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RESUMO

A mancha foliar de Septoria, causada por Septoria lycopersici, € uma doenga destrutiva em
tomateiro. Atualmente, a principal forma de controle € o uso de fungicidas convencionais e
cultivares resistentes. Desta forma, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a capacidade de
filtrados de crescimento micelial (FM) e do extrato micelial (EM) de Ganoderma Ilucidum no
controle da mancha foliar de septoria em casa de vegetacao e estudar os modos de agao. Para
obter compostos bioativos, inicialmente, dez discos miceliais (0.5 cm &) de G. lucidum foram
transferidos para Erlenmeyers contendo 200 mL de meio de cultura batata-dextrose (BD).
Esses frascos foram incubados em mesa de agitagao (120 rpm) a 26 £ 2 °C, no escuro, por 10
dias. A seguir, acido salicilico (AS) a 2 mM ou extrato de Trichoderma harzianum (TH) a 5%
(v/v) foram adicionados a cultura submersa, e os frascos incubados por mais 5 dias. Em
seguida, foi realizada a filtragem (Whatman no.41), obtendo filtrado de crescimento micelial de
Ganoderma lucidum (FM). O micélio fungico do crescimento em meio liquido BD foi coletado,
lavado e ressuspenso em agua destilada estéril (ADE) para obter uma concentragcao de 100
mg/mL, posteriormente, foi realizada autoclavagem por 20 min a 90°C, obtendo-se o extrato do
micélio fungico (EM). Plantas de tomate foram pulverizadas com ADE ou BD, ECM, FM, FM-
AS ou FM-TH, todos na concentragado de 40% (v/v), ou com um produto comercial a base de
Azoxistrobina e Difenoconazol a 50 ppm. Apds 48 horas, as plantas foram inoculadas com
1x10° conidios. mL™" de S. lycopersici e mantidas em camara Umida por 24 horas. A avaliagédo
da severidade foi realizada na 32 e 42 folhas de cada planta. A quantificagdo da germinacgao de
esporos foi realizada em segmentos foliares as 24, 48 e 72 horas apds a inoculagdo do
patdogeno, em microscopia de fluorescéncia. Para as analises bioquimicas, foram coletadas
folhas de cada planta, antes do tratamento (tempo 0), e as 48, 72, 96 e 168 horas apos o
tratamento. Observou-se que a pulverizacdo dos EM e dos FM no tomateiro reduziu a
severidade da doenga e a germinagdo do fungo em 90% e 60 %, respetivamente. O
metabolismo associado a defesa do tomate foi significativamente modificado nas plantas
tratadas, por meio das atividades das enzimas de defesa relacionadas ao metabolismo
antioxidante, como superoéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) catalase (CAT),
peroxidase (POD), e os niveis de malondialdeido e perdxido de hidrogénio foram reduzidos,
consequentemente houve uma ativagao expressiva nos compostos fendélicos. Pode se concluir
que os compostos bioativos de G. lucidum presentes no FM e no EM ativaram mecanismos de
defesa vegetal, reduziram o dano oxidativo provocado por Septoria em tomate e promoveram
o controle da doencga.

Palavras-chave: Septoria lycopersici; Ganoderma lucidum; elicitores; controle biologico;
inducgao resisténcia; controle doengas



ABSTRACT

Septoria leaf spot, caused by Septoria lycopersici, is a destructive disease on tomato. Currently,
the main form of control is the use of conventional fungicides and resistant cultivars. Thus, this
research aimed to evaluate the ability of Ganoderma Iucidum mycelial growth filtrates (FM) and
mycelial extract (EM) to control the disease in a greenhouse and to study the mode of action.
To obtain bioactive compounds, initially, ten mycelial discs (0.5 cm @) from G. lucidum were
transferred to Erlenmeyer flasks containing 200 mL of potato-dextrose (BD) culture medium.
These flasks were incubated on a shaking table (120 rpm) at 26 + 2 °C, in the dark, for 10 days.
After that, 2 mM salicylic acid (SA) or 5% (v/v) Trichoderma harzianum extract (TH) were added
to the submerged culture, and incubated for another 5 days. Then, filtration was performed
(Whatman no.41), obtaining Ganoderma lucidum mycelial growth filtrate (FM). The fungal
mycelium from growth in BD liquid medium was collected, washed and resuspended in sterile
distilled water (ADE) to obtain a concentration of 100 mg/mL, subsequently autoclaved for 20
min at 90°C, obtaining the mycelium extract fungus (EM). Tomato plants were sprayed with ADE
or BD, EM, FM, FM-AS or FM-TH, all at a concentration of 40% (v/v), or with a commercial
product based on Azoxystrobin and Difenoconazole at 50 ppm. After 48 hours, the plants were
inoculated with 1x10° conidia. mL- of S. lycopersici and kept in a humid chamber for 24 hours.
Severity assessment was carried out on the 3rd and 4th leaves of each plant. Quantification of
spore germination was carried out in leaf segments at 24, 48 and 72 hours after pathogen
inoculation, using fluorescence microscopy. For biochemical analyses, leaves were collected
from each plant, before treatment (time 0), and at 48, 72, 96 and 168 hours after treatment. It
was observed that the spraying of EM and FM on tomato reduced the severity of the disease
and the germination of the fungus by 90% and 60%, respectively. The metabolism associated
with tomato defense was significantly modified in treated plants, through the activities of defense
enzymes related to antioxidant metabolism, such as superoxide dismutase (SOD), ascorbate
peroxidase (APX) catalase (CAT), peroxidase (POD), and the levels of malondialdehyde and
hydrogen peroxide were reduced, consequently there was a significant activation in phenolic
compounds. It can be concluded that the bioactive compounds of G. lucidum present in FM and
EM activated plant defense mechanisms, reduced the oxidative damage caused by Septoria in
tomato and promoted disease control.

Keywords: Septoria lycopersici; Ganoderma lucidum; elicitors; biological control; induced
resistance; disease control.
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1.INTRODUGCAO

O fungo Septoria lycopersici Spegazzini causa a mancha de septoria no
tomateiro é considerado um dos patdgenos de relevancia para a cultura, estando
disseminado por todas as regides produtoras de tomate do mundo. Quando medidas
de controle ndo sdo tomadas, as perdas causadas pela desfolha podem alcangar 80%.
Essa doenca também foi relatada em outros hospedeiros pertencentes a familia
Solanaceae, como berinjela, jild, batata e algumas plantas daninhas (Hastoy et al.,
2019; Jones et al., 1991).

A mancha de septoria ocorre em todos os estagios de desenvolvimento do
tomateiro. Os sintomas iniciais sdo observados nas folhas mais velhas, geralmente
por ocasidao da formacdo do primeiro cacho de frutos, por meio de numerosas
manchas circulares a elipticas, de 2 a 3 mm de diametro, com as bordas escurecidas
e o centro cor de palha. A infecg&o prolongada resulta na fusdo de lesbes levando ao
amarelecimento das folhas e desfolha. O patdégeno € caracterizado por picnidios
marrom-escuros e conidios filiformes hialinos multicelulares (Kapooria, 1998).

O manejo da doenga ainda é baseado na aplicagao de fungicidas. Apesar de
sua razoavel eficacia, o uso de fungicidas tem sido uma preocupacéo crescente
devido aos problemas ambientais, riscos a saude humana e alto custo para o produtor
(Baldicera et al., 2020). Diante dos desafios para a produg¢ao desta cultura e da grande
dificuldade de obtencdo de um controle efetivo da mancha de septoria, decidiu-se
estudar uma abordagem mais sustentavel para combater a doenga por meio da
resisténcia induzida.

Estratégias utilizando bioestimulantes, biopesticidas, biofungicidas e
indutores de resisténcia estdo em ascensao para manejar doencas em plantas (Bettiol
et al., 2019). O mercado mundial de biopesticidas esta projetado para crescer de US$
3,0 bilhdes em 2018 para US$ 6,4 bilhdes até 2023, com expectativa de uma taxa
composta de crescimento anual (CAGR) de 15,9% durante o periodo analisado
(Markets and Markets, 2020). Atualmente, inUmeros microrganismos séo utilizados
com eficiéncia como biofungicidas na agricultura, como Trichoderma spp., Bacillus
spp. e Paecilomyces spp. Esses microrganismos atuam por meio da producgéo de
metabdlitos secundarios com acgao antibidtica e antifungica, ou ainda agem ativando

respostas de defesa vegetal (Kohl et al., 2019).
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O controle de doengas também pode ser obtido utilizando os mecanismos de
defesa das plantas, apds a aplicagdo de metabdlitos de patégenos e varios outros
compostos bidticos e abidticos denominados elicitores (Torres; Jones; Dangl, 2006;
Walters et al., 2013). Além de desencadear a protegédo contra patégenos de plantas,
alguns elicitores também afetam as respostas fisioldgicas nas plantas, resultando em
aumento no rendimento e na qualidade da cultura por meio de melhor assimilagao de
nutrientes ou aumento da tolerancia as baixas ou altas temperaturas e estresse hidrico
(Chuang et al., 2014; Walters et al., 2013). A induc&o da resisténcia pode ser obtida
pela aplicagao exdgena de fitorménios como acido salicilico (AS), compostos artificiais
como o acibenzolar-S-metil (ASM), padrbes moleculares associados a patdégenos ou
microrganismos (PAMPs/MAMPs) e outros compostos incluindo nutrientes minerais,
como fosforo, potassio e silicio (Achuo et al., 2004; Torres; Jones; Dangl, 2006;
Mesquita et al., 2019; Wiesel et al., 2014).

A protecdo em plantas pode ser induzida pela aplicagdo exodgena de
fitormdnios como acido salicilico (AS), compostos artificiais como o acibenzolar- S-
metil (ASM), padrdes moleculares associados a patdogenos ou microrganismos
(PAMPs/MAMPs), e outros compostos incluindo nutrientes minerais, como fdosforo,
potassio e silicio (Achuo et al., 2004; Torres; Jones; Dangl, 2006; Mesquita et al., 2019;
Wiesel et al., 2014).

Nesse cenario destaca-se o potencial de Ganoderma Iucidum, um
basidiomiceto utilizado tradicionalmente por suas propriedades medicinais. O corpo
de frutificacdo e o micélio deste cogumelo sao compostos por polissacarideos,
triterpenos e mais de 200 metabdlitos secundarios sdo produzidos. Esse
microrganismo também sintetiza antibioticos, substancias ativadoras do sistema
imunoldgico, antivirais, antialérgicos e outros compostos de interesse medicinal com
acgao antiinflamatadria, antibacteriana e antifungica, usados principalmente na medicina
humana e animal (Gu et al., 2018, Yang et al. 2022)

Alguns estudos demonstraram a agado dos compostos bioativos de
Ganoderma spp. no controle de doengas de plantas. Conforme Yang et al. (2022), o
polissacarideo de G. lucidum (GLP) aumentou as taxas de germinagao das sementes
e as alturas de plantulas de milho e trigo, além de, quando associados a fungicidas
quimicos no tratamento de sementes, apresentarem efeito de controle de mais de 75%
das doengas causadas por patégenos habitantes do solo em ensaios de casa de

vegetacao e de campo. Zhang et al. (2019) observaram que a pulverizagao foliar e a
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irrigacdo das raizes com um polissacarideo isolado de G. lucidum promoveu o
crescimento de plantas de algodao e ativou os mecanismos de defesa que auxiliaram
no controle do Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Atk.). Jogaiah et al. (2016)
isolaram um composto de Ganoderma applanatum (G_app7), com eficacia no controle
de Sclerospora graminicola no milho. Sajeena e Marimuthu (2013) demonstraram que
a aplicagao foliar de uma formulagdo contendo Ganoderma sp. (Ganosol 10EC)
reduziu o numero de lesdes causadas por Rhizoctonia solani em plantas de arroz.

