILVA et al., 2005).

Para ajudar a esclarecer o modo de acdo de PSHII e analisar
eventuais danos promovidos pela aplicacdo do polissacarideo nas
plantas de tomate, entre eles quedas futuras no rendimento, foram
estudados parametros relacionados com a fotossintese das plantas. Nas
leituras de indice SPAD para as cultivares Santa Cruz Kada, Natalia e
BRS Sena ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
tratamentos (H,O ou PSHII). No entanto, foi possivel detectar
diferencas entre as trés cultivares avaliadas e relacionadas a inoculagédo
com X. gardneri. Entre as cultivares foram observados acréscimos nos
indices SPAD ap6s a inoculacdo e a mais suscetivel a mancha bacterina
(cv. Santa Cruz Kada) apresentou os menores indices SPAD (Tabela
3.3.1 Material suplementar).

O valor ou indice SPAD (Soil Plant Analysis Development),
obtido com o medidor de clorofila SPAD-502 (Minolta Camera Co.,
Japdo), € uma avaliacdo ndo destrutiva dos niveis de clorofila ou
enverdecimento da folha positivamente correlacionada ao teor total de
clorofila extraivel em varias culturas. A gama de aplicacdo do medidor
SPAD na horticultura continua a expandir, tem sido utilizado para
avaliar os danos provocados nas plantas e, também se mostrou eficaz na
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determinacéo do status de N no tecido vegetal (SIBLEY et al., 1996).
No presente estudo, o medidor SPAD foi eficiente para diferenciacdes
em nivel de cultivar. Nos campos experimentais da Embrapa, foi
constatada visualmente a coloracéo verde menos intensa para BRS Sena
comparada a outros hibridos de tomateiro industrial que apresentavam
cor verde mais acentuada (QUEZADO-DUVAL A.M., comunicacao
pessoal, 14 de julho, 2016). Esta constatacéo foi evidenciada no presente
trabalho durante as comparagdes entre os valores SPAD das cultivares
BRS Sena e Natalia. No entanto, a cultivar Santa Cruz Kada, mais
suscetivel a mancha bacteriana, apresentou menor indice SPAD em
relacdo a BRS Sena e Natalia.

Nos periodos posteriores a inoculacdo, nas plantas de tomateiro
avaliadas no presente estudo, ocorreram alteracBes nas celulas do
meséfilo como multiplicagdo celular e acumulos de compostos de
defesa, que podem estar relacionadas a maiores indices SPAD em
reposta a infeccdo bacteriana devido ao aumento da atividade
fotossintética nas regides que circundam o local da infecgdo. Nos
estudos de Berger et al. (2004), a aplicacdo de imagiologia de
fluorescéncia da clorofila revelou a heterogeneidade espaco-temporal da
resposta ao agente patogénico. Apds a infecgdo, acontece inibigdo do
transporte de elétrons da fotossintese restrita a imediaces do local da
infeccdo, cercada por um circulo de aumento da atividade fotossintética
gue nado afeta a fotossintese no restante da folha. No entanto, quando o
indice SPAD for avaliado em periodos mais longos, posteriores a
inoculagdo, provavelmente ocorra um decaimento dos valores em
virtude da evolugdo da doenca e interferéncia de &reas necréticas na
folha. Esse quadro foi constatado em plantas de tomateiro apos
aproximadamente 30 dias da inoculacdo com TMV, que apresentaram
reducdes nos indices SPAD em relacdo as plantas ndo inoculadas (EL-
GAWAD e BONDOK, 2015).