A crescente demanda mundial por insumos menos téxicos e alimentos livres
de residuos quimicos justifica a busca por compostos biocompativeis para o controle
de doengas de plantas na agricultura. O cultivo de G. lucidum apresenta potencial de
gerar moléculas bioativas com potencial de uso no controle de doengas de plantas
diretamente ou por meio da ativagdo de mecanismo de defesa em plantas. Além disso,
na literatura a auséncia de trabalhos relacionados a indutores de resisténcia obtidos
do cultivo em meio liquido e biomassas fungicas de G. lucidum justifica a importancia
do presente estudo. objetivo deste estudo foi avaliar o potencial do filtrado de
crescimento micelial e do extrato micelial de G. lucidum para proteger plantas de

tomate contra S. lycopersici € no metabolismo do tomateiro.
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2.0BJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia dos filtrados e do extrato de Ganoderma Ilucidum no

controle de Septoria lycopersici em tomate e determinar os modos de ag&o envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficiéncia dos filtrados e extrato de G. lucidum no controle de S.
lycopersici no tomate;

Avaliar in vitro o efeito dos filtrados e extrato na germinagéo de conidios e no
crescimento micelial de S. lycopersici;

Avaliar in planta o efeito dos filtrados e do extrato na germinagao de conidios
e crescimento epifitico de S. lycopersici, e na colonizagdo das cavidades
subestomaticas;

Determinar a ativagdo bioquimica dos mecanismos de defesa vegetal
induzidos em plantas de tomate apds o tratamento com os filtrados e o extrato contra

S. lycopersici.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO TOMATE

O tomate (Solanum lycopersicum Linnaeus), nativo da regido andina da
América do Sul, € uma das culturas horticolas mais comuns e cultivadas em todo o
mundo. Pertence a familia Solanaceae e foi domesticado no México de onde foi
difundido para o mundo. No Brasil foi introduzido por imigrantes no final do século XIX
(Alvarenga, 2004)

O tomate é o segundo vegetal mais consumido no mundo depois da batata,
sua producgao global duplicou nos ultimos 20 anos, devido ao crescimento do consumo
pela populagcdo. A China vem sendo o maior produtor de tomate mundial, com
producdo de 50,7 milhdes de toneladas, representando hoje em média 31% da
produgcao mundial. China, india, Estados Unidos da América, Turquia, Egito, Ira, Italia
e Brasil produzem 71% do total mundial dessa solanacea (Faostat, 2016).

Na América do Sul, o Brasil lidera a producéo de tomate para processamento
industrial, sendo o maior mercado consumidor de seus derivados industrializados. A
safra brasileira em 2022 foi de 3.8 milhdes toneladas com area total de producéo de
54.502 mil hectares, com um rendimento médio de 69.905 Kg por hectare. A cultura
do tomate tem relevancia para o Brasil, tanto pela sua representacdo em area plantada
quanto pela importancia na dieta basica das pessoas (IBGE, 2022).

A tomaticultura esta presente em todo o territorio brasileiro, principalmente na
regido Sudeste. Esta regido corresponde especialmente a producdo de tomates de
mesa. A regido Centro-Oeste produz basicamente tomates destinados a industria. Os
maiores produtores brasileiros de tomate para a industria sdo Goias com 32,4%, Sao
Paulo com 21,1%, Minas Gerais com 16,7%, Bahia com 4,5% e Santa Catarina com
4,4% (IBGE, 2018).

Este fruto tem grande importancia para o Brasil, tanto pela area plantada
quanto pelo consumo na alimentag&o por grande parcela da populagdo. As diversas
formas de consumo do fruto, tanto na forma in natura, como na forma industrializada,
propiciam ao tomate destaque no mercado. Conforme o sistema de cultivo, o tomate
pode ser dividido em “estaqueado” ou “tutorado” e “rasteiro” ou “industrial”, de acordo
com o seu habito de crescimento (Moraes et al., 2011).

O ciclo do tomate é anual possuindo de quatro a sete meses de ciclo de vida,

sendo que a colheita ocorre de 1 a 3 meses. A floragao e frutificagdo ocorrem junto
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com o crescimento vegetativo possuindo folhas pecioladas, compostas por numero
impar de foliolos (Filgueira, 2003). O seu fruto é classificado como climatérico e sua
maturagdo € controlada por varios fatores fisioldgicos e bioquimicos, que provocam
variabilidade nas caracteristicas de sabor, odor e textura. O tomate € considerado uma
fonte importante de minerais, compostos antioxidantes e carotendides, como o
licopeno, B-caroteno e luteina, além de outros fitoquimicos, como tocoferdis, acido
ascorbico e polifendis (Shirahige et al., 2010).

O plantio do tomate € recomendado considerando o local e a época do ano.
Na regido Sul do Brasil o plantio é indicado entre os meses de setembro e fevereiro,
regiao Norte o plantio ocorre entre os meses de margo a julho, regides Sudeste,
Centro-Oeste e Nordeste o plantio pode ser feito 0 ano todo. As cultivares de tomate
destinadas ao consumo in natura podem ser divididas em quatro grupos: Cereja,
Italiano, Salada e Santa Cruz (Pereira et al.,2013).

Embora tenha ocorrido aumento da produtividade de tomate nos ultimos anos,
varios fatores limitam sua produtividade, entre eles as pragas e doengas. As doencgas
vém provocando muitos prejuizos aos agricultores, uma vez que esta cultura é
suscetivel a muitos fitopatégenos, que sado os responsaveis pela maior perda de

rendimento e deterioragao da qualidade dos frutos (Pereira et al.,2013).
2.2 MANCHA DE SEPTORIA

A mancha foliar de septoria, causada por Septoria lycopersici, € uma das mais
importantes doengas do tomateiro no Brasil. Apesar de sua importancia, o agente
causal ainda é pouco estudado. A doenca causa desfolha das plantas, reduzindo a
produtividade e a qualidade dos frutos. Inicialmente, os sintomas podem ser
confundidos com os da pinta-preta, quando as lesdes ainda nao estao totalmente
desenvolvidas. Essa doenga provoca perdas devido a destruicdo progressiva da
folnagem que, além de reduzir a area foliar responsavel pela fotossintese, ocasiona
um impacto negativo na producao de frutos e os expdéem a queimadura de sol. Em
condigbes favoraveis ao patégeno a doenga causa desfolha severa das plantas
(Lopes et al., 2005; Pereira et al., 2013). No Brasil ndo existem cultivares ou hibridos
comerciais de tomate com resisténcia a septoriose (Pereira et al., 2013).

Em levantamento realizado em cultivos rasteiros de tomate, destinado ao

processamento industrial nos estados de Goias, Minas Gerais e Sdo Paulo, a
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septoriose estava presente em 23,5% das lavouras, sendo a doenga fungica de maior
ocorréncia. A doenca torna-se limitante ao cultivo sob condicbes de chuvas
constantes, o que ocorre no verdo na maioria das regides produtoras de tomate
estaqueado (Quezado-Duval et al., 2013).

Os sintomas tipicos desta doenga sdo manchas circulares, com bordas
escurecidas e centro cor de palha no qual podem ser visualizadas pontuagdes
escuras. Em ataques severos as lesdes coalescem, as folhas amarelecem, secam e
caem (Figura 1) (Jones et al., 1991; Zambolim et al., 2000). Quando as lesdes nao
estdo totalmente desenvolvidas, a septoriose pode ser confundida com a mancha

bacteriana (Xanthomonas spp.) e pinta preta (Alternaria solani) (Reis et al., 2006).

Figura 1 - Sintomas da Septoriose em tomateiros cultivados a campo.
,_k ' : 0% N . - 11'.4 \ - .

i SF

Fonte: Autor (2022).

O agente causal da mancha-de-septoria do tomateiro € Septoria lycopersici
Speg, relatado pela primeira vez na Argentina, em 1882, por Spegazzini. Segundo
Viégas (1962), a espécie S. lycopersici € um fungo imperfeito da classe dos
coelomicetos, cujas estruturas reprodutivas assexuais se formam dentro de picnidios.
Estes sao globosos, subepidérmicos, ostiolados de paredes definidas. Os conididéforos
sdo curtos com um conidio terminal. Os conidios s&o hialinos, longos, finos,
multiseptados (1 a 12 septos — média de 6), sao liberados dos picnidios em cirros
hialinos, aglutinados entre si por uma substancia mucilaginosa, os quais sao dispersos
em agua e disseminado pelo impacto das gotas (Jones et al., 1991; Lopes et al., 2005).

Os picnidios sao estruturas muito caracteristicas desse patégeno, conforme
pode ser observado na Figura 2. Ademais, eles sao formados em folhas e caules

doentes de tomate, também sdo produzidos em abundancia em meios de cultura e
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substratos vegetais esterilizados. O picnidio consiste em uma cavidade corpo globoso,
sem ostiolo distinto. A parede dos picnidios se quebra facilmente, e picnidiésporos
sao liberados. Os picnidios tém entre 300 e 750 nm de didmetro. Os picnidios
produzidos na planta geralmente sdo muito menores, tém de 30 a 175 nm. Os

picnididsporos sédo produzidos em grandes numeros dentro do picnidio (Agrios, 2005).

Figura 2 — Planta de tomate inoculada com Septoria lycopersici (A), lesdo com

formacgao de picnidios (B), picnidios liberando cirros de conidios (C-D).

Fonte: Autor (2022).

A disseminagao ocorre pelo impacto de gotas de agua, seja da chuva ou de
irrigacao por aspersao, associadas a ventos fortes. A dgua é um fator importante para
o ciclo da doenga. Segundo Viegas (1962), a agua desaglutina os conidios, mantidos
em mucilagem, e contribui para a sua dispersdo. Na superficie do hospedeiro, em
condi¢gdes de alta umidade relativa e temperaturas favoraveis (15°C a 27°C), os
conidios germinam na presenga de agua livre na folha em aproximadamente 48 horas,
penetram por meio dos estdmatos ou ferimentos, seguida por uma fase necrotréfica.
Apods 6 a 10 dias desenvolvem-se as lesdes. Os picnidios surgem apds os 14 dias da
infecgdo. Em condigdes de alta umidade, os conidios em cirros sao liberados dos
picnidios. Periodos prolongados de temperaturas entre 20°C e 25°C, acompanhados
de chuvas e/ou orvalho, na presenca de grandes quantidades de inéculo, séo

favoraveis ao progresso de epidemias da doenca. Na Figura 3 é apresentado o ciclo
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de vida de Septoria lycopersici em tomateiro (Kurozawa; Pavan, 2016; Pereira et al.,
2013; Zambolim et al., 2000).

Figura 3 - Ciclo de vida de Septoria lycopersici em tomateiro
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Fonte: Adaptado de Pereira (2013).

Apesar dos esforgcos para descobrir fontes de resisténcia, ndo existem
cultivares ou hibridos comerciais de tomate que apresentem bons niveis de resisténcia
ao patogeno. O controle quimico com fungicidas de cobre é uma estratégia usada
para controlar a manchas foliares no tomate, mas os resultados sao variaveis e ha o
risco de selecionar patdgenos tolerantes/resistentes ao cobre. Dentre as alternativas
sustentaveis para o manejo da doencga sao incluidos praticas organicas, manejo
integrado, controle biolégico, uso de hibridos resistentes e indugdo de resisténcia
(Moura et al, 2020).

2.3 Ganoderma lucidum: FONTE IMPORTANTE DE COMPOSTOS

Os cogumelos fazem parte do filo basidiomycota, que apresenta cerca de
30.000 espécies, possuem micélio septado e se reproduzem por esporos exogenos

(basidiosporos) formados sobre uma hifa especial denominada basidio. Sao
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conhecidos desde os primordios da humanidade, seja por sua toxidez, seja por suas
propriedades nutracéuticas (nutricionais e medicinais) (Moore-Landecker, 1972).

Ganoderma lucidum € um cogumelo lenhoso ndo comestivel, nativo das
partes orientais da Asia, incluindo China, Jap&o e Coréia. Na cultura japonesa, onde
€ reverenciado e considerado o mais importante de todos os fungos medicinais, &
conhecido como Reishi (Nahata, 2013). Na China, sua denominagdo comum é de
Lingzhi, significando Ling - “divino” - e zhi - “for¢ca da vida”. As crengas orientais antigas
acreditavam que seu corpo de frutificagdo trazia longevidade, devido ao seu
misterioso poder de curar o corpo e acalmar a mente, além de ser altamente
valorizado por suas propriedades medicinais (Moore-Landecker, 1972). O seu corpo
de frutificagdo e micélio possuem uma abundancia de componentes bioativos. No
Brasil, figuram os termos de Cogumelo Rei, do Imperador e Brilhante, este ultimo
devido a origem grega da palavra ganoderma: ganos - “brilho” - e derma “pele” (Urben,
2004).

O uso popular deste cogumelo incentivou pesquisas em relagéo as atividades
antitumorais e imunomoduladoras. Destacam-se também sua agado antialérgica,
hipotensiva, hipoglicémica, antibacteriana e antioxidante, também utilizado para
enfermidades como hepatite, hipertensao, diabetes, ulceras e cancer gastrico (Urben,
2017).

Apresenta ciclo reprodutivo caracteristico, com formacdo de corpo de
frutificacdo, esporos, hifas e micélio (Figura 4). O desenvolvimento do basidiocarpo é
geralmente anual e pode levar de 3 a 6 meses, dependendo da linhagem, substrato
de cultivo e fatores bidticos e abidticos (Urben et al., 2017). O corpo de frutificagao
apresenta formato de rim, com margens finas, geralmente curvadas para dentro e
superficie rugosa com aparéncia envernizada, apresentando-se amarelada quando
jovem e escurecendo para cor marrom avermelhada e, posteriormente, para um
marrom escuro conforme amadurece (Figura 4-A). O seu micélio é denso, filamentoso,
com aspecto radiado, de coloragdo branca quando jovem e amarelada a marrom
quando adulto (Figura 4-B). A parede da hifa do micélio é constituida de camadas de
polissacarideos, que sdo macromoléculas compostas por agucares simples existentes
no citoplasma das células, como celulose e glucana (Urben et al., 2017; Wasser; Weis,
1999). Seus esporos sao marrons e ovoides. (Figura 4-C) (Urben et al., 2017; Wasser;
Weis, 1999).
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Figura 4 - Fotografias de Ganoderma lucidum.

Corpos de frutificagao (A); micélio (B); e esporos (C).

Fonte: Adaptado de (A) Petersen (1982); (B) o autor (2022); (C) Vermaas (2003).

Nas modernas investigagdes farmacolégicas sao relatados registros de mais
de 240 compostos secundarios, que incluem na sua maioria polissacarideos,
triterpendides, proteinas, peptideos, adenosina e nucleotideos (Cheng et al., 2012; Gu
et al., 2018).

Os principais metabdlitos secundarios isolados de Ganoderma sp. pertencem
a varios grupos, incluindo acidos ganodéricos, aldeidos, alcoois, ésteres, glicosideos,
lactonas, cetonas de lanostanos C30, acidos lucidénicos, lactonas, ésteres de
lanostanos C27, C24, lanostanos, triterpenos pentaciclicos C27, meroterpendides,
hidroquinonas farnesil (meroterpendides), sesquiterpendides C15, esterdides,
alcaldides, prenil hidroquinona, benzofuranos, derivados de benzopirano-4-ona e
derivados de benzendides (Boh et al., 2007).

Os principais polissacarideos isolados, B-1-3 e p-1-6 D-glucanas, formam em
torno de 46% da massa da parede celular. As proteinas bioativas sao relatadas por
contribuirem para as propriedades medicinais, incluindo Ling Zhi-8, uma proteina
imunossupressora purificada do micélio (Van Der Hem et al., 1995); e uma proteina
antifungica chamada ganodermina, isolada dos corpos frutiferos (Wang; Ng, 2006).

Os acidos ganodéricos sao triterpenos que possuem atividade farmacolégica
comprovada, tais como atividade antioxidante, antitumoral, antiviral, hepatoprotetora,
hipocolesterolémica, entre outras. Mais de 50 triterpenos exclusivos do G. lucidum
denominados acidos ganodéricos e lucidénicos ja foram identificados (Yuen; Gohel,
2005).

Varios peptideos bioativos também foram isolados de G. lucidum, incluindo: o

proteoglicano GLPG (Ganoderma Ilucidum proteoglycan) com atividade antiviral (Li,
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Liu, Zhao, 2005); a substancia imunomoduladora chamada de GLIS (Ji et al., 2007).
PGY, um glicopeptideo fracionada e purificada a partir de extratos aquosos do corpo
de frutificagcado (Wu; Wang, 2009).

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

Dentre esses metabdlitos secundarios produzidos pelo G.lucidum na fase
micelial, Satria et al. (2019) encontraram 42 metabolitos que apresentam relevéancia.
O crisofanol tem sido relatado como um inibidor altamente ativo de fungos patogénicos
em plantas, pela supressao do crescimento micelial (Choi et al., 2004). Da mesma
forma, o ergosterol, um esterol que pode ser encontrado apenas em fungos, foi
relatado por ter a capacidade de ativar a enzima de defesa em plantas contra fungos
patogénicos (Shao et al., 2010). Varios triterpendides do tipo lanostano, como acido
ganodérico C6, acido ganodérico H e outros metabdlitos nao identificados foram
produzidos em quantidades mais altas na fase micelial (Satria et al., 2019). Esses
fatos mostram que existe uma forte correlagéo entre os metabdlitos secundarios e sua
atividade bioldgica.

Existem poucas publicagbes sobre a atividade antifungica de G. lucidum.
Wang e Ng (2006) isolaram com sucesso a chamada proteina antifungica
ganodermina, que inibe o crescimento micelial de Bolrytis cinerea, Fusarium
oxysporum e Physalospora piricola. Os extratos metandlico e aquoso foram
examinados contra Penicillium spp., Aspergillus fumigatus, Asperqillus niger,
Aspergillus flavus e Mucor indicus. Foi observada forte atividade contra Mucor indicus
(Sridhar et al., 2011). No estudo de Heleno et al. (2013), um extrato de G. lucidum
excedeu a atividade antifungica contra Trichoderma viride, em comparagdo com a
atividade de padrdes conhecidos, ou seja, bifonazol e cetoconazol.

Porém, estudos ja demonstram seu potencial antibacteriano inibindo o
crescimento e em alguns casos matando bactérias patogénicas (Gao et al., 2003).
Skalicka-Wozniak et al. (2012) estudaram a atividade antibacteriana dos
polissacarideos de G. lucidum in vitro pelo método de microdiluicdo em caldo (CIM).

Todas as amostras de polissacarideo testadas mostraram amplo espectro e atividade
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antibacteriana moderada. A cepa de Micrococcus luteus foi a mais sensivel com CIM
de 0,63 - 1,25 mg / mL.

Sajeena e Marimuthu (2013) testaram uma formulagao isolada de Ganoderma
sp. (Ganosol 10EC a 0,25%), esse extrato foi eficaz, inibindo o crescimento micelial
da requeima da bainha em plantas de arroz, causada por Rhizoctonia solani. A
aplicagdo com pré-inoculagao da formulagao reduziu 63,62% na quantidade de lesao
causada pelo patégeno. Um composto chamado de G_app7, que foi isolado de
Ganoderma applanatum, apresentou atividade anti-oomiceta semelhante a
estrobilurina. Esse composto foi eficiente na inibicdo do crescimento e
desenvolvimento do mildio causados por Sclerospora graminicola em milheto
(Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) (Jogaiah et al., 2016).

Kamble, Venkata e Gupte (2011) estudaram atividade antimicrobiana dos
extratos obtidos do micélio de G. lucidum secos que foram extraidos em diferentes
solventes como metanol, acetona, cloroférmio e agua destilada, separadamente.
Esses extratos foram testados para o controle de organismos, como Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Corynebacterium difteria, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi e Pseudomonas sp. Os quatro extratos na
concentracdo de 100 mg/ml apresentaram inibigdo dos microrganismos. Em outro
estudo, os polissacarideos de G. lucidum foram extraidos com agua fervente, e
apresentaram efeito inibitério sobre Erwinia carotovora, Bacillus cereus, Bacillus

subtilis, Escherichia coli, Aspergillus niger (Bai et al., 2008).

2.4 CULTIVO SUBMERSO DE Ganoderma lucidum

O cultivo submerso é o processo de cultivo de microrganismos em meio
liquido. Essa forma de cultivo atrai a atencdo de pesquisadores que trabalham com
bioprospeccao de substancias bioativas. O cultivo submerso de G. lucidum tem
recebido grande interesse nos paises asiaticos como uma alternativa promissora para
a producao eficiente de seus metabdlitos, polissacarideos e acido ganodérico (Wang
et al., 2014).

O cultivo submerso oferece diversas vantagens, principalmente devido ao
controle mais preciso de fatores importantes, como temperatura, densidade e
morfologia do indculo, pH, pressao osmotica, taxa de agitagao e de aeragao (Wang et
al., 2014). Esses fatores controlados contribuem para um crescimento mais rapido e
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eficiente das culturas. Através deste método, € possivel extrair substancias de
interesse, como os endopolissacarideos (IPS) a partir da biomassa micelial, e os
exopolissacarideos (EPS) isolados do caldo de cultivo. Essas biomoléculas sdo de
grande interesse farmacologico devido as suas potenciais propriedades terapéuticas
(Wan et al., 2016). Essa forma de cultivo pode ser realizada em frascos estaticos e
sob agitagdo, em frascos pequenos ou ainda biorreatores. Estudos preliminares
utilizam frascos pequenos, com intuito de avaliar melhor as condi¢gbes de cultivo para
um futuro processo industrial (Fang; Tang; Zhong, 2002).

No estado de cultivo submersos de G. lucidum, a biomassa suspensa cresce
como um aglomerado de micélios que eventualmente se estabilizam para formar
pellets na forma de hifas densamente ramificadas, formando uma forma ovoide
compacta (Espinosa et al., 2021). Esse mesmo crescimento foi observado no cultivo

realizado neste estudo, conforme Figura 5.

Figura 5. Cultivo submerso de Ganoderma lucidum

Fonte: Autor (2022).

Varias pesquisas foram realizadas para elevar a produgdo de compostos
bioativos de fungos em meio liquido através de fatores como suprimento de oxigénio,
variacao de nutrientes e utilizando a engenharia genética e elicitores. Os elicitores séo
compostos que estimulam a defesa do organismo e podem desempenhar papéis
importantes no aumento da via biossintética para a producdo melhorada de
compostos bioativos secundarios comercialmente importantes. Por vezes, tornam o
processo mais rapido e eficiente, levando a produgao de substancias de interesse
(Tang; Zhong, 2003; Xu; Xu; Zhong, 2012).
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Shi et al. (2010) observaram correlagao positiva entre a adigdo de eliciadores
no cultivo submerso e o acumulo de compostos bioativos e pesquisas sao conduzidas
para explicar como tais sinais induzem a biossintéticos da acido ganodérico por G.
lucidum. Uma das formas de eliciagao é a utilizagdo de microrganismos competidores,
vistos como um fator biolégico capaz de estimular a produ¢cdo de enzimas com
potencial bioativo.

Zhu, Zhong e Tang (2008), a fim de melhorar a produgdo e a produtividade de
metabalitos bioativos, testaram diferentes elicitores fungicos no cultivo submersa de
G. lucidum, para identificar o elicitor 6timo. Testaram trés maneiras de preparar
bioelicitores de trés diferentes componentes isolados do micélio fungico. Os melhores
resultados foram obtidos com o uso dos fungos Tubersinense, Tubera estivum vittad
e Tubermelanosporum, que reduziram o crescimento micelial de G. lucidum, no
entanto, aumentou a producgao de EPS, IPS e do acido ganodérico.

Outros compostos também sao testados, o acido salicilico (AS), um tipo de
acido fendlico com papel essencial nos sistemas de defesa das plantas, é admitido
por induzir resisténcia adquirida sistemicamente a muitos patégenos e também pode
induzir a biossintese de metabdlitos secundarios em fungos. Em um primeiro estudo,
realizado por Cao et al. (2017), a adicao de AS em meio liquido promoveu o acumulo
de metabdlitos secundarios por G. lucidum, sendo um destes o acido ganoderico.
Estes autores citam que o uso do AS pode fornecer um método conveniente, novo e
adequado para melhorar o acumulo de substancias bioativas de fungos, através da
alteracao e ativacao de rotas metabdlicas.

Também Liu et al. (2018) demonstraram que o tratamento com AS aumentou a
producado de ROS (espécies reativas de oxigénio) através de diferentes vias em G.
lucidum. Por um lado, o AS induz uma explosao oxidativa de ROS através do
complexo NADPH-oxidase (NOX), que sado enzimas transmembranas que estao
localizadas em organelas intracelulares. Por outro lado, o AS inibe a atividade do
complexo da mitocéndria Ill e esse efeito desempenha um papel importante na
diminuicao da frequéncia respiratoria. Os autores descobriram que a diminuicdo na
taxa respiratéria mitocondrial induzida por AS ajuda a regular o acumulo de ROS. Em
resumo, em G. lucidum o AS inibe a atividade do complexo Il para aumentar os niveis
de ROS, os quais estao envolvidos na regulagao da biossintese de acido ganodérico.
Esse fendmeno interessante indica que os hormdnios vegetais podem induzir a

biossintese de metabdlitos secundarios em fungos. No entanto, o mecanismo pelo
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qual o AS regula o metabolismo secundario de G. lucidum ainda permanece incerto
(Liu et al., 2018). A eliciagdo de fungos em cultivo submersa € uma abordagem
moderna e eficiente, e que necessita ainda muita investigacéo e estudo, mas pode vir
a contribuir para extragao de substancias com potencial no controle de patogenos de

interesse agronémico.

2.5 INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTAS

As plantas sdo organismos sésseis, frequentemente expostos a milhares de
microrganismos, incluindo patogénicos e benéficos, o que levou ao desenvolvimento
de complexos mecanismos de defesa (Agrios, 2005). De forma geral, as plantas
possuem mecanismos fisicos e quimicos pré-existentes, tais como: camadas de cera,
cuticula, adaptacbes em estdbmatos e compostos fungitéxicos (Agrios, 2005). Além
disso, as plantas possuem mecanismos pré-existentes que sao ativados apds o
reconhecimento do patégeno, levando a formagao de tiloses, papilas, camadas de
cortica e de abscisdo, producdo de compostos como as fitoalexinas, proteinas
relacionadas a patogénese (PR-proteinas) e espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Agrios, 2005).