Nos resultados dos pardmetros relacionados com a fluorescéncia
da clorofila antes da inoculagdo, foram observados menores valores de
fluorescéncia inicial (centros de reacdo do PSII abertos) e fluorescéncia
maxima (centros de reacdo do PSII fechados) e maiores valores de
rendimentos do PSII na cultivar de maior resisténcia a mancha
bacteriana, a cv. BRS Sena. Situacdo oposta a constatada para a cv.
Kada, mais suscetivel a X gardneri (maiores valores de FO e Fm e
menores valores de rendimentos do PSII). Ap6s a inoculacdo, houve
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aumento da Fm para a cv. Sena. Redugdes nos parametros FO e Fm para
as cultivares Kada e Natéalia foram demostradas em funcdo do
tratamento com PSHII apds a inoculacdo. O tratamento de plantas da cv.
Kada com PSHII (1.5 mg/mL) propiciou acréscimos no rendimento do
PSI1 6 dias apds a inoculacdo com X. gardneri.

A infecgdo causada por X. gardneri pode danificar a integridade
estrutural da rede de tilacoides, reduzindo a capacidade de transporte de
elétrons e fixacdo de CO, A visualizacdo de alteracBGes decrescentes no
rendimento do PSII indica comprometimento da fixacdo de CO, no
tecido foliar, sendo um excelente indicador de estresse da planta. Em
plantas ndo estressadas, o valor da relagdo Fv/Fm medida em folhas
normalmente atinge valores de cerca de 0,8 e valores mais baixos
podem indicar fotoinibicdo e danos ao PSIl. No entanto, quando s&o
observados aumentos em FO, pode ser interpretado como evidéncia de
perdas do PSII, que muitas vezes sdo irreversiveis. Adicionalmente,
acréscimos em FO provavelmente estariam relacionados a uma
dissipacdo sem controle de calor e producdo de um excesso de energia
de excitacdo e possiveis danos ao PSIl (SILVEIRA et al., 2015). E
provavel que o tratamento com PSHII esteja atuando na reducdo de
danos ocasionados aos aparatos fotossintéticos, visto que houve
reducdes na FO e acréscimos no rendimento do PSII nas plantas da cv.
Kada ap6s a inoculagéo.

Comparando-se as trés cultivares de tomate estudado, Sena, a
cultivar mais resistente a mancha bacteriana, apresentou 0s maiores
valores nas taxas de condutdncia estomatica, transpiracéo e fotossintese
no momento de inoculagdo das plantas. Em termos anatémicos, Sena
apresentou maior densidade estomtica, e maiores espessuras no
mesodfilo e nas células do parénquima palicadico (maior tamanho de
células palicadas). Silva et al. (2005) relatam que genoétipos de uma
mesma espécie podem apresentar densidade, compactacdo e espessura
da parede das células do parénquima palicadico diferenciados resultando
em diferencas quanto a resisténcia aos microrganismos. Cultivares com
maior nimero de células, maior indice de compactacdo e/ou células com
paredes mais espessas tém demonstrado maior resisténcia, como é o
caso de Sena em relagdo & mancha bacteriana. Assim, maiores nimeros
de estdmatos por area em Sena ajudam a explicar as maiores taxas de
condutancia estomatica, transpiratéria e fotossintética das plantas dessa
cultivar. Entretanto para Ramos et al. (1992), parte do mecanismo de
defesa morfologico da planta contra doencas bacterianas parece estar
envolvido com a baixa frequéncia estomatica e uma pequena largura
estomatal.
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As respostas histopatolégicas observadas na cv. Sena
provavelmente ocorreram em virtude de reconhecimento prévio do
patégeno resultando em acUumulos de compostos antimicrobianos
(possivelmente fendlicos devido a autofluorescéncia destes compostos
observada nas imagens de microscopia), 0s quais foram mais
expressivos nas células do interior do mesofilo nesta cultivar em relagdo
as demais cultivares analisadas Natélia e Santa Cruz Kada. De acordo
com Mott et al. (2014), a planta se prepara para lutar contra a invasdo e
responde ao detectar um ataque. Uma vez que o patégeno foi detectado
pelo sistema imune, a planta responde com moléculas que limitam o
crescimento dele e preparam partes distais da planta para a infec¢do
futura. Entre os atuantes no processo de defesa da planta podem ser
citados os acUmulos de metabolitos secundarios com atividade
antimicrobiana, a inducdo de morte celular programada (muitas vezes é
eficaz contra os invasores biotroficos, porém, pode aumentar a
susceptibilidade a patdgenos necrotréficos) e respostas relacionadas ao
estresse oxidativo (presenga de espécies reativas de oxigénio e do
radical éxido nitrico).