A habilidade das plantas se defenderem contra infecgao por patégenos esta
intimamente relacionada com a sua capacidade de detecta-los (Agrios, 2005). As
plantas possuem capacidade de detectar e reconhecer potenciais microrganismos
invasores e de ativar respostas de defesa (Pandey et al., 2017). Ao contrario, para
perceber os microrganismos benéficos e formar uma relagao simbiotica com eles, as
plantas adotam receptores de superficie celular semelhantes, mas distintos (Zipfel;
Oldroyd, 2017). As plantas podem reconhecer os microrganismos benéficos
reconhecendo os compostos microbianos comuns que produzem, como flagelina,
lipopolissacarideos (LPS), exopolissacarideos e oligossacarideos de quitina, como
ligantes (Zipfel; Oldroyd, 2017)

A partir da percepg¢ao de moléculas sinalizadoras, conhecidas como elicitores,
geralmente iniciam com um influxo de calcio e uma explosédo oxidativa, seguido da
sintese do &acido salicilico, acido jasmoénico e/ou etileno (Cluzet et al., 2004). Em
termos gerais, a resisténcia induzida pode ser basicamente dividida em duas
categorias: a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia sistémica induzida
(ISR). A SAR pode ser induzida por uma variedade de agentes, incluindo produtos

quimicos, como por exemplo, acibenzolar-S-metil, e sdo caracterizados pelo acimulo
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de PR-proteinas e normalmente mediada por uma via dependente do acido salicilico
(Walters et al., 2013). Ja o segundo tipo de resisténcia, a ISR, ocorre sistemicamente
geralmente em resposta a colonizagdo das raizes de plantas por certas bactérias
promotoras de crescimento sendo mediada pela via do acido jasménico e/ou etileno
(Walters et al., 2013).

O tratamento de plantas com varios agentes, incluindo fragmentos de parede
celular, extratos de plantas e produtos quimicos sintéticos, pode induzir resisténcia ao
subsequente ataque de patégenos local e sistemicamente. Em ultima analise, a
resisténcia induzida resulta em uma reducéo significativa no tamanho e/ou numero de
lesdes causadas por patégenos, oferecendo uma abordagem eficaz e sustentavel

para o controle de doengas em plantas cultivadas (Walters; Fountaine, 2009).

2.6 MECANISMOS BIOQUIMICOS E MOLECULARES ENVOLVIDOS NA INDUCAO
DE RESISTENCIA

A longa historia de associagbes planta-patdogeno levou a evolugdo de
multiplos mecanismos de resisténcia na planta. As plantas sdo equipadas para
detectar assinaturas moleculares microbianas conservadas evolutivamente,
chamadas de padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou padrdes
moleculares associados a microrganismos (MAMPs), e ativam respostas imunes. Os
elicitores endogenos sdo igualmente reconhecidos como padrbes moleculares
associados a danos (DAMPs) (Boller; Félix, 2009; Jone; Dangl, 2006).

De acordo com estudo proposto por Jone e Dangl (2006), as plantas possuem
o sistema de defesa constituido por duas linhas de defesa, sendo a primeira linha PTI
(PTI — “PAMP-Triggered Immunity”) ativada por PAMPs (Padrbes moleculares
associados a patogenos) e a segunda ETI (ETI — Effector-Triggered Immunity)
desencadeada por efetores.

Ou seja, a maioria dos mecanismos de defesa das plantas é ativada em
resposta a infecgao pelo patégeno. Quando um microrganismo entra em contato com
a planta para infecta-la, ele encontra uma primeira barreira que corresponde aos
mecanismos de resisténcia a nao-hospedeiro. Ocorre o reconhecimento direto através
dos padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), como quitina e glucanas
em fungos, flagelina e fator de elongagdo Tu em bactérias, os quais sao reconhecidos
pela planta através dos receptores de reconhecimento de padrées (PRRs). Este

reconhecimento resulta em uma cascata de sinalizagao, geralmente através de fatores
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de transcricdo WRKY que levam a imunidade desencadeada por PAMP (PTI). O
patdgeno pode vencer essa barreira de duas formas: evitando o reconhecimento de
seu PAMP através de mutacdo ou secretando efetores que minam o sistema de
defesa (“effector triggered susceptibility-ETS), resultando em suscetibilidade
desencadeada por efetor. Por sua vez, as plantas adquiriram resisténcia (R): proteinas
que reconhecem efetores, tornando o patégeno avirulento (avr), sdo selecionadas e a
resisténcia é restabelecida (“effector triggered immunity” -ETI).

No entanto, um novo ciclo se inicia, pois, a pressao de selegédo atuara agora
na populagcao do patégeno de modo a selecionar aqueles gendétipos que produzem
moléculas efetoras que nao sao reconhecidas pelo hospedeiro, resultando em nova
suplantagao da resisténcia (ETS). O ciclo se perpetua desse modo, como uma “corrida
armamentista” (Jones; Dangl, 2006). Este processo pode ser repetido varias vezes,

tendendo ao infinito.

Figura 6 - Representacdo esquematica da co-evolugado entre plantas e patdégenos.
Modelo “zigue-zague” com as etapas do desenvolvimento do sistema imunolégico da

planta durante a infec¢ao
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Fonte: Adaptado de Jones e Dangl (2006).

Ao contrario da PTI, que ocorre em todos os membros de uma determinada
espécie de planta, a ETIl acontece a nivel intraespecifico, onde para cada gene efetor
do patdgeno, ha uma proteina de reconhecimento na planta. Flor (1971) hipotetizou
o modo de acgao da interagao R-efetor e denominou-a de "hipétese gene a gene”, esta
hipétese explica como a resisténcia € desencadeada por interagdes entre o gene de
resisténcia do hospedeiro e 0 gene da aviruléncia cognata do patégeno microbiano.
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Ou seja, o processo ¢€ iniciado quando uma planta, contendo em seu genoma o gene
dominante de resisténcia R, reconhece um patdégeno com o gene dominante de
aviruléncia Avr correspondente ao seu gene R, havendo uma reagéo compativel entre
eles. Nao havendo compatibilidade entre os genes R da planta e os Avr do patogeno,
nao ha reconhecimento nem resisténcia e a doenga se instala (Flor, 1971).

Os genes R sao altamente polimorficos e possuem diversas especificidades
de reconhecimento. Geralmente, ocorrem como parte de uma familia de genes em
“clusteres” que evoluiram por duplicagao e recombinacgao. Atualmente sao conhecidos
mais de 40 genes de resisténcia organizados basicamente em 5 classes. A grande
maioria codifica proteinas contendo dominios de ligacdo a nucleotideos (‘Nucleotide
binding’, NB) e repetigbes ricas em leucina (‘Leucine-rich repeat’, LRR (Dang; Jones,
2001).

Foi demonstrado que somente os genes Pi-ta e Pto (P. Syri ngae pv. tomato)
codificam proteinas que interagem diretamente com proteinas elicitoras produzidas
pelo patégeno como proposto pelo modelo gene a gene (Flor,1971). Em fungédo disso,
tem sido proposto que esta interagcao envolve uma proteina chamada ‘guardid’ capaz
de reconhecer mais de uma proteina AVR, e ao fazé-lo sofre uma mudanca
conformacional ativando a proteina R que, por sua vez, desencadeia a resposta de
resisténcia (Van Der Biezen; Jones, 1998).

Muitos genes R reconhecem indiretamente efetores, isso € chamado de
'hipétese da guarda'. De acordo com a hipdtese-guarda, os produtos dos genes R
“‘guardam” proteinas chamadas guardee. A interacao entre as proteinas guardee e os
efetores do patdégeno é necessaria para a infecgao do patogeno. O receptor NBS-LRR
permanece inativo enquanto estiver ligado a proteina guardee. Entretanto, quando o
efetor interage com a proteina, alterando sua conformacdo ou modificando-a
quimicamente, o receptor NBS-LRR ¢ ativado, desencadeando a cascata de
sinalizacao que leva a resposta de defesa (Gtowacki et al., 2011). Assim, de acordo
com a hipotese guarda, as proteinas R vao atuar monitorando a presenca de proteinas
efetoras ou de modificacbes de proteinas alvo no hospedeiro pelos efetores do

patégeno.
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Figura 7 - Hipotese de “guarda” para sinalizagdo do gene R durante a defesa

vegetal.
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Fonte: Adaptado de Taiz, Zeiger, (2017).

Uma vez ocorrido o reconhecimento do patégeno invasor, ocorre a ativagao
de uma complexa rede de sinais mediada. A rota de resisténcia mediada pelo AS
envolve a ativacdo de respostas de defesa no local da infeccdo e sistémicas
(‘Systemic acquired resistance’, SAR) (Ryals et al., 1996).

O AS pode ser produzido por duas rotas distintas. A primeira envolve a rota
dos fenilpropandides em que o AS ¢é sintetizado a partir da fenilalanina. A segunda,
responsavel por grande parte do AS produzido, envolve a rota do chiquimato, em um
processo em que participa a enzima isocorismato sintase 1 (ICS1) codificada pelo
gene SID2 (‘Salicylic acid induction deficient 2’) (Wildermuth et al., 2001). O acumulo
do AS desencadeia a expressdo de genes de duas vias de resposta de defesa, a
primeira € constituida por genes expressos precocemente, cerca de 2-3h apds a
inducdo. Nessa resposta estdo envolvidos os genes que codificam as enzimas
glutationa-S-transferase e glicosiltransferases que protegem as células do estresse
oxidativo. A segunda via envolve genes expressos cerca de 12-16h apds a indugao
que sao regulados pelo gene NPR1 (‘Non-expressor of PR1’), também conhecido
como NIM1 (Dong, 2004).

Apos o reconhecimento do patdgeno pela planta, uma das primeiras linhas de
defesa da planta € chamada de “explosao oxidativa”, no qual ha a formagao pela
planta das espécies ativas de oxigénio (EROs), compostos por anion superoxido (O2-

), peréxido de hidrogénio (H202) e radicais de hidroxila livres (OH-), que por reagbes
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de oxidagao geram o colapso das células localizadas na regiao de infecgao, que pode
resultar na morte da célula vegetal conhecida como “reagao de hipersensibilidade”.
Entre as etapas iniciais de formacdo de EROs em destaque esta a atividade do
complexo enzimatico NADPH-oxidase presente na membrana plasmatica, estas
enzimas resultam da transferéncia de elétrons e formagao do radical superdxido, o
qual pode resultar na peroxidagao lipidica ou ser transformado (catalizado) em
peréxido de hidrogénio (H202) pela agdo da enzima superoxido dismutase (SOD). A
partir disso, o passo seguinte no metabolismo de EROs é a detoxificagado do perédxido
de hidrogénio pela agao da enzima catalase (CAT), essa enzima ira transformar H20:2
em H20 e O2. As peroxidases também podem estar atuando no processo de
eliminacdo do H20:2 através da sua utilizagdo como substrato para sintese de lignina
ou outros compostos (Resende et al., 2003).

Embora a resposta de hipersensibilidade seja considerada uma das respostas
de defesa mais importantes, outros mecanismos de defesa podem ocorrer sem que
haja a “RH”, como acumulo de fitoalexinas, aumento da rigidez da parede celular,
sintese de enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede fungica e a sintese de
proteinas relacionadas a patogenicidade (Heil; Bostock, 2002). Entre as respostas
mais conhecidas na expressao da RSA, esta a sintese de fitoalexinas e de proteinas-
RPs, sendo que as fitoalexinas atuam localmente e as proteinas caracterizam-se pela
acéo local e sistémica (Heil; Bostock, 2002).

As alteragdes metabdlicas envolvidas com os mecanismos de defesa das
plantas contra fitopatégenos estao correlacionadas com mudancas na atividade de
enzimas chaves do metabolismo primario e secundario. Entre estas esta a enzima
peroxidase, que participa também da biossintese de etileno, oxidacado de compostos
fendlicos e estao relacionadas com respostas de resisténcia ou suscetibilidade em
diferentes patossistemas. Outra enzima intensamente estudada em plantas é a
fenilalanina amoénia-liase (FAL), situada em um ponto de ramificagdo entre o
metabolismo primario e secundario e a reagéo que ela catalisa € uma etapa reguladora
importante na formagdo de muitos compostos fendlicos. A FAL é catalisadora da
reacao de desaminacao da L-fenilalanina e gera acido trans-cindmico e aménia. O
acido trans-cindmico pode ser incorporado em muitos compostos fendlicos que estao
presentes na formagéo de ésteres, coumarinas, flavondides e ligninas (Taiz; Zeiger,
2004).
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Entre as proteinas relacionadas a patogenicidade (proteinas-PRs), as mais
pesquisadas sdo as p-1,3-glucanases (PR-2) e as quitinases (PR-3), que possuem
atividade hidrolitica, quebrando polimeros estruturais presentes nas paredes dos
patogenos, com atividade aumentada quando as plantas séo tratadas com indutores
de resisténcia (Labanca, 2002).

Entre os potenciais indutores de resisténcia encontram-se os cogumelos
comestiveis e medicinais. Ainda sado escassos estudos com compostos bioativos de
G. lucidum no controle e prevencao de doencas em plantas. Até o momento, sao
minimos os relatorios sobre o0 mecanismo pelo qual induz resisténcia a doengas.