No entanto, os patdgenos trabalham paralelamente ao sistema
imune para evitar a detec¢do e manipular a planta para seu beneficio. Ao
perceber as respostas do hospedeiro, 0 agente invasor pode lutar no
espaco apoplastico através de fatores de viruléncia, produzir fitotoxinas,
causar dano direto as membranas celulares, alterar a expressédo genética,
inibir fungdes de proteinas vegetais, imitar hormonios vegetais e induzir
a morte celular através da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) para resultar em uma infeccdo bem sucedida (MOTT et al.,
2014). Além disso, micrdbios invasores podem produzir antioxidantes
(&cido ascoérbico e glutationa) e enzimas (catalase e superoxido
dismutase) para limpar ou desintoxicar ROS (D"HAEZE e HOLSTERS,
2004).

Nas avaliacOes realizadas em funcdo dos aspectos histoquimicos
da interacdo X. gardneri e gendtipos de tomateiro, o efeito do tratamento
com PSHII pode ndo ter sido evidenciado. Entretanto, em relacdo a
resisténcia do gendtipo avaliado, a cultivar BRS Sena apresentou reacéo
hipertréfica e hiperplastica nas células do mesofilo acentuada em
relagdo as cvs. Santa Cruz Kada e Natalia. A hiperplasia (multiplicacéo
celular) e hipertrofia (aumento no tamanho das células) podem levar a
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ruptura da epiderme e liberagdo bacteriana para a superficie foliar e
exterior da planta.

Espécies e patovares do género Xanthomonas que habitam as
células do apoplasto ou vasos do xilema de plantas podem injetar
proteinas efetoras nas células vegetais, através de um sistema de
secrecdo tipo Ill. Este sistema, também conhecido por efetores do tipo
TAL (Transcription activator-like), localizam o ndcleo da célula vegetal
e induzem a expressdo de genes alvo especificos. Um dos efetores TAL
injetados por Xanthomonas em plantas é AvrBs3, que esta relacionado a
reacdo de hipertrofia nas células do mesofilo da planta. AvrBs3 induz a
expressdao de genes reguladores do tamanho da célula, relacionados a
producdo de auxina e o-expansinas, denominados genes UPA
(upregulated by AvrBs3). Assim, a proteina AvrBs3 pode provocar a
reprogramacgdo do desenvolvimento de células hospedeiras, imitando
fatores de transcri¢do dos eucariéticos, modulando as vias de sinalizagéo
para beneficio do agente patogénico (Boch e Bonas 2010). As agdes
destas moléculas efetoras foram relacionadas a facilitacdo do fluxo de
acucar por induzir a expressdo de genes que codificam transportadores
de acucar ou de genes envolvidos na alteracdo de caracteristicas de
permeabilidade da membrana da célula hospedeira (FATIMA E
SENTHIL-KUMAR 2015).

Portanto, efetores do tipo TAL, em espécies de Xanthomonas,
podem induzir genes alvo em plantas, relacionados ao apoio na
proliferacdo (como estratégia de aquisi¢cdo de nutrientes) ou dispersdo
bacteriana. As reagcdes de hipertrofia e hiperplasia também foram
associadas com os sintomas do cancro citrico eliciados nas infeccGes por
X. citri. Os cancros induzidos por TAL podem causar ruptura da
epiderme e um aumento da liberagdo bacteriana na superficie da planta,
apoiando assim a disseminacdo de bactérias. Os cancros em citros séo
induzidos por diversos efetores TAL, presentes em X. citri, que
direcionam a expressao do fator de transcricdo CsLOB1, que coordena a
formacdo de pustulas (BOCH et al., 2014). Na cultivar de tomateiro
BRS Sena, a bactéria X. gardneri deve ter utilizado seus efetores para
atingir duas finalidades principais, aquisi¢do de nutrientes para colonizar
0 apoplasto e liberacdo dos tecidos para atingir novos nichos, mas ao
que tudo indica apenas teve éxito no segundo objetivo.

A presenca de polissacarideos neutros na cv. mais suscetivel,
Santa Cruz Kada, 6 dias ap6s a infeccdo com X. gardneri, foi
identificada através da coloracdo ortocromatica com azul de toluidina e
revelada com PAS através de adensamento de células bacterianas
(quorum sense) no espaco apoplastico proximo a camera sub estomatica.



117

Fatima e Senthil-Kumar (2015) relatam que patégenos hemibiotréficos
obtém nutrientes da célula hospedeira, exibindo nos estagios iniciais do
processo de infeccdo a fase biotrofica e, em seguida, mudam para a fase
necrotrofica. A filosfera é considerada como ambiente hostil para a
permanéncia das bactérias que se acumulam préximo as areas de
lixiviagdo de nutrientes como estdmatos, hidatédios e tricomas
glandulares. O espaco apoplastico fornece um ambiente mais protegido
para a colonizagdo das bactérias. No entanto, as moléculas localizadas
no apoplasto ndo sdo facilmente disponibilizadas as bactérias por
estarem ligadas as paredes celulares, armazenadas em vaclolos no
interior das células vegetais e disponibilidade hidrica reduzida em
relacdo a filosfera. Para sobreviver, o patégeno utiliza-se de estratégias a
fim de liberar nutrientes e &gua para o apoplasto, promovendo a
alcalinizagdo durante interagBes compativeis, pois um pH baixo pode
restringir a multiplicacdo de bactérias fitopatogénicas.

Contudo, a sobrevivéncia e permanéncia da bactéria no apoplasto
sdo dependentes da capacidade do patdgeno em escapar de substancias
bactericidas vegetais. Nos aspectos histopatolégicos observados através
das imagens de microscopia de fluorescéncia, os depésitos de
compostos fendlicos no interior do mesofilo foram evidentes para a cv.
BRS Sena, enquanto que para nas cultivares Kada e Natalia os acimulos
foram visualizados proximos a epiderme. De acordo com Silva et al.
(2005), as paredes de células em torno dos ferimentos podem receber a
deposicdo de substancias como lignina, suberina e/ou éacidos fendlicos.
Depositos que proporcionam um aumento na resisténcia das paredes a
acdo de enzimas degradadoras, impedem a difusdo de toxinas do
patégeno em direcdo ao hospedeiro ou de nutrientes da planta
hospedeira em direcdo ao patégeno e restringem a colonizacdo por
patégenos. Neste sentido, 6rgdos com menor lignificacdo tendem a
maior susceptibilidade durante a infeccdo por patdgenos. Nos resultados
apresentados por Tang et al. (1999), folhas de tomateiro com maior
resisténcia as bactérias Pseudomonas syringae pv. tomato e
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e ao fungo Cladosporium
fulvum mostraram acumulos de compostos autofluorescentes, deposicao
de calose e lignificacéo.