Em trabalhos desenvolvidos com esta mesma cepa de G. lucidum que sera
utilizada neste estudo, os filtrados do cultivo em meio liquido ativaram a resisténcia
de plantas de soja e reduziram a severidade a oidio (Erysiphe diffusa (Cooke & Peck)
U. Braun & S. Takamatsu) (Cruz et al., 2019). A redugado da doenca pode estar
relacionada a ativagao de fitoalexinas, ativacdo da enzima fenilalanina amoénia-liase,
compostos fendlicos, peroxidases e atividade da quitinase, essa indugdo demonstrou
especificidade em relagao a ativacdo do tempo e associacdo com elicitores testados
(Cruz et al., 2019).

Zhang et al., (2019) testaram o polissacarideo de Ganoderma lucidum (GLP)
seu mecanismo no controle de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum no algodoeiro.
Apos o tratamento de plantas de algoddo com o GLP, houve aumento da atividade de
peroxidase, superéxido dismutase e polifenoloxidase nas folhas, enquanto o conteudo
do malondialdeido (MDA) diminuiu. Além disso, houve aumento significativo na
expressao de genes relacionados a via do acido jasmdnico no algodao. Supondo que
o GLP pode induzir resisténcias em plantas, estimulando a via do jasmonato.

Stadnik, Bettiol e Saito (2003) estudaram o efeito de extrato etandlico de
Ganoderma sp. na inducao de resisténcia de pepino (Cucumis sativus cv. Safira)
cultivado em casa de vegetacao contra oidio (Sphaerotheca fuliginea). O extrato bruto
reduziu o numero de lesdes na segunda folha em 79% e 65 %, respetivamente,
comparado com a testemunha. Esses dados evidenciam que a inducao de resisténcia
sistémica em plantas de pepino pode estar envolvida na redugao da severidade da
doenca.

Os exemplos apresentados ilustram a escassez de pesquisas sobre o uso dos
compostos bioativos de Ganoderma Ilucidum no controle de doencas de plantas,

apesar de seu grande potencial. Esses estudos destacam a importancia de
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investigacbes adicionais para explorar essa abordagem promissora. Os estudos
planejados para este trabalho contribuirdo para preencher essa lacuna de
conhecimento e fornecerdo novas experiéncias e descobertas significativas ao longo
dos préximos anos. Espera-se que essa pesquisa amplie nossa compreensao sobre
a eficacia e o mecanismo de agao desses compostos, abrindo novas oportunidades
para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes no controle de doencas de

plantas.
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3.CAPITULO 1- GANODERMA LUCIDUM MYCELIAL GROWTH FILTRATE AND
THE MYCELIAL EXTRACT INCREASE DEFENSE RESPONSES AGAINST
SEPTORIA LEAF SPOT IN TOMATO'

A aplicagéo foliar do filtrado de crescimento micelial de Ganoderma lucidum ou do
extrato micelial reduziu em mais de 90% a severidade da mancha foliar de Septoria
em tomateiro, e promoveu aumento nas atividades de enzimas relacionadas a defesa
vegetal.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo examinar a capacidade de preparacgdes obtidas
do cogumelo Ganoderma lucidum, o filtrado de crescimento micelial (FM) e o extrato
micelial (EM), de fornecer protecao e induzir resisténcia em tomateiro contra Septoria
lycopersici. Em casa de vegetacéo, a aplicagéo foliar de FM e EM a 40 % (v/v) 2 dias
antes da inoculagao do fungo reduziu a severidade da doengca e a germinagcao do
fungo em 90% e 60 %, respetivamente. O metabolismo associado a defesa do tomate
foi significativamente modificado nas plantas tratadas, os niveis de malondialdeido e
peréxido de hidrogénio foram reduzidos, a atividade de enzimas antioxidantes foi
aumentada (superoxido dismutase, ascorbato peroxidase e catalase) e o metabolismo
secundario da planta foi ativado através da enzima fenilalanina aménia-liase, o que
resultou em um aumento expressivo nos compostos fendlicos. Portanto, os compostos
presentes no FM e EM ativam os mecanismos de defesa, reduzem o dano oxidativo
causado por Septoria em plantas de tomate e promovem o controle das doencgas.

Palavras-chave: Septoria lycopersici; cogumelo; elicitores; controle bioldgico,
resisténcia induzida, controle de doencgas.

! Artigo publicado no periédico Biological Control. Volume 173, October
2022, 105002. doi: 10.1016/j.biocontrol.2022.105002.
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3.1 INTRODUGAO

A mancha de septoria € uma das doengas relevantes na cultura do tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) em todo o mundo, podendo levar a perdas de 100% na
producao. Causada por Septoria lycopersici Speg, esta doenga pode afetar outros
hospedeiros pertencentes a familia Solanaceae, como berinjela, berinjela escarlate e
batata (Jones et al., 1991; Mattos et al., 2020). Ndo existe cultivar de tomateiro
resistente a S. lycopersici, € 0 manejo da doenga se baseia no controle quimico com
o uso de fungicidas convencionais (Avila et al., 2020). Neste contexto, buscar
alternativas complementares, como o uso de indutores de resisténcia é altamente
encorajado.

Uma abordagem promissora € o uso de elicitores de defesa vegetal. Estes
compreendem um amplo grupo de moléculas que podem desencadear respostas de
defesa contra patdogenos em um processo chamado de resisténcia induzida. A
elicitagdo da defesa pode ser ativada pela aplicagdo de acibenzolar-S-metil (ASM),
um analogo sintético do acido salicilico; por nutrientes minerais como fésforo, potassio
e silicio; ou por MAMPs, padrdes moleculares associados a microrganismos, como
quitina e flagelina, que sdo altamente conservados em classes inteiras de
microrganismos (Boller; Félix, 2009; Jones; Dangl, 2006; Wiesel et al., 2014).

Cogumelos também podem ser fontes de elicitores Ganoderma lucidum (Fr.)
Karst. [Ling Zhi] € um dos cogumelos medicinais mais conhecidos e usados pela
medicina tradicional nos paises asiaticos ha milhares de anos (Lu et al., 2020). Produz
mais de 400 compostos bioativos, incluindo triterpendides, polissacarideos,
aminoacidos, enzimas, antibidticos, substancias ativadoras do sistema imunoldgico,
antivirais, antialérgicos e outros compostos de interesse medicinal com acao
antiinflamatadria, antibacteriana e antifungica (Gu et al., 2018).

Devido as enormes perdas de colheitas em todo o mundo devido a fungos
fitopatogénicos resistentes a pesticidas, ha um aumento na procura de
desenvolvimento de novas estratégias antifungicas na agricultura. Extratos brutos e
filtrados microbianos sao considerados potenciais biofungicidas e agentes eficientes
de controle de doencas. Estudos demonstraram Ganoderma spp. atividade na
reducao de doengas de plantas. De acordo com Zhang et al. (2019), a pulverizagao
foliar e a irrigacao radicular com um polissacarideo isolado de G. lucidum promoveram

o crescimento do algodoeiro e ativaram mecanismos de defesa que ajudaram no
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controle de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum. Sangeetha et al. (2020)
demonstraram atividade antiviral de filtrados de cultura de G. lucidum contra o virus
da necrose de botdo de amendoim (GBNV) em tomate, reduzindo o numero de lesdes
e inibindo o acumulo de populagéo de virus apds a pulverizagéo. Sajeena e Marimuthu
(2013) demonstraram que a aplicagcdo foliar de Ganoderma sp. (Ganosol 10EC)
reduziu o numero de lesdes causadas por Rhizoctonia solani em plantas de arroz.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial do filtrado de crescimento micelial
e do extrato micelial de G. lucidum para proteger plantas de tomate contra S.
lycopersici e avaliar seu efeito no desenvolvimento do patégeno e no metabolismo do

tomateiro.

3.2 METODOLOGIA

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. (isolado CC339ST) foi obtido da
empresa publica brasileira de pesquisa agropecuaria Embrapa: Recursos Genéticos
e Biotecnologia (Brasilia, DF, Brasil). Placas de Petri contendo batata-dextrose-agar
(BDA; Kasvi, Brasil) foram inoculadas com plugs de micélio CC339ST, incubadas por
7 dias a 28 £ 2 °C em um fotoperiodo de 12 h e armazenadas a 4 °C para uso posterior.

O processo de cultivo submerso foi iniciado com a adicdo de 10 discos de
agar (0,5 cm d) de culturas ativadas de G. lucidum a frascos Erlenmeyer contendo
200 mL de meio batata-dextrose (BD®; Kasvi, Brasil), pH 5,1. Os frascos foram
colocados em agitador rotativo, agitados a 120 rpm no escuro a 28 + 2 °C por 20 dias.
Para tratamentos especificos, 2 mM de acido salicilico (SA) ou 5% (v/v) de suspensao
de esporos inativados de Trichoderma harzianum (TH) foram adicionados 10 dias
apos a inoculacgao do frasco com discos de cultura. O micélio foi coletado de culturas
liquidas, lavado em agua deionizada estéril (AD), seco a temperatura ambiente e
suspenso em AD estéril a 100 mg.mL-1. Esta suspensédo de micélio foi filtrada
(Whatman no.41) e designada como extrato micelial (EM). Para a obtencéo do filtrado
de crescimento micelial (FM) de G. lucidum, o meio foi filtrado em papel de filtro
Whatman n. 41. Foram obtidos FM de G. lucidum sem indugdo; FM induzido com TH
(FM + TH); FM eliciado com SA (FM + SA); e extrato micelial (EM).

Plantas de tomate cultivadas em casa de vegetagao foram pulverizadas com:
(1) filtrado de crescimento micelial (FM), (2) filtrado de crescimento micelial induzido
com T. harzianum (FM + TH), (3) filtrado de crescimento micelial induzido com acido
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salicilico (FM + SA) e, (4) extrato micelial (EM) todos na concentragéo de 40% (v/v).
Agua destilada (AD); meio liquido de batata-dextrose (BD); 4cido salicilico 2 mM (SA);
5% (v/v) extrato de esporos inativados de Trichoderma harzianum (TH); Azoxistrobina-
Difenoconazol 50 mg. L-1 (Priori top®, Syngenta) e 50 mg. L' acibenzolar-S-metil
(ASM) (Bion®, Syngenta) foram usados individualmente como controles. As plantas
foram inoculadas com S. lycopersici (1x10° esporos.ml!, 0,05% v/v Tween 20) 2 dias
apos os tratamentos e mantidas sob condi¢cdes de alta umidade (~99% de umidade)
por 2 dias). A severidade da doenca foi avaliada aos 10 dias apos a inoculagao (dai).

O efeito in vitro sobre S. lycopersici foi avaliado pelo método do caldo de
microdiluicdo, seguindo o padrdao M38-A, com algumas modificagdes, padronizado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2002). A concentragéo inibitéria
minima foi considerada como sendo a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento visivel do fungo

Para avaliar o efeito in planta da pulverizacao dos filtrados e do extrato micelial
na germinagado de conidios, e o crescimento de hifas epifitas (desenvolvimento de
fungos na superficie da folha), segmentos de 4 cm da terceira folha coletados as 24,
48 e 72 horas ap6s a inoculagao (hai), respectivamente, foram imediatamente
processados (Siah et al., 2010).

Para as analises bioquimicas, quatro foliolos do terco médio de cada planta
foram coletados aos 0, 24, 48, 72, 96 e 168 hai. As amostras foram mantidas em
nitrogénio liquido durante a amostragem e armazenadas em - 80-C até nova analise.
As analises realizadas foram a determinacao do teor de compostos fendlicos totais de
acordo com Bieleski and Turner (1966), atividade da fenilalanina aménia-liase (FAL)
de acordo com Kuhn (2007), atividade de peroxidases (POX) de acordo com Matsuno
e Uritani (1972), além da determinagéo da atividade de enzimas antioxidantes como
ascorbato peroxidase (APX) conforme Nakano e Asada (1981), catalase (CAT),
conforme Havir e McHale (1987), e superoxido dismutase (SOD) conforme
Giannopolitis e Ries (1977).

Analises quantitativas de peroxido de hidrogénio de acordo com Alexieva et
al. (2001), e malondialdeido de acordo com Heath e Packer (1968), foram realizadas
em tomateiros tratados com agua destilada, 40 % FM ou 40% EM. Quatro foliolos da
terceira e quartas folhas de cada planta foram coletadas 24, 48 e 72 h apds a

inoculagao com S. lycopersici. As analises de quantificagdo de peréxido de hidrogénio
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(H202) com coloragao DAB (3,30 -diaminobenzidina) foi realizada conforme descrito
por Daudi e Brien (2012).

Para realizar a analise paramétrica, foi utilizado o software Statistica 6.0
usados. A homogeneidade de variancias foi verificada pelo teste de Bartlett a 5% de
significancia e, quando necessario, os dados foram transformados para a raiz de x +
1. A analise de variancia foi realizada e o teste de Fisher foi aplicado com 5% de
significancia. Quando houve diferengas significativas entre os tratamentos, as médias
foram separadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Os experimentos foram
repetidos duas vezes, analises conjuntas de dados foram realizadas com o GENES
software (Cruz, 2013).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacéo foliar do EM e dos FM de G. lucidum no tomateiro, 2 dias antes
da inoculagao do patdgeno, proporcionou redugdes significativas na severidade da
doenca. A reducéo foi de 93% em média, nas plantas tratadas em comparacéao ao
controle.

A aplicagéo foliar dos filtrados e do extrato no tomateiro apresentou efeito
antifungico direto contra S. lycopersici in vitro e in planta. Foi evidenciada uma redugéo
significativa na percentagem de germinagdo do fungo, concordando assim com a
reducdo da severidade da doenga em testes realizados em casas de vegetacgao.
Estudos anteriores mostraram um efeito inibitério de G. lucidum FM na germinagao de
esporos de Erysiphe diffusa, agente causal do oidio da soja (Cruz et al., 2019).

Investigagdes bioquimicas revelaram que a redugao dos sintomas da mancha
foliar de septoria nos foliolos das plantas de tomate pode ser atribuida ao estimulo na
atividade de FAL e compostos fendlicos em um estagio inicial de desenvolvimento da
doenca. O tratamento das plantas de tomateiro com FM e EM ativaram o metabolismo
secundario vegetal (via fenilpropandide) indicado pela atividade da enzima fenilalanina
amonia-liase (FAL). Esta enzima é catalisadora da reacdo de desaminacéo da L-
fenilalanina e gerando acido trans-cinamico e amoénia. O acido trans-cinamico pode
ser incorporado em muitos compostos fendlicos que estao presentes na formacgao de
ésteres, cumarinas, flavondides e ligninas (Dixon; Paiva, 1995; Vogt, 2010).

Compostos fendlicos tem um efeito direto contra patdégenos e pode ser usado para
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reforgar a planta paredes celulares, impedindo a colonizagdo do patégeno (Strack,
1997).

Plantas tratadas com FM e EM foram mais eficientes na decomposicao de
espécies reativas de oxigénio (ROS). A pulverizagdo desses materiais aumentou
significativamente a atividade da SOD, enzima que catalisa a dismutagdo do O2- em
02 e H202 (Wang et al., 2018). Ao mesmo tempo, observou-se um aumento da
atividade da CAT, responsavel por desintoxicar o H202, convertendo-o em agua e
oxigénio. A enzima APX também teve sua atividade aumentada e, assim como a CAT,
catalisa a decomposicéo de H202 em H20 e O2, mas usando ascorbato como doador
de elétrons (Asada, 1992).

Niveis mais baixos de perdxido de hidrogénio e malondialdeido foram
observados em plantas apds tratamentos com FM e EM em contraste com o controle.
O dano celular intenso da infecgao por S. lycopersici foi observado em foliolos de
tomate de plantas controle, conforme indicado pela grande concentragao de MDA, um
marcador de peroxidacao lipidica. Em contraste, a concentracdo de H202 diminuiu nas
plantas tratadas com FM e EM o que pode ser devido a elevadas atividades de APX,
CAT e POX. Em geral, plantas de tomate pulverizadas com FM e EM e inoculadas
com S. lycopersici apresentaram menores concentragdes de MDA e H202 em
comparagao com plantas nao inoculadas. Sabe-se que o sistema antioxidante vegetal
€ especialmente importante na defesa contra patdégenos necrotroficos, como S.
lycopersici, que obtém nutrientes de células mortas. Conforme evidenciado por
Mandal et al. (2019), a suscetibilidade das plantas a Alternaria brassicae foi associada
ao maior acumulo de ROS e morte celular. Todas essas observacoes reforcam o
interesse nos filtrados e extratos de G. lucidum como um promotor de defesa, visto a
protecao conferida no tomate a mancha de septoria.

Entretanto, a alta capacidade das preparagdes brutas em ativar enzimas
antioxidantes e de defesa em tomateiro, com redugao de mais 90% na severidade da
doenca, é muito interessante do ponto de vista biotecnoldgico.

Nossos resultados destacam o potencial biotecnolégico dos filtrados e
extratos de G. lucidum como promotores de defesa em plantas cultivadas,
especialmente no controle da mancha de septoria em tomateiro. A capacidade desses
preparados em ativar enzimas antioxidantes e fortalecer as defesas das plantas,

resultando em uma reducgado significativa na severidade da doenga, sugere sua
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aplicagado promissora como uma estratégia sustentavel de controle de doengas na

agricultura.

Figura 8- Principais efeitos do FM e EM no patossistema tomate- Septoria

lycopersici.
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3.4 CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que o cultivo do cogumelo G. lucidum
em meio liquido forneceu preparacbes com alta capacidade de modificar o
metabolismo oxidativo e induziu as defesas do tomateiro com expressivo controle da
mancha de septoriose.

Essa descoberta é significativa, pois ndo apenas evidéncia o potencial dos
compostos derivados do G. lucidum no controle de doencas de plantas, mas também
destaca a capacidade desses compostos em desencadear respostas de defesa em

plantas.
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4.CAPITULO 2- EFEITO SISTEMICO DO FILTRADO DE CRESCIMENTO MICELIAL
DE Ganoderma lucidum SOBRE A SEPTORIOSE E NA FORMACAO DE
PICNIDIOS DE SEPTORIA LYCOPERSICI.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial do filtrado de crescimento
micelial de Ganoderma lucidum e suas fragdes para proteger plantas de tomate contra
Septoria lycopersici e seu efeito no desenvolvimento do patdgeno e agao sistémica de
controle no tomateiro. Em casa de vegetacéo, a aplicacao foliar de FM a 40 % (v/v) 2
dias antes da inoculagdo do fungo reduziu em 76% a severidade aos 21 dias apos a
inoculagdo do patogeno. Houve reducgado significativa nas taxas de estdomatos
colonizados e na formacao de picnidios no mesofilo das folhas tratadas, com a
formacédo de apenas 10 picnidios/lesdo, contra 22,05 picnidios/lesdo nas plantas
controle. O efeito sistémico no controle da doenca foi observado a partir da irrigagao
da raiz e pulverizacédo das folhas com FM. A acéao antifungica direta do FM e suas
fragbes sobre o patdgeno foi demonstrada em testes in vitro. Portanto, o cultivo do
cogumelo G.lucidum em meio liquido gerou preparagdes com atividade antimicrobiana
direta e controle da mancha de septoria local e sistemicamente. Concluiu-se que os
compostos bioativos liberados no cultivo submerso de G. lucidum apresentam

potencial de utilizagdo no manejo de doengas do tomateiro.

Palavras-chave:Ganoderma Iucidum; biocontrole; antifungico; efeito sistémico;
controle de doencga.
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4.1 INTRODUGAO

O género Septoria engloba patégenos emergentes de diversas familias de
plantas e tem sido relatada em todo o mundo doengas foliares que infectam a parte
aérea das plantas, caule e frutos (Das et al., 2020). A mancha de Septoria (SLS),
causada pelo fungo Septoria lycopersici Spegazzini, representa grande importancia
no processo produtivo do tomateiro, causando elevados prejuizos (Mattos et al.,
2020).

Os sintomas da doenga ocorrem em todos os estagios de desenvolvimento do
tomateiro. No estagio inicial da infecgdo, os sintomas aparecem como lesdes
necroticas circulares e angulares mais comumente encontradas nas folhas mais
velhas e inferiores da planta. As lesdes maduras contém pequenos, mas visiveis,
corpos frutiferos pretos caracteristicos, os picnidios, os quais liberam picnidiésporos
produzidos assexuadamente (conidios). Os conidios s&o geralmente responsaveis
pela propagagdo da doenga. A redugdo da area foliar fotossintética causada pela
doenca pode levar a perdas de produtividade de até 50% quando o manejo integrado
da doenca é implementado (Agrios, 2005; Mattos et al., 2020)

O controle da SLS se baseia principalmente no uso de fungicidas e cultivares
parcialmente resistentes (Avila et al., 2020). No entanto, devido a alta diversidade
genética e adaptabilidade de S.lycopersici, o fungo frequentemente desenvolve
resisténcia a fungicidas e muitas vezes supera a resisténcia do hospedeiro, tornando-
se um dos patégenos de plantas mais dificeis de controlar (Avila et al., 2020; Baldicera
et al., 2020). Devido as enormes perdas de colheitas em todo o mundo causadas por
SLS, ha uma grande demanda por desenvolvimento de novas estratégias de manejo
para uso na agricultura.

A pesquisa tem demostrado potencial na exploragcdo e descoberta de
compostos antimicrobianos extraidos de cogumelos para o controle de patégenos de

plantas, como é evidenciado pela descoberta das estrobilurinas naturais, a partir do
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cogumelo Strobilurus tenacellus (Imtiaj; Lee, 2007), os quais deram origem a um dos
grupos de fungicidas mais utilizados no mundo.

Outro cogumelo com grande potencial na exploragdo de compostos
antimicrobianos € o Ganoderma lucidum (Fr.) Karst. [Ling Zhi], um dos cogumelos
medicinais mais conhecidos e usados pela medicina tradicional nos paises asiaticos
ha milhares de anos (Lu et al., 2020). Nas modernas investiga¢des farmacolégicas
sao relatados registros de mais de 400 compostos secundarios isolados dos corpos
frutiferos, micélio e cultivo submerso de G. lucidum, que incluem na sua maioria
polissacarideos, triterpendides, proteinas, peptideos, adenosina e nucleosideos.
Estes apresentam atividade imunoldgica, antiviral, antialérgica, antiinflamatéria,
antibacteriana e antifungica (Gu et al., 2018).

Estudos demonstraram que espécies de Ganoderma exibem um amplo
espectro de atividades bioldgicas, incluindo atividade antifiungica e antibacteriana
direta, estimulos ao crescimento e a ativacao de respostas de defesa vegetal. Em
soja, foi observado que os filtrados de G. lucidum ativam os mecanismos de defesa
da planta, auxiliando no controle do oidio (Cruz et al., 2019). Recentemente, Yang et
al. (2022) relataram que o polissacarideo extraido do corpo de frutificacdo de G.
lucidum, quando combinado ao tratamento quimico de sementes, foi eficiente no
controle de podridao radicular do milho causada por Fusarium graminearum e da
mancha aguda do trigo causada por Rhizoctonia cerealis, além de apresentar efeito
de bioestimulo nas plantas, promovendo o aumento na taxa de germinagao e altura.
Fatima et al. (2022) relataram que a imersao da raiz de beringela por 30 min com
filtrados de cultura de Ganoderma lucidum reduziu o nivel de infecgdo de Meloidogyne
incognita e promoveu o crescimento vegetal.

Em um trabalho prévio, a pulverizacdo do FM no tomateiro reduziu a
severidade da septoriose em mais de 90% nas folhas tratadas, além de promover o
aumento na atividade da FAL e de enzimas relacionadas ao metabolismo antioxidante
(Cruz et al., 2022). O objetivo do atual estudo é o de verificar se o FM apresenta efeito
sistémico para o controle da doenca e se afeta a produgao de estruturas reprodutivas

por S. lycopersici.
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4.2METODOLOGIA

4.2.1 Materiais biolégicos

Sementes de tomate cv. Santa Cruz Kada, suscetivel a Septoria lycopersici,
foram semeadas em substrato Tropstrato®. No 15° dia apds a semeadura, as mudas
de tomate foram transplantadas para vasos de 2 L contendo substrato comercial (Solo
Fertilizado®, Solo Fértil Insumos Agricolas LTDA, Santa Catarina, Brasil) e mantidas
em casa de vegetacgao (25,3 £ 3,7 °C) até a implantagédo dos bioensaios.

Septoria lycopersici foi isolado de folhas de tomateiro com sintomas tipicos de
mancha foliar. O isolado foi depositado na colegdo micolégica da Universidade
Federal de Santa Catarina (isolado numero 106). Para experimentos posteriores, o
fungo foi cultivado em meio de cultura V8-agar (2 % v/v suco V8, 2 g.L-1 CaCO3 e 15
g.L-1 agar) por 10 dias em fotoperiodo de 12 h a 25 °C. Para a coleta de esporos
foram depositadas em cada placa 10 mL de agua destilada estéril. Esta suspensao foi
filtrada duas vezes para remover fragmentos de micélio e a concentragéo de esporos
foi determinada e ajustada usando uma camara de contagem Neubauer.

Ganoderma Iucidum (Curtis) P. Karst. (isolado CC339ST) foi obtido da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, a Embrapa: Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Brasilia, DF, Brasil). Placas de Petri contendo batata-dextrose-agar
(BDA; Kasvi, Brasil) foram inoculadas com plugs de micélio CC339ST, incubadas por
7 dias a 28 + 2 °C em um fotoperiodo de 12 h e armazenadas a 4 °C para uso posterior.