Os indicios de maior resisténcia & mancha bacteriana observados
neste estudo para a cv. Sena podem ter acontecido devido a fatores
genéticos constitutivos somados ao reconhecimento prévio do patdgeno
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e consequente acimulo de compostos antimicrobianos em relagdo as
demais cultivares analisadas. Além disso, sugere-se que o patdgeno X.
gardneri possa ter reconhecido previamente o ambiente apoplastico
desta cultivar como indspito e iniciado acdo via efetores do tipo TAL
para ativar genes relacionados a disseminagdo bacteriana. A maior
resisténcia da cv. BRS Sena possivelmente esteja relacionada a presséo
de selecdo advinda de estratégias de melhoramento convencionais
desenvolvidas através de selecdes e avanco de geragdes realizadas em
campo experimental da Embrapa Hortali¢as. De acordo com Quezado-
Duval et al. (2014), as linhagens parentais do hibrido BRS Sena
originaram-se de duas populacdes, direcionadas a obtencdo de bons
niveis de resisténcia a mancha-bacteriana e tolerancia a begomovirose.
As populagbes foram submetidas a seis ciclos de selecdo massal para as
caracteristicas agrondémicas e de processamento industrial.

Ainda como conclusdo deste estudo, em virtude do decréscimo da
severidade da mancha bacteriana em plantas de tomateiro, sugere-se que
a aplicacdo de polissacarideos de residuo fungico PSHII pode ser
considerada como alternativa aos métodos quimicos de controle
utilizados convencionalmente. No entanto, estudos futuros podem ser
desenvolvidos buscando identificar as rotas de defesa envolvidas Ainda
seria necessario verificar o comportamento desses polissacarideos a
campo e em relagdo aos aspectos relacionados a produtividade do
tomateiro visto que a elicitacdo de mecanismos de defesa contra X.
gardneri possa gerar custo fisioldgico para a planta.
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5.7 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 3.3.1. Valores médios de indice SPAD das cultivares de tomateiro Santa Cruz Kada, Natlia e BRS
Sena apos a pulverizacdo de agua destilada (H,O) e polissacarideos (1,5 mg/mL) de basidiocarpos descartados da
producdo de L. edodes (PSHII) aos 2 e 6 dias apés a inoculagdo (6 e 10 dias apds o tratamento) com X. gardneri.

Indice SPAD

E::)lgl‘iz;/‘:m 6 dias apés o tratamento 10 dias apds o tratamento* _

NI I X +DP NI 1 X +DP
BRS Sena 31,4+0,9 32,2+1,0 31,8+1,0 B 32,6+0,3 Ba 33,6+0,5 Ba 33,1+0,4
Natalia 36,7+1,0 36,9+1,3 36,8+£1,1 A 36,1+1,0 Aa 35,7¢1,3 Aa 35,9+1,2
Kada 29,7+1,3 31,5+1,5 30,6+1,4 B 27,0+0,9 Cb 29,9+1,2 Ca 28,4+1,0
X £ DP 32,6+1,0b 33,513 a 31,9+0,7 33,1+1,0

Médias seguidas pela mesma letra (Mailsculas na coluna e mindsculas na linha) ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade (p < 0,05). *Interagdo significativa entre os fatores
cultivar e inoculacéo aos 10 dias ap0s o tratamento.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A presente pesquisa permitiu maiores informagfes sobre o
comportamento de cultivares com diferentes niveis de resisténcia a
mancha bacteriana causada por X. gardneri. A inducdo de resisténcia
através do uso de polissacarideos de residuos de origem fungica é uma
alternativa potencial de protecéo para a cultura do tomateiro.

Foram avaliados diferentes polissacarideos de residuos fangicos,
como PRC, PSPO e PSHII, que reduziram significativamente a
severidade da mancha bacteriana em tomateiros, independente do
intervalo entre a aplicacdo do tratamento (4 ou 7 dias) e a inoculagdo
com X. gardneri. No entanto, PSHII foi a fragdo mais promissora por
apresentar além da acdo elicitora, efeito protetor e direto sobre o
patégeno X. gardneri. O efeito direto de PSHII sobre X. gardneri,
observado em testes in vitro, foi relacionado ao alto conteldo de
compostos fenolicos (antimicrobianos) e maior atividade antioxidante
(captura de radicais DPPH) presentes nesta fracdo. A acdo elicitora foi
observada em tomateiros suscetiveis (cv. Santa Cruz Kada), onde o
tratamento com PSHII ativou mecanismos de defesa, como o0 aumento
na atividade de peroxidases e conteldo de compostos fendlicos que
contribuiram para a reducdo dos sintomas da mancha bacteriana.