Para a obtencao do filtrado do crescimento micelial de Ganoderma lucidum,
dez discos miceliais (0,5 cm ) foram transferidos para frascos erlenmeyer contendo
200 mL de meio de cultura batata-dextrose (BD) pH 5,1. Os frascos foram mantidos
em mesa de agitagdo (120 rpm) a 28 + 2 °C, no escuro, por 15 dias. Apds esse
periodo, foi realizada a filtragem em filtro Whatman no.41 obtendo-se assim o filtrado
do crescimento micelial (FM) de G. lucidum
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4.2.2 Efeito local e sistémico do FM sobre a severidade da doenga

Plantas de tomate contendo quatro folhas verdadeiras, mantidas em casa de
vegetacdo, foram pulverizadas até o ponto de escorrimento com agua destilada
(controle), com o FM na concentragédo de 40 % (v/v), ou com 50 ppm de um produto
comercial a base de Azoxistrobina + Difenoconazole. Passadas 48 h, as plantas foram
inoculadas com S. lycopersici (1x10° esporos.mL"" contendo 0,05% v/v Tween 20) e
mantidas em camara umida por 24 h. A severidade da doencga foi avaliada aos 7, 14
e 21 dias apés a inoculagéo (dai). Com os dados de severidade, calculou-se a area
sob a curva de progresso da doenga (AACPD), que leva em consideracdo a
intensidade da doencga e sua evolugédo no tempo (Campbell; Madden, 1990). A area

abaixo da curva de progresso da doencga foi calculada da seguinte forma:

AACPD =ni1[(Yi+1+Yi)/2] [xi +1—Xi]

Em que: Yi: severidade da doenca (nota por parcela em %) na i-ésima
observacao; Yi+1: severidade da doenca na época da avaliagao i+1; Xi: tempo (dias)
na i-ésima observacgao; Xi+1: época da avaliagao i+1; n: numero total de observacgoes.

Para a avaliacao do efeito sistémico de controle, dois tipos de experimentos
foram conduzidos: no primeiro, para avaliar a sistemicidade ascendente do FM,
plantas de tomate com quatro folhas verdadeiras, cultivadas como descrito
anteriormente, foram pulverizadas foliar até o escorrimento e irrigadas (raiz) com 30
mL de agua destilada (controle). O efeito do FM a 40% (v/v) sobre a severidade da
doenca foi avaliado pela aplicagao foliar (efeito local) ou irrigagdo do sistema radicular
(efeito sistémico) com o filtrado. Passadas 48 h, as plantas foram inoculadas com S.
lycopersici (1x108 esporos.ml', 0.05% v/v Tween 20) e mantidas em camara Umida
por 24 h. A severidade da doenca foi realizada aos 14 dias apds a inoculagao (dai).

Para avaliar a sistemicidade descendente do FM, plantas de tomate contendo
quatro folhas verdadeiras, mantidas em casa de vegetagdo, foram pulverizadas
apenas nas duas folhas superiores com agua destilada (controle) ou com o FM na
concentragéo de 40 % (v/v). Passadas 48h, as plantas foram inoculadas com S.
lycopersici (1x108 esporos. mL™", 0.05% v/v Tween 20) em todas as suas folhas e
mantidas em camara umida por 24 h. A avaliagdo de severidade da doenca foi

realizada nas folhas superiores que receberam os tratamentos (efeito local) e nas
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folnas do baixeiro que ndo haviam recebido os produtos (efeito sistémico). A

severidade da doenca foi realizada aos 14 dias apds a inoculagao (dai).

4.2.3 Efeito na formacao de picnidios e colonizagao estomatica

Plantas de tomate contendo quatro folhas verdadeiras, mantidas em casa de
vegetacdo, foram pulverizadas até o ponto de escorrimento com agua destilada
(controle), com o FM na concentragao de 40 % (v/v), ou com 50 ppm de um produto
comercial a base de Azoxistrobina + Difenoconazole. Passadas 48 h, as plantas foram
inoculadas com S. lycopersici (1x10° esporos. mL™" contendo 0,05% v/v Tween 20) e
mantidas em camara umida por 24 h.

Para medir a densidade de picnidios e avaliar a colonizag&o de S. lycopersici,
segmentos de 4 cm da terceira folha foram coletados aos 21 dai e depois branqueados
em mistura de etanol absoluto e acido acético (3:1; v/v) durante a noite. As folhas
clareadas foram reidratadas em agua destilada por 4 h e entao fixadas em lactoglicerol
(acido latico: glicerol: agua; 1:1:1; v/viv) por 20 min. As estruturas fungicas foram
coradas pela imerséo dos segmentos foliares em azul de Trypan 0,1% (Sigma-Aldrich)
dissolvido em lactofenol-etanol (1:2; v/v) a 50°C por 20 min. Apds a lavagem, os
segmentos foliares foram colocados em uma lamina de vidro com uma gota de
lactoglicerol e observados microscopicamente em aumento de 400x. A colonizagao
das cavidades estomaticas foi determinada a partir de 100 cavidades subestomaticas
escolhidas aleatoriamente avaliando: estdématos nao colonizados (NC), estématos
colonizados, mas ainda sem formacgao de picnidio (C) e estdbmatos colonizados com
formacao por picnidio (P). As fotos foram tiradas com a camera digital (Olympus DP71-
U-TV0.5XC-3).

A quantidade de picnidios foi avaliada aos 21 dias apds a inoculagao (dai)
(Ors et al., 2018). A densidade de picnidios foi avaliada pelo NPL (numero médio de
picnidios por lesédo), foram pontuadas 2 lesdes por folha, no total de 4 folhas do tergo
meédio por tratamento, compreendendo lesdo a area foliar necrética com picnidios,
respectivamente. O delineamento experimental foi completamente ao acaso, com

cinco repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por duas plantas.
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4.2.4 Fracionamento e atividade antifangica in vitro

Inicialmente, um litro do filtrado do crescimento micelial bruto (FM) foi
concentrado 30x em rotaevaporador (90°C), obtendo-se um filtrado concentrado (FC).
O FC foi liofilizado e fracionado. O FC foi submetido a cromatografia utilizando-se uma
coluna silica-gel com eluentes acetatos de etila e agua sob a forma de um gradiente
crescente de polaridade. Inicialmente, o FC foi ressuspendido com etanol e o meio
liquido particionado em coluna de separagao contendo silica gel com acetato de etila,
do particionamento na coluna obtendo-se fragédo polar que foi ressuspendida em 5 mL
de agua destilada, a fragao apolar em 2mL de dimetilsulféxido a 2% (DMSO). O filtrado
de crescimento micelial (FM), filtrado concentrado no rotaevaporador a 90 C° (FC),
fracdo polar (FCP) e a fracdo apolar (FCA), foram esterilizados em membrana tipo
Millipore® (diametro do poro = 0,2 ym) sob condigbes assépticas e utilizados para
testes in vitro. As fragdes foram liofilizadas e testadas quanto a atividade antifungica.

A atividade antimicrobiana in vitro sobre Septoria lycopersici (cepa 106) foi
avaliada pelo método do caldo de microdiluicdo, seguindo o padrao M38-A, com
modificagdes, padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2002). Em placas de microdiluicao de 96 pocgos, foram adicionados 100 uL de meio
de cultura BD batata-dextrose (BD; Kasvi, Brasil) e 200 yL de: (1) filtrado de
crescimento micelial (FM), (2) filtrado concentrado (FC), (3) fracdo polar (FCA), (4)
fracdo apolar (FCA), todos na concentracdo de 100% (v/v). Os controles foram
constituidos por agua destilada (AD) e meio liquido de batata-dextrose (BD). Cada
solugéo foi pipetada apenas no primeiro pogo da coluna e a partir dai foi realizada
uma diluicao seriada, com as concentracoes finais obtidas: 50, 25, 12.5, 6.26, 3.125,
1.576, 0.78 e 0.39 (v/v). Aliquotas de 10 uL contendo 1.106 esporos mL~" de Septoria
lycopersici foram adicionados a cada pogo da placa. Em cada microplaca, meio BD
nao inoculado com patégeno, e meio BD inoculado com patdgeno, foram usados como
controles experimentais, apenas os filtrados sem inoculagao também foram utilizados
como controle. As microplacas foram incubadas por 7 dias em camara de crescimento

a 25 °C £ 1 °C no escuro. O crescimento do fungo foi medido a 3, 5 e 7 dias, usando
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um leitor de placas a 405 nm. A concentragao inibitéria minima foi considerada a

menor concentragdo capaz de inibir o crescimento do fungo.

5. RESULTADOS

5.1 Comparacgao entre FM e fungicida tradicional para o controle da septoriose

Neste estudo, a eficacia de protecdo do filtrado em tomateiro contra S.
lycopersici foi avaliada em casa de vegetagao por pulverizagdo de plantas de tomate,
2 dias antes da inoculacdo. O FM foi comparado a um fungicida a base de
Azoxistrobina e Difenoconazole. A pulverizagao do filtrado micelial de G. lucidum
reduziu a severidade e a curva do progresso da doencga. A eficiéncia de controle aos
21 dias apés a inoculacéo foi de 76% de redugao de severidade com aplicagao do

filtrado e 66% com aplicagao do fungicida (Figura 9).

Figura 9 - Severidade e area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) da
mancha de septoria em plantas de tomate, em funcéo da aplicacao do filtrado de
crescimento micelial de G. lucidum, FM; fungicida a base de Azoxistrobina e
Difenoconazol ou agua destilada. Valores representam médias de trés avaliagbes *
desvio padrdao da média. Médias seguidas por letras iguais, no mesmo tempo de
avaliagdo, nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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5.2. Efeito sistémico do FM sobre a septoriose
Com a aplicagao no sistema radicular do tomateiro, observou-se um efeito
sistémico ascendente do FM, promovendo uma reducido de 62% na severidade da
septoriose na parte aérea das plantas aos 14 dai, enquanto a pulverizagao foliar do
filtrado (efeito local) foi mais eficiente, com reducéo de 87% na doencga (Tabela 1).
Tabela 1 - Efeito da aplicagao foliar e irrigagao radicular com FM sobre a

severidade da mancha de septoria em tomateiro.

Tratamento Severidad Eficiéncia de controle
e (%) (%)
Testemunha 33,84 a 0
FM pulverizado 424 ¢ 87
FM irrigado 12,08 b 62

DMS (5%) = 2.32
*Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade de erro.

A aplicagédo do filtrado micelial apenas nas folhas superiores do tomateiro
promoveu um efeito sistémico descendente na planta, reduzindo em 56% a
severidade da mancha de septoria nas folhas baixeiras do tomateiro, as quais nao
haviam recebido a aplicagéo direta do filtrado. Novamente, o efeito local do filtrado foi
mais pronunciado que o sistémico, com reducao de 89% da severidade nas folhas
tratadas (Tabela 2). O fungicida utilizado para comparagao apresentou 93 e 85% de

controle local e sistémico da septoriose, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito local ou sistémico da aplicacao foliar com FM sobre a

severidade da mancha de septoria em tomateiro

Severidade , 0
Tratamento (%) (Ereto Sistemico)”
Efeito Local) @
Testemunha 37,85 aA 35,09 aA
Fungicida 262 aC 530 bC
FM 4,12 bB 15,25 aB

DMS (5%) = 2.45
aAvaliagdo de folhas diretamente pulverizadas com os produtos; PAvaliacédo das folhas
inferiores de plantas pulverizadas nas folhas superiores.
Médias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal, ou maiuscula na vertical nao
diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. *Coeficiente
de variagao dos tratamentos.
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5.3 Efeito do filtrado micelial na formagao de picnidios por S. lycopersici

Os primeiros sintomas da mancha de septoria, através de manchas cloréticas
e necroticas, apareceram entre 10 a 14 dai nas folhas tratadas com agua destilada e
o filtrado micelial, respectivamente. Aos 21 dai, a severidade da doenca foi de 35%,
com uma densidade de 22,05 picnidios/lesdo nas plantas controle. A pulverizagao do
filtrado micelial de G. lucidum reduziu significativamente a severidade da doenca em
88% (Fig. 2A), com a formacgéo de apenas 10 picnidios/lesdo, ou seja, uma redugao
superior a 50% no numero de picnidios formados (Fig.2 B).

Observagdes microscépicas revelaram que os esporos do fungo penetram
diretamente e por estdbmatos nas folhas, porém os picnidios se formam apenas nas
aberturas estomaticas das folhas. As avaliagdes in planta revelaram que as taxas de
estdmatos ndo colonizados foram de 54% nas folhas tratadas com filtrado micelial
contra 15 % das plantas tratadas com agua (Fig. 2.C), do mesmo modo revelou
reducao significativa na formagao de picnidios quando comparadas com o controle
(Fig. 2C). Ou seja, a aplicagao foliar do filtrado micelial promoveu uma redugao
significativa na formacdo de picnidios em plantas de tomate, concordando com a

reducao da severidade da doenca observada.

Figura 10 - Severidade da mancha de septoria (A), densidade de picnidios
(B) e colonizagao (C) nas terceiras folhas de tomateiro pré-aspergidas com agua
(controle) ou FM (40% v/v) e avaliados aos 21 apos a inoculagado com Septoria
lycopersici. As plantas foram inoculadas 2 dias apds os tratamentos. As letras
indicam diferengas significativas de acordo com o teste t de Student em P < 0,05. As
barras representam os desvios padrdo da média; NC, estdmatos n&o colonizados; C,
estdmatos colonizados, mas ainda nao preenchidos com picnidio; P, estdmatos
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colonizados preenchidos por um picnidio. Barra de escala = 100 ym(C) e 10 um (C).
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Fonte: Autor (2023).

5.4 Determinacao da concentrada inibitéria minima

Os filtrados de G. lucidum FM e FC mostraram acao antimicrobiana direta in
vitro sobre esporos de S. lycopersici. Concentragdes inibitérias minimas verificados
foram 25 v/v para o FM e 6,25 v/v para FC (Tabela 3). As fragcbes demonstraram agéo
antimicrobiana semelhante aos filtrados brutos, com concentracdes inibitdrias

minimas de 50 v/v para fragcao apolar e de 25 v/v de inibicdo com fracao polar.

Tabela 3 — Concentragao inibitéria minima in vitro de filtrado e fragdes de G. lucidum

sobre esporos de S. lycopersici pelo método do caldo de microdilui¢ao.

Tratamentos MIC( viv )
Agua destilada -
Meio BD -
Filtrado micelial - FCM 25
Filtrado concentrado -FC 6,25
Fragao apolar -FA 50
Fracao polar - FP 25

Figura 11. Efeito do filtrado de crescimento micelial de Ganoderma lucidum

(FM) sobre Septoria lycopersici pelo método do caldo de microdiluigdo . Em (A), foto

da microplaca ilustrando os resultados. Em (B), o crescimento do patégeno avaliado
através da absorbancia a 405 nm, em diferentes diluigbes.
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Figura 12. Efeito das fragdes polar e apolar de Ganoderma lucidum sobre
Septoria lycopersici pelo método do caldo de microdiluigdo . Em (A), foto da
microplaca ilustrando os resultados. Em (B), o crescimento do patégeno avaliado
através da absorbancia a 405 nm, em diferentes dilui¢des.
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6.DISCUSSAO

Um dos grandes desafios na produgédo agricola € manter altos niveis de
produtividade sem aumentar o impacto ambiental. Presume-se que o controle
biolégico e que substancias indutoras de resisténcia devam crescer no mercado
mundial, diante dos desafios para o controle de doengas e pragas na agricultura. Além
do mais, sabe-se que fermentados fungicos e extratos constituem uma fonte de
prospecc¢ao de novas moléculas com potencial para esses usos.

Como uma ferramenta para uso no manejo de doengas, relatamos a aplicagéo
preventiva do filtrado de G. lucidum em tomateiro. No presente estudo, a pulverizacao
reduziu a severidade da mancha de septoria em mais de 70%, revelando ser tao
eficiente no controle da doenca quanto a utilizacdo de fungicida. Ha indicios, com
base nos resultados do efeito da aplicagédo do FM sobre a germinagéo de esporos de
S. Lycopersici de que ha efeito direto de moléculas presentes no FM de G. lucidum
(Cruz et al.,2022). No atual estudo, observou-se que plantas pulverizadas
preventivamente com o FM apresentaram uma reducao significativa na taxa de
estdbmatos colonizados e, consequentemente, no numero de picnidios/lesdes.
Picnidios sado estruturas reprodutivas assexuadas do fungo Septoria lycopersici, de
onde os conidios sdo liberados nas formas de cirros, hialinos, aglutinados entre si por
uma substancia mucilaginosa. O estagio sexual do fungo ainda nao foi registrado na
literatura (Jones et al., 1991; Lopes et al., 2005). O efeito do FM sobre a redugao da
producao de estruturas reprodutivas do patégeno poderia influenciar o progresso da
doenca no decorrer do tempo. Contudo, ndo € possivel afirmar se esse efeito sobre o
fungo esta relacionado a indugcdo de mecanismos de defesa na planta ou se deve por
meio da agao de metabdlitos de G. lucidum presentes no FM.

Recentemente, possiveis mecanismos de agao dos compostos bioativos de
G. ludicum tem sido descoberto com destaque para o efeito direto sobre fitopatégenos
ou na ativagao de mecanismos de defesa da planta (Cruz et al., 2019; Cruz et al.,
2022; Zhang et al., 2019). Em estudos anteriores, verificou-se que a aplicagao
preventiva do filtrado de G. lucidum ativou mecanismos de defesa da soja por meio
de um processo chamado resisténcia adquirida, auxiliando no controle do oidio (Cruz
et al., 2019). Os compostos presentes no filtrado micelial de G. lucidum ativaram
mecanismos de defesa do tomateiro, reduzindo o dano oxidativo causado por S.
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lycopersici e alterando as concentragdes de flavondides e compostos fendlicos totais
(Cruz et al., 2022).

Demais estudos corroboram com nossos achados. Em pesquisa realizada por
Yang et al. (2022), o filtrado G. lucidum (GLP) quando combinado ao tratamento
quimico de sementes foi eficiente no controle de podridao radicular do milho causada
por Fusarium graminearum e Rhizoctonia cerealis no trigo, além de promover aumento
das taxas de germinacéo e altura das mudas. Zhang et al. (2019) relataram que o
tratamento de mudas de algodao por imersdo com polissacarideo de G. lucidum foi
eficiente no controle de murcha de fusarium (Fusarium oxysporum), com efeito direto
sobre o patdégeno e aumentando a resisténcia da planta a doenca pelo aumento da
atividade de peroxidase, superdxido dismutase e polifenol oxidase.

Sabe-se que o processo de inducdo de resisténcia pode ocorrer localmente
na planta, ou seja, no tecido onde o agente elicitor foi aplicado ou sistemicamente
quando partes da planta ndo expostas ao elicitor sofrem alteracbes metabdlicas que
desencadeiam mecanismos de defesa (Boller; Félix, 2009; Jones; Dangl, 2006). O
efeito de controle sistémico na planta foi demonstrado neste estudo por meio de dois
experimentos. No primeiro, a irrigagdo da raiz com FM promoveu o controle da
mancha de septoria em 62%. No segundo experimento, folhas que nao receberam a
pulverizagao direta com FM apresentaram severidade 56% menor do que folhas das
plantas ndo tratadas. Sabe-se que a translocagao de seiva bruta ocorre no sentido
ascendente na planta via xilema, enquanto os vasos do floema conduzem seiva
elaborada tanto ascendente quanto descendentemente (Taiz et al., 2021). Enquanto
no primeiro experimento o produto foi aplicado nas raizes, ressalta-se que nesse
segundo experimento foram tratadas as folhas de cima e houve redugdo da
severidade das folhas do terco inferior da planta. Isso pode indicar que produtos do
metabolismo de G. lucidum podem estar sendo translocados tanto via xilema quanto
via floema ou, podem estar influenciando na produgao e translocacgao de sinalizadores
de defesa da propria planta como acido jasménico e acido salicilico (Maruri-Lépez et
al., 2019; Taiz et al., 2021). O efeito sisttmico do FM no controle da mancha de
septoria € um destaque importante para esse patossistema, tendo em vista que as
folhas mais velhas sdo mais suscetiveis a doenca (Mattos et al., 2020).

A producao comercial de metabdlitos secundarios de cogumelos medicinais
ainda é limitada principalmente devido a poucas informagdes sobre o metabolismo

secundario e sua regulacao. Estratégias para aumentar a produgao de metabdlitos
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secundarios por cultivo submerso de cogumelos medicinais incluem cultivo em dois
estagios combinando cultivo liquido e cultura estatica, controle de oxigénio dissolvido
em dois estagios, etc (Liu et al., 2018; Wan et al., 2016). Dentre esses metabdlitos
secundarios presentes na fase micelial de G. lucidum citados no trabalho de Satria et
al. (2019), 42 metabdlitos que apresentam relevancia, o crisofanol tem sido relatado
como um inibidor altamente ativo de fungos patogénicos em plantas, pela supressao
do crescimento micelial (Choia et al., 2004). O ergosterol, um esterol que pode ser
encontrado apenas em fungos, foi relatado para ter a capacidade de ativar a enzima
de defesa em plantas, contra fungos patogénicos (Shao et al., 2010). Varios
triterpendides do tipo lanostano, como acido ganodérico C6, acido ganodérico H e
outros metabdlitos nao identificados foram produzidos em quantidades mais altas na
fase micelial (Satria et al., 2019). Esses fatos mostram que existe uma forte correlagéo
entre os metabdlitos secundarios e sua atividade bioldgica. No entanto, a fungao de
muitos metabdlitos secundarios fungicos ainda permanece desconhecida.

Fatima et al. (2022) revelaram que a produc¢ao de diferentes compostos de G.
lucidum sao toxicos sobre juvenis de M. incognita, inibindo a eclosdo dos ovos e
reduzindo a populacado de nematodides. A imersao da raiz de plantas de beringela com
o filtrado levou a mais de 80% de mortalidade de juvenis in vitro e em casa de
vegetacao, além de promover o crescimento vegetal, com aumento no comprimento
da planta, massa fresca da planta, peso seco da planta, clorofila total, carotendides e
rendimento/planta. A andlise cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-
MS) do pileo e estipe de G. lucidum explorou treze diferentes compostos bioativos
com efeito toxico sobre juvenis de M. incognita, que pertencem a diversos grupos de
metabdlitos secundarios, incluindo pironas, glicosideos, alcoois de agucar, silanos e
esterdides presentes no pileo, além de cetonas ciclicas, palmitatos, linoléicos acidos,
acidos oleicos, éster de acido talico presentes no estipe de G. Lucidum.

Na tentativa de fracionar classes de compostos bioativos por meio da
separagao do FM, obtivemos uma fracéo polar e apolar. Foi observado que o FM e
suas fracbes agem diretamente sobre o patdégeno, inibindo a germinagdo e o
crescimento in vitro. Obtivemos concentragées inibitérias minimas de 25 v/v para FM
e 50 v/v para fracdo apolar e de 25 v/v de inibicdo com fragao polar. Nao houve
diferengas significativas entre o desempenho das fragbes FP e FA nos experimentos

in vitro, sugerindo que os dois podem apresentar compostos bioativos, com agao
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direta sobre o patdogeno. Provavelmente, os compostos ativos contidos neles tém um
efeito toxico direto nas hifas, limitando o desenvolvimento do patégeno.

Nossos resultados corroboram com outros estudos que demonstram efeito
antimicrobiano do filtrado e extratos de G. lucidum contra patogenos distintos,
incluindo fungos e bactérias. Saludares et al. (2023) demonstraram efeito
antimicrobiano de extratos de Ganoderma sp. contra diferentes patdégenos de plantas,
como Colletotrichum capsici, C. gloeosporioides, Pestalotiopsis palmarum, Alternaria
solani. Em outro estudo, os polissacarideos de G. lucidum foram extraidos com agua
fervente e apresentaram efeito inibitério sobre Erwinia carotovora, Bacillus cereus, B.
subtilis, Escherichia coli, Aspergillus niger (Bai et al., 2008).

Compostos bioativos produzidos por G. lucidum podem ser explorados como
agentes de biocontrole, e demonstram grande potencial de serem utilizados no

sistema produtivo via aplicagdes radiculares e foliares.

7.CONCLUSAO

O cultivo submerso de fungos como o Ganoderma lucidum, compreendem
uma abordagem inovadora e altamente eficaz, que requer uma investigagao continua
e estudos aprofundados. No entanto, ela tem o potencial de contribuir
significativamente para a extracdo de substancias com propriedades promissoras no
controle de patogenos de interesse agronémico. Esta técnica oferece uma
oportunidade para explorar novas fontes de compostos bioativos que podem ser
utilizados de forma sustentavel na agricultura. Através de pesquisas adicionais e
colaboracao entre diversos especialistas, podemos desvendar todo o potencial dessa
abordagem e aplicar seus beneficios para melhorar a produtividade e a
sustentabilidade dos sistemas agricolas.

Com base em nossos resultados enfatizamos que o cultivo do cogumelo G.
lucidum em meio liquido gerou preparagdes com capacidade de atividade
antimicrobiana direta e controle da mancha de septoria local e sistemicamente.
Concluiu-se que os compostos bioativos liberados de G. lucidum podem ser
estudados e aprimoados para o desenvolvimento de um produto de biocontrole

promissor para futuras estratégias de manejo de doencas de plantas. Novos estudos
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devem ser considerados, buscando identificar e isolar os principios ativos presentes

nos filtrados e aumentar sua eficiéncia de produgéo, em escala industrial.
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