O efeito protetor por formacédo de pelicula, que dificulta a entrada
do patégeno, pode ter sido evidenciado através de quedas nos
parametros fisiolégicos avaliados, como fluorescéncia inicial,
fluorescéncia méxima, condutancia estomatica e transpira¢do, ou ainda
estar relacionado ao fechamento estomatico como consequéncia ao
reconhecimento do tratamento pela planta. As reducdes apresentadas em
funcdo do tratamento com PSHII, apds a inoculacdo das cultivares
Natalia e Santa Cruz Kada com X. gardneri, ndo comprometeram
parametros importantes relacionados a producdo, como a taxa
fotossintética e rendimento do PSHII. Os resultados foram favoraveis ao
uso de PSHII devido a um melhor status fisiolégico em que se
encontravam tomateiros tratados inoculados com X. gardneri
comparados as plantas controles inoculadas.

Em relaco as cultivares, a maior resisténcia & mancha bacteriana
observada neste estudo foi constatada nas plantas da cv. BRS Sena. A
resisténcia observada foi relacionada a fatores genéticos constitutivos e
adicionalmente a percepg¢do bacteriana precoce, desencadeando acumulo
de compostos antimicrobianos no mesofilo em relacdo as demais
cultivares analisadas. Assim, na cv. BRS Sena, durante infec¢do por X.
gardneri, sugere-se que a bactéria possa ter detectado como indspito o
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ambiente apoplastico e ter induzido genes relacionados a disseminagdo
bacteriana via agéo de efetores do tipo TAL. Em contraste, na cultivar
de maior susceptibilidade Santa Cruz Kada, foi visualizada colonizagdo
bacteriana de forma intensa no espaco apoplastico, que evoluem para
areas necréticas e contribuem para os maiores valores de severidade
observados.

Em virtude das reducdes na severidade da mancha bacteriana em
tomateiros, as aplicacBes de polissacarideos de residuos flingicos podem
ser consideradas como alternativas aos métodos quimicos de controle.
No entanto, a acdo desses polissacarideos a campo deve ser explorada e
estudos relacionados a parametros de producdo de tomateiros devido a
possivel ativacdo de mecanismos de defesa poder gerar custos
fitofisioldgicos. Outro fator a ser considerado refere-se ao residuo que
origina PSHII (basidiocarpos defeituosos da producédo de L. edodes) ser
menos abundante quando comparado aos que deram origem a PRC e
PSPO e, reforga a necessidade por um reaproveitamento diferenciado e
destinado & geracdo de produtos com potencial fitossanitario, na busca
por maior sustentabilidade na agricultura.
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8 APENDICES

Apéndice 1. Avaliagdo do numero de unidades formadoras

D.O. 600 nm
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Apéndice 2. Curva padrdo para dosagem de proteinas totais pelo
método de Bradford (Eixo x =BSAug/mL; eixo y = valores de densidade
otica a 595 nm).
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Parameter Estimated Value Std. Error Confidence Interval
Sta) A 0.059 0.032 [-0.023, 0.140]
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Apéndice 3. Curva padrdo para dosagem de compostos fendlicos
através do método Folin Ciocalteau.
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Apéndice 4. Curva padrdo para dosagem de flavonoides.

Abs (DO 420nm)
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Apéndice 5. Curva padrdo para dosagem de fenilalanina aménia-
liase (Eixo x - &cido trans-cindmico (ug/mL) e no eixo os valores de
densidade ética a 290 nm.

StandardCurve
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Curve Fit Results &
Curve Fit: Linear ¥ = A+ Bx
Parameter Estimated Value Std. Error Confidence Interval
St A 0115 0.025 [-0.174, -0.056]

R% =038
B 0.005 19924 [0.005, 0.005]



